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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Contribucion al desarrollo de una formulacion tépica a base de panela con posible
actividad cicatrizante

La cicatrizacion de heridas es un proceso fisiol6gico altamente regulado para la
recuperacion de la funcionalidad de la piel después de un dafio o lesion en su estructura
por trauma o enfermedad. En la medicina tradicional, la panela se ha utilizado
empiricamente para el tratamiento tépico de heridas con resultados satisfactorios, por esta
razon, el presente trabajo consistié en desarrollar una formulacién tépica a base de panela
con el objetivo de evaluar su posible actividad cicatrizante. Para ello, la composicién
cualicuantitativa y las condiciones operacionales definitivas de la crema se obtuvieron
mediante la aplicacion de disefios estadisticos experimentales de tipo exploratorio y de
optimizacion. La actividad cicatrizante de la formulacién final desarrollada fue evaluada
mediante la determinacién del cambio progresivo de heridas por escision realizadas en

piel de rata durante 12 dias de tratamiento.

El porcentaje de aceite, el porcentaje de emulsificante y la velocidad de homogenizacion
fueron los factores estadisticamente significativos para el tamafio de gota Dassy el span.
La formulacion final es estable fisicamente, presenta el menor tamafio de gota D4z Yy la
distribucion mas estrecha de todas las emulsiones preparadas; esta comprende 7,5% de
aceite mineral, 2% de cada alcohol graso, 5% del emulsificante estearato de sorbitano con
PEG100 estearato y se prepara a una velocidad de homogenizacion de 5000 rpm durante
20 minutos. La aplicacion de la crema de panela en las lesiones genera un aumento
estadisticamente significativo en el porcentaje de contraccion respecto a las heridas no

tratadas, lo cual evidencia su potencial aplicacion para el tratamiento tépico de heridas.

Palabras clave: panela, azlicar de cafia no centrifuga, crema, emulsion, cicatrizacién

de heridas.
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Abstract

Contribution to the development of a non-centrifugal cane sugar-based topical

formulation with possible healing activity

Wound healing is a highly regulated physiological process for the recovery of skin
functionality after damage or injury to its structure due to trauma or disease. In traditional
medicine, non-centrifugal cane sugar has been used empirically for the topical treatment
of wounds with satisfactory results. The present study consisted in developing a topical
formulation based on non-centrifugal cane sugar, with the aim of evaluating its possible
healing activity. For this purpose, the qualitative-quantitative composition and the definitive
operational conditions of the cream were obtained through the application of exploratory
and optimization experimental statistical designs. The healing activity of the final
formulation developed was evaluated by determining the progressive change of excision

wounds performed on rat skin during 12 days of treatment.

The percentage of oil, the percentage of emulsifier and the speed of homogenization were
the statistically significant factors for the droplet size D4z and the span. The final formulation
developed is physically stable, presents the smallest droplet size and the narrowest
distribution of all the emulsions prepared, it comprises 7,5% mineral oil, 2% of each fatty
alcohol, 5% of the emulsifier sorbitan stearate with PEG100 stearate and is prepare at a
homogenization speed of 5000 rpm for 20 minutes. The application of the non-centrifugal
cane sugar cream generates a statistically significant increase in the contraction
percentage compared to untreated wounds, which shows its potential application for topical

treatment of wounds.

Keywords: non-centrifugal cane sugar, cream, emulsion, wound healing.
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Introduccioén

La integridad de la piel es hecesaria para mantener la homeostasis del cuerpo humano, un
dafio o lesidon en su estructura por trauma o enfermedad, activa inmediatamente diferentes
eventos celulares y moleculares que tienen como objetivo la cicatrizacion completa de la
lesion. La cicatrizacion de heridas es un proceso complejo, dinamico y altamente regulado
para la recuperacion de la funcionalidad, integridad y homeostasis de la piel (1)(2). Sin
embargo, algunas de las cicatrices generadas pueden limitar el funcionamiento fisico y
afectar emocionalmente, estética y psicosocialmente al individuo, de modo que la
bldsqueda de alternativas terapéuticas que permitan restaurar adecuadamente la herida, a
un costo econdmicamente accesible, es esencial para proporcionar calidad de vida y
bienestar a los pacientes (3).

En este contexto, las cremas se han utilizado ampliamente para mejorar las condiciones
de cicatrizacion de la piel, sus propiedades permiten que se extiendan facilmente sobre la
superficie del area afectada (4), presentan alta afinidad por los exudados de la herida,
facilitan la hidratacion y emoliencia de la piel lesionada debido a sus componentes lipidicos
e hidrofilicidad, siendo por tanto, un vehiculo farmacéutico apropiado para el tratamiento o

curacion de las heridas (5)(6).

Se estima que alrededor del 80% de la poblacién en los paises en desarrollo depende casi
completamente de la medicina casera para sus necesidades primarias de salud,
especialmente a través de la utilizacién de plantas y/o productos derivados de estas (7).
En la medicina tradicional, la panela se ha utilizado como producto natural para el
tratamiento tépico y empirico de heridas infectadas (8). La panela es un edulcorante natural
procesado minimamente a través de la evaporacion de los jugos de la cafia de azucar (9),
Su mecanismo cicatrizante no se ha establecido con claridad, sin embargo, varios reportes
en la literatura sugieren que debido a la gran cantidad de azlcares, la panela genera una
carga osmoética alta en la herida y por lo tanto, una baja actividad de agua que dificulta el

crecimiento bacteriano y la generacion de posibles infecciones que retardarian el proceso
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normal de curacion (8)(10). Adicionalmente, es conocido que la sacarosa, uno de los
componentes mayoritarios de la panela, estimula la formacion de tejido de granulacion,
incrementa la migracién de macréfagos, reduce el edema, forma una capa protectora y

acelera el desprendimiento de tejido desvitalizado y necrético de la herida (11)(12).

En la industria panelera, Colombia es el segundo productor y el principal consumidor a
nivel mundial. La produccion de panela es considerada como la segunda agroindustria
rural mas importante del pais después del café debido al nimero de establecimientos
productivos, al area sembrada y a la mano de obra vinculada, de ahi que se considere
como una fuente importante para la generacién de empleos; mas de 350.000 campesinos
viven de ella'y en su mayoria pequefios empresarios y grupos familiares residen en lugares
de paz (13)(14). Ademas, su produccién es una de las actividades con mayor tradicién, ya
gue es realizada principalmente en pequefias explotaciones campesinas mediante
procesos artesanales en los que prevalece una alta intensidad de trabajo familiar y vecinal,
esto involucra un valor social implicito en su produccién y con ello, un patrimonio cultural

gue es de gran importancia conservar (15).

Teniendo en cuenta lo previamente descrito, el presente trabajo consiste en desarrollar
una formulacion tépica a base de panela mediante la aplicacion de disefios estadisticos
experimentales de tipo exploratorio y de optimizacion, con el objetivo de evaluar su posible
actividad cicatrizante en modelos in vivo de herida por escision en piel de rata. Con ello,
se pretende aprovechar al maximo todas las propiedades funcionales atribuidas, de modo
gue a mediano y largo plazo su desarrollo pueda influir positivamente en el bienestar
integral de los pacientes y de manera complementaria, en aspectos econémicos, sociales

y culturales del pais.



1. Aspectos tedricos

1.1 La piel

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo, cubre toda la superficie externa y es la barrera
inicial contra patdgenos, alteraciones mecanicas, traumas quimicos y dafios causados por
la luz ultravioleta. Ademas, es el primer sitio de defensa inmunolégica, mantiene la
homeostasis del cuerpo al regular la temperatura y pérdida de agua, promueve la
formacion de vitamina D y través de esta, se perciben diferentes sensaciones como el
dolor, el frio y calor (16)(17).

Figura 1-1. Estructura de la piel. Tomado y modificado de La Roche-Posey (17).

Pelo
Poro

Epidermis
Glandulas sudoriparas
Dermis
Foliculo piloso
Hipodermis
Adipocitos

Glandulas sudorosas

La piel esta conformada por tres capas que varian significativamente en su anatomia y
funcién, las cuales se conocen como epidermis, dermis e hipodermis. La epidermis o capa
externa de la piel representa la principal barrera contra los factores externos, incluye el
estrato basal (porcion mas profunda de la epidermis), estrato espinoso, estrato granuloso,
estrato lucido y estrato corneo (porcidbn mas superficial), sus células principales son los

gueratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel. La dermis consta
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de la matriz extracelular, de terminaciones nerviosas, de vasos sanguineos y de los
fibroblastos que liberan colageno y elastina para conferir resistencia mecanica y elasticidad
a la piel, morfolégicamente presenta dos capas: la capa papilar y la capa reticular. Por su
parte, la hipodermis es la capa mas profunda de la piel, esté4 constituida principalmente de
tejido adiposo, es la responsable del aislamiento térmico y de la proteccion mecanica del
cuerpo (2)(16).

1.1.1 Heridas

Una herida es una disrupcién en la funcién y estructura anatomica normal de la piel que
resulta de procesos patolégicos internos o externos en los 6rganos implicados, estas
pueden ser agudas o crénicas dependiendo del tiempo previsto de reparacién. En las
heridas agudas el proceso de reparacién se completa en un lapso de aproximadamente
cuatro semanas y en una secuencia ordenada de fases. En las heridas crénicas, el proceso
de reparacion es lento debido a lesiones del tejido repetidas y/o a patologias subyacentes
gue interfieren con el periodo de tiempo y con la secuencia ordenada en que ocurre el

proceso de cicatrizacion (18).

Las heridas también se pueden clasificar de acuerdo con la profundidad de la lesién en:
= Heridas superficiales de espesor parcial: Involucran solo la epidermis y la dermis
papilar. Curan mediante la epitelizacion de las unidades pilosebaceas
supervivientes. No hay formacion de cicatrices y contraccion de la herida (19).
= Heridas profundas de espesor parcial: Afectan la epidermis, dermis papilar y
dermis reticular. Debido a la pérdida de la dermis, la re-epitelizacion completa
puede demorar hasta cuatro semanas (20).
= Heridas de espesor total: Involucran las capas mas profundas debajo de la dermis
reticular, afectando a todas las capas de la piel (19).
Adicionalmente, el cierre de la herida puede ser de primera o segunda intencion en funcion
del tamafio de la herida y de la proximidad entre los bordes de esta.
= Cierre por primeraintencion: Proceso que ocurre cuando los bordes de la herida
estan muy proximos y se pueden unir empleando suturas, cintas quirdrgicas o
dispositivos mecénicos.
= Cierre por segunda intencion: Proceso en heridas de tamafio superior a cuatro

centimetros de didmetro, con bordes irregulares y con alguna complicacién
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(infeccidn, inflamacion, comorbilidades del paciente) que impide el cierre quirurgico.
El cierre es dependiente de la formacion de tejido de granulacion y de una
contraccion eficiente de los bordes de la herida (21).

1.1.2 Proceso de cicatrizacion

La cicatrizacion de heridas es un proceso fisioldégico importante para mantener la integridad
de la piel después de un traumatismo, ya sea por accidente o por intencién. Esta implica
cuatro fases sucesivas pero superpuestas, conocidas como fase de hemostasia,

inflamatoria, proliferativa y de remodelacién (22), las cuales se ilustran en la Figura 1-2.

Figura 1-2. Proceso de cicatrizacion de heridas. Tomado y modificado de Moeni A, et al

(2).
Coagulo
de
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Macrofago
(R Vaso sanguineo
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Epidermis recién -
curada =

Proliferacion de
Fibroblastos

v
Grasa subcutanea . 5 Dermis recién " N
ﬁ curada _’

Fase proliferativa Fase de remodelacion

En la fase de hemostasia se evita la pérdida de fluido sanguineo mediante el cese de la
hemorragia y formacion del coagulo, el cual consiste en una agregacion de trombocitos y
plaguetas en una red de fibrina. La accion y agregacion de factores de activacion
incrementan la migracion celular al microambiente de la lesién y estimulan la proliferacion
de fibroblastos (23).

Posteriormente en la fase de inflamacién, se presenta una respuesta protectora para
destruir y aislar aquellos agentes que representen peligro para el tejido, esta fase se

caracteriza por la afluencia de leucocitos en el &rea de la herida y por la activacion de
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células inmunitarias como mastocitos, células gamma-delta y células Langerhans que
expresan citoquinas proinflamatorias y gran cantidad de sustancias antimicrobianas
altamente reactivas (especies reactivas de oxigeno, péptidos catidnicos y proteasas) en el
sitio de la lesion. La respuesta inflamatoria continia con el reclutamiento activo de
neutréfilos en respuesta a la activacion del sistema complemento, los cuales se encargan
de la limpieza del tejido y destruccion de agentes invasores. A partir de las 48 horas
posteriores a la lesion, ocurre la migracion y diferenciacion de los monocitos a macrofagos
para la fagocitosis de sustancias patégenas y para la liberacién de factores de crecimiento

pro-angiogénicos y fibrogénicos que contribuirdn al paso de la tercera fase (23).

La fase proliferativa se inicia en el tercer dia y dura aproximadamente de 15 a 20 dias, se
caracteriza por la activacion de la angiogénesis, migracion de fibroblastos y re-
epitelizacién, lo cual facilita la formacibn de una matriz extracelular viable con la
disminucion del area del tejido lesionado. Un tejido de granulacion se produce como
resultado del crecimiento de capilares y vasos linfaticos de vasos existentes presentes en

el sitio de la lesién (neovascularizacién) (23).

Por ultimo, tras dos o tres semanas del inicio de la lesion ocurre la fase de remodelacion
cuya finalidad es obtener la maxima resistencia a la traccién mediante la reorganizacion,
degradacioén y resintesis de la matriz extracelular. Se produce un intento de recuperar la
estructura tisular normal y el tejido de granulacion se remodela gradualmente formando un
tejido cicatricial obtenido tras la contraccion de la herida a causa de los miofibroblastos y
de la organizacion de paquetes de colageno (23). El objetivo final de un proceso de

curacion es la regeneracion de la piel lesionada sin formacion de cicatrices (2).

1.2 La panela

La panela es un producto sélido sin refinar obtenido por evaporacion del jugo de cafa de
azucar (Saccharum officinarum L.). Es un edulcorante procesado minimamente, cuya
importancia radica en su sabor tradicional caracteristico y en las propiedades nutricionales

de sus componentes principales (9).

De acuerdo con la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), su denominacidn técnica es azucar de cafia no centrifugo (NCS), no

obstante, dependiendo del pais de origen es conocida por diferentes nombres, dentro de



Aspectos tedricos 7

los que se encuentran: panela, papelon, rapadura, piloncillo, tapa dulce, jaggery,
muscovado y kokuto (9).

La sacarosa es el componente mas importante, ya que se encuentra dentro del 76,55 —
89,48%, le siguen agentes reductores como la glucosa y fructosa en un porcentaje del
3,69-10,5%, agua (1,5 — 15,8%), minerales (0,3 y 3,6%), proteinas (0,37 y 1,7%) y grasas
(0 y 0,1%). El rango de valores dependerd principalmente de las diferencias entre las
variedades de cafia de azUcar, condiciones agrondmicas y de procesamiento (24).

1.2.1 Propiedades bioactivas de la panela

La panela puede considerarse como un producto bioactivo potencial, ya que presenta
actividad antioxidante, citoprotectora y anticancerigena (25). Ademas, se ha utilizado para
el tratamiento topico y empirico de heridas con resultados satisfactorios; aunque no existe
claridad sobre el mecanismo de cicatrizacion, aparentemente promueve la curacion de

heridas debido a su alto contenido de azucar (8).

El uso de azucar para el tratamiento de heridas es uno de los primeros métodos conocidos,
se sabe que los mesopotamicos lavaban las heridas con agua o leche y luego las vendaban
con miel o resina. En los tiempos modernos su aplicacion como cicatrizante se ha
expandido hacia América Latina, Europa y Asia (12); los indigenas de la Cordillera Andina
la utilizaban de forma empirica para el tratamiento de heridas infectadas a través de
productos como la panela en Colombia y de la melaza o chancaca en Ecuador y Perl. Se
tiene conocimiento que hacia la década de 1900 se empleaba de forma habitual en
hospitales y en remedios curativos. Actualmente, en varios paises se vierte sobre las
heridas (26), estando su uso principalmente asociado a tratamientos empiricos de la

préactica clinica y casera.

El aztcar genera un efecto local de bajo contenido de agua o de alta osmolaridad en la
herida que genera la inhibicion del crecimiento de bacterias sobre la lesion (10). Reportes
adicionales divulgan que el aztcar promueve la formacion de tejido de granulacién, reduce
el edema en las heridas, disminuye el pH de la herida con lo cual se mejora el efecto
bacteriostético, estimula la migracion de la linfa hacia la solucion azucarada
proporcionando nutrientes a la estructura tisular (12), acelera el desprendimiento de tejido
desvitalizado y necrotico, provee de una fuente de energia local y evita el mal olor sobre

la herida (10). La baja actividad de agua no afecta a las células histicas, ya que existe un
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flujo constante de agua desde las regiones internas tan rapido como se transfiere de las
células circundantes a la cavidad de la herida (27).

Por otra parte, también se conoce que la panela tiene propiedades antioxidantes debido a
la presencia de polifenoles y acidos fendlicos en su composicion, tales como el acido
cafeico, &cido cumarico, 4cido ferulico, acido siringico, acido vanilico y acido clorogénico.
Ensayos in vitro revelan que la panela puede remover radicales libres y reducir cationes
férricos, quelar iones metalicos e inhibir la peroxidacion. Asimismo, algunos estudios
demuestran que incluso produce sustancias antiinflamatorias o reduce el proceso
inflamatorio, dado que minimiza significativamente la cantidad de citoquinas inflamatorias
como la interleuquina 1B, interleuquina 6 y el factor de necrosis tumoral TNFa (28).
Igualmente, 4cidos fendlicos como el acido galico y el 4cido cinAmico proporcionan un
efecto bacteriostatico al alterar la hidrofilicidad de las membranas bacterianas, lo cual
desencadena la formacion de poros y su ruptura local (29). De este modo, la mezcla
compleja de diversos componentes con propiedades funcionales diferentes
(antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas), puede resultar en un efecto sinérgico
para mejorar la curacion y tratamiento de las heridas en la piel (30). En el presente caso,
la panela evidencia estas propiedades antinflamatorias, antioxidantes y antibacterianas,
gue en conjunto podrian potenciar los procesos de cicatrizacion en las lesiones. La Figura
1-3 presenta los principales efectos de los compuestos fitoquimicos y de los extractos

herbales en la curacion de heridas (31).

Figura 1-3. Efectos principales de extractos herbales y fitocompuestos en la curacién

de heridas. Tomado y modificado de Safta DA, et al (31).
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1.2.2 Cafna de azucar

Como se ha mencionado previamente, la panela se obtiene a partir de la evaporacion del
jugo de cafa de azUcar (Saccharum officinarum L.). La cafia de azucar Saccharum
officinarum L, es una graminea originaria de Nueva Guinea. Su recoleccion se realiza antes
de que la planta florezca, ya que el proceso de floracion reduce el contenido de azlcar
(32). El cultivo presenta buen desarrollo en altitudes entre los 700 y 2.000 m. s. n. m., a
temperaturas entre los 25 y 27 °C, y con precipitaciones entre los 1.500 y 1.750 mm/afio,
preferiblemente con suelos francos y franco-arcillosos, profundos, bien drenados y con un
pH entre los 6,1y los 7,7 (33).

Las condiciones previamente descritas influyen directamente en la calidad de la panela
obtenida, particularmente en propiedades como el color, pH, contenido de azlcares
reductores (la glucosa y fructosa) y sacarosa, por lo cual es necesario llevar a cabo un
control de la cosecha, de las variedades de cafia de azucar, de las condiciones
ambientales pretemporada y del proceso de produccién (34), cuyas etapas y aspectos

principales se detallan a continuacion.

1.2.3 Produccién de la panela

La produccién mundial de NCS esta liderada por India, Colombia y Pakistan. En Colombia
la produccién y area cultivada de panela ocupa el segundo lugar de importancia después
del café, esto implica la generacién de empleos directos e indirectos, mas de 350.000
campesinos viven de ella y en su mayoria pequefios empresarios y grupos familiares
residen en lugares de paz (13,14). Ademas, su produccién va acompafiada de un gran
valor social, ya que involucra relaciones de mano de obra familiar y vecinal tras la

asociacion y reunién en las unidades productoras conocidas como trapiches (15).

Para el afio 2021, los principales productores de panela en Colombia fueron los
departamentos de Antioquia, Cundinamarca, Santander, Narifio, Huila y Valle del Cauca
(35). En el area de exportaciones, se encuentra que durante los cuatro afios anteriores al
2021, el 39% del total de las exportaciones de panela se dirigia a Estados Unidos y el 34%
a Espafia (14). Aan no se encuentran datos disponibles de los procesos de produccion y

exportacion de la panela para el afio 2022.
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El proceso de produccion de la panela se esquematiza en la Figura 1-4, este inicia con el
apronte que consiste en la recoleccion y transporte de la cafia a los trapiches; el tiempo de
almacenamiento no debe ser superior a tres dias para evitar la destruccién del tallo e

inversion de la sacarosa.

La cafla se muele para extraer los jugos, obteniéndose ademas un subproducto sélido
conocido como bagazo, empleado como combustible para la concentracion de los jugos y
mieles de cafa en las etapas finales del proceso.

Posteriormente, los jugos de cafia obtenidos son sometidos a una etapa de pre-limpieza,
con el objetivo de eliminar las impurezas mediante la decantacion y precipitacion de sélidos

como la tierra, barro o arena.

Debido a que los flavonoides y los acidos organicos contribuyen al oscurecimiento del color
natural de los jugos de cafa, se debe realizar una etapa de clarificacibn que permita
retirarlos a través del calentamiento y de la adicion de un material coagulante (mucilago)
gue elimina los solidos disueltos y suspendidos del jugo. En la etapa de encalado
subsiguiente, se agrega lechada de cal hasta obtener un pH cercano a 5,8, con el cual se

evita la generacion de azucares reductores.

Una vez terminada la clarificacion y encalado, se realiza la evaporacion de los jugos de
cafia eliminando el agua y aumentando el contenido de sdlidos totales de 17°Brix a 70°Brix,
punto en el que se obtienen las mieles de cafia, a las cuales es recomendable adicionar
un agente antiadherente y antiespumante (cera de laurel, aceite de ricino o aceite de coco)

para facilitar su homogenizacion y evitar la quema de la panela.

Finalmente, la evaporacién contindia hasta obtener un producto de 90 - 96°Brix, momento
en gue se genera la panela, la cual requiere un enfriamiento mediante un batido que le

permite adquirir la textura ideal para su moldeo tras la cristalizacion.

Dentro de las principales presentaciones comerciales de la panela estan: bloque, pastilla,

granulada, y aglomerada (15).
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Figura 1-4. Proceso de produccién de la panela. Tomado de Alarcén A (15).
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1.3 Cremas

Los productos farmacéuticos aplicados en la piel pueden ser dermatoldgicos (dentro de la
piel), de accion local (region) o transdérmicos (sistémica) (36). Existe un gran numero de
formas de dosificacion disponibles en el mercado, sin embargo, los productos semisoélidos
son los mas utilizados para la aplicacion tépica (37), estos normalmente se presentan en

forma de cremas, geles, ungientos o pastas (38).

La seleccion del tipo de dosificacion semisélida depende de varios factores, como el efecto
terapéutico deseado, la naturaleza del ingrediente activo incorporado, la disponibilidad del
ingrediente activo en el sito de accion, el tiempo de uso del producto terminado y las
condiciones de administracion del producto (39). En particular, las cremas se han
empleado durante siglos para mejorar las condiciones de curacion de las heridas, para
tratar enfermedades de la piel y para retardar el proceso de envejecimiento. Las cremas
son formas de dosificacion semisoélidas de consistencia esparcible relativamente suave y
de facil extension sobre la superficie de la piel (4), que se caracterizan por contener mas

del 20% entre agua y agentes volatiles, y un porcentaje inferior al 50% de hidrocarburos,
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ceras o polietilenglicoles (38,40). Las cremas se clasifican en emulsiones de tipo agua en
aceite (w/0), de aceite en agua (o/w) o dobles emulsiones (Figura 1-5).

Figura 1-5. Tipos de cremas (a) Emulsion w/o (b) Emulsion o/w (c) Doble emulsién o/w/o

(d) Doble emulsién w/o/w. Tomado y modificado de Freire M, et al (40).
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Actualmente, para tratamientos dermatolégicos, las emulsiones de tipo o/w son las mas
empleadas, se aplican directamente sobre la piel y presentan alta afinidad con los
exudados de la herida debido a su hidrofilicidad, lo que promueve la liberacién de activos
(4). Ademas, proporcionan una sensacion calmante de anestesia como resultado de la
evaporacion de la fase acuosa, e incrementan la penetrabilidad en las membranas
celulares a causa de los componentes lipidicos de la fase oleosa, que hidratan y generan

emoliencia en la piel (5,6).

Es oportuno mencionar que para lograr un tratamiento efectivo en la cicatrizacion de las
heridas, es necesario considerar la naturaleza, propiedades y cantidades de los
componentes base de la formulacion, toda vez que estos pueden incrementar o disminuir
la actividad terapéutica de los ingredientes activos, soportar, impedir su liberacion o
producir efectos adicionales, por lo tanto, la busqueda y seleccién de estos debera estar

relacionada directamente con la fisiologia del tejido afectado (5).
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En el estado del arte, no se encuentra ningun producto farmacéutico desarrollado a base
de panela para la cicatrizacion de heridas. Los productos mas relevantes comprenden una
crema cicatrizante de miel con polirricinoleato de poli glicerol (41), un ungiiento de azucar
con polietilenglicol 400 y peréxido de hidrégeno (42) o una pasta de yodopovidona con
azucar (43).

Sin embargo, dentro del Grupo de investigacion de procesos quimicos y bioquimicos de la
Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional de Colombia se han desarrollo productos
cosméticos a base de panela, en forma de exfoliante tipo gel (44), de mascarilla facial
emulsionada (45) y de polvo exfoliante (46).

Adicionalmente, una crema de panela como prototipo de producto cosmético con posible
actividad antioxidante y de antienvejecimiento se desarroll6 en el grupo de investigacion
de Tecnologia de Productos Naturales-TECPRONA de la Facultad de Farmacia de la

Universidad Nacional de Colombia.

A continuacién, se describen los principales excipientes a considerar para el desarrollo de

la emulsién tépica dirigida a la curacion de heridas.

1.3.1 Estabilizantes de superficie: tensioactivos

Una emulsion es un sistema disperso constituido principalmente por dos liquidos
inmiscibles (36) y un emulsificante que facilita la formacion y estabilizacion de la emulsion.
Los emulsificantes (estabilizantes) pueden ser moléculas simples o iones, tensioactivos,

polimeros, polielectrolitos o particulas sélidas (47).

Dentro de los estabilizantes cominmente utilizados se encuentran los tensioactivos, su
estructura quimica consta de grupos lipofilicos e hidrofilicos que se ubican entre la fase
acuosa y oleosa para disminuir el exceso de energia libre interfacial (48). Se ha encontrado
gue algunos tensioactivos causan reacciones de irritacion en la piel debido a la estructura
anfifilica y propiedades fisicoquimicas, lo cual genera cambios bioquimicos en el cuerpo
ya sea por la union a proteinas de superficie de la piel, solubilizaciéon o desorganizacién de
lipidos intercelulares, desnaturalizacion de proteinas, penetracion a través de la barrera

lipidica epidérmica o interaccién con las células vivas (49)(50).
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La presencia de cargas i6nicas en los tensioactivos catiénicos y anionicos favorece la
formacion de interacciones electrostaticas fuertes con las proteinas del estrato corneo,
generando desnaturalizacion proteica y posterior inflamacion e irritacion de la piel. En los
tensioactivos no iénicos este efecto es menor, puesto que la unién a proteinas se debe
principalmente a enlaces débiles del tipo van der Waals, cuya probabilidad de interaccion
con los distintos blancos celulares es menor (51)(52). Dentro de los tensioactivos no
iGnicos se encuentran principalmente compuestos derivados de ésteres de sorbitano
conocidos comercialmente como Span, polisorbatos o polioxietilen ésteres de sorbitano
(Tweens), polioxietilen estearatos (PEG 100 estearato), polioxietilen alquil éteres como el
polioxietilen 2 estearil éter (Steareth 2) o polioxietilen 20 cetearil éter (Ceteth 20), esteres

de glicerol, entre otros (36).

En el tratamiento tépico de heridas, los emulsificantes no deben ser citotdxicos ni causar
reacciones de irritacion cuando se aplican sobre las heridas (53), es ideal que promuevan
la penetracion de los activos a través de la piel, que sean estables quimicamente,
compatibles con el resto de los ingredientes de la formulacién, y que proporcionen un

efecto reversible sobre el estrato corneo cuando sean removidos de la piel (54).

En la Tabla 1-1 se describen diferentes activos y sistemas emulsificantes cominmente

utilizados en cremas cicatrizantes:

Tabla 1-1. Sistemas emulsificantes en cremas cicatrizantes

Autor Componente activo Emulsificante Tipo de

Emulsificante

Suthasinee Sriroda, Extracto de Curcuma Cremophor A6 y A25 No iénico
et al. Mangga Gliceril Monoestearato
(55)
N. S. Jagtap, et al. Extracto de Centella Polisorbato 60 No iénico
(56) asiatica y Curcuma longa
V. O. Tarasenko, et Ofloxacina, nimesulida Tween 80, Polioxietileno 400 No iénico,
al. Polimero
®)
Jamshiya Shamsu. Extracto de Tween 80 No iénico
(57) zadirachtaindica,
Samaderaindica,
Curcuma longa,
Glycyrrhizagalbraith y
Aloe vera
Steinbrenner, I., et Extracto seco de corteza Hidroxipropilmetilcelulosa Polimérico

al.

de abedul
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(58)
Namjoyan, F., et al Extracto etanolico de C. Span 20, Tween 80 No i6nico
(59) lechleri
Baie, S. H., et al Extracto de Channa Span 80, Tween 80 No iénico
(60) striatus Gliceril monoestearato
Kuhlmann, et al. Péptidos Pepl19-2.5y Glicerilmonoestearato No iénico
(61) Pepl19-4LF PEG-20 Gliceril Estearato
Farzana Sadaf, et Extracto de Cetomacrogol No iénico
al. Sphaeranthus indicus Alcohol cetoestearilico
(62)
Beaulieu Andre Fibronectina Ceteth-20 No iénico
(63) Alcohol cetoestearilico
Akman enes emre Extracto de calabaza PEG100 estearato No iénico
(64) amarga Glicerilmonoestearato I6nico
Trietanolamina I6nico
Acido Estearico
Sulur Subramaniam Sulfadiazina de plata Cetomacrogol (polioxietilen No iénico
Vanangamudi, et al 20 cetearil eter)
(65) Alcohol cetoestearilico
Farber Elliott Alantoina PEG-100 estearato No iénico
(66) Gliceril estearato
Thomas J. Hall, et al Miel Polirricinoleato de poliglicerol No iénico
(41)

1.3.2 Emolientes y oclusivos

La barrera epidérmica consta de células del estrato coérneo, proteinas y lipidos

intercelulares como ceramidas, acidos grasos libres y colesterol.

En una lesién dérmica existe una alteracion de la barrera epidérmica tras la generacién de
cambios intercelulares o alteraciones en la diferenciacion de las células de la epidermis
(67), de manera que con la adiciébn de determinados excipientes en la fase oleosa se
intenta imitar a los lipidos intercelulares que sintetizan los queratinocitos durante la
diferenciacién epidérmica para recuperar su funcion (68); dichos excipientes presentan

caracteristicas emolientes y oclusivas.

Los emolientes generalmente son acidos grasos de cadena larga (acido esteérico,
linoleico, oleico, laurico) y alcoholes grasos que se encuentran naturalmente en la grasa

de lana, aceite de coco y aceite de palma, estos influyen positivamente en la fisiologia y


https://patents.google.com/?inventor=Sulur+Subramaniam+Vanangamudi
https://patents.google.com/?inventor=Sulur+Subramaniam+Vanangamudi
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patologia de la piel produciendo eicosanoides, aumentando la fluidez de membrana,
mejorando la reparacion y la permeabilidad de la piel, los cuales usualmente se combinan

con agentes emulsificantes.

Las sustancias oclusivas crean una barrera hidrofébica y contribuyen a la formacién de la
matriz intercelular del estrato cérneo, dado que se ubican entre los lipidos celulares
(67)(68). Adicionalmente, previenen la deshidratacion de la herida reteniendo un ambiente
hamedo y protegen fisicamente la lesiébn del polvo y de los microorganismos para la
restauracion de la piel. Una de las fuentes principales de materiales oclusivos es el
petréleo, este proporciona sustancias como el aceite mineral, hidrocarburos y vaselina, no

obstante, también se suelen emplear ceras, esteres de ceras y lanolina.

1.3.3 Humectantes

Una barrera cutdnea intacta es fundamental para evitar la desecacion por pérdida excesiva
de agua y también para prevenir la penetracion de sustancias exégenas perjudiciales en
el cuerpo. Esta barrera esta controlada principalmente por la capa mas externa de la
epidermis, el estrato cérneo, que esta compuesto por corneocitos rodeados por diferentes
lipidos lameares (69). En una lesidn, clinicamente se recomienda aplicar algun tratamiento
gue facilite la hidrataciéon (70) y emoliencia de la piel, dado que puede existir una pérdida

de las glandulas sudoriparas y sebaceas del tejido.

Los agentes humectantes pueden aumentar la hidratacién del estrato cérneo, ya sea por
reduccion de la pérdida de agua mediante la oclusion de la superficie de la piel con
sustancias hidrofébicas (aceites minerales, vaselina, parafina, silicona); o por medio de la
hidratacion del estrato corneo con humectantes como el propilenglicol, glicerol o pantenol

(polialcoholes).

Los polialcoholes, tales como la glicerina o el propilenglicol, aumentan la capacidad de
retencion de agua en el estrato corneo durante la restauracion de la barrera cutanea (69),
puesto que forman puentes de hidrogeno con los grupos hidroxilo del agua, disminuyendo

en paralelo, la pérdida de agua de la formulacién por posible evaporacion (6).
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1.4 Modelos animales para el estudio de cicatrizacion

Los modelos animales han proporcionado informacion valiosa sobre los principios del
manejo de heridas y cicatrizacién, la mayoria de los estudios se realizan en roedores y
cerdos, sin embargo, su seleccion debe considerar varios factores como el costo,
disponibilidad, facilidad de manejo, familiaridad del investigador y similitud con los

humanos.

Existen modelos animales para la curacién de heridas agudas o cronicas, los modelos de
curacion aguda son utiles para estudiar los procesos naturales de cicatrizacion y para el
descubrimiento de farmacos, estos normalmente incluyen modelos de escision, incisién y
guemaduras. Los modelos animales para curacién crénica se pueden obtener a partir de
una herida aguda induciendo en los animales, enfermedades como diabetes, isquemia o
lesion por perfusion; las heridas crénicas son poco frecuentes en animales y, por lo tanto,

la mayoria de los modelos presentan limitaciones (71).

1.4.1 Modelos de cicatrizacion heridas agudas

*» Modelo de herida por escisién: Son el tipo mas comun de modelo de herida para
estudiar el proceso de cicatrizacion. Consisten en remociones o extirpaciones de
un tejido de area aproximada a dos centimetros cuadrados en la region toracica
dorsal para roedores y cerdos, y en la region ventral de las orejas para conejos.
Estas pueden ser de espesor parcial o total, existiendo variaciones en la
metodologia sobre el tamafio y herramientas utilizadas para generar la herida (72).
Ademas, se puede acceder facilmente al lecho de la herida para aplicar agentes
tépicos. Las heridas recolectadas se pueden examinar histolégicamente para
evaluar la brecha epitelial y las caracteristicas de la matriz de granulacion

(poblaciones de células reclutadas, vascularizacion, alteraciones) (73).

* Modelo de herida por incisién: Son heridas realizadas por medio de un corte
longitudinal de aproximadamente seis centimetros, el cual pasa por las diferentes
capas de la piel (74). Es el segundo modelo de herida més utilizado, empleado
principalmente para estudiar las cicatrices de la herida, para andlisis biomecanicos

de la fuerza de tension, histopatoldgicos e inmunohistoldgicos (18).
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En la Figura 1-6 se identifican otros tipos de heridas usualmente realizadas en el

estudio de los procesos de cicatrizacion.

Figura 1-6. Tipos de heridas hechas en roedores para el estudio de procesos de
cicatrizacion. Tomado y modificado de Sami A, et al (75).

B. Escisional entablillada
A. Escisional

C. Incisional
G. Xenoinjerto D. Isquemia/Ulcera
/'
E §
E. Isquemia
o T Lo

i
~ \\ - .
. e od e b = F. Ulcera abierta

I Infectada G. Camara de
H. Modelo de pliegue de piel

e'_“ quemadura
‘.P# . sl -' 4 1

1.4.2 Roedores

Los ratones y ratas a menudo se usan como primera opcién debido al amplio conocimiento
cientifico de su fisiologia, por su pequefio tamafio, capacidad de manipulacién genética,
dietética y ambiental, bajo costo, disponibilidad y periodo de gestacién (19 y 22 dias)(74).
Los ratones son faciles de alojar y mantener. Ademas, se han generado diversas
mutaciones y herramientas transgénicas innovadoras para estudiar la fisiopatologia de

diferentes enfermedades de la piel (73).

El proceso de cicatrizacion entre los roedores y los humanos difiere en algunos aspectos,
ya que la curacion de heridas en los roedores se da principalmente por contraccion,
mientras que en los humanos prevalecen los procesos de re-epitelizacion. Igualmente, se
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encuentra que anatdémicamente el grosor de las capas de la piel es distinto, puesto que los
roedores tienen la epidermis delgada, un cabello denso y ausencia de glandulas apocrinas
y ecrinas. Ademas, los roedores se caracterizan por presentar una fuente endégena de
vitamina C, que es crucial en todas las fases de curacion, asi como un paniculo subcutédneo

musculoso carnoso que promueve la contraccion rapida de la herida (75).

A pesar de estas diferencias, los roedores se han estudiado ampliamente en el proceso de
cicatrizacién de heridas, su contribucion en la comprension de la biologia y enfermedades
de la piel ha sido muy significativa, especialmente cuando se prueban medicamentos
nuevos antes de la realizacién de ensayos clinicos en humanos (74)(75). Por todas las
razones expuestas previamente, estos se emplearan como modelo animal para el estudio

de la actividad cicatrizante de la crema tépica desarrollada.

En la Tabla 1-2 se describen las principales diferencias entre ratones y humanos en el

proceso de cicatrizacion.

Tabla 1-2. Principales diferencias entre ratones y humanos en la cicatrizacion de heridas
(73)

Raton

Humano

Ciclo del pelo

Aproximadamente 3 semanas.

Altamente variable,
dependiente de la regién.

Arquitectura epitelial

Sin crestas reticulares.

Crestas reticulares presentes.

Glandulas sudoriparas
apocrinas

No presente en la piel, extenso
en glandulas mamarias.

Presente en las regiones de la
piel axilar, inguinal y perianal.

Propiedades biomecénicas

Delgado, flexible, suelto.

Grueso, relativamente rigido,
adherente a los tejidos
subyacentes.

Espesor hipodérmico Dependiente del ciclo del Menos variable.
cabello.
Capa muscular subcutdnea Presente en todo como Presente solo en la region del

paniculo carnoso.

cuello como platisma.

Principal método de
cicatrizaciéon de heridas

Contraccion.

Formacion de tejido de
granulacién y re-epitelizacion.







Objetivos

Objetivo general

Contribuir al desarrollo a escala laboratorio, de una formulacién de crema topica a partir de

panela con posible actividad cicatrizante.

Objetivos especificos

= Seleccionar la composicion cualicuantitativa y condiciones del proceso definitivos
mediante la evaluacién de algunas propiedades fisicoquimicas y de estabilidad,

aplicando un disefio estadistico experimental.

= Evaluar la posible actividad cicatrizante de la crema de administracién topica a base

de panela, en modelos in vivo de herida por escision en piel de rata.






2. Formulacién de la crema topica

En este capitulo se presentan los resultados de las etapas de preformulacion y formulacion
de la crema tdpica a base de panela. En los estudios de preformulacion, se caracterizaron
algunas propiedades fisicoquimicas de la panela (humedad, pH, perfil de azlcares) y se
determiné la cantidad de panela que se agregaria en la composicibn mediante la

realizacién de un ensayo microbiolégico de sensibilidad bacteriana.

En los estudios de formulacion, se seleccionaron los componentes basicos de la crema
topica tras la realizacién de ensayos preliminares enfocados en evaluar caracteristicas
como la viscosidad, pH, tamafio de gota (Da.3), span y estabilidad fisica. Posteriormente,
mediante un disefio estadistico experimental exploratorio de bloques confundido se
determinaron los factores de la composicién y del proceso de elaboracion que tenian un
efecto significativo en las variables respuesta: viscosidad, pH, tamafio de gota (Da,3) y span,
con el objetivo de establecer mediante dichos factores y de las variables respuesta
evaluadas, la composicion cualicuantitativa y condiciones operacionales definitivas de la
crema a través de un disefio estadistico de optimizacion 23 con dos repeticiones y cuatro
puntos centrales. A todas las formulaciones desarrolladas se le evallo su estabilidad fisica

tras someterlas a ciclos de choque térmico entre 40°C y 4°C por seis dias.

La formulacién Optima derivada de los disefios estadisticos implementados seria
caracterizada por su reologia, extensibilidad, adherencia y por su estabilidad fisica a corto

y mediano plazo.

2.1 Materiales

Panela pulverizada (Dofia panela, Lotes: 071010 y 120522, Colombia), sacarosa (Grado
HPLC, Sigma Aldrich, Lote BCBR5505V, EEUU), fructosa (Grado HPLC, Sigma Aldrich,
Lote BCCC2792, EEUU), glucosa (Grado HPLC, Sigma Aldrich, Lote BCBQ9800V, EEUU),
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agar Mueller Hinton (Scharlau®, Lote 106207, Espafia), aceite mineral blanco (Ciacomeq
S.A.S, Lote S385, Colombia), alcohol cetilico (Proquimicas JG, Lote 141115, Colombia),
alcohol estearilico (Proquimicas JG, Lote 896584, Colombia), propilenglicol (Grado USP,
ICN Biomedicals, Inc, Lote 3041B, EEUU), metilparabeno sodico (Disproalquimicos S.A.,
Lote 20120415, Colombia), propilparabeno sodico (Ciacomeq S.A.S, Lote 20200520,
Colombia), Lipocol S-2 (Vantage, Lote 458930, EEUU), Lipocol S-21 (Vantage, Lote
382290, EEUUV), Lipopeg 100-S (Vantage, Lote 378468, EEUU), Liposorb ™S (Vantage,
Lote 16222052020, Lote L78ZB3, EEUU), Span 80, Tween 80, LipoPEG 4-S (Vantage,
Lote 413169, EEUU).

2.2 Equipos

DV-E Viscometer, Modelo RVDVE, Brookfield Engineering, EEUU; pH metro Orion 3 Star,
Thermo Scientific, EEUU; Microscopio oOptico, Nikon Eclipse E200LED 626340, Nikon
Corporation, China; Ultraturrax T18 digital, IKA, Alemania; balanza analitica PA3102 y
PA214, OHAUS, EEUU; lector de absorbancia de microplacas de 96 pozos iMark™
Biorad®, EEUU; plancha de calentamiento C-MAG HS7, IKA, EEUU; plancha de agitacion
multipunto, RT 15, IKA, EEUU; estufa universal, Memmert, Edelstah Rost Frei, Alemania;
cromatdgrafo Thermo Dionex Ultimate 3000 (Sunnyvale, CA) equipado con detector de

indice de refraccion (IR); reometro C-VOR, Bohlin Instruments, UK.

2.3 Métodos

2.3.1 Caracterizacién fisicoquimica de la panela

Se utilizaron muestras de panela pulverizada marca Dofia Panela. Las propiedades
fisicoquimicas evaluadas fueron el contenido de humedad, el pH de la solucién y el perfil

de azlcares.

= Contenido de humedad:
El contenido de humedad se midié por método gravimétrico, siguiendo la norma AOAC
925.45. En una caja de Petri se agregaron 5 g de la muestra de panela, posteriormente la
muestra se llevo al horno a temperatura de 110°C durante aproximadamente tres horas,

se retir6 del horno, se enfrio en un desecador durante 40 minutos y se peso. La diferencia
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de peso se registr6 como pérdida de agua y se expresé como porcentaje humedad, de

acuerdo con la ecuacion 2-1. Las muestras se analizaron por triplicado.

Peso muestra himeda (g) — peso muestra seca (g) Ecuaciéon 2-1
%Humedad = 100
YoHumeda Peso muestra humeda (g) *

* pH:
El pH de las muestras se determind siguiendo la norma AOC 981.12. Se diluy6 1 g de
panela en 10 ml de agua previamente aclimatada a 20°C, posteriormente se midi6 el pH
de la muestra en el pH metro Orion 3 Star. La determinacion del pH se realizé por triplicado

y se reporté como unidades de pH.

» Perfil de azGcares
El perfil de azucares de la panela se determiné por cromatografia liquida de alta eficiencia
-HPLC, mediante una metodologia analitica que fue validada en este estudio.

Para esto, se tomaron 0,550 g de panela y se disolvieron en 25 ml de agua destilada.
Posteriormente la muestra se filtr6 a través de una membrana de 0,45 um de poro. La
cuantificacion de azlcares se realiz6 teniendo en cuenta las curvas de linealidad obtenidas
en la validacion de la metodologia analitica. La determinacion del contenido de azucares

se realizé por triplicado y se reportdé como porcentaje de azlicar en la muestra.

Validacién de la metodologia analitica para cuantificacién de azlcares

El método analitico fue validado segun las directrices de la ICH Q2R evaluando las
caracteristicas de desempefio: selectividad, linealidad, exactitud, precision, limite de

deteccion y limite de cuantificacion.

Se empleé el procedimiento de adicién de estandar sobre la panela para la elaboracion de
las curvas de calibracion del método, dado que no fue posible obtener una matriz de la

panela sin los analitos (sacarosa, glucosa y fructosa).

Se utiliz6 un cromatégrafo Thermo Dionex Ultimate 3000 (Sunnyvale, CA) equipado con
un detector de indice de refraccion (IR) y una columna WaterSugar Pak 300 (300 mm x 7,8
mm, 9 uym). La fase moévil fue agua desionizada, la velocidad de flujo se mantuvo constante
a 0,5 ml/min, el volumen de inyeccion fue de 20 pl, se manejé una temperatura isocratica

de 80°C y un tiempo de analisis de 15 minutos.

La descripcion y resultados de la validacion analitica se presentan en el Anexo A.
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2.3.2 Determinacién de la concentracion de panela a emplear en
la crema tépica

La realizacion de un ensayo antibacteriano se utiliz6 como primera aproximacion para

establecer la concentracion de panela a emplear en la crema tépica. Para ello, se

emplearon las cepas: Pseudomona aeruginosa ATCC 9027, Staphylococus aureus ATCC

6538 y Escherichia coli ATCC 8739.

= Preparacion del inéculo
El in6culo de cada cepa fue preparado por suspension directa en caldo Mueller Hilton
ajustando la densidad optica a 0,5 McFarland (1*108 UFC/ml). La medicion
espectrofotométrica a 590 nm debia estar entre los rangos especificados de la Tabla 2-1
en cada cepa, los cuales fueron establecidos y estandarizados previamente en el grupo de
investigacion (76).

Tabla 2-1. Relacion medida densidad éptica con las UFC para cada uno de los

microorganismos evaluados

Microorganismo Absorbancia UFC
Staphylococus aureus 0,060-0,065 0,8-1,1x108
ATCC 6538
Pseudomona aeruginosa 0,053- 0,057 0,6 - 0,9 x 108
ATCC 9027
Escherichia coli 0,048-0,052 0,8-1,1x108
ATCC 8739

Dentro de los 15 minutos de preparacién, el inéculo se diluyé hasta obtener una

concentracion de 510° UFC/ml en cada pozo de la placa.

= Preparaciéon de la solucién de panela
Se realizaron diluciones seriadas en los pozos (por triplicado), partiendo de tres

concentraciones iniciales de panela (SMP): 60, 64,3 y 70,69 de panela/ 100g de solucion.

Las concentraciones obtenidas en los pozos de la placa por cada concentracion inicial de

panela (SMP) fueron:

SMP 60g panela/ 100g solucién: 30, 15, 7,5 g panela/100 g solucion.
SMP 64,39 panela/100g solucién: 32,1,16,1, 8,0 g panela/100g solucion.

SMP 70,69 panela/100g solucién: 35,3, 17,6, 8,8 g panela/100g solucion.
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* Incubacion
La incubacion se realizé a 37°C durante 16-20 horas. En cada placa incubada se incluy6
un control de crecimiento del inéculo (5*10° UFC/ml) y un control de esterilidad del medio
(caldo Mueller Hinton).

= Siembraen placa
Luego de la incubacion, se realizaron diluciones en serie 1:10 de todas las concentraciones
de panela con Pseudomona aeruginosa (cuatro diluciones), Staphylococus aureus (seis
diluciones) y Escherichia coli (seis diluciones). De la ultima dilucién, se tom6 0,1 ml de la
dispersién, se sembr6 en agar Mueller Hilton y se incub6 a 37°C durante 16 a 20 horas.
Transcurrido este tiempo se realizé el conteo de las colonias por placa.

2.3.3 Planteamiento de la formulacion

Los componentes de la formulacion y su cantidad fueron establecidos con base en la
revision bibliografica de los excipientes cominmente empleados en cremas cicatrizantes.
En la Tabla 2-2, se describe la funcionalidad de cada componente seleccionado en las

diferentes emulsiones desarrolladas a lo largo del estudio.

Tabla 2-2. Composicién cualitativa de las formulaciones cicatrizantes de panela

desarrolladas.

Materia Prima Funcionalidad
Aceite mineral Emoliente
Alcohol cetilico Emoliente y coemulsificante
Alcohol estearilico
Estearato de sorbitano y PEG100 estearato Emulsificantes

PEGS estearato

Tween 80 (Monooleato polioxietilen (20) sorbitano) y
Span 80 (Monooleato de sorbitano)
Steareth 2 y Steareth 21

Propilenglicol Agente humectante
Metilparabeno de sodio y propilparabeno de sodio Agentes preservantes
Panela Principio activo

Agua destilada Fase dispersante
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2.3.4 Ensayos de formulacion

Ensayos preliminares

En los ensayos preliminares se evalud la capacidad emulsificante de cuatro sistemas
propuestos (estearato de sorbitano y PEG100 estearato (F1); PEG8 estearato (F2);
Steareth 2 y Steareth 21 (F3); Tween 80 y Span 80 (F4)), con la finalidad de establecer
aquellos que proporcionaran las mejores caracteristicas fisicoquimicas y de estabilidad en

las emulsiones preparadas.

Para ello, cada emulsion fue evaluada en términos de sus propiedades fisicoquimicas
como viscosidad, pH, tamafio de gota (Da3) y span; asi como por su estabilidad fisica tras
someterse a ciclos de choque térmico entre 40°C y 4°C.

= Proceso de elaboraciéon de las emulsiones

Los componentes de la fase acuosa (agua y emulsificantes hidréfilos) y la fase oleosa
(aceite mineral, alcoholes grasos y emulsificante lipéfilo) fueron mezclados y calentados
por separado entre 80°C (fase acuosa) y 78°C (fase oleosa) hasta fusién completa de los
componentes sdlidos. Posteriormente, la fase oleosa se vertié sobre la fase acuosa con
agitacion constante a 4.000 rpm durante siete minutos en un homogeneizador Ultraturrax®.
Una vez la emulsién alcanz6 una temperatura de 40°C se adiciond la fase de panela y se

homogenizé por tres minutos adicionales a 4.000 rpm (Figura 2-1).

Figura 2-1. Proceso general de elaboracion de las emulsiones.
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En la Tabla 2-3, se refieren las composiciones cualicuantitativas de las cuatro emulsiones
desarrolladas en los ensayos preliminares. Las cantidades de los emulsificantes se
establecieron con base en las recomendaciones reportadas por cada fabricante; para el
resto de los componentes, las concentraciones a utilizar se seleccionaron de acuerdo con

la revision bibliogréfica realizada.

Tabla 2-3. Composiciones desarrolladas para la seleccion del sistema emulsificante.

Fase Materia Prima F1 F2 F3 F4
g/100g g/100g g/100g 0/100g
Oleosa Aceite mineral 10 10 10 10
Alcohol cetilico 2
Alcohol estearilico 2
Estearato de 1,04 - - -
sorbitano
Steareth 2 - - 1,11 -
Span 80 - - - 0,96
Acuosa Agua 30 30 30 30
PEG100 estearato 1,96 - - -
PEGS estearato - 3 - -
Steareth 21 - - 1,89 -
Tween 80 - - - 2,04
Panela Panela 35 35 35 35
Agua 18 18 18 18

» Caracterizacion de las emulsiones
La viscosidad, pH, D43y span fueron medidos 24 horas después de la preparacion de las

emulsiones como se describe a continuacion:

-Viscosidad: En un recipiente se adicionaron 100g de emulsion, se sumergio el vastago,
se ajusto la velocidad a 50 rpm y se consideraron como significativas aquellas mediciones
en donde el torque se encontrara entre el 10% y 70%. La determinacion de la viscosidad

se realizé por triplicado y se reporté como cP.

-pH: EIl pH de la muestra se midié en el pH metro Orion 3 Star diluyendo 2g de cada
emulsion en 20 ml de agua previamente aclimatada a 20°C. La determinacion del pH se

realizo6 por triplicado y se reporté como unidades de pH.

Tamafio de gota: El tamafio de gota se determiné a través de microscopia oOptica en un

microscopio 6ptico Nikon Eclipse E200LED. Para ello, se diluyeron 2g de emulsion en 20ml
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de aguay se observaron en el objetivo de 100X mediante la adicién de aceite de inmersion.
Cada imagen fue procesada a través del software Image J®, en el cual se midieron por lo
menos 400 gotas para el calculo del didmetro medio de volumen D43y el span.

-El D4z es el diametro medio volumétrico de las gotas, el cual es sensible a la presencia de
goticulas de gran tamafio (77). Se calcula de acuerdo con la ecuacién 2-2, donde di es al
diametro de la goticula medido a través del microscopio.

.. = di* Ecuacion 2-2

43 = i3
-Span es una medida del indice de dispersién del tamafio de las gotas de la emulsién. Este
se calcula segun la ecuacién 2-3, en donde el Dqgg, €l Dso y el Dio corresponden a los
didmetros por debajo del 90%, 50% y 10% de las gotas (77). Estos se obtuvieron por medio
del histograma de la frecuencia acumulada del didmetro de las goticulas, ajustando los

datos a las escalas Log Normal, Weibull o Doble Logaritmica, segun se describe en (78).

Doy — Dj Ecuacion 2-3

Span =
Dso

= Estabilidad fisica de las emulsiones
Las emulsiones preparadas fueron sometidas a ciclos de choque térmico entre 40°C y 4°C
cada 24 horas durante seis dias. Al finalizar los ciclos, se evaluaron los cambios fisicos
relacionados con la apariencia, color y uniformidad de las emulsiones respecto a su

aspecto inicial.

Disefios estadisticos experimentales

Para la implementacion de los disefios estadisticos experimentales, se seleccionaron
como agentes emulsificantes al estearato de sorbitano con PEG100 estearato (F1) y al
Steareth 2 con Steareth 21 (F3).

A continuacion, se describen los factores y variables respuesta evaluadas en cada uno de

los disefios estadisticos experimentales implementados.
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= Disefo estadistico experimental exploratorio

Se empled un disefio estadistico experimental exploratorio de tipo bloques confundido
factorial 2*(79). En el presente caso, cada bloque representa un tipo de emulsificante a un
nivel bajo y a un nivel alto. Se establecieron como factores o variables independientes: el
tipo de emulsificante, el porcentaje de emulsificante, el porcentaje de aceite, el porcentaje
de alcoholes, la velocidad y el tiempo de homogenizacion; cada uno de estos a un nivel

bajo y a un nivel alto.

En la Tabla 2-4, se presentan las condiciones que se emplearon en los experimentos
desarrollados. A cada una de las emulsiones obtenidas, se le determinaron como variables
respuesta: la viscosidad, el tamafio de gota Da.gs, el span y el pH siguiendo la misma
metodologia descrita en la caracterizacion de las emulsiones de los ensayos preliminares.
Complementariamente se les evallo la estabilidad fisica mediante los ciclos de choque
térmico descritos. El proceso de elaboracion de las emulsiones se realiz6 de acuerdo con
el procedimiento referido en los ensayos previos, modificando los valores de tiempo y
velocidad de homogenizacion segun se indica en la Tabla 2-4.

Tabla 2-4. Disefio estadistico experimental exploratorio — Tipo blogues confundido 24,

No BLOQUE Tipo de %Emulsif. A: B: C: *** D; *xxx

Emulsificante %Aceite %Alcoholes (1C/SC) (rpm)

(min)

1 1 ES/PS* 2,5 7,5 15 713 3000
2 1 ES/PS 2,5 15 2,5 14/6 3000
3 1 ES/PS 25 7,5 25 7/3 5000
4 1 ES/PS 2,5 15 15 14/6 5000
5 2 S2/S21** 2,5 15 15 713 3000
6 2 S2/S21 25 7,5 25 14/6 3000
7 2 S2/S21 2,5 15 2,5 713 5000
8 2 S2/S21 2,5 7,5 15 14/6 5000
9 3 ES/PS 5 15 2,5 7/3 3000
10 3 ES/PS 5 7,5 15 14/6 3000
11 3 ES/PS 5 15 15 713 5000
12 3 ES/PS 5 7.5 25 14/6 5000
13 4 S2/S21 5 7,5 2,5 7/3 3000
14 4 S2/S21 5 15 15 14/6 3000
15 4 S2/S21 5 7,5 15 7/3 5000
16 4 S2/S21 5 15 2,5 14/6 5000

*ES/PS: Estearato de sorbitano con PEG100 estearato **S2/S21: Steareth 2 con Steareth 21 *** C:(1C/SC)
(min): Tiempo de homogenizacién: minutos primer ciclo/ minutos segundo ciclo ****D: Velocidad de
homogenizacion en revoluciones por minuto (rpm).
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Los datos fueron procesados mediante el software Design Expert 13.0. De acuerdo con los
resultados obtenidos en el disefio experimental exploratorio, se establecieron como
variables independientes para el disefio estadistico de optimizacion: el porcentaje de
aceite, el porcentaje de emulsificante y la velocidad de homogenizacion.

= Disefio estadistico experimental — Optimizacion

Se empled un disefio estadistico experimental 22 con dos repeticiones y cuatro puntos
centrales. Los factores o variables independientes fueron el porcentaje de aceite, el
porcentaje de emulsificante y la velocidad de homogenizacién a un nivel bajo, medio y alto.

En cada emulsién preparada, el porcentaje de alcoholes se mantuvo constante en un 2%
para cada alcohol, y el tiempo de homogenizacion se fijé a 20 minutos: 14 minutos en el

primer ciclo y seis minutos en el segundo ciclo.

Las emulsiones fueron obtenidas y caracterizadas siguiendo la metodologia de
preparacion de los ensayos preliminares, teniendo como variables respuesta a la
viscosidad, el tamafio de gota Da3, el span y el pH. Ademas, las emulsiones fueron
evaluadas por su estabilidad fisica tras la aplicacion de los ciclos de choque térmico de los
ensayos previos. Las condiciones de cada emulsion desarrollada se ilustran en la Tabla

2-5. Los datos fueron procesados mediante el software Design Expert 13.0.

Tabla 2-5. Disefio estadistico experimental de optimizacién —22 de dos repeticiones y

cuatro puntos centrales.

Ensayo A: %Aceite B: %Emulsificante C: Velocidad de
homogenizaciéon (rpm)*
1 7,5 2,5 3000
2 11,25 3,75 4000
3 15 5 3000
4 15 25 3000
5 11,25 3,75 4000
6 7,5 5 3000
7 15 25 5000
8 7,5 2,5 3000
9 7,5 25 5000
10 11,25 3,75 4000
11 7,5 5 3000

[EnY
N

11,25 3,75 4000
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13 15 5 3000
14 7,5 5 5000
15 15 2,5 3000
16 7,5 2,5 5000
17 7,5 5 5000
18 15 5 5000
19 15 5 5000
20 15 2,5 5000

*rpm: Velocidad de homogenizacion en revoluciones por minuto (rpm)

2.3.5 Emulsiones finales de los disefios exploratorio y de
optimizacion

Se prepararon dos emulsiones empleando las condiciones de preparacién Optimas

derivadas de cada uno de los disefios implementados.

Las emulsiones finales de cada disefio fueron caracterizadas y comparadas en términos
de su viscosidad, pH, tamafio de gota D43, span y estabilidad fisica, acorde con las
metodologias previas de los ensayos preliminares.

2.3.6 Caracterizacion de la formulacion final

De los disefios estadisticos experimentales y de la preparacion de las emulsiones finales
obtenidas en cada disefio, se seleccion6 la emulsiébn con menor tamafio de gota Dasy
span. Adicional a las caracteristicas fisicoquimicas ya evaluadas, la formulacién final fue
caracterizada a través de su extensibilidad, adherencia y perfil reolégico, los cuales se

detallan a continuacion.

-Extensibilidad: 2g de emulsion fueron incluidos en el centro de dos placas de vidrio.
Secuencialmente se adicionaron pesos crecientes con un tiempo de reposo de un minuto
entre cada peso agregado. Para cada peso incluido, se midi6 el diametro alcanzado por la

emulsién. Cada determinacion se realizo por triplicado (77).

-Adherencia: 2g de emulsion fueron agregados entre dos placas metalicas. Se
adicionaron pesos crecientes con un tiempo de reposo de un minuto entre cada peso
agregado. Se registré el peso necesario para separar las placas metdlicas unidas por la

emulsion. Cada determinacion se realizé por triplicado (77).
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-Propiedades reolégicas

La medicién del comportamiento reoldgico de la formulacion final se realizé por triplicado
en un redmetro (C-VOR, Bohlin Instruments, UK). Para ello, se determiné el esfuerzo
cortante y la viscosidad de la emulsion frente a la deformacion por medio de ensayos de
viscosimetria y oscilacion. Las condiciones empleadas fueron geometria de cono y plato,
un angulo de 4°, un didmetro de 40 mm, y un gap de 0.5 mm. Cada muestra se coloco
sobre el plato previamente acoplado al vacio ajustando el gap. Las mediciones se llevaron
a cabo a una temperatura constante de 25°C, en un rango de velocidad de deformacion
de entre 0,001/s y 1500/s para la determinacién de la viscosidad, y con un barrido de
amplitud en un rango de esfuerzo de 0,001 a 1000 y de frecuencia en un rango de 0,01 a
10 Hz para la determinacion de la deformacion.

2.3.7 Estudio de estabilidad a corto y mediano plazo

Se prepararon tres emulsiones de la formulacién final desarrollada, las cuales fueron
sometidas a un ensayo de estabilidad de corto y mediano plazo. En la estabilidad a corto
plazo, las emulsiones se almacenaron a 40°C durante un mes. En las condiciones de
mediano plazo, las emulsiones se sometieron por tres meses a una temperatura de 30°C
+ 2°C y 65% + 5% de humedad relativa. En el transcurso del tiempo de estudio, las
emulsiones fueron monitoreadas y evaluadas para identificar posibles cambios fisicos

relacionados con la apariencia, color y uniformidad respecto a su aspecto inicial.

Al finalizar el estudio, las muestras fueron caracterizadas mediante su tamario de gota D43
y span, los cuales fueron comparados con los valores obtenidos al inicio del estudio. La
cuantificacion de los azlUcares sacarosa, glucosa y fructosa no se realiz6 en los estudios
de formulacion y de estabilidad, ya que el equipo no se encontraba disponible para los

analisis.
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2.4 Resultados y discusion

2.4.1 Caracterizacion fisicoquimica de la panela

En la Tabla 2-6, se describen los valores de humedad, pH, y del porcentaje de sacarosa,

glucosa y fructosa en las muestras de panela evaluadas.

Tabla 2-6. Propiedades fisicoguimicas en muestras de panela evaluadas.

Caracteristicas fisicoquimicas panela

% Humedad = DS 1,6591 + 0,1571*
pH + DS 6,86 + 0,05*
%Sacarosa + DS 82,3490 + 0,1318*
%Glucosa + DS 3,6767 £ 0,0074*
%Fructosa + DS 2,4379 £ 0,0142*

*DS: Desviacion estandar

De acuerdo con la Norma Técnica Colombiana NTC 1311, la panela granulada debe
cumplir con requisitos fisicoquimicos, los cuales incluyen méaximo un 5% de humedad,
maximo un 93% de azucares totales (sacarosa) y minimo un 5% en los azucares
reductores glucosa y fructosa, el pH no tiene ningln requerimiento segun la normatividad

colombiana (79).

Teniendo en cuenta las consideraciones previas, las muestras de panela presentan los
estandares requeridos, y ademas dichos resultados son cercanos a lo reportado en
estudios previos, en donde el contenido de humedad en muestras de panela granulada es
de un 2,74% + 0,11% (80), el pH es de 5,58 a 6,9 (81), y el contenido de azUcares es del
91,9%, =2 2,9% y 1,6% para la sacarosa, glucosa y fructosa respectivamente (80).

El rango de valores de cada componente presumiblemente refleja diferencias entre las
variades de cafia de azucar, condiciones agrondémicas, procesamiento, temperatura y
tiempo (28). La relacion del genotipo, rendimiento y calidad del azucar de cafia ha llevado
a la creacion de colecciones de cultivos de cafia de azUcar para su produccion por parte
de institutos de investigacion agricola en paises como Colombia y Venezuela, sin embargo,
dichas variedades generalmente han sido evaluadas solo para el estudio del rendimiento
y de parametros agroecoldgicos (82), por lo anterior, es recomendable estandarizar y

adaptar la tecnologia basica de los procesos de elaboracion de la panela con el objeto de
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garantizar que las propiedades fisicoquimicas se encuentren dentro de un rango especifico
gue cumpla con los requerimientos exigidos, y que ademas permita llevar a cabo su
trazabilidad (81).

2.4.2 Determinacion de la concentracion de panela a emplear en
la crematépica

Un proceso de reparacion inadecuado en la piel puede causar dafios severos, tales como
pérdida del tejido, inicio de una infeccion, dafios en las capas de la piel subyacentes e
incluso alteraciones a nivel sistémico. El impedimento mas comun e inevitable para la
cicatrizacién de heridas, es la aparicion de una infeccion. Aunque las bacterias se localizan
de una forma normal en la microflora de la piel intacta y las heridas, su crecimiento por
encima de determinado umbral puede generar infecciones bacterianas y fungicas con altos
indices de mortalidad y morbilidad colectivos, mas ain en un entorno no estéril como la
herida (83).

Tan pronto como la piel se dafia, microorganismos tipicos de la flora normal de la piel,
bacterias y hongos exdgenos pueden acceder a los tejidos subyacentes que proporcionan
un ambiente humedo, calido y rico en nutrientes propicio para la proliferacién y colonizacion
microbiana. En las fases iniciales, los microorganismos Grampositivos son los que mas
aparecen, en su mayoria el Staphylococus aureus. En las fases avanzadas, las especies
Gramnegativas, por ejemplo, Escherichia coli y Pseudomona ssp estan presentes en
mayor proporcion y es probable que entren en las capas mas profundas de la piel
afectando significativamente los tejidos y retrasando el cierre de la herida como
consecuencia de un estadio inflamatorio agravado y prolongado ocasionado por el

desarrollo ilimitado de microorganismos (83).

Como se ha mencionado previamente, empiricamente la panela se ha utilizado para el
tratamiento de heridas infectadas, si bien su modo de accion es complejo e imposible de
reducir a un solo mecanismo, en el presente estudio se realizé un ensayo de sensibilidad
bacteriana como primera aproximacion de la cantidad de panela a adicionar en la crema
topica a desarrollar. La panela proporciona un efecto osmotico en el lugar de la lesiéon
debido a la alta proporcién de azlicares en su composicion, con el cual se disminuye el

crecimiento bacteriano (10). Las cepas bacterianas utilizadas en el ensayo fueron:
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Staphylococus aureus ATCC 6538, Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 y Escherichia
coli ATCC 8739, dado que se han identificado como los microorganismos de mayor
prevalencia en las heridas infectadas (83—85).

En la Tabla 2-7 se evidencian las Unidades Formadoras de Colonia (UFC/ml) obtenidas
del in6culo de cada cepa tras la adicion de concentraciones crecientes de panela. Segun
se observa, las bacterias Staphylococus Aureus y Escherichia coli disminuyeron su
crecimiento dos unidades logaritmicas en las concentraciones de 30g y 35,3g de
panela/100g de solucién, con relacién a sus controles de crecimiento respectivamente.
Para el caso de la Pseudomona aeruginosa, la concentracion de panela méas efectiva en
reducir el crecimiento bacteriano fue la de 35,3g de panela/100g de solucion, ya que en el
control de crecimiento y en las concentraciones de panela inferiores a 32,1g/100g solucion,

las UFC crecieron de forma indeterminada para poder realizar el conteo.

Tabla 2-7. Unidades formadoras de colonia en cada concentracion de panela evaluada

respecto a su control.

Concentracion Staphylococus Escherichia coli Pseudomona
Aureus aeruginosa
(g panela/100g solucién) (UFC*/ml) (UFC*/ml) (UFC*/ml)
7,5 4,2 x 108 5,9 x 108 NC*
8,0 3,5x 108 4,2 x 108 NC
8,8 4,6 x 108 3,2x 108 NC
15,0 6,5 x 108 7,1x 108 NC
16,1 4,3 x 108 6,8 x 108 NC
17,6 6,6 x 108 6,1 x 108 NC
30,0 3 x 10° 4,6 x 108 NC
32,1 7 x 108 1,8x108 5,4 x 108
35,3 9 x 10¢ 3 x 107 4,4 x108
Control de Crecimiento 7,5x 108 1x10° NC

*UFC: Unidades formadoras de colonias; NC: No contables.

Aunqgue en las concentraciones evaluadas no se evidencia una concentracion minima
inhibitoria que reduzca completamente el crecimiento bacteriano, si es posible identificar
una disminucion del crecimiento en al menos 100 UFC en la concentracion de panela de

35,39/100g de solucion, como se ilustra en las Tablas 2-7 y 2-8.
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Tabla 2-8. Placas de agar de las concentraciones de panela evaluadas respecto a su

control.

Microorganismo Solucién panela Control de crecimiento

Staphylococus
Aureus

Escherichia coli

Pseudomona
aeruginosa

35,39 panela/ 100g solucién

De acuerdo con lo anterior, seria recomendable ampliar el rango de concentraciones por
encima de la dltima concentracion aplicada, para asi determinar la concentraciéon minima
inhibitoria de panela en las tres cepas bacterianas. Sin embargo, debido a que en la placa
multipozos la concentracion méas alta de panela preparada (70,69 de panela/100g de
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solucion) se reduce a la mitad (35,3g de panela/100g) por la adicién del in6culo, se decidié
considerar la concentracion de 70,6g de panela/100g como la solucion madre mas alta
para la elaboracién de las microdiluciones, puesto que la solubilidad de panela a dicha
concentracion ya se encuentra en el limite de saturacion (2,4 g panela/1g agua equivalente
a 70,59 de panela/100 g solucién) (86). Ademas, es importante considerar que la forma
farmacéutica es una emulsion del tipo o/w que contiene adicional a la panela, mas del 20%
entre agua y agentes volatiles, asi como un porcentaje aproximado al 20% de
hidrocarburos, ceras o polietilenglicoles (38,40), en este sentido, un aumento en la cantidad

de panela representaria la disminucion de alguno de estos componentes en la formulacién.

Los resultados obtenidos evidencian que cuando las condiciones de soluciones acuosas
de microorganismos se concentran por adicibn de un soluto, tal como el azucar, el
crecimiento microbiano resulta principalmente afectado por cambios en la actividad de
agua, la cual es indispensable para su desarrollo. Existen diferentes relaciones entre la
actividad de agua (aw) y la capacidad de los microorganismos para crecer, cada
microorganismo tiene un requerimiento de actividad de agua debajo del cual no puede
desarrollarse. En particular, el Staphylococcus aureus requiere de minimo un a. de 0,864
equivalente a 185,7g de azucar/100g de agua (65g azucar/100g de solucion) para su
proliferacion, por su parte, la Escherichia coli y Pseudomonas spp precisan de al menos
un aw de 0,95 correspondiente a 78,69 de azucar/100g de agua (44g azucar/100g de
solucion) (87). Esto es concordante con los resultados obtenidos, ya que la maxima
concentracion de panela probada fue la de 35,3 g de panela/100g de solucién, en donde
la actividad de agua (aw) aun se encontraba por encima de la requerida para evitar la
proliferacion (aw de 0,864 y 0,95 equivalentes a 65¢g y 44g azUcar/100g solucién) en las
cepas evaluadas. Sin embargo, dicha concentracién si genera un estrés bacteriano que
reduce en al menos dos unidades logaritmicas (100 UFC) el crecimiento bacteriano
respecto al control, por lo tanto, en las etapas de formulacién de la crema tépica se decidié
seleccionar una cantidad fija de 35g de panela por 100g de la composicion para la

realizacion de los ensayos posteriores de la investigacion como se detallard mas adelante.

2.4.3 Ensayos preliminares

El objetivo principal de los ensayos preliminares fue evaluar la compatibilidad de los
diferentes componentes de la formulacion, y establecer con qué emulsificantes se obtenian

las emulsiones con mejores propiedades fisicoquimicas, y de estabilidad fisica. Dichos
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emulsificantes serian empleados para la realizacion de los disefios estadisticos

experimentales exploratorio y de optimizacion de las etapas subsiguientes.

En la emulsiéon 1 (F1), el sistema emulsificante estaba compuesto por el estearato de
sorbitano y el PEG100 estearato. Sus estructuras quimicas se ilustran en la Figura 2-2.

Figura 2-2. Estructura quimica del estearato de sorbitano y PEG 100 estearato. Tomada

y modificada de Rowe R, et al (88).
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Estearato de sorbitano PEG100 estearato

En la emulsion 2 (F2), se utilizé al PEG8 estearato como Unico emulsificante, cuya

estructura se precisa en la Figura 2-3.

Figura 2-3. Estructura quimica PEG 8 estearato. Tomada y modificada de Rowe R, et al
(88).
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PEG 8 estearato

En la emulsion 3 (F3) se emplearon como emulsificantes polioxietilen alquiléteres, tales
como el polioxi 2 estearil éter (Steareth 2) y el polioxi 21 estearil éter (Steareth 21). Las

férmulas de estos compuestos se indican en la Figura 2-4.

Figura 2-4. Estructura quimica Steareth 2 y Steareth 21. Tomada y modificada de Rowe
R, et al (88).
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Finalmente, en la emulsion 4 (F4) los emulsificantes fueron el monoleato de sorbitano

(Span 80) y el polioxietileno 20 sorbitano monoleato (Tween 80) (Figura 2-5).
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Figura 2-5. Estructura quimica Span 80 y Tween 80. Tomada y modificada de Rowe R,
et al (88).

X+y+z+w=20

Span 80 Tween 80

De acuerdo con las pruebas realizadas, en ninguna de las emulsiones preliminares se
evidencié algun tipo de incompatibilidad entre los diferentes componentes de la
formulacion. Las principales diferencias radicaron en propiedades como la viscosidad y el
tamafio de gota, asi como en la estabilidad fisica tras someterlas a los ciclos de choque

térmico.

= Caracteristicas fisicoquimicas
En la Tabla 2-9 se precisan los valores de viscosidad, pH, tamafio de gota D43y span de

las cuatro emulsiones preparadas en los ensayos preliminares.

Tabla 2-9. Caracteristicas fisicoquimicas de las emulsiones preliminares.

Emulsién Viscosidad + DS* pH + DS* Dags Span
(cps) (Hm)
F1 1204 + 14 6,54 + 0,03 4,18 2,43

Estearato de
sorbitano/PEG100 estearato

F2 3720 +£ 120 6,55 + 0,01 5,52 1,39
PEGS estearato
F3 287 +11 6,55 + 0,02 4,94 2,36
Steareth 2/ Steareth 21
F4 1432 + 30 6,39 + 0,02 5,81 2,38

Tween 80/Span80
DS*: Desviacion estandar

-Viscosidad

La viscosidad es una medida de la resistencia de un fluido a la deformacion o flujo, la cual
esta relacionada con la friccion interna del material. Cuantitativamente se obtiene de la
relacion entre la fuerza de corte o cizallamiento y la velocidad de corte en un flujo

estacionario de corte simple (89).
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En las emulsiones, la viscosidad frecuentemente se describe o predice en términos de la
viscosidad de la fase continua (no) y de la cantidad de fase dispersante, como se describe
en la Ecuacion de Einstein 2-4 (90).

No es la viscosidad del medio n=ny(1+ 2.5¢) Ecuacion 2-4

¢ es la fraccion de volumen de
la fase dispersa (¢ < 1)

Ademds, Sherman incluye el efecto de los emulsificantes en la viscosidad por medio de la
ecuacion 2-5 (90).
Cz es la concentracion del n = nyexp(KsCep + Ys) Ecuacién 2-5

emulsificante y Ks, Ys son
constantes.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, las emulsiones de PEGS estearato (F2) y de
Tween 80/Span 80 (F4) presentan los mayores valores de viscosidad, seguidas de las
emulsiones de estereato de sorbitano con PEG100 estearato (F1) y de Steareth 2 con
Steareth 21 (F3).

Estos resultados son concordantes con lo descrito por Sherman en la Ecuacion 2-5, en
donde la viscosidad de la emulsién aumenta a medida que se incrementa la concentraciéon
del emulsificante (Cz). Considerando que la viscosidad del medio continto (n,) es el
resultado de la viscosidad del agente emulsificante adicionado en la fase dispersante mas
la viscosidad propia del medio (91), es coherente que la emulsion 2 (F2) que contenia un
3% de PEGS8 estearato presentara la mayor viscosidad (3720 + 120 cP) puesto que,
respecto a las otras emulsiones, es la que contiene la concentracibn mas alta de
emulsificante. En este mismo sentido, se encuentra que a medida que se disminuye la
concentracion de los emulsificantes, la viscosidad también se reduce, por lo tanto, la
emulsién 4 (F4) con un 2,04% de Tween 80 (1432 + 30 cP) es la que presenta el segundo
valor de viscosidad mas alto, seguida de la emulsion (F1) con un 1,96% de PEG100
estearato (1204 + 14 cP) y de la emulsién (F3) con un 1,89% de Steareth 21 (287 + 11 cP).

La Ecuacion de Einstein es valida cuando la fraccion de volumen de la fase dispersa ¢ es
«1. Bajo estas consideraciones, se asume que no se presentan interacciones entre las
goticulas dispersas, de modo que estas no influyen en la dinamica del flujo a su alrededor.
Esto se explica a través del niumero de Peclet, Pe, el cual consiste en la relacién entre las

tensiones proporcionadas por desplazamientos dindmicos (ny’) y difusionales KzT/R3,
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(Ecuacion 2-6) (92). Si Pe es » 1, el movimiento de difusiébn o browniano se puede
despreciar y se puede analizar el proceso de dindmica de fluidos, ya que el tamafio de las
goticulas es lo suficientemente grande. Los movimientos moleculares son perceptibles solo
para las gotas pequefias de tamafio nanométrico, y solo se considera la influencia de la
dinamica de fluidos, es decir, el comportamiento de una gota bajo la accién de fuerzas del
movimiento relativo de la gota y del liquido que la rodea (92).

n es la viscosidad (ny) Ecuacion 2-6
y es la velocidad de corte Pe = —————
T es la temperatura absoluta KB T/R3

Ky es la constante de Boltzman
R es el radio de gota

Con base en lo anterior, se encuentra que las emulsiones preparadas hacen parte de las
denominadas emulsiones diluidas (¢ = 0,2) y como resultado de ello, el tamafio de goticula
no influye en la reologia de las emulsiones. Esto coincide con los valores obtenidos de
viscosidad y de tamafio de gota D3, por cuanto no se evidencia ningun tipo de tendencia
o relacién clara entre la viscosidad y los diferentes tamafios de gota calculados. No
obstante, es oportuno mencionar que si se incrementa la concentracién de la fase dispersa
particularmente en rangos de 0,6 < ¢ < 0,75, el tamafio de gota influira en la relacién del
volumen y area superficial de las gotas, lo cual modificara el flujo de gotas y la viscosidad,
de manera que disminuciones en el tamafio de gota generaran incrementos en la

viscosidad como se ilustra en la Figura 2-6 (92).

Figura 2-6. Dependencia de la fraccion de fase dispersa y tamafios promedio de gota.
Tomado de Derkach SR (92).
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Finalmente, la naturaleza quimica del agente emulsificante también puede afectar o influir
en la viscosidad resultante de la emulsién, ya sea por el estado de la pelicula del
emulsificante formada en la interfase, o por su relacion e interaccién con las dos fases de
la emulsion (93). Se reporta que el aumento de la viscosidad de las emulsiones con
tensioactivos de bajo peso molecular se debe principalmente a la inmovilizacién de la fase
continba por la formacion de micelas, en el caso de los tensioactivos de alto peso
molecular, el incremento de la viscosidad se explica principalmente por la adsorcion de las
moléculas del polimero y por la formacion de capas interfaciales estructuradas (92). En el
presente caso, es posible que un incremento en el nimero de grupos polioxietilen,
carbonilo o sorbitano, conlleve a un incremento de viscosidad o resistencia al flujo debido
a la formacion de un mayor niamero de puentes de hidrégeno con la fase acuosa. Sin
embargo, es necesario realizar estudios adicionales que permitan concluir con mayor

certeza dichas relaciones estructurales.

Los valores de viscosidad no se tomaron en cuenta para la seleccion del sistema
emulsificante, puesto que los resultados obtenidos en el tamafio de gota y en las pruebas
de estabilidad fisica se consideraron de mayor relevancia como predictores de la eficacia

y de la estabilidad fisica a largo plazo del sistema emulsificante.

_pH

El pH fue considerado como una propiedad fisicoquimica importante a evaluar en las
emulsiones preparadas, dado que puede influir directa o indirectamente en los diferentes
procesos bioquimicos que tienen lugar durante el proceso de cicatrizacion, tales como la
angiogénesis, formacion de colageno, actividad de macro6fagos, toxicidad bacteriana y
actividad enzimatica, por ejemplo, las metaloproteinasas que actlian durante la etapa de
remodelaciéon son sensibles a cambios pequefios de pH, por lo anterior, diferentes
preparaciones tépicas y vendajes han sido desarrollados para controlar o alterar la
superficie de pH de la herida, los cuales incluyen vendajes oclusivos, sustancias como la

miel y cremas acidificadas de nitrato (94).

Bajo circunstancias normales, la superficie de la piel presenta un pH &cido de 4 a 6, el cual
se modifica acercandose a un valor de 7,4 cuando se presenta una lesion (95). Se ha
demostrado que el proceso de cicatrizacion ocurre mas efectivamente a un bajo pH, ya

gue medios &cidos ayudan a controlar e impedir infecciones microbianas, a facilitar con
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mayor rapidez el cierre de la herida, a promover la epitelizacién, a liberar una mayor

cantidad de oxigeno (94), y a incrementar la migracion y proliferacion de fibroblastos.

Aun asi, se reporta que en las heridas crénicas existe un balance fisiolégico entre la
degradacién y regeneracion de tejido, de manera que enzimas proteoliticas como
catepsina G, elastasa, plasmina y la metaloproteinasa-2 de matriz y gelatinasa A (MMP2)
se encuentran en el medio. La mayoria de estas enzimas requieren para su actividad
Optima, valores de pH alcalinos de aproximadamente 7, en particular, la MMP2 exhibe un
pH 6ptimo de actividad de 8,0. Por otro lado, se evidencia que en los trasplantes de piel la
cicatrizacién se mejora cuando el valor de pH es superior a 7,4 (95).

Teniendo en cuenta lo previamente descrito, se decidio que el pH de las emulsiones debia
encontrarse en valores de pH entre 6 y 8, comoquiera que dicho rango cubre los diferentes
valores reportados para promover la curacién en las diferentes etapas del proceso de
cicatrizacién. De acuerdo con lo anterior, las emulsiones preparadas son adecuadas para
su aplicacion tdpica en cualquier tipo de lesidon cutanea, dado que su pH se encuentra
dentro del rango prestablecido. Las emulsiones no evidencian diferencias importantes en
sus valores de pH, estas presentan valores entre 6,39 + 0,02 y 6,55 + 0,02.

-Tamafio de gota Da3

El tamafio de gota tiene un efecto directo en diferentes propiedades de la emulsién, tales
como la estabilidad fisica y quimica, viscosidad, eficacia in vivo, entre otras. Las
emulsiones destinadas a ser administradas topicamente usualmente presentan tamafios
de goticula del orden de los micrometros (96,97), entre mas pequefia sea la gota y la
distribucion de tamafios, la estabilidad fisica seréa mejor (97).

La relaciéon entre el tamafio de gota y la estabilidad fisica de las emulsiones se debe
principalmente a la velocidad de cremado o sedimentacion descrita por la Ecuacion de
Stokes 2-7 (98).

R?es el tamafio de gota ZRZApg Ecuacioén 2-7
Ap es la diferencia de densidad entre Vy, = ———
la fase interna y externa 9n,

g es la gravedad
n, es la viscosidad de la fase
continta

Segun la Ecuacion de Stokes, a medida que se disminuye el tamafio de goticula, la

velocidad de sedimentacién o cremado disminuira evitando los diferentes fendbmenos que
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inestabilizarian fisicamente la emulsién. La ecuacién de Stokes es aplicable para
fracciones de volimenes ¢ < 0,01. En emulsiones mas concentradas 0,2 >¢ > 0,01, la
velocidad de sedimentacién es reducida por debajo de la velocidad de Stokes como se

define en la Ecuacién 2-8 (98).

v =v,(1 —6.55¢) Ecuacion 2-8

Adicionalmente, emulsiones que contienen tamafios de goticula grandes usualmente

tienen una fuerte tendencia a la coalescencia y maduracion de Ostwald (96,97).

En la Figura 2-7 se ilustran las micrografias de las gotas obtenidas con cada sistema
emulsificante. La emulsién con estearato de sorbitano y PEG100 estearato (F1) presenta
el menor tamafio de goticula (4,18 um), seguida de la emulsion de Steareth 2 y 21 (F3)
(4,94 um), PEG 8 estearato (F2) (5,52 um) y de la emulsion de Span 80 con Tween 80 (F4)
(5,81 pm).

Figura 2-7. Micrografias de las formulaciones preparadas en ensayos preliminares (100X)
F1: Estearato de sorbitano y PEG100 estearato; F2: PEG8 estearato; F3: Steareth 2y
Steareth 21; F4: Tween 80 y Span 80.




Formulacion de la crema tépica 47

De acuerdo con los fundamentos previos, las emulsiones que contenian estearato de
sorbitano con PEG100 estearato (F1) y de Steareth 2 con Steareth 21 (F3) se
seleccionaron para la realizacion de los disefios estadisticos experimentales, puesto que
presentaron los tamafios de goticula mas pequefios, con los cuales posiblemente se

obtendria una mejor estabilidad fisica a largo plazo.

Las diferencias de tamafios presentadas entre los sistemas emulsificantes pueden ser una
consecuencia directa de su estructura quimica, y de su interaccion con las dos fases. Se
observa que todos los sistemas emulsificantes comprendian una cadena hidréfoba
saturada de 18 atomos de carbono, a excepcion de la mezcla de Tween 80 con Span 80
en los que la cadena hidrocarbonada Cis presentaba una insaturacion cis en el carbono 9.

Esto puede ser un factor influyente para que la emulsion F4 de Tween 80 con Span 80,
presentara el mayor tamafio de goticula, ya que la introduccién de una insaturacion en la
cadena hidrofoba causa una disminucion del empaquetamiento de las moléculas del
tensioactivo en la interfase, en especial cuando el isémero es cis (99). En este sentido, es
posible que los emulsificantes Tween 80 y Span 80 estéricamente dificultaran la obtencion
de tamafios de gota mas pequefios, similares al resto de diametros alcanzados con los

demas tensioactivos evaluados.

Por otro lado, en la emulsion F2 de PEG8 estearato como Unico emulsificante, se presentd
el segundo tamafio de gota méas grande, lo anterior también puede estar relacionado con
la naturaleza de la pelicula interfacial formada Unicamente por el PEG8 estearato, puesto
gue los emulsificantes puros generalmente producen peliculas que no estan lo
suficientemente compactas, de modo que la utilizacion de dos o mas emulsificantes se
considera mas apropiada porque se incrementa la interaccion y condensacion de las

moléculas en la pelicula interfacial, lo que sugiere un sinergismo de la mezcla (99).

Teniendo en cuenta las apreciaciones previas, las emulsiones F1 y F3 fueron escogidas
para continuar los ensayos preliminares, las diferencias entre estos dos sistemas
emulsificantes se analizaran al detalle en los disefios estadisticos de tipo exploratorio y de

optimizacion.

-Span
El span es una medida del indice de dispersion del tamafio de las goticulas de la emulsion

(77), el cual influye directamente en la velocidad de coalescencia de las gotas. Entre mas
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estrecha sea la distribucion de los tamafios de gota, més estable es la emulsion puesto
gue si existe una amplia distribucién, las gotas mas grandes al ser termodindmicamente
mas estables y al presentar menor superficie interfacial, tienden a crecer por medio de la
fusion con las gotas mas pequefas; si el proceso continda la emulsién eventualmente se

rompera (99).

Por otro lado, una dispersion alta también promueve fendbmenos como la maduracion de
Oswald, dado que el diferencial de la presion interna entre las gotas pequefias y grandes
promueve la particion y transferencia de los lipidos de las gotas pequefas a las gotas mas
grandes (100), con las cuales mas adelante se ocasionarian posibles procesos de cremado
y separacion de fases.

De acuerdo con los resultados obtenidos, las emulsiones de estearato de sorbitano con
PEG100 estearato (F1), de Steareth 2y 21 (F3) y de Span 80 con Tween 80 (F4) presentan
distribuciones de tamafio de goticula muy similares. La emulsion de PEG8 estearato (F3)
fue la que menor valor de span presenté, sin embargo, esta emulsion no se seleccioné
para las etapas de formulacion, dado que la utilizacion de mezclas de emulsificantes se
consider6 como una mejor alternativa para la estabilizacion estérica de las emulsiones
segun las diferentes fuentes consultadas. Ademas, porque la emulsion de PEG8 estearato
también tuvo uno de los tamafios de gota mas grande en los sistemas evaluados, con el
gue posiblemente se propiciarian diferentes fenémenos de inestabilidad, como se

menciond en el apartado anterior.
Estabilidad fisica

Los ensayos de estabilidad bajo condiciones de estrés permiten predecir la estabilidad
fisica de las emulsiones a largo plazo por medio de la evaluacién de los cambios que estas

presentan con el tiempo.

Existen diferentes tipos de estos ensayos, en el presente estudio se utilizaron los ciclos de
choque térmico, los cuales consisten en someter a las emulsiones a cambios de
temperatura para identificar los procesos de inestabilizacion que pueden ocurrir en el

tiempo evaluado (98).
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Los principales mecanismos de inestabilidad comprenden fenémenos como la
coalescencia, floculacion, cremado y maduracion de Ostwald, su representacion grafica se
ilustra en la Figura 2-8 (100).

La coalescencia es el proceso mediante el cual dos o méas gotas se fusionan en una gota
mas grande. Esto ocurre cuando las fuerzas de estabilizacion de la superficie no se repelen
lo suficiente para mantener la estabilidad coloidal, de modo que las fuerzas de atraccion
son mayores a las fuerzas de repulsién, y como consecuencia de ello, las gotas se
fusionan. Este proceso es termodinamicamente rapido pues conlleva a la reduccién del
area superficial del sistema y, por lo tanto, de su energia total, lo cual hace del proceso un
fendbmeno irreversible a menos que se aplique suficiente energia al sistema para separar

nuevamente las gotas.

La floculacion es la agregacion de las gotas de la emulsién, en el cual las gotas retienen
su identidad individual, pero hacen parte de una estructura agregada. Al igual que la
coalescencia, se genera porque las fuerzas de repulsién reducidas conducen a un
acercamiento de las gotas, ya que el sistema intenta minimizar el area superficial, sin
embargo, existe una repulsién eléctrica o estérica que impide la fusion de las gotas. Se
considera como un proceso reversible, puesto que se puede modificar por cambios de la

fuerza idnica y del pH de la fase continta, o también con la adicion de emulsificantes.

El cremado es la migracion masiva de las gotas hacia la parte superior, impulsada por la
flotabilidad de las gotas de la emulsion en la fase continta. La velocidad de cremado esta
influenciada por la diferencia de la densidad entre las gotas y la fase contintda, el tamafio
de las gotas y la viscosidad de la fase continGa, eventualmente conduce a una separacién

completa de fases.

Finalmente, la maduracion de Ostwald es un proceso de inestabilidad a largo plazo que
implica la transferencia de masa de moléculas de lipidos entre las gotas de la emulsion.
Este proceso esta impulsado por la presion de Laplace de las gotas, en donde la presion
dentro de las gotas de un radio mas pequefio es mayor que la presion de las gotas mas
grandes, lo cual genera un diferencial de presiones que promueve la particién de moléculas

de lipidos de las gotas pequefias a las gotas mas grandes (100).
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Figura 2-8. Procesos de inestabilizacion fisica de emulsiones. Tomado y modificado de
Wilde PJ (100).

Coalescencia
Estable

Separacion

El aspecto fisico de las emulsiones preliminares recién preparadas y después de los ciclos
de calentamiento y enfriamiento aplicados se ilustran en la Tabla 2-10. Segun se observa,
las formulaciones de estearato de sorbitano con PEG100 estearato (F1), de PEGS8
estearato (F2), y de Steareth 2 con Steareth 21 (F3) no evidenciaron cambios en la

apariencia, color y uniformidad respecto a su aspecto inicial.

Respecto a la emulsion de Span 80 con Tween 80 (F4), se observa que esta presentd un
proceso de separacion de fases, debido a lo cual se descartd su uso como sistema
emulsificante en la formulacién. Este resultado posiblemente fue una consecuencia de la
estructura quimica del Span 80 y Tween 80, dado que son los Unicos emulsificantes que
contienen una insaturacion en su cadena hidréfoba que disminuye el empaquetamiento de
las moléculas en la interfase (99), y como resultado de ello, generan el tamafio de gota
mas grande de todas las emulsiones preparadas. Ademas, este tamafio superior también
pudo incrementar la velocidad de cremado, el acercamiento y coalescencia de las gotas
segun se describe en la Ecuacion de Stokes (Ecuacién 2-7). Aunque respecto a los otros
emulsificantes, la emulsion de Span 80 con Tween 80 (F4) no presentd diferencias
importantes en los valores del span, si presentaba algo de dispersion pues su valor fue
mayor a 2, de modo que es posible que dicha dispersiébn también promoviera la
coalescencia de las gotas en las etapas iniciales, y posteriormente la maduracion de

Ostwald hasta generar la ruptura completa de la emulsion.
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Tabla 2-10. Aspecto fisico de las emulsiones preliminares recién preparadas y
después de la aplicacion de los tres ciclos de choque térmico entre 40°C y 4°C.

Antes de los tres ciclos de choque térmico  Después de tres ciclos de choque térmico
| — ]

ISEGB estearato; F3*: Steareth 2 y Steareth 21; F4*:
Tween 80 y Span 80

Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones relacionadas con la viscosidad, pH,

F1*: Estearato de sorbitano y PEG100 estearato; F2*:

tamarfo de gota D43, span y estabilidad fisica; las emulsiones de estearato de sorbitano
con PEG100 estearato (F1) y de Steareth 2 con Steareth 21 (F3) fueron seleccionadas
para continuar los estudios de formulacion, puesto que presentaron en conjunto las
mejores propiedades fisicoquimicas y de estabilidad fisica.
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2.4.4 Disefos estadisticos experimentales

= Disefio estadistico experimental — Exploratorio
En un disefo estadistico experimental exploratorio, los factores o variables independientes
bajo estudio (porcentaje de aceite, porcentaje de alcoholes, tipo de emulsificante,
porcentaje del emulsificante, velocidad y tiempo de homogenizacion) son evaluados en un
nivel bajo y un nivel alto, y un resultado o variable respuesta/dependiente es observado
(viscosidad, tamafio de gota, span, pH) para establecer posibles relaciones de causa y
efecto entre los mismos (101).

Los experimentos exploratorios son utilizados cuando se tiene poco conocimiento de las
relaciones de causa/efecto, y cuando muchos factores independientes se encuentran bajo
estudio, estos permiten establecer qué variables independientes son estadisticamente
significativas, las cuales se deberan considerar como objeto de estudio en los ensayos de
optimizacion subsiguientes (101).

En el presente estudio se empled un disefio estadistico experimental exploratorio (DEE)
tipo bloques confundido factorial 2* el cual es utilizado cuando las unidades
experimentales son heterogéneas y pueden agruparse dentro de bloques (101). En el
disefio se establecieron como factores o variables independientes: el tipo de emulsificante,
el porcentaje de emulsificante, el porcentaje de aceite, el porcentaje de alcoholes, la
velocidad y el tiempo de homogenizacién, cada uno de estos a un nivel bajo y a un nivel
alto. Como variables respuesta se evaluaron: la viscosidad, el pH, el tamafio de gota D43
y el span. Complementariamente se evalud la estabilidad fisica de las emulsiones con los

ciclos de choque térmico descritos en los ensayos preliminares.

En la Tabla 2-11, se presentan los valores de las variables respuesta para cada una de las

emulsiones preparadas de acuerdo con el disefio estadistico exploratorio.

Tabla 2-11. Caracteristicas fisicoquimicas emulsiones disefio estadistico experimental

exploratorio de bloques confundido.

Emulsién Viscosidad + DS* pH £ DS* D43 Span
(cps) (Hm)

1 1667 + 84 6,90 + 0,04 9,97 2,62

2 20880 + 720 6,89 + 0,02 4,13 2,33

3 10061 + 138 6,92 + 0,01 3,57 2,28

4 10843 + 272 6,89 + 0,05 3,27 1,29
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5 6880 + 111 7,43+ 0,02 6,62 1,23
6 9120 + 40 7,03+0,12 6,45 3,65
7 13173 + 403 7,41+ 0,01 3,75 1,83
8 7640 £ 72 7,51+ 0,04 4,25 2,15
9 24213 + 821 7,25+ 0,07 1,72 1,45
10 497 + 8 7,35+ 0,01 4,20 2,26
11 2716 + 20 7,34+ 0,01 1,95 0,86
12 21413 + 1963 7,40+ 0,01 3,31 1,32
13 3527 + 318 7,53+0,01 3,49 1,80
14 10373 + 306 7,50+ 0,01 4,31 1,15
15 4549 + 321 7,51 +0,02 3,81 2,70
16 5071 + 278 7,49 + 0,02 1,08 0,87

DS* Desviacion estandar

Las variables independientes son estadisticamente significativas para la variable respuesta

evaluada, cuando el valor p es menor al 0,05 (valor p < 0,05).

Asimismo, se encuentra que el efecto de los factores independientes sobre la variable
respuesta puede ser positivo o negativo. El efecto es positivo si la variable respuesta tiene
un valor mayor cuando la variable independiente se encuentra en el nivel alto (+), por el
contrario, si el efecto es negativo, la variable respuesta tendra valores superiores en el

nivel bajo (-) de la variable independiente (77).

El andlisis estadistico de los datos obtenidos con los disefios estadisticos experimentales
se presenta en el Anexo B. Para todos los factores evaluados en ambos disefos, el modelo
matematico de ajuste que relaciona las variables independientes con la variable respuesta
es estadisticamente significativo, y como consecuencia de ello, proporciona una
aproximacién adecuada al sistema real dentro de los niveles de las variables empleadas
para el analisis e interpretacién de los datos (101,102). A continuacién, se describen al

detalle los resultados obtenidos.

-Viscosidad

El efecto de los factores en la viscosidad se ilustra en el gréafico de Pareto de la Figura 2-
9. El gréfico de Pareto es un histograma de frecuencia que muestra en orden decreciente
el efecto estandarizado de cada factor en la respuesta, los efectos estandarizados son
estadisticos t que contrastan la hipétesis nula, en donde se afirma que el efecto de cada
factor es cero. La linea negra que atraviesa las columnas indica qué efectos son
estadisticamente significativos, es decir, si las barras cruzan la linea de referencia negra

los factores son estadisticamente significativos (102).
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Segun se observa en la Figura 2-9, el porcentaje de alcoholes tiene un efecto positivo y
significativo (valor p < 0,05) sobre la viscosidad, es decir, en su nivel alto (2,5%) el valor
de la viscosidad incrementa.

Figura 2-9. Gréfico de Pareto: valor t de los efectos de cada factor sobre la viscosidad
(DEE).
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El incremento de la viscosidad por la adicién de alcoholes grasos se puede explicar por la
formacion de estructuras de cristal liquido en la fase continua entre los emulsificantes y los
alcoholes grasos que actian como co-emulsificantes (103). Las moléculas anfifilicas y los
lipidos polares forman agregados moleculares que se autoensamblan como micelas o
como cristales liquidos liotrépicos, los cuales solo se forman si la porcién hidréfoba de la
molécula se encuentra en estado liquido tras el calentamiento por encima de la
temperatura de transicion gel-liquido cristal (Tc). A medida que la concentracion de la
molécula anfifilica incrementa, el sistema cambia de micelas, a agregados de micelas en
forma de varilla y a cristales liquidos liotrépicos, que consisten en una fase transparente
ligeramente viscosa que retiene una gran cantidad de agua dentro del resto hidrofilico,
estos normalmente presentan cuatro estructuras tipicas: hexagonal, lamelar, cubica y

hexagonal reversa (103).



Formulacion de la crema tépica 55

La transicion gel-cristal liquido es reversible y el agua contenida en el cristal liquido se
liberay se separa en dos fases por debajo de Tc, una de agua y otra de un cristal hidratado
de la molécula anfifilica o del lipido polar. Sin embargo, un estado de gel puede
permanecer sin liberar agua de la capa intermedia cuando se enfria por debajo de Tc en
el caso de algunos compuestos, este estado se llama a-gel. Los alcoholes grasos como el
alcohol cetilico y alcohol estearilico, son usualmente empleados como agentes que
mejoran la estabilidad, viscosidad y consistencia, esto se debe al efecto de proteccion
fisica del cristal liquido o de la fase de gel formada en la emulsién. A medida que se
incrementa la cantidad de alcoholes grasos en la formulacién, la viscosidad incrementa
notoriamente por la formacion de gotas secundarias en la emulsion que contienen cierta
proporcion de alcoholes grasos, asi como por la formacién de cristales liquidos lamelares
0 a-geles en la fase continda, lo que en conjunto mejora la estabilidad frente al cremado y
a la coalescencia de la emulsion (104). La estructura de los cristales liquidos y las gotas

secundarias se esquematizan en la Figura 2-10.

Figura 2-10. Cristales liquidos formados por co-emulsificantes y emulsificantes. Tomado
y modificado de Ahamadi D, et al (103).
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Por otra parte, se encuentra que la interaccion entre el porcentaje de alcoholes y el tipo de
emulsificante también es estadisticamente significativa para la viscosidad. Su efecto se
ilustra en la Figura 2-11, en donde para ambos sistemas emulsificantes el efecto coincide
con el analisis previo, en el cual la viscosidad incrementa si el porcentaje de alcoholes
aumenta, sin embargo, se evidencia que para el Steareth 2 y Steareth 21, este aumento

no es tan marcado como con el estearato de sorbitano y el PEG100 estearato.
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Figura 2-11. Efecto de la interaccion del porcentaje de alcoholes y el tipo de
emulsificante sobre la viscosidad (DEE).
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En el pH, el tipo de emulsificante y el porcentaje de emulsificante presentan significancia
estadistica, y un efecto positivo sobre el pH, por lo tanto, en sus niveles altos el valor del

pH es superior al del nivel bajo de las variables (Figura 2-12).

En el tipo de emulsificante el nivel alto corresponde a la combinacion de Steareth 2 con
Steareth 21, por lo tanto, un efecto positivo en esta variable implica que el sistema de
Steareth 2 y Steareth 21 proporciona un valor de pH superior al de la mezcla de estearato
de sorbitano con PEG100 estearato. Lo anterior puede estar relacionado con el grado de
acidez de los grupos quimicos de los emulsificantes, dado que el Steareth 2 y el Steareth
21 al ser alcoholes grasos etoxilados presentan un pH mas alcalino que la combinacion de
estearato de sorbitano con el PEG100 estearato, posiblemente por algun tipo de acidez
relacionada con los hidrégenos del carbono a de los ésteres de los acidos grasos del
sorbitano y del PEG100, o de los hidrégenos presentes en los grupos hidroxilo del
sorbitano (105).
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Figura 2-12. Gréfico de Pareto: valor t de los efectos de cada factor sobre el pH (DEE).
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Referente al porcentaje de emulsificante, se evidencia que en el nivel alto del emulsificante
(5%), el valor del pH de las emulsiones incrementa, posiblemente porque al aumentar la
cantidad de emulsificante, el agua de la formulacion disminuye y predomina el pH de
algunos de los emulsificantes, el cual se encuentra entre 5y 8 para el Steareth 2 y Steareth
21 (88).

De acuerdo con la Tabla 2-11, los valores de pH de las emulsiones preparadas en el disefio
exploratorio presentan valores entre 6,89 + 0,05 a 7,53 + 0,01, por lo tanto, sus pHs se
encuentran dentro del rango de 6 a 8 seleccionado previamente, asi que independiente de
la composicién y del proceso de elaboracion del disefio exploratorio, las emulsiones son

seguras y adecuadas para la aplicacion tépica en las heridas.

-Tamafio de gota D43

Segun se observa en el grafico de Pareto de la Figura 2-13, el porcentaje de emulsificante,
el porcentaje de aceite y la velocidad de homogenizacion son estadisticamente
significativos y presentan un efecto negativo sobre el tamafio de gota D43, por lo cual, en

sus niveles bajos el tamafio de gota es mayor.
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Como se ha mencionado previamente, entre mas pequefia sea la gota y la distribucién de
tamafios, la estabilidad fisica ser4d mejor (97), por esta razon, inicialmente se plantea que
es mas favorable que el porcentaje de emulsificante, la velocidad de homogenizacion y el

porcentaje de aceite se encuentren en sus niveles altos.

Figura 2-13. Grafico de Pareto: valor t de los efectos de cada factor sobre el tamafio de
gota D43 (DEE).
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Valort de los efectos

La relacién entre el tamafio de goticula y el porcentaje de emulsificante es un resultado
esperado, dado que es necesario que se adsorba una monocapa de emulsificante en las
gotas de la emulsién para disminuir la tensiéon superficial de la interfase (106,107). A bajas
concentraciones de emulsificante, la pelicula interfacial de aceite-agua puede no estar
suficientemente cubierta, por lo que fendmenos de coalescencia y floculacion podrian
presentarse generando gotas de mayor tamafio (108)(109). Al adicionar una mayor
cantidad de emulsificante, dichos procesos se evitan y con ello, el tamafio de gota se
reduce (106,107).

Algunos modelos se han desarrollado, en los cuales las gotas coalescen de forma continua

durante la emulsificacion hasta que la adsorcion superficial del emulsificante llega a un
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valor limite I, que es caracteristico de cada tipo de emulsificante como se describe en la
Ecuacion 2-9 (106):

Cs'N es la concentracion inicial del 660 I Ecuacién 2-9
surfactante d32 —

6 fraccion de volumen de la fase
oleosa
[ adsorcién del surfactante

Teniendo en cuenta la ecuacion anterior, el diametro y la concentracion de emulsificante
son inversamente proporcionales, de modo que si se incrementa la concentracién del
emulsificante Cs'V, el diametro de gota D3, disminuye, tal y como se evidencio en el
presente estudio. Sin embargo, en algunos sistemas después de cierta concentracion de
emulsificante, el tamafio de gota no dependera de la concentracion sino de las condiciones

propias del proceso (106).

En este mismo sentido, se encuentra que la velocidad en su nivel alto de 5000 rpm también
proporciona tamafos de gota menores respecto a la velocidad de 3000 rpm. Dicho
resultado es concordante considerando que a mayores velocidades de homogenizacién,
la solucién tiene mayor energia para reducir el tamafio de gota debido a que se genera un
mayor impacto mecanico de la emulsion contra las paredes del homogeneizador por la alta
aceleracion del fluido, asi como una fuerza de corte superior entre el espacio del rotor y el
estator (110)(111), lo que en conjunto favorece que los mecanismos de ruptura sean
mayores a los de coalescencia (112). El concepto de una cascada de remolinos turbulentos
también sustenta los resultados obtenidos, ya que a una mayor velocidad de
homogenizacion o agitacion se generan remolinos con fuerzas de corte superiores a las
fuerzas cohesivas de las gotas para la fragmentacion de estas a tamafios mas pequefios
(111).

Finalmente, en cuanto al porcentaje de aceite, se evidencié que este tiene un efecto
negativo sobre el tamafio de gota, puesto que en su nivel alto (15%) los tamafios de gota
son inferiores. Este resultado no coincide con lo reportado en algunos estudios (113,114),
en los que se divulga que un incremento en el volumen de la fraccion de la fase oleosa
ocasiona tamafios de gota mas grandes debido a una mayor frecuencia de coalescencia

entre las gotas de aceite (114).

Sin embargo, esta tendencia no siempre se presenta por cuanto en algunas emulsiones,

un incremento en la concentracion de fase oleosa conlleva a un incremento en el area
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superficial de las gotas, es decir a disminuciones en el tamafio de gota, particularmente a

concentraciones de emulsificante altas (115).

De acuerdo con lo anterior, el tamafio de gota se encuentra altamente influenciado por la
concentracion de emulsificante (114,115), puesto que si se incrementa la cantidad de
aceite y la concentracion de emulsificante no es suficiente para reducir la tension interfacial
y para formar la monocapa, se presentaran fenébmenos de coalescencia y agregaciéon. En
el presente caso, es posible que la cantidad de emulsificante afiadido a las formulaciones
fuese suficiente para cubrir las gotas y formar la pelicula interfacial, y que la influencia de
las condiciones operacionales, tales como la velocidad y el tiempo de homogenizacién, o
de los componentes propios de formulacion predominaran para la obtencion de tamafios

de gota inferiores a concentraciones del 15% de aceite.

-Span

El porcentaje de aceite y el porcentaje de emulsificante tienen un efecto negativo y
estadisticamente significativo sobre el span, de manera que en sus niveles bajos el span
es mayor (Figura 2-14). Como se ha descrito, la emulsién es mas estable entre mas
estrecha sea la distribucion de los tamafios de gota (99), asi que preliminarmente se
considera que el porcentaje de aceite y el porcentaje de emulsificante deberian

encontrarse en sus niveles altos.

Figura 2-14. Gréfico de Pareto: valor t de los efectos de cada factor sobre el span (DEE).
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Respecto al porcentaje de aceite, se encuentra que el span es menor en el nivel alto. Segun
lo reportado en la literatura, tras evaluar la correlacion del span con la concentracion de
aceite se encontré que la polidispersidad aumenta con el incremento de la cantidad de
aceite a tiempos cortos de homogenizacién y a bajas concentraciones de emulsificante,
sin embargo, cuando la concentracion del emulsificante es alta, un incremento de la
concentracion del aceite puede generar indices de dispersion menores. En este sentido,
los resultados obtenidos coinciden con las tendencias observadas si se considera que la
concentracion del emulsificante adicionada tanto en su nivel bajo como en su nivel alto,
cubre totalmente las gotas para que las distribuciones de tamafio se hagan mas estrechas

a medida que se incrementa la fraccién de fase oleosa (115).

Por otro lado, es esperado que en el nivel alto del porcentaje del emulsificante el span
disminuya (116), ya que al igual que sucede con el tamafio de gota, concentraciones mas
altas de emulsificante cubren areas superficiales mayores en las gotas de forma mas
rapida, reduciendo la tension interfacial y evitando fenbmenos de coalescencia en el
homogeneizador, asi como distribuciones amplias. Se encuentra que en general, tamafios
de gota grandes tienden a presentar dispersiones altas, por lo tanto, un aumento en la
concentracion del emulsificante reduce el tamafio de gota y con ello, el indice de dispersién
(115,1186).

Estabilidad fisica
Las emulsiones del disefio experimental exploratorio no evidenciaron cambios en la
apariencia y uniformidad respecto a su aspecto inicial tras someterse a los ciclos de choque

térmico. El aspecto fisico de las emulsiones se demuestra en la Tabla 2-12.

Tabla 2-12. Aspecto fisico de las emulsiones del disefio exploratorio antes y después de

los ciclos de choque térmico.

Emulsion Antes de los Después de Emulsiéon Antes de los Después de
ciclos ciclos ciclos térmicos ciclos térmicos
térmicos térmicos
1 9

EL—:; "

?T — 7 b3 = 37
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Condiciones para el disefio de optimizacion

Como se ha mencionado previamente, el tamafio de gota y el span se han considerado
como las variables respuesta de mayor relevancia para predecir la estabilidad fisica a largo
plazo de las emulsiones. Teniendo en cuenta lo anterior, para el disefio estadistico de
optimizacion se seleccionaron como variables independientes: el porcentaje de
emulsificante, el porcentaje de aceite y la velocidad de homogenizacién, dado que en el
disefo estadistico exploratorio fueron los factores estadisticamente significativos (p<0,05)
para el tamafio de gota y el span.

Las variables no significativas como el tipo de emulsificante, el porcentaje de alcoholes y
el tiempo de homogenizacion se analizaron con el software Design Expert 13.0 para

identificar en qué nivel el tamafio de gota y el span eran menores.

Segun la Figura 2-15, el tipo de emulsificante seleccionado para continuar con el disefio
de optimizacion es el sistema de estearato de sorbitano y el PEG100 estearato, el
porcentaje de alcoholes se establecié como el 2% y el tiempo de homogenizacion en 20

minutos.

Figura 2-15. Niveles de optimizacién para disminuir el tamafio de gota y span en cada

variable independiente con el disefio estadistico exploratorio (DEE).
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= Disefo estadistico experimental — Optimizacion
En la Tabla 2-13 se presentan los valores obtenidos en las variables respuesta viscosidad,
pH, tamafio de gota D43 y span de las emulsiones preparadas en el disefio estadistico de

optimizacion.

El objetivo del disefio experimental de optimizacion 23 de dos repeticiones y cuatro puntos
centrales (DEO) fue establecer las mejores condiciones en términos de los componentes,
rangos de concentracion y condiciones operacionales para la elaboracién de la crema, asi
como la correlacion entre los factores independientes y las variables respuesta evaluadas
(101).

Tabla 2-13. Caracteristicas fisicoquimicas emulsiones disefio estadistico de optimizacion.

Emulsion Viscosidad = DS* pH £ DS* Da3 Span
(cps) (um)

1 11062 + 470 7,21 +0,04 10,42 25
2 15280 + 139 7,13+£0,01 2,81 2,1
3 14333+ 114 7,19 £ 0,02 2,27 1,29
4 16480 + 80 7,22 £ 0,03 3,87 2,21
5 15093 + 201 7,16 £ 0,02 2,44 1,81
6 7302 + 88 7,12 £ 0,03 2,47 1,23
7 18540 + 579 7,21 £ 0,02 2,84 1,37
8 11360 + 314 7,23+0,01 9,51 1,86
9 16080 + 288 7,22 + 0,08 3,99 25
10 15373 + 61 7,13 +£0,02 2,53 1,85
11 8433+ 114 7,11 £ 0,02 2,24 1,55
12 15360 + 80 7,17 £ 0,03 2,73 2,09
13 14500 + 87 7,14 £ 0,00 1,93 1,37
14 15093 + 122 7,20+ 0,01 1,76 0,84
15 16307 + 289 7,20 £ 0,03 4,22 1,95
16 16133 + 167 7,25+ 0,02 3,55 1,39
17 16020 + 53 7,20 £ 0,03 1,42 0,84
18 22480 + 288 7,18 £ 0,01 1,62 0,85
19 22627 + 241 7,15+ 0,01 1,68 0,89
20 18547 + 220 7,25+ 0,02 2,81 1,37

DS* Desviacion estandar

A continuacién, se presenta el analisis de los efectos de los factores: porcentaje de
emulsificante, porcentaje de aceite y de la velocidad de homogenizacion sobre las
variables respuesta: viscosidad, pH, tamafio de gota D4z y span. Los datos estadisticos
del analisis de varianza (ANOVA) obtenidos con el disefio estadistico de optimizacion se

incluyen en el Anexo B.
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-Viscosidad

Como se ilustra en el grafico de Pareto (Figura 2-16), el porcentaje de aceite, el porcentaje
de emulsificante, la velocidad de homogenizacion; las interacciones dobles del porcentaje
de aceite con el porcentaje de emulsificante, del porcentaje aceite con la velocidad, del
porcentaje de emulsificante con la velocidad; asi como la interaccion de los tres factores,

son fuentes estadisticamente significativas para la viscosidad.

La velocidad de homogenizacién y el porcentaje de aceite tienen un efecto positivo sobre
la viscosidad, por lo cual, en sus niveles altos la viscosidad es mayor. En cuanto al
porcentaje de emulsificante, se observa gque su efecto es negativo, dado que al aumentar
la cantidad de emulsificante la viscosidad disminuye. Sin embargo, todas las posibles
interacciones entre los tres factores evaluados son estadisticamente significativas y como
consecuencia de ello, no es posible interpretar individualmente cada efecto principal, ya
gue el efecto de cada factor sobre la respuesta diferira dependiendo del nivel de los otros
factores (117).

En el presente caso, el andlisis se realizar4 considerando las interacciones dobles y la
interaccion de los tres factores en cada uno de los niveles establecidos.

Figura 2-16. Grafico de Pareto: valor t de los efectos de los factores sobre la viscosidad
(DEO).
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En la Figura 2-17 se ilustra la descripcion gréfica del modelo matematico ajustado de la
viscosidad, conocido como grafico de superficie respuesta. A través de este gréfico es
posible evaluar en los niveles estudiados como cambia la variable respuesta (viscosidad)
para cada factor y con la interaccion entre factores (117). En el grafico de superficie
respuesta, los colores azules representan valores bajos de viscosidad (~7302 cP), los
colores verdes indican viscosidades intermedias (~14964 cP) y los colores amarillos a rojo

son indicativos de valores de viscosidad altos (~ 22627 cP).

Teniendo en cuenta lo anterior, es posible evidenciar que para la interaccion del porcentaje
de aceite con el porcentaje de emulsificante (AB), la mayor viscosidad se obtiene cuando
el porcentaje de aceite y el porcentaje de emulsificante se encuentran ambos en sus
niveles altos, por el contrario, cuando el porcentaje de aceite se encuentra en su nivel bajo

(7,5%) y el porcentaje de emulsificante en su nivel alto (5%), la viscosidad es la mas baja.

Figura 2-17. Grafico de superficie respuesta de la influencia del porcentaje de aceite y

porcentaje de emulsificante sobre la viscosidad (DEO).
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Ahora bien, respecto a la interaccion del porcentaje de aceite con la velocidad de
homogenizacion (AC), se evidencia en la Figura 2-18 que las viscosidades mas altas se
presentan cuando el porcentaje de aceite y la velocidad de homogenizacién se encuentran
en sus niveles altos (15% y 5000 rpm respectivamente), y que la menor viscosidad es
obtenida cuando el porcentaje de aceite y la velocidad de homogenizacién estan en sus

niveles bajos.
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Figura 2-18. Gréfico de superficie respuesta de la influencia del porcentaje de aceite y la

velocidad de homogenizacion (rpm) sobre la viscosidad (DEO).
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Con relacién a la interaccion del porcentaje de emulsificante con la velocidad de
homogenizacion (BC), se identifica en el gréafico de superficie respuesta de la Figura 2-19
que cuando el porcentaje de emulsificante est4 en su nivel alto del 5% vy la velocidad de
homogenizacion en su nivel bajo, los valores de viscosidad son menores (color azul claro),

mientras que en los niveles altos de la velocidad de homogenizacion (5000 rpm) y del
porcentaje de emulsificante (5%) la viscosidad es la mas alta.

Figura 2-19. Gréfico de superficie respuesta de la influencia del porcentaje de

emulsificante y la velocidad de homogenizacién (rpm) sobre la viscosidad (DEO).
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Finalmente, para evaluar la interacciéon de los tres factores: porcentaje de aceite,
porcentaje de emulsificante y velocidad de homogenizacion (rpm), se analizdé el cubo

obtenido con el modelo matematico de ajuste de la Figura 2-20, en el cual la mayor
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viscosidad (22433,5 cP) se presenta cuando los tres factores estan en sus niveles altos,
es decir en un 15% para el porcentaje de aceite, en un 5% para el porcentaje de
emulsificante y en 5000 rpm para la velocidad de homogenizacion.

Figura 2-20. Cubo del efecto de los tres factores: porcentaje de aceite, porcentaje de
emulsificante y velocidad de homogenizacién sobre la viscosidad (DEO).
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Se observa que, para todas las interacciones evaluadas tanto el porcentaje de aceite como
la velocidad de homogenizacion presentan viscosidades mayores en sus niveles altos.
Dichos resultados son concordantes con el efecto positivo observado en el grafico de
Pareto de la Figura 2-16, asi como con lo reportando en la literatura, puesto que una mayor
velocidad de homogenizacion genera tamafios de gota e indices de polidispersidad
menores, con los cuales la viscosidad aumenta a causa de una disminucion en la
deformacién, por una reduccion en la fracciobn maxima de empaquetamiento debido a las
restricciones en la fase de volumen méxima, por un movimiento browniano més fuerte o
por un efecto osmotico mayor en tamafios de gota mas pequefios (118)(119). En particular,
para las emulsiones en donde la fraccion del volumen de la fase dispersa es alta, la
mayoria de propiedades reol6gicas se encuentran directamente relacionadas con la razén

U/R, en donde o es la tension superficial y R es el radio de la gota en un estado deformado,

de manera que es esperado que tamafios de gota menores proporcionen un limite elastico,

una viscosidad y un médulo elastico significativamente mayores (120), los cuales son el
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resultado de una mayor velocidad de homogenizaciéon. Asimismo, un aumento de la
viscosidad por incrementar el porcentaje de aceite también es un resultado esperado, ya
gue como se habia mencionado previamente, la viscosidad frecuentemente se describe o
predice en términos de la viscosidad de la fase continua (no) y de la cantidad de fase
dispersante segun la Ecuacion de Einstein 2-4 (90). En este sentido, si se incrementa la
cantidad de aceite, la fraccién del volumen de la fase dispersa aumenta, y con ello, la

viscosidad se hace mayor (90)(121).

Con relacion al porcentaje de emulsificante, se evidencia que su efecto principal es
negativo. No obstante, al evaluar su interaccion simultdnea con el porcentaje de aceite y
la velocidad de homogenizacion, se encuentra que en su nivel alto la viscosidad es mayor.
Este resultado coincide con el andlisis anterior de los ensayos preliminares, en donde la
viscosidad de la emulsién aumenta a medida que se incrementa la concentracién del
emulsificante (Cg)(91).

_pH
Acorde con el gréfico de Pareto de la Figura 2-21, la velocidad de homogenizacion, el
porcentaje de emulsificante y la interaccion de los tres factores tienen efectos

estadisticamente significativos sobre el pH.

Figura 2-21. Grafico de Pareto: valor t de los efectos de los factores sobre el pH (DEO).
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Se evidencia que el porcentaje de emulsificante presenta un efecto negativo sobre el pH,
por lo cual en su nivel mas bajo el pH incrementa. En cuanto a la velocidad de
homogenizacion, se observa que su efecto es positivo, de modo que en su nivel alto el pH
es superior. Ademas, la interaccion de los tres factores es estadisticamente significativa,
debido a lo cual es necesario evaluar el efecto de cada factor teniendo en cuenta los niveles

de los otros factores (117).

Segun el cubo obtenido con el modelo de ajuste de la Figura 2-22, el menor valor de pH
(7,115) se presenta cuando el porcentaje de emulsificante esta en su nivel alto (5%) vy
cuando el porcentaje de aceite y la velocidad de homogenizacion estdn en sus niveles
bajos (7,5%, 3000 rpm). Por otro lado, el pH mas alto (7,235) es obtenido con el porcentaje
de aceite y el porcentaje de emulsificante en sus niveles bajos (7,5% y 2,5%

respectivamente) y con la velocidad de homogenizacion en su nivel alto (5000 rpm).

Figura 2-22. Cubo del efecto de los tres factores: porcentaje de aceite, porcentaje de

emulsificante y velocidad de homogenizacion sobre el pH (DEO).
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Con relacién al efecto negativo del porcentaje de emulsificante sobre el pH, es posible que
este se encuentre relacionado con los grupos quimicos del sistema emulsificante de
estearato de sorbitano con PEG 100 estearato. No se encontraron datos disponibles del
pH del estearato de sorbitano, sin embargo, para el PEG100 estearato el pH esta entre 5

y 7 (122), cuyo pH es ligeramente acido respecto al agua. En este sentido, resulta
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coherente que a medida que se incrementa la cantidad del emulsificante el pH disminuya,
puesto que existe una mayor proporcién de grupos quimicos que desplazan el pH hacia

valores mas bajos en el sistema emulsificante.

Todas las emulsiones del disefio de optimizacion tienen pHs dentro del rango
preestablecido, comoquiera que estos se encuentran entre 7,11 £ 0,02 y 7,25 £+ 0,02. Por
consiguiente, sus pHs son optimos para la aplicacién topica de heridas independiente de
la composicién y condiciones operacionales. Se evidencia igualmente que las diferencias

de pH no son muy amplias, ya que difieren en solo 0,14 unidades.

-Tamafio de gota D43

Para el tamafio de gota D43, el porcentaje de aceite, el porcentaje de emulsificante, la
velocidad de homogenizacién; las interacciones dobles del porcentaje de aceite con el
porcentaje de emulsificante, del porcentaje aceite con la velocidad, del porcentaje de
emulsificante con la velocidad; asi como la interaccion de los tres factores, son fuentes

estadisticamente significativas (Figura 2-23).

Figura 2-23. Gréfico de Pareto: valor t de los efectos de los factores sobre el tamafio de
gota D43 (DEO).
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Aligual que en los resultados obtenidos con el disefio estadistico exploratorio, el porcentaje
de aceite, el porcentaje de emulsificante y la velocidad de homogenizacion en sus niveles
altos disminuyeron el tamafio de gota, por lo cual preliminarmente seria mas conveniente
gue estos se encontraran en su nivel alto (97).

Sin embargo, es importante considerar que, en el disefio de optimizacion, las interacciones
dobles y la interaccion de los tres factores son estadisticamente significativas para el
tamafio de gota, de modo que el efecto principal de cada factor sobre la respuesta no podra
realizarse individualmente, pues este cambia en funcion del nivel de los otros factores
(117).

Teniendo en cuenta lo anterior, el analisis considerara en un principio las interacciones
dobles y posteriormente la interaccion de los tres factores en cada uno de los niveles
establecidos, con el objetivo de establecer las condiciones mas favorables del tamafio de
gota para la estabilidad fisica a largo plazo.

Al evaluar el gréfico de superficie respuesta del porcentaje de aceite con el porcentaje de
emulsificante (AB) de la Figura 2-24, se observa que el menor tamafio de gota es obtenido
cuando el porcentaje de emulsificante y el porcentaje de aceite estan en sus niveles altos
(5% de emulsificante y 15% de aceite), es decir, en la coloracién de azul mas oscura de la
grafica (~1,42 um).

Figura 2-24. Grafico de superficie respuesta de la influencia del porcentaje de aceite y

del porcentaje de emulsificante sobre el tamafio de gota D43 (DEO).

142 [ 1042 12
X1=A 10 -
X2 =B

C = 4000

D4,3 (um)

15 > 25
< 35
A: %Aceite 105 : 4 B: %Emulsificante




Formulacion de la crema topica 73

En cuanto a la interaccion del porcentaje de aceite con la velocidad de homogenizacion
(AC), de acuerdo con la Figura 2-25 el tamafio de gota mas pequefio (color azul oscuro)
se alcanza cuando la velocidad de homogenizacion se encuentra en su nivel mas alto de
5000 rpm y con el que el nivel més alto del porcentaje de aceite del 15%.

Figura 2-25. Gréfico de superficie respuesta de la influencia del porcentaje de aceite y la

velocidad de homogenizacién sobre el tamafio de gota Da .
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Respecto a la interaccion del porcentaje de emulsificante y de la velocidad de
homogenizacion, se evidencia en el grafico de superficie respuesta de la Figura 2-26, que
el menor tamafio de gota se presenta con el nivel alto del porcentaje del emulsificante (5%)
y con el nivel alto de la velocidad de homogenizacion, es decir 5000 rpm.

Figura 2-26. Gréfico de superficie respuesta de la influencia del porcentaje de
emulsificante y la velocidad de homogenizacion sobre el tamafio de gota D43 (DEO).
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Finalmente, para evaluar la interaccion de los tres factores y su efecto en el tamafio de
gota, se analizo el grafico del cubo obtenido con el modelo matematico de ajuste de la
Figura 2-27, en el cual el menor tamafio de gota (~1,59 pum) se obtiene cuando el
porcentaje de aceite estd en su nivel bajo del 7,5%, el porcentaje de emulsificante en su

nivel alto del 5% y la velocidad de homogenizacién en su nivel alto de 5000 rpm.

Figura 2-27. Cubo del efecto de los tres factores: porcentaje de aceite, porcentaje de
emulsificante y velocidad de homogenizacion sobre el tamafio de gota D43 (DEO).
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Es posible evidenciar que el efecto negativo del porcentaje de emulsificante y de la
velocidad de homogenizacién se conserva en la interaccion de los tres factores, puesto
gue al igual que en el disefio estadistico exploratorio y que en las interacciones dobles AB,
AC y BC, los niveles altos del emulsificante y de la velocidad de homogenizacién conllevan
a una disminucion en el tamafio de gota, los cuales son resultados concordantes y

esperados segun el analisis previo realizado en el disefio estadistico exploratorio.

Sin embargo, el efecto positivo del porcentaje de aceite es el opuesto al de los andlisis
anteriores, dado que en la interaccion de los tres factores ABC, es preferible que el
porcentaje de aceite se encuentre en su nivel bajo, porque en este se disminuye el tamafio
de gota. Este resultado es mas concordante con lo reportado en la literatura, puesto que
un incremento en el volumen de la fraccion de la fase oleosa ocasiona tamafios de gota
mas grandes debido a una mayor frecuencia de coalescencia entre las gotas de aceite si

la cantidad de emulsificante no cubre totalmente la superficie de las gotas (113,114).
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Los resultados anteriores evidencian la importancia del efecto de las interacciones entre
factores, puesto que como se ha precisado, si la interaccion es estadisticamente
significativa, el efecto principal de los factores puede cambiar en funcién del nivel de los
demas. Esto se presento para el porcentaje de aceite en la interaccién de los tres factores,
en donde el efecto cambié de uno negativo en las interacciones dobles y en el disefio

exploratorio, a uno positivo con la interaccion de los tres factores.

-Span

Se evidencia en el gréfico de Pareto de la Figura 2-28, que el porcentaje de emulsificante
y la velocidad de homogenizacion tienen significancia estadistica y que su efecto es
negativo sobre el span, por lo que en sus niveles altos del 5% y de 5000 rpm, el span
disminuye. Las interacciones entre factores no presentan un efecto estadisticamente
significativo sobre esta variable respuesta, por lo cual solo se considerara el efecto
principal del porcentaje de emulsificante y de la velocidad de homogenizacién para el

analisis de los resultados obtenidos.

Figura 2-28. Grafico de Pareto: valor t de los efectos de los factores sobre el span
(DEO).
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En cuanto al porcentaje de emulsificante, se evidencia que la tendencia es la misma a la

gue se obtuvo en el disefio estadistico exploratorio, ya que las distribuciones de tamafio
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se hacen mas estrechas al incrementar la concentracion de emulsificante como se discutio
con anterioridad (115,116).

Por otro lado, es esperado que con una velocidad de homogenizacion mas alta también se
disminuya el valor del span, debido a que se produce un mayor flujo turbulento, con el cual
ocurre la ruptura de las gotas a tamafios inferiores. Lo anterior genera que la fraccion de
gotas pequefias aumente y que la distribucion de tamafios se haga mas estrecha, dado
gue ocurre un desplazamiento general de los diametros de gota hacia tamafios inferiores
(123).

Adicionalmente, se analiz6 el cubo obtenido con el modelo matemético de ajuste de la
Figura 2-29, en el cual el menor span o indice de dispersion (~0,84) se presenta cuando el
porcentaje de aceite esta en su nivel bajo del 7,5%, el porcentaje de emulsificante en su
nivel alto del 5% y la velocidad de homogenizacién en su nivel alto de 5000 rpm. Dichos
resultados coinciden con los mismos niveles obtenidos en el apartado anterior, con los

cuales el tamafo de gota D43 se reduce.

Figura 2-29. Cubo del efecto del porcentaje de aceite, porcentaje de emulsificante y

velocidad de homogenizacién sobre el span (DEO).
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Estabilidad fisica
Las emulsiones del disefio experimental de optimizacion no evidenciaron cambios en la
apariencia y uniformidad respecto a su aspecto inicial una vez sometidas a los ciclos de

choque térmico. La apariencia fisica de las emulsiones se ilustra en la Tabla 2-14.
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Tabla 2-14. Aspecto fisico de las emulsiones del disefio de optimizacion antes y después
de los ciclos de choque térmico.

Emulsién Antes de los Después de Emulsién Antes de los Después de
ciclos térmicos ciclos térmicos ciclos térmicos ciclos térmicos
1 11
' ]
2 : i 12 i
| E i 13 i
| i i 14 i
| i i 15 i
| i i 16 i
7 [— | 17 i
8 E 18 =
9 F 19
10 i 20
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Condiciones Optimas para la formulacion segun los resultados del disefio

estadistico de optimizacion

De acuerdo con los resultados discutidos previamente, las condiciones Optimas para
reducir el tamafio de gota D.sy el span son: un porcentaje de aceite del 7,5%, un
porcentaje de emulsificante del 5% y una la velocidad de homogenizacién de 5000 rpm.
Estos resultados coinciden con el andlisis realizado mediante el software Design Expert

13.0, el cual se ilustra en la Figura 2,30.

Figura 2-30. Niveles de optimizacién para disminuir el tamafio de gota D43y span (DEO).
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2.4.5 Emulsiones finales de los disefios exploratorio y de
optimizacion

En la Tabla 2-15, se detalla la composicién y las condiciones de preparacién de las

emulsiones finales de los disefios estadisticos experimentales exploratorio y de

optimizacion, las cuales fueron preparadas considerando las condiciones 6ptimas para

disminuir el tamafo de gota y el span, derivadas de los analisis previos de cada disefio.

Tabla 2-15. Formulaciones emulsiones 6ptimas del disefio estadistico exploratorio y de

optimizacion.
Componentes Final disefio Final disefio
exploratorio optimizacion
(g/1009) (g/1009)
Fase oleosa  Aceite mineral 15 7,5
Alcohol cetilico 2 2
Alcohol estearilico 2 2
Estearato de 1,92 1,57
sorbitano
Fase acuosa Agua 17,83 25,33

Propilenglicol 5 5
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PEG100 estearato 3,08 3,43
Fase panela  Agua 18 18
Propilparabeno de 0,02 0,02
sodio
Metilparabeno de 0,15 0,15
sodio
Panela 35 35
Condiciones operacionales
Tiempo (min) 14/6
Velocidad (rpm) 5000

Las propiedades de cada emulsion se presentan en la Tabla 2-16. Segun se observa en la
Figura 2-31y de acuerdo con los valores reportados en la Tabla 2-16, la emulsion final del
disefio de optimizacion si presenta un menor tamafo de gota Dssy una distribucion mas
estrecha que la emulsion final del disefio exploratorio, por lo cual es posible concluir que

los factores independientes se optimizaron con el disefio final implementado.

Tabla 2-16. Valores de variables respuesta de las emulsiones finales de cada disefio.

Emulsién final disefio Emulsién final disefio de
exploratorio optimizacion
Viscosidad 22260 + 164 cP 15587 + 628 cP
pH 7,14 + 0,08 7,07 £ 0,02
Tamafio de gota Dags 1,85 um 1,56 um
Span 0,98 0,90

Figura 2-31. Micrografias de las formulaciones finales del disefio estadistico exploratorio
y de optimizacién (100X) DEE: Disefio estadistico exploratorio; DEO: Disefio estadistico

de optimizacion.
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Ademads, los valores del tamafio de gota Dz y del span de la formulacion del disefio de
optimizacion también fueron inferiores a los de las emulsiones desarrolladas con el sistema
de estearato de sorbitano y PEG100 estearato del disefio estadistico exploratorio, ya que
en este, las emulsiones con tamafios de gota y span mas pequefios fueron la emulsion 9
con un D43 de 1,72 um y un span de 1,45, y la emulsién 11 con un Dszde 1,95 um y un
span de 0,86; cuyos valores son superiores a los de la emulsion final del disefio de

optimizacion. Las micrografias de las emulsiones 9 y 11 se visualizan en la Figura 2-32.

Figura 2-32. Micrografias de las emulsiones de estearato de sorbitano y PEG100
estearato con los tamafios de gota D43 y span mas pequefios del disefio estadistico
exploratorio E9: Emulsién 9 DEE; E11: Emulsién 11 DEE.
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Con relacién a las emulsiones del disefio de optimizacion, se observa que el valor de la
formulacion final es casi el mismo al de las emulsiones 14 y 17, dado que estas dos son
réplicas de la emulsion final del disefio de optimizacién elaboradas bajo las mismas
condiciones, las cuales presentan tamafios de gota Da3z de 1,76 um y 1,42 um (¥ =1,59
pm), y un span de 0,84. Dichos valores coinciden con el tamafio de gota Dszde 1,56 pmy
con el span de 0,9 de la emulsion final del disefio de optimizacién, en donde el Das yel

span son los mas pequefios de todas las emulsiones desarrolladas.

De acuerdo con lo discutido anteriormente, la emulsion final derivada del disefio estadistico
de optimizacién fue seleccionada como la emulsién 6ptima para continuar con los ensayos
del presente estudio. La composicion cualicuantitativa y las condiciones de preparacion se

ilustran en la Tabla 2-17.
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Tabla 2-17. Composicion cualicuantitativa y condiciones de preparacion de la formulacion

final 6ptima.
Componentes Final disefio optimizacion
(9/1009)
Fase oleosa Aceite mineral 7,5
Alcohol cetilico 2
Alcohol estearilico 2
Estearato de sorbitano 1,57
Fase acuosa Agua 25,33
Propilenglicol 5
PEG 100 estearato 3,43
Fase panela Agua 18
Propilparabeno de sodio 0,02
Metilparabeno de sodio 0,15
Panela 35

Condiciones de preparacion

Tiempo de 20 minutos
homogenizacion
Velocidad de 5000 rpm

homogenizacion

2.4.6 Caracterizacion de la formulacion final

Las formas farmacéuticas percutaneas deben presentar caracteristicas organolépticas y
reoldgicas idoneas para su administracion tépica, tales como una extensibilidad y textura
adecuadas, una sensacién agradable para usar y una adherencia sobre al area deseada
en el tiempo oportuno (124). Es por ello, que una de las principales caracteristicas a
considerar en las preparaciones tdpicas, es su perfil reoldgico, pues este tiene repercusion
en la facilidad de la aplicacion, en la extensibilidad del preparado sobre la piel, en la
adherencia y en el tiempo de permanencia de la formulacién sobre el lugar de aplicacion
para lograr que ejerza su accion farmacolégica, los cuales contribuyen a la aceptacion final
del producto por parte de los pacientes (125). En este sentido, la emulsion final fue
caracterizada por medio de propiedades como la extensibilidad, adherencia y perfil

reolégico, cuyos resultados se presentan a continuacion.

» Extensibilidad:
La extensibilidad es un parametro que indica la facilidad de aplicacion del producto
(77,126), definida como el area ocupada por una cantidad determinada de muestra al

someterse a una presion estandar entre dos platas de vidrio (124).
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En la Figura 2-33 se evidencia que la extensibilidad de la emulsion final se encuentra entre
6 cmy 8,5 cm de didmetro, equivalentes a areas de 28,2 cm? y 56,7 cm? tras la adicion de
pesos crecientes de 450g a 1850g. Su extensibilidad es superior a la de ungientos
cicatrizantes reportados en la literatura, en los cuales las areas de extension oscilan en un
rango de 5,84 a 6,76 cm?con la adiciéon de un peso de 292g. En el presente caso, es
esperado que la emulsién tenga una mayor extensibilidad que los unguentos referidos,
toda vez que las emulsiones contienen una cantidad superior de agua que incrementa el
area o el diametro de extension debido a la disminucidn de la consistencia y oleosidad en

la formulacion (126).

La emulsion final es facil de aplicar y presenta una buena extensibilidad. Estudios previos
establecen que un producto cicatrizante tipo ungliento debe tener minimo 17 cm? de
extensibilidad al adicionar un peso de 2929 (126), por lo tanto, la emulsion final cumple con
dicho limite, dado que su area de extension es de 21,5 cm? tras realizar la extrapolacion

de la curva con los datos experimentales de la Figura 2-33.

Figura 2-33. Extensibilidad de emulsion final
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= Adherencia:
La adherencia de los productos a la piel es un fenédmeno interfacial complejo que se
encuentra directamente relacionado con la interaccion de los componentes de la
formulacion y la superficie de la piel (127). Las propiedades fisicoquimicas de la superficie
son esenciales tan pronto como una sustancia se pone en contacto con la piel, pues estas
determinan la adhesion de particulas o la facilidad de esparcimiento de un producto sobre
la piel. Estas propiedades se calculan principalmente con medidas del angulo de contacto,
a partir del cual se obtienen parametros como la energia superficial libre o la tension

superficial critica (128).
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La aplicacion de materias primas o productos tépicos puede modificar en gran medida la
energia libre de la superficie. Una emulsion interactua fuertemente con los componentes
de la superficie (bicapas lipidicas, corneocitos, sebo) y también penetra en el estrato
corneo; dichas interacciones dependen de la naturaleza y composicion de la emulsién, por
lo cual, es necesario realizar un trabajo amplio y metodoldgico para comprender y
caracterizar adecuadamente las interacciones, asi como la forma en que la composicién

de la emulsion induce modificaciones fisicoquimicas en la piel (128).

Como primera aproximacion de la adherencia de la emulsién, se realizdé un ensayo en el
gue 2g de emulsion fueron adicionados entre dos placas metélicas. De acuerdo con los
resultados obtenidos, un peso de 377 + 119 es requerido para lograr la separacion de las
dos placas metalicas.

= Perfil reoldgico
La reologia es la ciencia que estudia la deformacion y flujo de la materia. Las medidas
reoldgicas permiten entender los efectos de variacion de la velocidad de deformacién y el
esfuerzo cortante en los procesos de manufactura, los efectos de los componentes de la
emulsion en la estabilidad y en el tiempo de vida util, y la forma en que el producto final

responde a una fuerza aplicada cuando es dispensado y aplicado en la piel (129).

Viscosidad:

En la Figura 2-34, se evidencia que a medida que incrementa el esfuerzo de corte, la
velocidad de corte también aumenta, sin embargo, la relacibn no es directamente
proporcional y como consecuencia de ello, la emulsién es un material no newtoniano, en

donde la viscosidad varia como una funcion de la velocidad de deformacién (129).

Figura 2-34. Esfuerzo cortante (Pa) vs velocidad de corte (1/s).
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Los perfiles tipicos de los esfuerzos cortantes/velocidades de corte para fluidos no
newtonianos, se ilustran en la Figura 2-35. Segun se observa, el comportamiento de la
emulsion corresponde preliminarmente a un fluido no newtoniano de tipo visco-plastico o

pseudopléastico, dependiendo de su punto de corte en el eje del esfuerzo cortante.

Figura 2-35. Perfiles de esfuerzo cortante/velocidad de corte para fluidos no
newtonianos. Tomado y modificado de Miner P (129).
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La ecuacion de potencia 2-10, describe la relacion entre la velocidad de corte, el esfuerzo

de corte y la viscosidad (129).

T es el esfuerzo cortante (Pa) =KD" Ecuacién 2-10
D es la velocidad de corte (Pa’s)

Ky n son constantes de material
n=1N

Para la emulsion final, la ecuacion de potencia es 7 = 38,797D%%*4°, De acuerdo con lo
anterior, n es 0,3449, y de la relacion n=1/N se obtiene que N es ~ 2,9. Si N es > 1 existe
un adelgazamiento por cizallamiento, lo cual indica que la viscosidad disminuye bajo un

esfuerzo cortante (129), tal y como se presenta en la emulsién acorde con la Figura 2-36.
Figura 2-36. Log (viscosidad) (Pa*s) vs Log (esfuerzo cortante) (Pa).
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Adicionalmente, tras graficar los datos en escala logaritmica, se observa en la Figura 2-37
qgue se requiere de una fuerza minima para que la emulsion empiece a moverse o

deformarse, es decir, de un limite elastico.

Figura 2-37. Log (esfuerzo cortante) (Pa) vs Log (velocidad de corte) (1/s).
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En este sentido, la emulsion es un material visco-plastico, puesto que presenta un

comportamiento de adelgazamiento por cizallamiento, asi como un punto de corte en el
eje del esfuerzo cortante, los cuales se consideran como parametros indicativos de los
materiales visco-plasticos (129). La relacion entre la viscosidad, el esfuerzo cortante y la
velocidad de corte de la emulsion se presentan en la Figura 2-38.
Figura 2-38. Log (esfuerzo cortante) y del Log (viscosidad) (Pa*s) vs Log (velocidad de
corte) (1/s).
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Oscilacion o amplitud

Se realizaron medidas oscilatorias de reologia dinamica para evaluar las propiedades
viscoelasticas de la emulsién (130). Un material elastico almacena y devuelve toda la

energia que se le aplica, por el contrario, en materiales viscosos la energia suministrada
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se absorbe y se pierde completamente. En la mayoria de los casos, fluidos reales
presentan ambas propiedades y como consecuencia de ello, el comportamiento es
viscoelastico (129). Mediante la variacion de la amplitud u oscilacion, se obtiene el médulo
de almacenamiento o elastico (G’), el modulo de pérdida o viscoso (G”) y el modulo
complejo (G*). El médulo de almacenamiento G’ es una medida de la energia almacenada
elasticamente en el sistema, mientras que el médulo de pérdida G” es una medida de la
energia disipadada como flujo viscoso, la suma de estos dos médulos proporciona el

modulo complejo G* (131).

En las mediciones realizadas, se obtienen los pardmetros viscosos como funcién de la
amplitud de tensidn con el objeto de identificar las regiones lineales viscoelasticas. Los
pardmetros reol6gicos mencionados anteriormente permanecen constantes independiente
de la amplitud, sin embargo, por encima de un valor critico, estos cambian a medida que
se incrementa la amplitud de tensién. En amplitudes por debajo del valor critico, la
estructura de la emulsion no es perturbada, una vez se esté por encima del valor critico, la

emulsién comienza a fluir y la deformacion ya no es sinusoidal (130,131).

De acuerdo con la Figura 2-39, la region lineal viscoeléstica se encuentra en valores de
tensién aproximados de 0,001 y 0,01 en la escala logaritmica, por lo tanto, las mediciones
viscoelasticas como funcion de la frecuencia se realizaran en esta regién de amplitud de

la tensidn, ya que el sistema no presenta una perturbacion apreciable de la estructura.

La prueba de oscilacion o amplitud es empleada de forma exploratoria, pues el
comportamiento viscoelastico de la emulsion se analiza al detalle con el ensayo de

frecuencia, como se describira a continuacion (130,131).

Figura 2-39. Parametros viscoelasticos de la emulsion en prueba oscilatoria
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Frecuencia

Después de determinar la maxima amplitud de la region lineal viscoelastica, la
dependencia con la frecuencia es estudiada. La Figura 2-40 presenta los modulos de
almacenamiento (G’) y pérdida (G”) de la emulsidon, segun se observa, la emulsion tiene
un estado semisdlido, puesto que el mdédulo de pérdida o viscoso(G”) siempre es mayor
gue el modulo de almacenamiento o elastico (G’)(132). La mayoria de las emulsiones
evidencian el mismo comportamiento de la emulsién desarrollada, en el cual el médulo de
almacenamiento (G’) es inferior al médulo de pérdida (G”) (119). Ademas, es comun que
en las emulsiones los médulos sean cercanos y paralelos para todo el rango de frecuencia,

cuyo comportamiento también se evidencié en este estudio (133).

Figura 2-40. Parametros viscoelasticos de la emulsion en prueba de frecuencia.
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De acuerdo con los resultados anteriores, la emulsion final es un fluido no newtoniano de
tipo visco-plastico, dado que su viscosidad varia en funcién del esfuerzo cortante
presentando un adelgazamiento por cizallamiento y un punto de corte en el eje del esfuerzo
cortante. Al evaluar las propiedades viscoelasticas de la emulsién, se evidencia que en la
curva de frecuencia predomina el médulo de pérdida por sobre el médulo de
almacenamiento, por lo cual, la emulsion es mas liquida que sélida y, por consiguiente,

presenta un estado semisolido.

2.4.7 Estudio de estabilidad a corto y mediano plazo

Los estudios de estabilidad acelerados o a corto plazo aumentan la tasa de degradacion
guimica o cambio fisico de una sustancia o producto farmacolégico mediante el uso de
condiciones de almacenamiento exageradas. Los datos se pueden utilizar para evaluar los

efectos a largo plazo en condiciones no aceleradas, asi como el efecto que se produce
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fuera de las condiciones de almacenamiento de la etiqueta (134), en el presente caso, el
estudio de estabilidad acelerada consisti6 en someter a la emulsion a 40°C durante un

mes.

En el estudio a mediano plazo, las emulsiones se sometieron a 30°C £ 2°C y 65% + 5% de
humedad relativa (HR) durante tres meses. Aunque el producto se debi6é almacenar a 40°C
+ 2°C/75% HR £ 5% HR durante seis meses, y a 30°C £ 2°C /65%HR *+ 5%HR durante
seis meses (134), las pruebas realizadas se utilizaron como un punto de partida para
evaluar la estabilidad fisica de las emulsiones en la etapa de formulacion.

De acuerdo con los resultados obtenidos, en ninguna de las tres réplicas de la emulsion
final se evidencio algun tipo de inestabilidad fisica durante el almacenamiento por un mes
a 40°C y durante el almacenamiento por tres meses a 30°C + 2°C y 65% + 5% de humedad
relativa, como se observa en la Tabla 2-18 y en la Tabla 2-19 respectivamente.

Tabla 2-18. Aspecto fisico de las réplicas de la emulsion final recién preparadas y

después de almacenarse a 40°C durante un mes.

Antes del almacenamiento a 40°C por un Después del almacenamiento a 40°C por un

mes mes
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Tabla 2-19. Aspecto fisico de las réplicas de la emulsion final recién preparadas y

después de almacenarse a 30°C + 2°C /65%HR + 5%HR durante tres meses.

Antes del almacenamiento a 30°C + 2°C Después del almacenamiento a 30°C + 2°C
/65%HR + 5%HR por tres mese

/65%HR + 5%HR por tres meses

L o N T

Las emulsiones también fueron evaluadas mediante el tamafio de gota D43y el span antes
y después del almacenamiento a 40°C y 30°C + 2°C /65%HR + 5%HR, con el objeto de
identificar algun cambio respecto a los valores iniciales. Los resultados obtenidos se
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precisan en la Tabla 2-20 y las micrografias de las emulsiones se ilustran en la Figura 2-
41.
Tabla 2-20. Tamarfios de gota D43y span promedio de las réplicas de la emulsion final.

Tiempo 40°C 30°C % 2°C /65%HR + 5%HR
(0 meses) (1 mes) (3 meses)
Tamarfio de 1,45uyM +£0,05puM 1,97 pM £ 0,09 1,46 uyM + 0,06 uM
gota Ds3 UM
Span 0,76 £ 0,04 0,78 £ 0,06 0,70+ 0,02

Figura 2-41. Micrografias de la emulsion final antes y después de estudios de estabilidad
a corto y mediano plazo. OM: Emulsién recién preparada, 1M: Emulsion almacenada a
40°C por un mes, 3M: Emulsion almacenada a 30°C + 2°C /65%HR + 5%HR por tres

meses.

oM

Respecto al estudio de estabilidad a corto plazo, se evidencia que, tras el almacenamiento
de las emulsiones a 40°C durante un mes, ambos parametros incrementaron con relaciéon
a sus valores iniciales. Lo anterior se relaciona con el aumento de la velocidad de
coalescencia entre las gotas por un incremento de la temperatura, dado que temperaturas
altas ocasionan una disminucién de la viscosidad de la emulsion y un aumento del
movimiento browniano de las gotas (135), con los cuales existe mayor probabilidad de que
las velocidades de cremado o sedimentacion se aceleren ocasionando fenémenos de

coalescencia o floculacion.

Referente al estudio de estabilidad a mediano plazo, se encuentra que las emulsiones
almacenadas a 30°C + 2°C /65%HR + 5%HR por tres meses, no evidenciaron cambios
importantes en sus tamafios de gota, por cuanto sus valores solo aumentaron en 0,01um;
en el caso del span, se demostrdé que bajo estas condiciones su valor disminuyd, lo cual

es indicativo de una mayor estabilidad como se ha discutido con anterioridad.
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Con base en lo anterior, es posible concluir que las emulsiones fueron estables fisicamente
durante el tiempo y bajo las condiciones de almacenamiento establecidas. Los resultados
obtenidos no permiten inferir acerca de lo esto significaria en términos de vida util del
producto, dado que no se emplearon condiciones a escala industrial (77), ni pruebas para
evaluar la estabilidad quimica de marcadores analiticos en la formulacién a lo largo de los

estudios.

2.5 Conclusiones

Se caracterizaron algunas propiedades fisicoquimicas de la panela, tales como el
contenido de humedad, pH y perfil de azlcares. De acuerdo con los resultados obtenidos,
las muestras de panela analizadas cumplen con los estandares requeridos de la Norma
Técnica Colombiana NTC 1311, dado que contienen menos del 5% de humedad, maximo
un 93% de azUcares totales como la sacarosa, y minimo un 5% en los azUlcares reductores

glucosa y fructosa.

Mediante la realizacion de un ensayo de sensibilidad bacteriana se determiné que la
concentracion de panela a adicionar en la crema tépica desarrollada seria de 359 por 100g
de la formulacién. Dicha concentracién reduce en al menos dos unidades logaritmicas las
unidades formadoras de colonia (UFC) de las cepas evaluadas respecto al control de

crecimiento.

Por medio de un disefio estadistico experimental exploratorio de bloques confundido se
evaluo la influencia de los componentes de la formulacion (porcentaje de aceite, porcentaje
de alcoholes grasos, tipo de emulsificante, porcentaje de emulsificante) y de las
condiciones de elaboracion de las emulsiones (velocidad y tiempo de homogenizacion) en
propiedades como la viscosidad, pH, tamafio de gota D43y span (variables respuesta). Se
evidencio que el porcentaje de emulsificante, el porcentaje de aceite y la velocidad de
homogenizacion, fueron los factores estadisticamente significativos para el tamafio de gota
D43y el span como principales predictores de la estabilidad fisica a largo plazo, por lo cual
se consideraron como las variables independientes para el desarrollo del disefio

estadistico de optimizacion subsiguiente. El tipo de emulsificante seleccionado fue el
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sistema de estearato de sorbitano con PEG100 estearato, el porcentaje de alcoholes se
establecio como el 2% y el tiempo de homogenizacion en 20 minutos.

Con el disefio experimental de optimizacién 23 de dos repeticiones y cuatro puntos
centrales se determinaron las mejores condiciones de los componentes, rangos de
concentracion y condiciones operacionales para la elaboracion de la crema. De acuerdo
con los resultados obtenidos, la emulsién final comprende 7,5% de aceite mineral, 2% de
cada uno de los alcoholes grasos, 5% del emulsificante estearato de sorbitano con
PEG100 estearato. La emulsion se prepara a una velocidad de homogenizacion de 5000

rpm y durante 20 minutos.

La emulsion desarrollada presenta una extensibilidad y adherencia adecuadas, es un fluido
no newtoniano de tipo visco-plastico, en el que predomina el médulo de pérdida por sobre
el médulo de almacenamiento. La emulsion demostro ser estable fisicamente durante los

ensayos de estabilidad fisica de corto y mediano plazo desarrollados.



3.Evaluacion de la actividad cicatrizante

Para evaluar la actividad cicatrizante de la formulacién final desarrollada, se realizé un
disefio experimental con un modelo de herida por escision en piel de rata, mediante el cual
se determin6 y compar6 el cambio progresivo del area de contraccion en heridas sin tratar
y en heridas a las cuales se les aplico la crema de panela, el vehiculo del producto

desarrollado sin la panela, o una crema de caléndula como control positivo.

Una vez finalizado el estudio, se evallo por histopatologia los tejidos de las heridas
tratadas con la crema de panela, vehiculo y control positivo, asi como de las heridas a las

que no se les aplicoé ningun tratamiento (control negativo).

3.1 Materiales

Cloruro de sodio 0.9% (OORPAH, Lote 75205136, Colombia), ketamina (Imalgene® 1000),
xilacina (Seton® 2%), crema de caléndula (Natural Freshly ® 11% de extracto de flores de
caléndula), panela pulverizada (Dofia panela, Lotes: 071010 y 120522, Colombia), aceite
mineral blanco (Ciacomeq S.A.S, Lote S385, Colombia), alcohol cetilico (Proquimicas JG,
Lote 141115, Colombia), alcohol estearilico (Proquimicas JG, Lote 896584, Colombia),
propilenglicol (Grado USP, ICN Biomedicals, Inc, Lote 3041B, EEUU), metilparabeno
sédico (Disproalquimicos S.A., Lote 20120415, Colombia), propilparabeno sddico
(Ciacomeqg S.A.S, Lote 20200520, Colombia), Lipopeg 100-S (Vantage, Lote 378468,
EEUU), Liposorb ™S (Vantage, Lote 16222052020, Lote L78ZB3, EEUU), formalina (10%
en solucién tamponada), fosfato de potasio monobasico (Merck, Lote AM0655773518,
Alemania), cloruro de potasio (Chemi, Lote 160331-511, E.U), cloruro de sodio (J.T Baker,
Lote t10c54, E.U), fosfato de sodio dibasico ( Chemi, Lote 160331-512, E.U), hematoxilina,

eosina.
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3.2 Métodos

El presente trabajo fue avalado por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias, por
medio del Acta 05 del 02 de mayo de 2022 (Anexo D). Los experimentos se realizaron

siguiendo los principios éticos en el manejo de los animales de laboratorio.

3.2.1 Evaluacién actividad cicatrizante en modelo de herida por
escision en piel de rata

Se emplearon 18 ratas Wistar macho, de 7 a 9 semanas de edad y con un peso inicial de

203 a 265g. Los animales fueron mantenidos en jaulas de acero inoxidable individualmente

sobre piso enmallado con acceso libre a agua y alimento, bajo condiciones controladas de

humedad y temperatura en el bioterio del Departamento de Farmacia de la Universidad

Nacional de Colombia.

= Creacitn de las heridas de espesor total
Las heridas de espesor total se realizaron con base en los protocolos establecidos por el
grupo de investigacion en “Principios Bioactivos en Plantas Medicinales” del Departamento

de Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia.

Los animales se anestesiaron via intraperitoneal con una mezcla de ketamina (100 mg/Kg)
y xilacina (15 mg/Kg) en solucién salina estéril USP. Posteriormente, el dorso de los
animales fue rasurado con maquina de afeitar eléctrica delimitando el &rea de escisiéon. Se
generaron dos heridas por animal, contralaterales y paralelas con remocién completa de
la epidermis y dermis mediante cuchillas quirdrgicas. Cada herida realizada tenia un area

aproximada de 1 cm?y una profundidad de 2 mm (18).

Figura 3-1. Fotografia generacion heridas por escision.
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» Disefio experimental modelo herida por escision
Los animales fueron divididos en tres grupos experimentales de seis individuos (Figura 3-
2). Cada subgrupo fue tratado con la crema de panela desarrollada, el vehiculo del
producto desarrollado sin panela o la crema de caléndula (patrén) durante 12 dias, de

acuerdo con la siguiente distribucion:

Subgrupo 1: Herida sin tratamiento (control negativo) vs herida tratada con crema de
panela desarrollada.

Subgrupo 2: Herida sin tratamiento (control negativo) vs herida tratada con crema de

caléndula Natural Freshly ® (control positivo).
Subgrupo 3: Herida sin tratamiento (control negativo) vs herida tratada con vehiculo.

En cada herida se adicionaron 100mg/sitio de cada una de las preparaciones (35 mg de

panela/sitio; 11 mg del extracto de flores de caléndula/sitio; 100mg vehiculo/sitio).

Figura 3-2. Disefio experimental: Distribucion de las unidades experimentales.

N=18

- = “H=
n=6 n=6 . n=6 I:‘
D . D Control vs Vehicul
Control vs Crema Control vs CFE[”E ntrol vs Vehiculo
Caléndula

Panela
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= Composicion tratamientos aplicados:
La crema de panela aplicada en las heridas de escision total comprende por cada 100g
de la formulacion, 35g de panela. La composicion cualicuantitativa y condiciones de
preparacion se encuentran descritas en el capitulo 2 del presente documento.

La crema de caléndula (Natural Freshly ®) se seleccion6 como patrén o control positivo,
dado que es una preparacion farmacéutica de plantas medicinales con actividad
antiinflamatoria y cicatrizante aprobada por el INVIMA, con registro sanitario PFM2013-
0002211. La crema de caléndula ha sido utilizada como patron positivo en los estudios
previos de cicatrizacion del Grupo de Investigacion en “Principios Bioactivos en Plantas
Medicinales”. Cada 100 g de formulaciéon contienen 11000mg de extracto de flores de

caléndula (Calendula officinalis).

Vehiculo: El vehiculo de la crema panela fue considerado como tercer tratamiento para
evaluar la influencia de los excipientes de la formulacién en el proceso de cicatrizacién sin
la presencia de panela en el mismo. El vehiculo comprende 7,5g de aceite mineral, 2g de
alcohol cetilico, 2g de alcohol estearilico, 5g de emulsificante (estearato de sorbitano y
PEG100 estearato), 59 de propilenglicol, 0,02 de propilparabeno sédico, 0,15 de

metilparabeno sédico y agua en cantidad suficiente para completar 100g de formulacion.

» Evaluacién de la contraccion de las heridas
Diariamente por 12 dias se aplicaron 100 mg de las formulaciones en la herida derecha de
los animales siguiendo el esquema de la Figura 3-2. Los animales fueron observados y
monitoreados evaluando el cambio progresivo en el area de la herida por medio de
fotografias tomadas después del dia 3, 6, 9 y 12 de la aplicacion del tratamiento, es decir,
en los dias 4, 7, 10 y 13 del estudio. El area fue calculada en cm? utilizando el programa

Image J®.

Después de los dias 3, 6, 9y 12 de la aplicacién del tratamiento, se estableci6 el porcentaje

de contraccion, el cual se obtuvo segun la Ecuacion 3-1 (18).

YCont . Area de la herida en tiempo 0 — Area medida en tiempo t 100 Ecuaciéon 3-1
ontraccién = - *
’ Area medida en el tiempo 0
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Los datos del porcentaje de contraccion de las heridas fueron analizados estadisticamente
mediante un ANOVA de dos vias de medidas repetidas, seguido de una prueba t por pares
con el método de correccion de pruebas mdultiples de Bonferroni para realizar
comparaciones entre los tratamientos y los dias. Para la aplicacion de las pruebas
estadisticas realizadas, los siguientes supuestos se deben cumplir: no se presentan
valores atipicos significativos, la varianza entre grupos es igual (esfericidad) y la

distribuciéon de los datos es aproximadamente normal (normalidad).

3.2.2 Evaluacién histopatoldgica

Los animales fueron sacrificados por dislocaciéon cervical al finalizar los 12 dias de
tratamiento. Posteriormente, en dos animales por cada subgrupo se realizaron cortes
histol6gicos de espesor total en las heridas tratadas con la crema de panela, el vehiculo y
el control positivo. De manera similar se procedié con las heridas a las que no se les aplico

ningun tratamiento.

Las muestras fueron fijadas en una solucién de formalina al 10% en PBS (pH 7,4 a 4°C
durante 24 h) y tefiidas con hematoxilina-eosina para evaluar mediante microscopia optica
en un microscopio optico Nikon, modelo YTHS, Jap6n; la presencia de acantosis, atrofia,
paraqueratosis, hipergranulosis, edema intracelular, puastulas subcorneales, hemorragia
intraepitelial, hemorragia en la luz y Glceras en la epidermis. También se evalué la pérdida
de anexos, presencia de tejido de granulacién, hemorragia subepitelial, infiltrado
linfoplasmocitario difuso y nodular, infiltrado de neutréfilos, presencia de histiocitos, células
gigantes, neutréfilos asociados a células gigantes y hemorragia en la dermis. En la
hipodermis y tejido subcutaneo se determiné la presencia de neovascularizacion, de

infiltrado difuso linfoplasmocitario, células mastocitos, células gigantes y hemorragia.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Evaluacion de la actividad cicatrizante en modelo de herida
por escision en piel de rata

Los datos se organizaron en cuatro grupos, en los cuales se evalu6 si existian diferencias

estadisticamente significativas en el porcentaje de contraccién entre cada tratamiento y su
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control negativo, evaluando a su vez la influencia del paso de los dias y de la interaccién

entre los dias y los tratamientos. Los grupos evaluados fueron los siguientes:

= Crema de panela (CP) vs control negativo de la crema de panela (CPC).
» Crema de caléndula (CC) vs control negativo de la crema de caléndula (CCC).
= Vehiculo: crema sin panela (CSP) vs control negativo del vehiculo (CSPC).

= Crema de panela (CP) vs crema de caléndula (CC) vs vehiculo (CSP).

La generacion de heridas “espejo” en cada animal tiene la ventaja de proveer un sitio de
control en una posicién anatomica similar al sitio experimental con relacion a la localizacion
y orientacion (18). En el presente caso, la herida del costado derecho correspondia al
tratamiento con la crema de panela, la crema de caléndula o el vehiculo; y la herida del

costado izquierdo a sus controles negativos, puesto que no se aplicaba ningan producto.

En todos los grupos evaluados, no se presentaron valores atipicos y los datos cumplian
con los criterios de normalidad y esfericidad, por lo cual es posible aplicar el ANOVA de
dos vias de medidas repetidas y la prueba t por pares con el método de correccion de
pruebas multiples de Bonferroni. Los resultados obtenidos para cada grupo se detallan a

continuacion.
- Crema de panela (CP) vs control negativo de la crema de panela (CPC)

El porcentaje de contraccion promedio de las heridas de la crema de panelay de su control

negativo se detallan en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1. Porcentaje de contracciéon de heridas con la crema de panela (CP) y su control
negativo (CPC).

Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
Tratamiento Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
contraccion (%) contraccion (%) contracciéon (%)  contraccion (%)
CP 49,2+ 13,0 80,1 + 7,0* 95,0 + 2,8* 98,2 +1,5*
CPC 39,6 +12,8 52,6 + 14,4 83,6+ 6,6 94,7+ 2,7

n=6 animales por tratamiento; *p<0,05 frente al control negativo CPC

Tras realizar el ANOVA correspondiente (Anexo C), se obtiene que el paso de los dias, la
aplicacion de la crema de panela y la interaccion de los dias con los tratamientos son
fuentes estadisticamente significativas para el porcentaje de contracciéon de las heridas

realizadas (p<0,05).
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En la Figura 3-3, se ilustran los resultados obtenidos con la prueba t por pares del método
de correccion de pruebas multiples de Bonferroni. Segun se observa, en todos los dias la
contraccion siempre es mayor en las heridas a las que se les aplicé la crema de panela,
presentandose una diferencia estadisticamente significativa respecto a las heridas sin
tratar en los dias 6, 9 y 12 (p<0,05). Solo en el dia 3, la diferencia de contraccién no fue

estadisticamente significativa entre la crema de panela y su control negativo.

Figura 3-3. Diagrama de cajas de la contraccion de las heridas tratadas con crema de
panela (CP) y su control negativo (CPC).
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Ahora bien, con relacién a los dias, se obtuvo que a medida que pasa el tiempo, la
contraccion aumenta de forma estadisticamente significativa tanto para las heridas

tratadas con la crema de panela, como para las heridas del control negativo (Figura 3-3).

Al realizar la comparacion entre los dias, Unicamente el cambio en el porcentaje de
contraccion entre el dia 3 y el dia 6 no fue estadisticamente significativo para las heridas
a las que no se les aplico la crema de panela (control negativo). En el resto de los dias, la
contraccion es superior y presenta significancia estadistica tanto para la crema de panela,

como para su control negativo con el transcurso del tiempo (Anexo C).
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- Crema de caléndula (CC) vs control negativo de la crema de caléndula (CCC)

En Tabla 3-2 se presenta el promedio del porcentaje de contraccion de las heridas tratadas
con la crema de caléndula y las lesiones del control negativo.

Tabla 3-2. Porcentaje de contraccion de heridas con la crema de caléndula (CC) y con su

control negativo (CCC).

Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
Tratamiento Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
contraccidn (%) contraccion (%)  contraccion (%)  contraccién (%)
CcC 39,6 £24,2 56,3 £ 10,3 89,9+3/4 96,9+27
CCC 37,7 £ 16,38 44,1 + 20,7 81,2+11,1 93,7+2,0

n=6 animales por tratamiento

De acuerdo con los resultados obtenidos del analisis estadistico, Unicamente los dias
tuvieron un efecto estadisticamente significativo en el porcentaje de contraccién (Anexo
C), dado que la diferencia de contraccion entre las heridas tratadas con la crema de
caléndula y su control negativo no fue estadisticamente significativa, pues como se
observa en la Figura 3-4, las medianas de contraccion entre las heridas tratadas con crema

de caléndula y las lesiones de control negativo son muy cercanas.

Al comparar la contraccion entre los dias, se evidencia que hay un efecto estadisticamente
significativo con el paso del tiempo, excepto para la contraccion entre los dias 3y 6 (Anexo
Q).

Figura 3-4. Diagrama de cajas de la contraccion de las heridas tratadas con crema de

caléndula (CC) y su control negativo (CCC).
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- Vehiculo (CSP) vs control negativo del vehiculo (CSPC)

En la Tabla 3-3 se especifica el porcentaje de contraccién promedio de las heridas a las

gue se les aplicé el vehiculo y las heridas de su control negativo.

Tabla 3-3. Porcentaje de contraccion de heridas del vehiculo (CSP) y su control negativo

(CSPQ).
Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
Tratamiento Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
contraccién (%) contraccidn (%)  contraccion (%)  contraccion (%)
CsP 32,7+10,0 58,3+ 11,3 90,4 £5,0 97,9+0,6
CSPC 354+10,4 50,3+17,7 81,8 +9,3 945+13

n=6 animales por tratamiento

Conforme al ANOVA realizado (Anexo C), solo el paso de los dias tiene un efecto
estadisticamente significativo en el porcentaje de contraccién, dado que no se presentan
diferencias estadisticamente significativas entre el porcentaje de contraccién de las heridas

tratadas con el vehiculo y las heridas de su control negativo.

Lo anterior puede contrastarse en la Figura 3-5, donde se hace evidente que la contraccién
aumenta de manera estadisticamente significativa solo por el paso de los dias, ya que los
cuartiles de contraccion no difieren notoriamente entre las heridas tratadas con el vehiculo
y las heridas del control negativo. Ademas, mediante la prueba t por pares del método de
correccion de pruebas multiples de Bonferroni, se identificé que en todos los dias las

diferencias en los porcentajes de contraccion presentan significancia estadistica.

Figura 3-5. Diagrama de cajas de la contraccion de las heridas tratadas con el vehiculo
(CSP) y su control negativo (CSPC).
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- Crema de panela (CP) vs crema de caléndula (CC) vs vehiculo (CSP).

Por ultimo, se realizé la comparaciéon del porcentaje de contraccion entre la crema de
panela, la crema de caléndula y el vehiculo de la crema desarrollada sin la panela. Los

porcentajes de contraccién promedio de cada tratamiento se detallan en la Tabla 3-4.

Tabla 3-4. Porcentajes de contraccién con la aplicacion de la crema de panela (CP),
crema de caléndula (CC) y vehiculo (CSP).

Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
Tratamiento Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
contraccién (%) contracciéon (%) contraccion (%)  contraccién (%)
CP 49,2 + 13,0* 80,1 + 7,0* 95,0 £ 2,8* 98,2 + 1,5*
CC 39,6 +£24,2 56,3 + 10,3 89,9+34 96,9+ 2,7
CSP 32,7+10,0 58,3+ 11,3 90,4+5,0 97,9+0,6

n=6 animales por tratamiento *p<0,05 frente a la crema de caléndula CC y el vehiculo CSP

Una vez realizado el ANOVA, se evidencia que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los tres tratamientos y entre los dias (Anexo C).

En la comparacion entre tratamientos realizada, el porcentaje de contraccion difiere de
forma estadisticamente significativa entre el vehiculo y la crema de panela; y entre lacrema
de panela y la crema de caléndula, con una mayor contraccion en las heridas tratadas con
la crema de panela, respecto a las lesiones del vehiculo o de la crema de caléndula (Figura
3-6). A su vez, se obtiene que en todos los dias existen diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de contraccién, con mayores reducciones de las lesiones a
medida que transcurre el tiempo.

Figura 3-6. Diagrama de cajas de la contraccién de las heridas tratadas con el vehiculo

(CSP), la crema de panela (CP) y la crema de caléndula (CC).
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Teniendo en cuenta los andlisis previos, se encuentra que los dias de tratamiento fueron
un factor significativo en la reduccion del area de todas las heridas evaluadas, dado que
en los tres tratamientos y en sus controles negativos, la diferencia en la contraccion
siempre fue estadisticamente significativa con el paso de los dias. Dicho resultado es
esperado, considerando que la cicatrizacion de heridas es un proceso biolégico para
restaurar la estructura del tejido lesionado, en el cual se activan inmediatamente procesos
complejos de migracion, proliferacién, de interaccion y diferenciacion celular, de sintesis
de componentes de la matriz y de sefalizacion, los cuales se llevan a cabo en un tiempo
aproximado de 12 a 14 dias con el cierre completo de la lesién en modelos animales como
las ratas (136).

Referente a los tratamientos, se encuentra gue la aplicacion de la crema de panela en las
heridas siempre evidencia valores mayores y bien diferenciados en la contraccion de las

lesiones respecto al vehiculo y la crema de caléndula.

La crema de panela y el vehiculo presentan diferencias estadisticamente significativas en
la contraccion de las lesiones, obteniéndose una mayor reduccidn de area con la crema
de panela. Lo anterior evidencia que la panela es la responsable de la actividad
cicatrizante, toda vez que los componentes del vehiculo no demostraron un cambio
significativo en la reduccién de las heridas respecto a aquellas a las cuales no se les aplicé
el vehiculo (control negativo del vehiculo). En la literatura no se encontraron estudios de
cicatrizacién realizados con la panela en modelos de herida por escision en piel de rata,
sin embargo, existen reportes relacionados con la sacarosa, en los cuales el azucar
disminuye el tiempo de cicatrizacion en las lesiones de piel de ratas con una epitelizacion
fuerte y rapida a partir del dia 4, presentandose un cierre total de la herida entre los dias 8
y 14, asi como con una maduracién de la dermis grado lll, la cual es indicativa de un mayor
namero de fibroblastos y colageno (137); dichos resultados son consistentes con lo
obtenido, ya que hasta después del dia 3, la crema de panela demostro reducir el area de
la herida, con un cierre casi completo en el dia 12. Por otro lado, diversos estudios
realizados en pacientes divulgan que la sacarosa estimula la formacion de tejido de

granulacion y que la cicatrizacion comienza antes que el grupo control (26).

En el presente estudio, la crema de caléndula no demostré una diferencia significativa en
la reduccién del &rea respecto a su control negativo. Las flores de la Calendula officinalis

han sido utilizadas medicinalmente para la cicatrizacion de heridas debido a las
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propiedades antiinflamatorias de sus componentes, en particular, de los triterpenos como
los ésteres de faradiol y taraxasterol (138). La caléndula también incrementa la sintesis de
tejido conectivo (colageno), inhibe enzimas proteoliticas, y presenta actividad antioxidante
y antimicrobiana atribuida a compuestos fitoquimicos como los carotenoides y flavonoides
(139). Aunque el uso de preparados a base de flores de caléndula tiene una larga tradicion,
los datos sobre la eficacia y los compuestos efectivos son heterogéneos y aln son objeto
de debate, los datos clinicos respaldan varias propiedades, sin embargo, dicha evidencia
es débil y justifica una mayor investigacion mediante ensayos clinicos mas rigorosos (140).
En el presente estudio, la aplicacion de la crema de caléndula no demostr6 reducciones
en el area de las lesiones, por lo que en investigaciones posteriores seria recomendable

emplear un control positivo con mayor soporte y evidencia.

En la Tabla 3-5, se presenta el registro fotografico de las heridas tratadas con la crema de
panela, la crema de caléndula, el vehiculo (herida derecha), y sus respectivos controles
negativos (herida izquierda). En el seguimiento realizado, las heridas se mantuvieron
limpias, y no presentaron signos visibles de procesos infecciosos o zonas necréticas, ni
exudados.

Tabla 3-5. Seguimiento fotogréafico del area de las heridas

Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
Cremade panela

CPC

Crema de caléndula
CC CCC cC CC

Vehiculo
CSPC CSP CSPC

CsP
HeE . .
P T ITTPres : \

CP: crema de panela; CPC: control negativo de la crema de panela; CC: crema de caléndula; CCC: control
negativo de la crema de caléndula; CSP: vehiculo control; CSPC: control negativo del vehiculo

CSPC CSP CSPC CSP
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Como se observa, el area se reduce notoriamente en las heridas a las cuales se les aplicé
la crema de panela (CP). Las fotografias de la crema de caléndula y del vehiculo
evidencian que no existe una diferencia notable entre el area de las heridas tratadas con
la crema de caléndula (CC) o el vehiculo (CSP) y las lesiones de sus respectivos controles
negativos (CCC; CSPC). Todos los grupos evaluados demostraron una reduccion

importante en el area de las heridas con el transcurso del tiempo.

3.3.2 Estudio histopatolégico

En el estudio realizado se evalué cualitativamente la apariencia histoldgica de los tejidos

cicatrizales tomados de los grupos experimentales después del dia 12 de tratamiento.

En la epidermis se encuentra que no se presentan diferencias grandes en la parequitosis,
hipergranulosis, edema intracelular y hemorragia intraepitelial de los tejidos analizados. La
acantosis es variable y leve en los tejidos a los cuales se les aplicé la crema de panela, la
crema de caléndula o el vehiculo, sin embargo, no se presenta acantosis en los controles
negativos, por lo cual existe una reaccién del epitelio para regenerarse en las muestras de

los tratamientos.

Se observan pustulas subcorneales leves en una muestra del vehiculo, y severas en un
tejido del control negativo, lo cual es indicativo de una reaccion inflamatoria, ya que en las
pustulas se presenta un infiltrado de neutréfilos y eosinéfilos ocasionales por la presencia

de factores quimiotacticos en la epidermis superior (141)(Figura 3-7).

Figura 3-7. Vista microscopica de tejido de cicatrizacion después de los 12 dias. A:
Pustula subcorneal con neutréfilos (N) en vehiculo (20x) B: Pustula subcorneal severa

con neutrdfilos (N) en control negativo (20x).

Duanfi VIR 5 W
RS ot 25 :
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En los tejidos tratados con la crema de panela, la crema de caléndula e inclusive con el
vehiculo se indujo re-epitelizacion, sin embargo, en el control negativo de la cicatrizacion
natural, la re-epitelizacibn no se presenta completamente, pues se observa una Ulcera
externa con evidente hemorragia en la luz para los dos controles negativos evaluados
(Figura 3-8).

Figura 3-8. Vista microscopica de tejido de cicatrizacion después de los 12 dias. A:

Epitelio normal en control negativo (10x) B: Epitelio con tlcera (U) y hemorragia a la luz
(H) (10x).

Con relacién a la dermis, se evidencid que en todas las muestras existe tejido de
granulacion y pérdida de anexos. En una de las muestras del vehiculo y en los dos

controles negativos se presentan hemorragias subepiteliales (Figura 3-9).

Figura 3-9. Vista microscopica de tejido de cicatrizacion después de los 12 dias. A:
Tejido de granulacién en crema de panela (4x) B: Tejido de granulacién en crema de
caléndula con adelgazamiento leve de la epidermis (AE) (4x) C: Tejido de granulacion en
vehiculo y hemorragia subepitelial (H) (4x) D: Tejido de granulacién en control negativo y
hemorragia subepitelial (H) (4x).

et J &
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Figura 3-9. Vista microscopica de tejido de cicatrizacion después de los 12 dias. A:
Tejido de granulacién en crema de panela (4x) B: Tejido de granulacién en crema de
caléndula con adelgazamiento leve de la epidermis (AE) (4x) C: Tejido de granulacion en
vehiculo y hemorragia subepitelial (H) (4x) D: Tejido de granulacion en control negativo y

hemorragia subepitelial (H) (4x).
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En los tejidos de la crema de caléndula se identifica un infiltrado linfoplasmocitario difuso
de linfocitos y células plasmaticas, asi como células gigantes multinucleadas presentes en
diversas afecciones inflamatorias o en reacciones a cuerpo extrafio (142) (Figura 3-10).

Figura 3-10. Vista microscépica de tejido de cicatrizacion después de los 12 dias. A:
Infiltrado linfoplasmocitario (IL) difuso en crema de caléndula (10x) B: Células gigantes

(CG) en crema de caléndula (10x).

CG

Los cortes histolégicos de la crema de panela presentan una neovascularizacion moderada
con un mayor nimero de vasos sanguineos que el vehiculo y control negativo (Figura 3-
11). Este es un resultado favorable, ya que el crecimiento de nuevos capilares favorece la

formacion de tejido de granulacion, oxigenacioén, transporte de micronutrientes en los
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tejidos en crecimiento y eliminacion de productos de desecho catabdlicos para el cierre y
cicatrizacion de las heridas (143).

Figura 3-11. Vista microscépica de tejido de cicatrizacion de crema de panela después
de los 12 dias con neovascularizacion moderada (NV)(10x).

NV

En general las lesiones epiteliales de todos los tejidos fueron variables y leves, a excepcion
de los tejidos cicatrizales de los controles negativos, en los cuales se evidencié la
presencia de pustulas subcorneales, neutréfilos, Ulceras y hemorragias. De forma
preliminar, se encuentra que la aplicacion de la crema de panela estimulé la formacion de
tejido de granulacién y de procesos de neovascularizacién, sin la presencia de hemorragias
subepiteliales y pustulas subcorneales en los tejidos evaluados, no obstante, se considera
gue es necesario incluir un mayor nimero de muestras histolégicas de los grupos tratados
durante las diferentes etapas del proceso de cicatrizacion para la obtencién de resultados

mas robustos y concluyentes.

3.4 Conclusiones

Mediante la realizacion de los ensayos in vivo de cicatrizacion, se evidencié que la
aplicacion de la crema de panela en las lesiones genera una diferencia estadisticamente
significativa en el porcentaje de contraccion respecto a las heridas no tratadas en los dias
6, 9y 12 del tratamiento, proporcionando una mayor reduccion en el area de las lesiones

realizadas.
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Las heridas tratadas con la crema de caléndula y el vehiculo no evidenciaron cambios
estadisticamente significativos en el porcentaje de contraccion frente a las lesiones de sus
controles negativos.

Los dias siempre fueron un factor estadisticamente significativo en el porcentaje de
contraccion de las heridas tratadas y de control negativo, dado que los individuos activan
inmediatamente y de forma espontanea procesos bioldgicos para restaurar la estructura

de los tejidos lesionados en un tiempo aproximado de 12 a 14 dias.

Se realizé la comparacién del porcentaje de contraccién entre las heridas tratadas con la
crema de panela, el vehiculo y una crema de caléndula empleada como control positivo. A
partir de los resultados obtenidos, la aplicacion de la crema de panela en las heridas
siempre evidencia valores mayores y bien diferenciados en la contraccion de las lesiones
respecto al vehiculo, por lo tanto, la panela es la responsable de la actividad cicatrizante
en la formulacién, toda vez que el vehiculo no demostrd diferencias estadisticamente

significativas en el porcentaje de contraccion con relacion a su control negativo.

Mediante la evaluacion histoldgica de los tejidos, se encontrd que la aplicacion de la crema
de panela estimul6 la formacion de tejido de granulacibn y de procesos de
neovascularizacion, sin la presencia de hemorragias subepiteliales y pustulas

subcorneales en los tejidos analizados.






4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Mediante el desarrollo de disefios estadisticos experimentales se determiné la influencia
del tipo de emulsificante, del porcentaje de emulsificante, del porcentaje de alcoholes
grasos, del porcentaje de aceite, de la velocidad y tiempo de homogenizacion en
caracteristicas como la viscosidad, pH, tamafio de gota y span.

Los disefios estadisticos experimentales implementados permitieron optimizar los niveles
de concentracién de los componentes y de las condiciones operacionales evaluadas, dado
que la formulacion final derivada del analisis del disefio estadistico de optimizacién fue la
gue obtuvo el menor tamafio de gota Dasy la distribucion mas estrecha de todas las

emulsiones preparadas.

La emulsion final comprende 7,5% de aceite mineral, 2% de cada uno de los alcoholes
grasos, 5% del emulsificante estearato de sorbitano con PEG100 estearato, y se prepara
a una velocidad de homogenizacion de 5000 rpm durante 20 minutos.

Los ensayos de cicatrizacion de herida por escisiéon en piel de rata permitieron comprobar
si la aplicacion de la crema de panela presentaba una diferencia estadisticamente
significativa, en comparacion al porcentaje de contraccion de las heridas del control
negativo (cicatrizacion natural). Segun lo obtenido, la aplicacion de la crema de panela en
las lesiones genera una diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje de
contraccion respecto a las heridas no tratadas en los dias 6, 9 y 12 del tratamiento,

presentando una mayor reduccion en el area de las lesiones evaluadas.
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Mediante estudios de histopatologia se evidencié que la aplicacion de la crema de panela
estimulé la formacion de tejido de granulacion y de procesos de neovascularizacion, sin la

presencia de hemorragias subepiteliales y pustulas subcorneales en los tejidos evaluados

El presente trabajo de investigacion permiti6 desarrollar a escala laboratorio, una
formulacion de crema tépica a partir de panela. Dicha formulacién demostré actividad
cicatrizante, dado que redujo de manera significativa el porcentaje de contraccién de las

lesiones en un modelo in vivo de herida por escision en piel de rata.

4.2 Recomendaciones

Se sugiere la determinacién del contenido de los azlcares de la panela en la formulacion
final mediante el desarrollo de una metodologia analitica validada que permita su
cuantificacién y trazabilidad en los estudios de estabilidad de corto y mediano plazo

implementados.

Es recomendable evaluar diferentes concentraciones de panela en los ensayos de
cicatrizacion in vivo con el objetivo de identificar el rango de concentraciones 6ptimo para

el cierre de las lesiones generadas.

Se propone realizar los estudios histolégicos con un mayor nimero de muestras y en
diferentes puntos de tiempo para identificar el efecto de la panela en las diferentes etapas

del proceso de cicatrizacion.

Se sugiere realizar la transferencia tecnoldgica del proceso de elaboracion de la crema de
panela con la industria farmacéutica, para que su desarrollo a escala industrial pueda influir
positivamente en el bienestar de los pacientes, asi como en aspectos econémicos, sociales

y culturales de las industrias locales paneleras y del sector farmacéutico.



A. Anexo: Validacion de la
metodologia analitica para |la
cuantificacion de sacarosa, glucosay
fructosa en panela

Para cuantificar los principales marcadores analiticos en la panela, se realizaron las
determinaciones de las caracteristicas de desempenfio: selectividad, linealidad, precision,
exactitud, limites de cuantificacién y deteccion, siguiendo las directrices establecidas por
la conferencia Internacional de armonizacion (ICH) guia Q2 (R1). Se empled el
procedimiento de adicion de estandar sobre la panela para la elaboracién de las curvas de
calibracion del método, dado que no fue posible obtener una matriz de la panela sin los

analitos (sacarosa, glucosa y fructosa).

1. Condiciones cromatograficas:
Se utilizé un cromatégrafo Thermo Dionex Ultimate 3000 (Sunnyvale, CA) equipado con
un detector de indice de refraccion (IR), una columna WaterSugar Pak 300 (300 mm x 7,8
mm, 9 ym), temperatura isocratica de 80°C. Como fase movil se utiliz6 agua desionizada,
la velocidad de flujo se mantuvo constante a 0,5 mL/min, el volumen de inyeccion fue de
20 yL y el tiempo de analisis fue de 15 minutos. Cada solucién fue filtrada previo al analisis,

a través de una membrana de 0,45 pm.

2. Soluciones de trabajo:
Solucion madre mezcla: Se peso y transfirié exactamente 1g del estandar de sacarosa,
0,1g de fructosa y 0,1g de glucosa a un bal6n aforado de 10ml. Posteriormente se
agregaron 10ml de agua purificada obteniéndose concentraciones de 100 mg/ml de

sacarosa, 10 mg/ml de fructosa y 10 mg/ml de glucosa (SM).
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Soluciones de estandares:

A partir de la solucibn madre (SM) se realizaron diluciones para obtener 5 niveles de
concentracion con el sistema y método. El rango de concentraciones se encontré entre 2
— 20 mg/ml para la sacarosa y de 0,2 — 2 mg/ml para la fructosa y glucosa.

Solucién madre panela:

Se peso y transfirid exactamente 0,29 de panela a un balon aforado de 10ml.
Posteriormente se agregaron 10ml de agua purificada obteniéndose una concentracién de
20 mg/ml de panela (SMP).

Solucién panela adicionada a soluciones de estandares:

Para las curvas de calibracién del método, a partir de la solucién madre panela (SMP) se
realizaron diluciones para obtener una concentracion de 2 mg/ml de panela en cada uno

de los niveles de concentracion de los estandares de sacarosa, glucosa y fructosa.

3. Caracteristicas de desempefio:

Selectividad:

La selectividad se evallo a través de la comparacion de las pendientes entre las curvas
del sistema y método por medio del estadistico t Student. Si las curvas son paralelas dentro
de la incertidumbre experimental, se demuestra que el método es selectivo, ya que el
efecto de la matriz sobre la respuesta instrumental es producido Unicamente por la

presencia del analito en la misma.
El estadistico t experimental fue calculado segun la ecuacion:
|bs — bm| Ecuacion A-1

1 1
Sp\}Z(ciS — (s5)? + Y.(cim — ém)?

bs: Pendiente curva sistema

texp =

bm: Pendiente curva método

Sp: Desviacion estdndar agrupada de la regresion del sistema y método
Cis: Concentracion de estdndar usada en el sistema

¢s: Promedio de las concentraciones usada en el sistema

Cim: Concentracion de estandar usada en el método

Ccm.: Promedio de las concentraciones usada en el método
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Linealidad

Para las curvas del sistema y método, partiendo de tres SM se prepararon soluciones por
triplicado de 2, 6, 10, 15y 20 mg/mL de sacarosay de 0,2, 0,6, 1, 1,5y 2 mg/ml de glucosa
y fructosa. Adicionalmente, cada una de las soluciones del método presentaban una

concentracion de 2 mg/ml de panela.

El analisis de la pendiente e intercepto se realizé por medio del estadistico t de Student, y
la regresion fue evaluada a través del analisis de varianza (ANOVA). Tanto para el

estadistico t Student como para el ANOVA, la probabilidad seleccionada fue del 95%.
Precision

La evaluacion de la precision fue llevada a cabo a tres niveles de concentracion: 2, 10, 20

mg/ml de sacarosa y 0,2, 1,0, 2,0 mg/ml de glucosa y fructosa para el sistema y método.

En el caso de la repetibilidad (niveles intradias) se prepararon por triplicado cada uno de
los niveles de concentracién, con el mismo analista, equipo y dia. La repetibilidad se evalio
con la prueba de Cochran (probabilidad del 95%) y en términos del coeficiente de variacién

promedio ponderado (RSDp), el cual tiene como criterio de aceptacion un RSDp < 5%.

Para la precision intermedia (niveles interdia) se prepararon por triplicado cada uno de los
niveles de concentracion, con un analistay en tres dias diferentes. Esta se evalué mediante

un analisis de varianza (ANOVA), asumiendo un nivel de confianza del 95%.

Exactitud

Se prepararon por triplicado soluciones de concentracion 2, 10 y 20 mg/mL de sacarosa y
de 0,2, 1,0y 2,0 mg/mL de glucosa y fructosa, estas se evaluaron en agua purificada y en
una solucién de panela de 2mg/ml. Adicionalmente se prepard una solucién de panela de

2mg/ml en agua.

La exactitud se expresa como el porcentaje de recuperacion calculado de acuerdo con la
Ecuacion A-2. El andlisis correspondiente se realizé por medio del estadistico t Student,

asumiendo un nivel de confianza del 95%.

%R Area Sin Estandar en Sin de Panela — Area Sin Estandar en agua 100 Ecuaciéon A-2
= — *
’ Area Sln de Panela
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Limites de deteccidn y cuantificacién:

En la determinacion de los limites de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ) se prepararon
nueve curvas de calibracion del método y el sistema, en el rango de 2 a 20 mg/ml de
sacarosay de 0,2 — 2 mg/ml de glucosa y fructosa. El limite de deteccién (Ecuacion A-3) y
el limite de cuantificacién (Ecuacién A-4) fueron calculados con base en la desviacién
estandar de los interceptos de las lineas de regresién (Sa) y de la pendiente (b) de la curva

de calibracion del método y sistema respectivamente

3b ion A-
Lop =22 Ecuacion A-3

Sa

10b ion A-
L0Q = =2 Ecuacion A-4

Sa

Resultados

El tiempo de retencion para los estandares de los azlcares utilizados fue de 7,788 minutos
para la sacarosa, de 9,773 minutos para la glucosa y de 11,247 minutos para la fructosa,
el perfil cromatogréfico se ilustra en la Figura A-1.

Figura A-1. Perfil cromatografico de estandares de sacarosa 10 mg/ml, glucosa 1 mg/ml

y fructosa 1 mg/ml.
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Selectividad

Como se observa en las Tablas A-1, A-2 y A-3. La metodologia es selectiva para la
sacarosa, glucosa y fructosa, ya que no existe diferencia significativa entre las pendientes
de las curvas del sistema y método (texp < tab). Por lo tanto, el efecto de la panela sobre la
respuesta instrumental (area) es producido Unicamente por los analitos, sin ningun

interferente adicional a los azUicares evaluados.

= Selectividad sacarosa
Tabla A-1. ParAmetros estadisticos t student para la evaluacién de la selectividad de

sacarosa en el sistema y método

Pardmetro Hipotesis S?regresion Sp texp ttan(26; 0,05)
Nula (Ho)
Sistema Pendiente 5,2728 3214,2756 56,5154 0,0206 2,0555
(bs) bs =bm
Método Pendiente 5,2062
(bm) 3173,7081

= Selectividad glucosa
Tabla A-2. ParAmetros estadisticos t student para la evaluacién de la selectividad de

glucosa en el sistema y método

Parametro Hipotesis S?regresion Sp texp ttan(26; 0,05)
Nula (Ho)
Sistema Pendiente 5,8689 35,7769 6,0126 0,0356 2,0555
(bs) bs =bm
Método Pendiente 5,9916 36,5250
(bm)

= Selectividad fructosa
Tabla A-3. Pardmetros estadisticos t student para la evaluacién de la selectividad de

fructosa en el sistema y método

Parametro Hipotesis S?regresion Sp texp tian(26; 0,05)
Nula (Ho)
Sistema Pendiente 5,6780 34,6132 5,9212 0,0433 2,0555
(bs) bs =bm
Método Pendiente 5,8249 35,5090

(bm)
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Linealidad

De acuerdo con los datos obtenidos a través del estadistico t Student, se concluye que
existe correlacién entre las concentraciones de todos los azUcares y el area medida
(texp>tiab) para el sistema y el método. A su vez, las pendientes son estadisticamente

diferentes de cero pues de manera analoga, el texp €s mayor al tiap.

Por otro lado, el intercepto no es diferente de cero en las curvas del sistema para los tres
azucares debido a que el texp €S menor al tap. Sin embargo, en las curvas de calibracion
del método, Unicamente la sacarosa presento un intercepto distinto de cero (texp<tian), 10
cual puede ser atribuido al procedimiento de adicion estandar, en donde aunque no se
afiada estandar de sacarosa a la matriz (panela), la matriz por si sola presenta una
respuesta instrumental en el area, dado que no es posible obtenerla sin el analito, por lo
tanto, es coherente que el intercepto sea diferente de cero pues la concentracion de

sacarosa en la matriz (panela) se encuentra entre el 80 y 90%.

En el andlisis de varianza para evaluar la regresion y dispersiéon de los datos entre las
réplicas para los diferentes niveles de concentracién, se obtuvo que, respecto a la
regresion, esta es significativa pues el Fo, > Fiap. De manera complementaria, no existe un

desvio significativo de la linealidad ya que el Fo < Frap

= Linealidad sacarosa

Figura A-2. Curva de calibracién sacarosa (Sistema)
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Figura A-3. Curva de calibracion sacarosa (Método)
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Tabla A-4. ParAmetros estadisticos t student para la evaluacién de la linealidad de

sacarosa en el sistema y método

Pardmetro Hipo6tesis Nula (Ho) texp tian(13; 0,05)
Intercepto (a) 0,3859 a=0 0,6762 2,1604
Sistema Pendiente (b) 5,2728 b=0 114,2519 2,1604
Correlacién (r) 0,9990 No hay correlaciéon 205,9705 2,1604
Método Intercepto (a) 8,9896 a=0 26,3396 2,1604
Pendiente (b) 5,2062 b=0 188,6859 2,1604
Correlacioén (r) 0,9996 No hay correlacion 340,1584 2,1604

Tabla A-5. Parametros estadisticos ANOVA para la evaluacion de la linealidad de

sacarosa en el sistema y método

Parametro Grados de Suma de Cuadrado Fo Ftab
libertad Cuadrados Medio (CM)
(g1) (SC)
Sistema Regresién 1 16948,1096 16948,1096 13053,4891 4,667
Falta de Ajuste 3 7,0217 2,3406 2,3745 3,708
Error residual 13 16,8787 1,2984
Error puro 10 9,8570 0,9857
Error total 14 16964,9883
Método Regresién 1 16523,0040 16523,0040 35602,3734 4,667
Falta de Ajuste 3 2,3932 0,7977 2,1915 3,708
Error residual 13 6,0333 0,4641
Error puro 10 3,6401 0,3640

Error total 14 16529,0373
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= Linealidad glucosa
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Tabla A-6. Parametros estadisticos t student para la evaluacion de la linealidad de la

glucosa en el sistema y método

Parametro Hipdtesis Nula (Ho) texp twan(13; 0,05)
Intercepto (a) -0,1111 a=0 -1,9717 2,1604
Sistema  pgpgiente (b) 5,8689 b=0 128,8292 2,1604
Correlacion (r) 0,9992 No hay correlacion 232,2503 2,1604
Método Intercepto (a) 0,1111 a=0 1,34 2,1604
Pendiente (b) 5,9916 b=0 89,43 2,1604
Correlacion (r) 0,9992 No hay correlacion 161,2236 2,1604
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Tabla A-7. Parametros estadisticos ANOVA para la evaluacion de la linealidad de

glucosa en el sistema y método

Parametro Grados de Suma de Cuadrado Fo Ftab
libertad Cuadrados Medio (CM)
(gl (SC)
Sistema Regresioén 1 209,9712 209,9712 16596,9864 4,667
Falta de Ajuste 3 0,0511 0,0170 1,5039 3,708
Error residual 13 0,1645 0,0127
Error puro 10 0,1133 0,0113
Error total 14 210,1357
Método Regresién 1 218,8445 218,8445 7997,8628 4,667
Falta de Ajuste 3 0,1804 0,0601 3,4289 3,708
Error residual 13 0,3557 0,0274
Error puro 10 0,1753 0,0175
Error total 14 219,2002

= Linealidad fructosa

Figura A-6. Curva de calibracion fructosa (Sistema)
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Tabla A-8. Parametros estadisticos t student para la evaluacion de la linealidad de
fructosa en el sistema y método

Parametro Hipotesis Nula (Ho) texp tian(13; 0,05)
Intercepto (a) 0,0122 a=0 0,1540 2,1604
Sistema Pendiente (b) 5,6780 b=0 88,8008 2,1604
Correlacion (r) 0,9984 No hay correlacién 160,0879 2,1604
Método Intercepto (a) 0,0921 a=0 1,5214 2,1604
Pendiente (b) 5,8250 b=0 119,0237 2,1604
Correlacion (r) 0,9991 No hay correlacion 214,5731 2,1604

Tabla A-9. Pardmetros estadisticos ANOVA para la evaluacion de la linealidad de

fructosa en el sistema y método

Pardmetro Grados de Sumade Cuadrado Fo Ftab
libertad Cuadrados Medio (CM)
(D) (E19)
Sistema Regresioén 1 196,5342 196,5342 7885,5834 4,667
Falta de Ajuste 3 0,0414 0,0138 0,4882 3,708
Error residual 13 0,3240 0,0249
Error puro 10 0,2826 0,0283
Error total 14 196,8583
Método Regresioén 1 206,8393 206,8393 14166,6491 4,667
Falta de Ajuste 3 0,0850 0,0283 2,7029 3,708
Error residual 13 0,1898 0,0146
Error puro 10 0,1048 0,0105
Error total 14 207,0291

Precisién
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, respecto a la repetibilidad se observa que
no hay diferencia significativa entre las varianzas de los niveles de concentracion

evaluados, puesto que el Gexp < Gran. Adicionalmente, el RSDp en todos casos fue inferior

al 5% cumpliendo con los requisitos establecidos.

Con relacion a la precision intermedia, se determiné a través del andlisis de varianza que
ninguna de las fuentes de variacion (dia y réplica) afectan la precision del sistema y método

pues el Fo fue inferior al Fuap para los tres analitos.
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= Precision sacarosa
Tabla A-10. Parametros estadisticos Test de Cochran para la evaluacion de la

repetibilidad de sacarosa en el sistema y método

RSDp Gexp Gtab HO
Sistema 2,3971 0,5677 0,8709 No hay diferencia
significativa entre
Método 0,7815 0,7540 0,8709 varianzas

Tabla A-11. Parametros estadisticos ANOVA para la evaluacion de la repetibilidad de

sacarosa en el sistema y método

Parametro Grados de Suma de Cuadrado Fo Ft
libertad (gI) Cuadrados Medio (CM)
(SC)
Sistema Dias 2 23,1993 11,5997 0,0065 3,443
Réplicas 2 3,9478 1,9739 0,0011 3,443
Error 22 39096,1288 1777,0968
Error total 26 39123,2760
Método Dias 2 27,4891 13,7445 0,0078 3,443
Réplicas 2 0,1624 0,0812 4,6609E-05 3,443
Error 22 38334,9786 1742,4990
Error total 26 38362,6301

= Precision glucosa
Tabla A-12. Parametros estadisticos Test de Cochran para la evaluacion de la
repetibilidad de glucosa en el sistema y método

RSDp Gexp Gtab Ho
Sistema 1,5604 0,6296 0,8709 No hay diferencia
significativa entre
Método 2,5498 0,7713 0,8709 varianzas

Tabla A-13. Parametros estadisticos ANOVA para la evaluacion de la repetibilidad de

glucosa en el sistema y método

Parametro Grados de Suma de Cuadrado Fo Ft
libertad (gl) Cuadrados Medio (CM)
(SC)
Sistema Dias 2 0,8388 0,4194 0,0197 3,443
Réplicas 2 0,0331 0,0165 0,0007 3,443
Error 22 468,5007 21,2955
Error total 26 469,3726
Método Dias 2 3,1305 1,5652 0,0750 3,443
Réplicas 2 0,1179 0,0590 0,0028 3,443
Error 22 458,9125 20,8597

Error total 26 462,1609




124 Contribucién al desarrollo de una formulacion tépica a base de panela con
posible actividad cicatrizante

= Precision fructosa
Tabla A-14. Pardmetros estadisticos Test de Cochran para la evaluacion de la

repetibilidad de fructosa en el sistema y método

RSDp Gexp Gtab Ho
Sistema 2,4906 0,8393 0,8709 No hay diferencia
significativa entre
Método 2,7219 0,5515 0,8709 varianzas

Tabla A-15. Parametros estadisticos ANOVA para la evaluacion de la repetibilidad de

fructosa en el sistema y método

Parametro Grados de Sumade Cuadrado Fo Ft
libertad (gI) Cuadrados Medio (CM)
(SC)
Sistema Dias 2 1,1755 0,5878 0,0291 3,443
Réplicas 2 0,3543 0,1771 0,0088 3,443
Error 22 444,8251 20,2193
Error total 26 446,3549
Método Dias 2 2,7772 1,3886 0,0680 3,443
Réplicas 2 0,5518 0,2759 0,0135 3,443
Error 22 448,9411 20,4064
Error total 26 4522701

Exactitud

La recuperacion media de la metodologia analitica se encuentra dentro de los limites
estipulados para el método de HPLC-IR (95-105%). Adicionalmente, tras realizar el analisis
del estadistico t student se concluye que la recuperacion no es significativamente diferente

del 100%, puesto que para los analitos evaluados el tex, €s inferior al tiap.

= Exactitud sacarosa
Tabla A-16. Parametros estadisticos t student para la evaluacion de la exactitud de la

metodologia analitica para la sacarosa.

Parametro Hipotesis Nula (Ho) texp tian(9; 0,05)

%R promedio 08.2927

32 5 3047 %R = 100% 2,2238 2,3060

CV 2,3432
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= Exactitud glucosa
Tabla A-17. Parametros estadisticos t student para la evaluacion de la exactitud de la

metodologia analitica para la glucosa.

Parametro Hipotesis Nula (Ho) texp twan(9; 0,05)
%R promedio 98.1186
%R = 100% 2,3027 2,3060
s? 5,7842 ’ °
Cc.Vv 2,4511

= Exactitud fructosa
Tabla A-18. Pardmetros estadisticos t student para la evaluacién de la exactitud de la

metodologia para la fructosa.

Pardmetro Hipdétesis Nula (Ho) texp twan(9; 0,05)
%R promedio 98.0344
%R = 100% 2,2944 2,3060
s? 6,6054 ’ °
(eAY) 2,6216

Limites de deteccidn y cuantificacién

Los limites de deteccion y cuantificacién para los tres azucares se precisan en las Tablas
A-19, A-20 y A-21.

= Limites de deteccion y cuantificacién sacarosa
Tabla A-19. Pardmetros estadisticos para la determinacion de limites de cuantificacion y

deteccién de sacarosa en el sistema y método

Parametros LOQ (mg/ml) LOD (mg/ml)
Sistema Sa 0,7881 1,4946 0,4932
b 5,2728
Método Sa 0,8421 1,6176 0,5338

b 5,2062
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= Limites de deteccion y cuantificacién glucosa
Tabla A-20. Pardmetros estadisticos para la determinacion de limites de cuantificacion y

deteccién de glucosa en el sistema y método

Parametros LOQ (mg/ml) LOD (mg/ml)
Sistema Sa 0,0643 0,1095 0,0361
b 5,8689
Método Sa 0,1167 0,1948 0,0643
b 5,9916

= Limites de deteccion y cuantificacion fructosa
Tabla A-21. Pardmetros estadisticos para la determinacién de limites de cuantificacién y

deteccién de fructosa en el sistema y método

Parametros LOQ (mg/ml) LOD (mg/ml)
Sistema Sa 0,0780 0,1374 0,0453
b 5,6780
Método Sa 0,1263 0,2168 0,0716

b 5,8249




B. Anexo: Datos estadisticos de los
disefios estadisticos experimentales
exploratorio y de optimizacion

Para evaluar el efecto de los factores: porcentaje de aceite, porcentaje de alcoholes
grasos, porcentaje de emulsificante, tipo de emulsificante, velocidad y tiempo de
homogenizacion, en las variables respuesta: viscosidad, pH, tamafio de gota D43y span,
se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia del 95%. Los
resultados del valor p y de los coeficientes de regresion del modelo matematico se indican

a continuacioén para cada uno de los disefios estadisticos experimentales.

» Disefio estadistico experimental exploratorio

-Viscosidad

Tabla B-1. ANOVA de los factores y su efecto sobre la viscosidad DEE.

Fuente Sumade gl* Cuadrado Valor Valor Ecuacion
Cuadrados Medio F p
Modelo 6,332E+08 7 9,045E+07 4,83 0,0208** Intercepto  +9539,04
A-Tipo de 6,383E+07 1 6,383E+07 3,41 0,1021 A -1997,37

emulsificante

B-%Emulsificante 3,905E+06 1 3,905E+06 0,2085 0,6601 B -494,04
C-%Aceite 7,955E+07 1 7,955E+07 4,25 0,0732 C +2229,71
D-%Alcoholes 2,425E+08 1 2,425E+08 12,95 0,0070** D +3893,29
E-Tiempo (min) 2,268E+07 1 2,268E+07 1,21 0,3031 E +1190,71
F-Velocidad (rpm) 1,785E+05 1 1,785E+05 0,0095 0,9246 F -105,63
AD 2,205E+08 1 2,205E+08 11,78 0,0089** AD -3712,29
Residual 1,498E+08 8 1,873E+07
Cor Total 7,829E+08 15
gl*: Grados de libertad ** p<0,05
-pH
Tabla B-2. ANOVA de los factores y su efecto sobre el pH DEE.
Fuente Sumade gl* Cuadrado Valor Valor Ecuacién

Cuadrados Medio F p
Modelo 0,7798 6 0,1300 6,36  0,0074** Intercepto +7,27
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A-Tipo de 0,3813 1 0,3813 18,67 0,0019** A +0,1540
Emulsificante
B- 0,3570 1 0,3570 17,48 0,0024** B +0,1485
%Emulsificante
C-%Aceite 0,0002 1 0,0002 0,0076  0,9322 C +0,0035
D-%Alcoholes 0,0163 1 0,0163 0,7958 0,3956 D -0,0315
E-Tiempo (min) 0,0033 1 0,0033 0,1618 0,6969 E -0,0135
F- Velocidad 0,0218 1 0,0218 1,06 0,3290 F +0,0365
(rpm)
Residual 0,1839 9 0,0204
Cor Total 0,9636 15

gl*: Grados de libertad ** p<0.05

-Tamafio de gota

Tabla B-3. ANOVA de los factores y su efecto sobre el tamafio de gota D43 DEE.

Fuente Sumade gl* Cuadrado Valor Valor Ecuacion
Cuadrados Medio F p
Modelo 54,21 6 9,03 5,90 0,0095** Intercepto  +4,12
A-Tipo de 0,1681 1 0,1681 0,1098 0,7479 A +0,1025
Emulsificante
B- 20,57 1 20,57 13,44 0,0052** B -1,13
%Emulsificante
C-%Aceite 9,33 1 9,33 6,10 0,0356** C -0,7638
D-%Alcoholes 7,40 1 7,40 4,83 0,0555 D -0,6800
E-Tiempo (min) 0,9409 1 0,9409 0,6147 0,4531 E -0,2425
F- Velocidad 15,80 1 15,80 10,32 0,0106** F -0,9938
(rpm)
Residual 13,78 9 1,53
Cor Total 67,98 15
gl*: Grados de libertad ** p<0.05
-Span
Tabla B-4. ANOVA de los factores y su efecto sobre el span DEE.
Fuente Sumade gl Cuadrado Valor Valor Ecuacion
Cuadrados * Medio F p
Modelo 6,12 6 1,02 3,42 0,0482**  Intercepto +1,86
A-Tipo de 0,0588 1 0,0588 0,1973 0,6674 A +0,0606
Emulsificante
B- 1,54 1 1,54 5,18 0,0489** B -0,3106
%Emulsificante
C-%Aceite 3,77 1 3,77 12,66  0,0061** C -0,4856
D-%Alcoholes 0,1008 1 0,1008 0,3382 0,5751 D +0,0794
E-Tiempo (min) 0,0039 1 0,0039 0,0131  0,9114 E +0,0156
F- Velocidad 0,6360 1 0,6360 2,13 0,1781 F -0,1994
(rpm)
Residual 2,68 9 0,2980
Cor Total 8,80 15

gl*: Grados de libertad ** p<0,05
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= Disefio estadistico experimental de optimizacién
-Viscosidad
Tabla B-5. ANOVA de los factores y su efecto sobre la viscosidad DEO.
Fuente Sumade gl* Cuadrado Valor Valor Ecuacion
Cuadrados Medio F p
Modelo 2,721E+08 7 3,887E+07 330,52 <0,0001* Intercepto +15316,06
A-%Aceite 1,107E+08 1 1,107E+08 941,45 <0,0001* A +2630,69
B- 9,806E+05 1 9,806E+05 8,34 0,0148* B -247,56
%Emulsificante
C-Velocidad 1,294E+08 1 1,294E+08 1100,27 < 0.0001* C +2843,94
(rpm)
AB 8,429E+06 1 8,429E+06 71,67 < 0,0001* AB +725,81
AC 1,461E+06 1 1,461E+06 12,42 0,0048* AC -302,19
BC 1,875e+07 1 1,875E+07 159,43 < 0,0001* BC +1082,56
ABC 2,362E+06 1 2,362E+06 20,08 0,0009* ABC +384,19
Curvatura 23839,51 1 23839,51 0,2027 0,6613
Error puro 1,294E+06 11 1,176E+05
Cor Total 2,734E+08 19
gl*: Grados de libertad * p<0,05
_pH
Tabla B-6. ANOVA de los factores y su efecto sobre el pH DEO.
Fuente Sumade gl* Cuadrado Valor Valor Ecuacion
Cuadrados Medio F p
Modelo 0,0237 7 0,0034 8,66 0,0010*  Intercepto  +7,19
A-%Aceite 3,469E-18 1  3,469E-18  8,875E- 1,0000 A +0,0000
15
B- 0,0156 1 0,0156 39,97 < 0,0001* B -0,0313
%Emulsificante
C-Velocidad 0,0036 1 0,0036 9,21 0,0114* C +0,0150
(rpm)
AB 0,0002 1 0,0002 0,5756 0,4640 AB +0,0038
AC 0,0016 1 0,0016 4,09 0,0681 AC -0,0100
BC 0,0006 1 0,0006 1,60 0,2322 BC +0,0063
ABC 0,0020 1 0,0020 5,18 0,0438* ABC -0,0113
Curvatura 0,0045 1 0,0045 11,51 0,0060*
Error puro 0,0043 11 0,0004
Cor Total 0,0325 19

gl*: Grados de libertad *: p<0,05



130 Contribucién al desarrollo de una formulacion tépica a base de panela con
posible actividad cicatrizante

-Tamafio de gota

Tabla B-7. ANOVA de los factores y su efecto sobre el tamafio de gota D43 DEO.

Fuente Sumade gl* Cuadrado Valor Valor Ecuacion
Cuadrados Medio F p
Modelo 105,90 7 15,13 215,43 <0.0001* Intercepto  +3,54
A-%Aceite 12,46 1 12,46 177,44 < 0.0001* A -0,8825
B- 41,67 1 41,67 593,32 < 0.0001* B -1,61
%Emulsificante
C-Velocidad 18,62 1 18,62 265,13 < 0.0001* C -1,08
(rpm)
AB 11,12 1 11,12 158,37 < 0.0001* AB +0,8337
AC 7,00 1 7,00 99,62 < 0.0001* AC +0,6612
BC 9,61 1 9,61 136,84 < 0.0001* BC +0,7750
ABC 543 1 5,43 77,30 < 0.0001* ABC -0,5825
Curvatura 3,22 1 3,22 45,79 < 0.0001*
Error puro 0,7725 11 0,0702
Cor Total 109,89 19

gl*: Grados de libertad * p<0,05

-Span
Tabla B-8. ANOVA de los factores y su efecto sobre el span DEO.
Fuente Sumade gl* Cuadrado Valor Valor Ecuacion
Cuadrados Medio F p
Modelo 3,77 7 0,5392 6,15 0,0041* Intercepto +1,50
A-%Aceite 0,1243 1 0,1243 1,42  0,2589 A -0,0881
B- 2,47 1 2,47 28,21 0,0002* B -0,3931
%Emulsificante
C-Velocidad 0,9555 1 0,9555 10,90 0,0071* C -0,2444
(rpm)
AB 0,1040 1 0,1040 1,19  0,2993 AB +0,0806
AC 0,0371 1 0,0371 0,4227 0,5289 AC -0,0481
BC 0,0011 1 0,0011 0,0120 0,9146 BC -0,0081
ABC 0,0798 1 0,0798 0,9104 0,3605 ABC +0,0706
Curvatura 0,4852 1 0,4852 5,53 0,0383*
Error puro 0,9643 11 0,0877
Cor Total 5,22 19

gl*: Grados de libertad * p<0,05



C. Anexo: Datos estadisticos del
diseio experimental para la
evaluacion de la actividad
cicatrizante

Los datos del porcentaje de contracciéon de las heridas fueron analizados estadisticamente
mediante un ANOVA de dos vias de medidas repetidas, seguido de una pruebat por pares
con el método de correccibn de pruebas mdltiples de Bonferroni para realizar
comparaciones entre los tratamientos y los dias con un a=0,05. Para la aplicacion de las
pruebas estadisticas realizadas, los siguientes supuestos se deben cumplir: no se
presentan valores atipicos significativos, la varianza entre grupos es igual (esfericidad) y
la distribucion de los datos es aproximadamente normal (normalidad). Los datos analizados

cumplen con los supuestos, de modo que es posible aplicar los analisis estadisticos.

A continuacion, se presentan los analisis de varianza (ANOVA) de dos vias de medidas
repetidas y las pruebas t por pares con el método de correccion de pruebas mdltiples de

Bonferroni para cada uno de los grupos evaluados.
= Crema de panela (CP) vs control negativo de la crema de panela (CPC)

Tabla C-1. ANOVA de dos vias de medidas repetidas para la crema de panela (CP) y su
control negativo (CPC).

Efecto gln* gld* Valor F Valor p p<0,05
Dias 3,00 15,00 93,078 6,4e10 *
Tratamiento 1,00 5,00 14,521 1,2e02 *
Dias: tratamiento 1,57 7,83 6,321 2,882 o

gln*: Grados de libertad numerador; gld*: Grados de libertad denominador; *: p<0,05

Tabla C-2. Comparaciones por pares entre grupos de tratamiento CP y CPC.

Dias Grupo 1 Grupo 2 Estadistico gl p.ajs. p.ajs. significativo

3 CP CPC 1,34 5 0,238 NS
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6 CP CPC 4,29 5 0,008 *

9 CP CPC 5,84 5 0,002 *

12 CP CPC 6,49 5 0,001 *

gl: Grados de libertad p.ajs; valor p ajustado *, **, ***: p<0,05; NS: No significativo
Tabla C-3. Comparaciones por pares entre puntos de tiempo CP y CPC.
Tratamiento Grupol Grupo2 Estadistico gl p.ajs. p.ajs. significativo
(Dia) (Dia)

CP 3 6 -4,49 5 0,039 *
CP 3 9 -9,61 5 0,001 **
CP 3 12 -9,93 5 0,001 **
CP 6 9 -5,58 5 0,015 *
CP 6 12 -6,40 5 0,008 **
CP 9 12 -5,56 5 0,015 *

CPC 3 6 -3,09 5 0,163 NS
CPC 3 9 -9,55 5 0,001 **
CPC 3 12 -10,2 5 0,000942 i
CPC 6 9 -5,80 5 0,013 *
CPC 6 12 -7,31 5 0,005 **
CPC 9 12 -5,70 5 0,014 *

gl: Grados de libertad p.ajs; valor p ajustado *, **, ***: p<0,05; NS: No significativo

= Crema de caléndula (CC) vs control negativo de la crema de caléndula (CCC)

Tabla C-4. ANOVA de dos vias de medidas repetidas para la crema de caléndula (CC) y
su control negativo (CCC).

Efecto gln* gld* Valor F Valor p p<0,05
Dias 1,39 6,97 63,395 5,71 *
Tratamiento 1,00 5,00 2,672 0,163 NS
Dias: tratamiento 1,99 9,93 1,013 0,397 NS

gln*: Grados de libertad numerador; gld*: Grados de libertad denominador; *: p<0,05; NS: no significativo

Tabla C-5. Comparaciones por pares entre puntos de tiempo CC y CCC.

Efecto Grupo 1 Grupo 2 Estadistico gl p.ajs. p.ajs.
(Dia) (Dia) significativo

Contraccién 3 6 -2,47 11 0,187 NS
Contraccién 3 9 -9,59 11 0,00000678 Fkkok
Contraccién 3 12 -10,4 11 0,00000313 Fkkok
Contraccion 6 9 -10,1 11 0,00000412 Fkko
Contraccion 6 12 -9,78 11 0,00000551 Kk
Contraccion 9 12 -4,38 11 0,007 *x

gl: Grados de libertad p.ajs; valor p ajustado **, ****: p<0,05; NS: No significativo
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= Vehiculo (CSP) vs control negativo del vehiculo (CSPC)

Tabla C-6. ANOVA de dos vias de medidas repetidas para el vehiculo (CSP) y su control
negativo (CSPC).

Efecto gln* gld* Valor F Valor p p<0,05
Dias 3 15 117,048 1,25e10 *
Tratamiento 1 5 1,983 0,218 NS
Dias: tratamiento 3 15 1,218 0,338 NS

gln*: Grados de libertad numerador; gld*: Grados de libertad denominador; *: p<0,05; NS: no significativo

Tabla C-7. Comparaciones por pares entre puntos de tiempo CSP y CSPC.

Efecto Grupo 1l Grupo 2 Estadistico gl p.ajs. p.ajs.
(Dia) (Dia) significativo

Contraccion 3 6 -4,86 11 0,003 *x
Contraccion 3 9 -13,2 11 0,000000226 Fhkk
Contraccion 3 12 -20,9 11 0,00000000196 Fhkk
Contraccion 6 9 -8,39 11 0,0000248 Fhkk
Contraccion 6 12 -10,5 11 0,00000266 Fhkkk
Contraccion 9 12 -4,94 11 0,003 *x

gl: Grados de libertad p.ajs; valor p ajustado **, ****: p<0,05; NS: No significativo

= Cremade panela (CP) vs crema de caléndula (CC) vs vehiculo (CSP).

Tabla C-8. ANOVA de dos vias de medidas repetidas para crema de panela (CP), crema
de caléndula (CC) y vehiculo (CSP).

Efecto gln* gld* Valor F Valor p p<0,05
Dias 1,07 5,34 155,909 3,44e05 *
Tratamiento 2,00 10,00 4,427 0,042 *
Dias: tratamiento 6,00 30,00 2,387 0,053 NS

gln*: Grados de libertad numerador; gld*: Grados de libertad denominador; *: p<0,05; NS: no significativo

Tabla C-9. Comparaciones por pares entre grupos de tratamiento CP, CC, CSP.

Grupo 1 Grupo 2 Estadistico gl p.ajs. p.ajs. significativo
CsSP CP -4,12 23 0,001 *
CSP CcC -0,254 23 1 NS
CP cC 2,68 23 0,04 *

gl: Grados de libertad p.ajs; valor p ajustado *, **, ***: p<0,05; NS: No significativo
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Tabla C-10. Comparaciones por pares entre puntos de tiempo CP, CC, CSP.

Grupo 1 Grupo 2 Estadistico al p.ajs. p.ajs. significativo
(Dia) (Dia)
3 6 -5,71 17 1,54e04 il
3 9 -13,7 17 7,440 s
3 12 -14,4 17 3,569¢e10 il
6 9 -9,37 17 2,38e%7 il
6 12 -10,1 17 7,508 il
9 12 -6,50 17 3,285 il

gl: Grados de libertad p.ajs; valor p ajustado *, **, ***: p<0,05; NS: No significativo



D. Anexo: Carta de aval del proyecto
por parte del Comité de Etica de la
Facultad de Ciencias y Resolucion de
acreditacion de sus integrantes

En el presente Anexo, se incluyen la Carta de Aval para la realizacion de los ensayos in
vivo del presente estudio por parte del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias en la
reunién realizada el 02 de mayo de 2022 mediante Acta 05 de 2022, asi como la
Resolucion No. 28 de 2022 de la acreditacion de los integrantes que conforman el Comité
Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias de la Sede Bogota de la Universidad
Nacional de Colombia.
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Carta de aval:

FACULTAD DE CIENCIAS 2% UNIVERSIDAD
COMITE DE ETICA i ‘£ NACIONAL

. 14% DE COLOMBIA
a iy EDEBOGOTA

Bogota, mayo 03 de 2022

Profesor{a)
¥olima Baena Aristizabal
Crepartamento de Famacia

Respetado{a) Profesor(a):

Atentamente le comunico que el Comité de Efica de |a Facultad de Ciencias, en reunion realizada e
dia 02 de mayo de 2022 (Acta 05-2022), evalud aspecios eticos del proyecto presentado por usted.
Como resultado de esta revision, el Comite considera que el proyecto cumple con los aspecios éficos
basicos. Para los fines pertinentes, se franscriben las observaciones y el concepto final.

Proyecto I Investigadores — Grupos — Dependencias § Observaciones.
Proyecto 5. Contribucion al desamcolle de una formulacion topica a base de panela con posible actividad
cicatrizante.

Responsables. Yolima Baena  Aristizabal (Dieciora de Tesis, Gmupo de
Imvestigacion en Tecnologia de Productos Maturales — TECPFROMA)L Laura Alsjandra Martinez
Contreras (Tesista de Maestria en Ciencias Farmaceéuticas).

Objetivo del estudio. En este proyecio se contempla evaluar la actividad cicainzanfe de una crema
topica de panels desarrollada a fraves de wn disenio estadistico experimenisl, en modelos in vivo de
herida por escision en piel de rafas Wisiar.

Los principales aspectos éticos, legales y ambientales a tener en cuenta por los mwestigadores
estan relacionados con:

1.Protocolos de bioseguridad. Buenas Practicas de Laboratorio (BFL) y sistema institucional de

gestion ambiental - SGA (disposicion de residucs quimicos y bickogicos). El acceso a espacios fisicos del
campus UMAL debera acogerse a protocolos de bioseguridad ajustados por la coyuntura actual de

la pandemia por COVID-19.

2.Guias y pautas normativas.

Los investigadores declaran: “Los ensayos se realizaran empleands amimales de expenimentacion
crados y manfenidos del Bicfero del Departamenfo de Farmacia de la Universidad Naciona! de
Colombiz.

Se asume & compromise de reducir en Jo posible fas molestias y el dolor al
animal, empleando wn disefic experimenfsl spropiade gQue reduzea &l minimo el
numerc de ammales 3 uiilizar, y gque garanfice igualmende I3 waldezr de fos
resuifados. Ademas, ef personal parficipande estars  debidamentes  enfrenado en &l
cuidsde ¥y wso de animales de lshoraforio. Los animales se alolaran por  grupos,
bajo  condiciones esfandar de foloperiodo (12 horas  uz2  horas  oscunidad),
temperafura p  humedad, con  accese  ad  Dbiwm &l agua  y  almenfo
FPor ofro lade, Jos ensayos se Devaran & cabo feniende en cwenfa los  principios
eficos en e manejo de amimales de I[sboraloro, consignados em la Ley B4 de 1389,
en Izs “Nomas Cienfficas, Teécnicas y Adminisirafves pars I3 Invesiigacion  en
Salwd™ estsblecidas en 3  Resclucion No. 008430 de 1393 del Minisferio de
Sald; y considerando 135 recomendaciones Memas de |3 Universidad  Nacional de
Colombia y del Bioferio del Depar’tame-.nfn de Fammacia, relatvas al mangio ¥ cuidado del
animal de experimentacion. La d.'.spualem de los residuos bioldgicos se harda de acuerdo
con los profocolos de resgo  bioldgico  establecidos en Ja  Universidad Nacional de
Colombiz.
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FACULTAD DE CIENCIAS  ~™% UNIVERSIDAD
COMITE DE ETICA s NACIONAL

v T DE COLOMBIA

WSy SEDEBOGOTA

Asi mismo, se buscara respefar los indereses dlicos, juridicos y socisles de fodos Jos
involucrados, en parficular las personas que residen an la zona de ongen de [z5 planias.
En lo cual inciuiremos los pemmisos cowmespondienfes de matensl vegefal pam  esfudic
cienfifico, que permitan un uso racional de esta especie”.

3.Propiedad intelectual (proteccion de kos desammollos ¥ cumplimients de nommativas). Acuerdo 035
de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Macional de Colombia (Reglamento sobre
Propiedad Intelectual UNAL) v Resolucion RiG 032 de 2012 - Rectoria UN (Propiedad Intelectual en
proyecios de Extension UMAL)L

Concepto: Proyecto Avalado. La vigencia del presente aval sera la comespondiente al cronograma
presentado en |a propuesta de inwestigacion.

El CEl tuwo acceso a los siguientes documentos: Proyvecto de Investigacion conteniendo las
consideraciones éticas.

Yazmin Yaneth Agamez Pertuz
Integrante del Comite de Etica ™

"} Apto Administrativo. REsoiucion Mo 25 de 2002 Secretaria Faculad de Clenclas (Acka 15 del 7 de abel de 2022, Consefo
Facukad de Clenclias) %Por iz cual 52 achalza @ acrediacidn de jos infegranies que ooaforman el Comid Permanenis oe
Etica de la Facuitad de Clencias de la Sede Bogotd de o Universidiad Macional de Colomida para ef periodo insitucional,
comprenoido entre &l 20 de abn¥ gel aflo 2022 v el 10 d= abnl def afo 2024,
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Resoluciéon No. 28 de 2022

URIVERSIDA

MACIOMAL
JOE COLOMEIA
Secretara Facultad de Ciencias
Sede Bogota

RESOLUCION No. 28 DE 2022

{Acta 15 del 7 de abril de 2022 del Consejo de
Facultad}

“Por la cual se actualiza la acreditacion de los infegrantes que conforman ef Gomite
Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias de la Sede Bogota de Ia
Universidad Nacional de Colombia para ef periodo institucional, comprendido enire
&l 20 de sbni del ano 2022 y i 19 de abnil def ano 2024~

LA SECRETARIA DE LA FACULTAD
En usa de sus atribuciones legales y,

CONSIDERANDO:

1. Cue Mediante Acuerdo 024 de 2009 del Consejo Supenor Universitanio se
modifica la esiruciura y organizacion de la Facultad de Ciencias, Sede
Bogota

2. Que Seqgun el articule 40 del Acuerdo 011 de 2005 del Consejo Superior
Universitario, es competencia de la Secretaria de la Facultsd screditar
medianie resclucion previo cumplimiento de los reguisitos legales y
estatutarios, a los miembros elegidos v designados del Consejo de Facultad
y demas cuerpos colegiados de ella, conforme a las nomas y reglamentos
de la Universidad.

3. (Cue medianie Acta No. 15 del 7 de abril de 2022, el Consejo de la Facultad
de Ciencias de la Sede Bogota aprobo la modificacion de la Resolucion Mo
023 de 2020 de la Secretaria de la Facultad de Ciendas y la actualizacion de
la acreditacion de los miembros que conforman el Comité Permanente de
Etica de la Facultad de Ciencas de la Universidad Madional de Colombia
Sede Bogota, para el periodo institucional comprendido entre & 20 de abril
del afic 2022 v el 19 de abril de 2024, tomando en consideracion |a solicitud
presentada mediante comeo electronico remitido a la Secretaria el 1 de abril
de 2022, por parte del Coordinador del Comité de Etica. por cuanto finalzs
&l pericdo institucional 2020-2022.

Clue en merto de lo anterior,
RESUELVE:

ARTICULOD 1: Actualizar la acreditacion de los integrantes que conforman el Gomits
Permanente de Efica de la Facultad de Ciencias de la Sede Bogola de la Universidad
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Nacional de Colombia para el pericdo institucional, comprendido entre el 20 de abril
ded afio 2022 y el 19 de abril del afic 2024.7, asi:

Prof.Alia Rodriguez Villate Departamento de Biclogia
Prof. Edilberto Cepeda Cuervo Departamento de Estadistica
Prof. Anderson Dussan Cuenca Departamenio de Fisica
Prof. Mivea Cristina Garzon Gomez Departaments de Geociencias
Prof. Agustin Moreno Canadas Departaments de Matematicas
Prof. Yazmin Yaneth Agamez Pertuz Departamento de Quimica
Prof. Clara Inés Oroeco Parde Imstituto de Ciencias Maturales
Prof. Santiago Vargas Dominguez Observatonio Astrondmico
Macicnal
Prof. Lus Femando Ospima Giraldo — Cepartaments de Farmacia
Coordinador

ARTICULO 2. CALIDADES. Los miembros del Comité Permanente de ética de la
Facultad de Ciencias deberan ser profesores de planta, con trayectoria academics
recanocida, con experiencia yo paricipacion en reflaxdonas sobre el tema de la
Etica. Podran participar profesores pensionados de la Universidad.

ARTICULD 3. FUMCIOMES. Las funciones y calidades da los miembros del Comits
Permanents de Efica de la Facultsd de Ciencias de la Sede Bogota, fusron
reglamentadas orginalmente en la Resclucion Mo, 074 de 2010 del Consejo de |a
Faculiad de Ciencias en su sesion Mo, 07, ast:

1.

Formular criterios &ticos institucionales, a partir de los principios y de las normias
ded nivel nacional e intermacional.

Pronunciarse sobre la viabilidad y los demas aspectos eticos de proyectos de
investigacion sometidos a consideracion, especialments con seres vivos o
materales procedentes de los mismos, cuando sea consultado por las diferentes
instancias de la Facultad de Ciencias de la Sede Bogota

Asesorar la toma de decisiones relacionadas con aspecios eticos de la
investigacion.
Rendir informes de actividades solicitados por la Direccion de la Facultad de

Ciencias.

Las demas que senalen la Ley, los Estatutos, los Reglamentos y Disposiciones
especiales de los drganos competentes nacionales v de la Universidad Madonal
de Colombia

Liderar en la Faculiad de Ciencias la reflexion sobre |a ética como pante de las
busnas practicas n la investigacion.

ARTICULO 4. REUNIONES. El Comité Permanente de Etica de |a Facultad de
Ciencias, == reunira periddicamente, por convocstona del Secretario, nombrado

Fagina 273]

Universidad
de Colombia
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SECRETARIA FACULTAD DE CIENGIAS SEDE BOGOTA | RESOLUGION N° 28 DE
2022

enfre los mismos miembros del Comité, o por solicitud formulada y motivada por
parie de cualquiera de los miembros del Comits.

PARAGRAFO 1. La fecha, hora y sitic de las reuniones seran fijados por el
Secretano del Comité.

PARAGRAFO 2. De todas las sesiones quedara constancia escrita en un acia
numerada que elaborara el Secrefario del Comite para ser enviada a la Secrefaria
de la Facultad de Ciencias.

PARAGRAFOD 3. Las decisiones del Comité serin de caricier consensual.

ARTICULO 5. VIGENCIA. La presente Resolucidn entrard en vigendia a partir de su
fecha de expedicion.

COMUNIQUESE Y CUMPLASE

Dada en Bogota D.C., a los diecinueve [19) dias del mes de abril de dos mil
veintidés (2022).

e

Prof. HELBER DE JESUS BARBOSA BARBSA
Secretanio Facultad de Ciencias Sede Bogota

Mar't Margarts Pinesn Mirouar
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