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Actividad cicatrizante de la crema elaborada a base de la harina de Eisenia
foetida “lombriz californiana” en modelo animal. Ayacucho - 2010.

AUTOR  : Bach. Edith LAUPA ROMAN

ASESORES: Mg. QF. José M., DIEZ MACAVILCA, Marco R., ARONES
JARA, QF. Juan C. PANIAGUA SEGOVIA y Biga. Edna LEON
PALOMINO

RESUMEN

En la presente investigacion fue evaluado el efecto cicatrizante de la harina de
la Eisenia foetida; en forma de crema, mediante el método tensométrico. Se
utiizaron ratones albinos machos de la cepa Blalb de 25 a 30 g y como
tratamiento crema de 1%, 2%, 4%, 8%, p/p de harina; comparando los
resultados con el grupo control (crema base) y con el grupo tratado con un
medicamento comercial.

Esta investigacion se realizé durante los meses de enero a junio del 2010, en
los laboratorios de Bromatologia y Nutricién, en el Centro de Desarrollo,
Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos y en el
laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga.

La harina de Eisenia foetida presenta un color marron, olor caracteristico, es
poco soluble en agua, tiene un pH neutro. Un 59.5% de proteina totales, 11.5%
de humedad, 7.3% de cenizas totales 11.1% de grasas.

Las cremas elaboradas a base de la harina de Eisenia foetida cumplen con las
especificaciones descritas por el procedimiento de la operacién estandar de los
Laboratorios Farmacéuticos Markos, una alta extensibilidad , crema de 1% con
52.82 cm* de 2% con 49.02 cm® de 4% con44.18 cm? de 8% con 40.72 cm*
Las cremas se clasifican como no irritantes.

Los datos se analizaron mediante el andlisis de varianza y la prueba de tukey
se obtuvo mayor efecto cicatrizante con la crema al 4% que presenta un valor
de significancia de (p=3.66E-12) es decir existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre los tratamientos a un nivel de confianza del 95%.

Palabras clave: Harina de lombriz, Eisenia foetida, efecto cicatrizante.



. INTRODUCCION

La zooterapia es un area de la medicina tradicional, muchas de las culturas de
la humanidad usan preparaciones obtenidas de animales. De la lombriz de
tierra se han extraido diversas sustancias que han mostrado tener efecto sobre
sus propios 6rganos y sobre diversos tejidos de ofros organismos (Rodriguez y
Castillo, 2009).

Uno de los compuestos encontrados denominado glicoproteina G-90 posee
propiedades anticoagulantes, antioxidantes y retarda el crecimiento de lineas
tumorales en ratones (Hrzenjak y col., 1992).

Ademas un péptido pequefio con propiedades antibacterianas denominado
OEP3121 ha sido purificado a partir del fluido celémico (Liu y col., 2004).
En la industria farmacéutica se han utiizado las lombrices para preparar
sustancias medicinales para calmar la debilidad post parto, sintomas del
reumatismo, tos croénica, diarrea y también se habria usado como antipirético y
antibiético. Asi mismo se reporta que a nivel industrial se han elaborado,
antidotos y constrictores de vasos sanguineos (Sharma y col., 2005).

La actividad cicatrizante ha sido atribuida a la glicoproteina G-90 que posee
propiedades antibacterianas, estimula y aumenta los factores de crecimiento

en la piel (Popovic y col., 2005). (Grdisa y col., 2004).



En la formulacion de un vehiculo para la aplicacion topica de drogas deben
considerarse varios factores. La estabilidad de la droga, el uso especifico
del producto, sitio de aplicacion y el tipo de producto deben ser combinados
en una forma farmacéutica que libere faciimente la droga cuando sea puesto en
contacto con la piel. Ademas, las caracteristicas de liberacion del vehiculo
dependen de las propiedades fisicoquimicas de la droga especifica que se va a -
aplicar en la piel (Genaro, 2003).

En la actualidad no hay estudios ni evidencias de cremas elaboradas de harina
de lombriz Eisenia foelida y que tengan un efecto cicatrizante, motivo por el
cual se realizd el presente estudio.

La forma farmacéutica semisédlida elaborada a base de la harina de Eisenia
foetida, debe servir como una alternativa medicamentosa para el tratamiento en

la cicatrizacion. Para lo cual se plantearon los siguientes objetivos.

# Determinar la actividad cicatrizante de la crema elaborada con diferentes
concentraciones de la harina de Eisenia foefida “lombriz californiana” por
el método de Howes.

# Determinar los parametros fisico-quimicos y bioquimicos de la harina de
Eisenia foetida.

# Determinar los parametros fisico-quimicos de la crema de harina de
Eisenia foetida.

# Determinar la concentracion optima del efecto cicatrizante de la crema de

Eisenia foetida.



Il. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES
Desde tiempos muy antiguos se conoce los beneficios de las lombrices.
Los primeros en descubrir sus bondades fueron los sumerios hace
aproximadamente 3.000 afios (Garcia, 2005).
La Eisenia foetida es un invertebrado del phylum anélida y cuyas propiedades
medicinales en varios remedios datan del afio 1340 d.C. En las ultimas
décadas se ha usado su fluido celomico como una nueva fuente de
compuestos bioldgicamente activos (Hrzenjak y col,, 1992).
Segovia (1997) realizéd un trabajo de investigacion sobre la obtencién y
caracterizacion de 1a harina de lombriz Eisenia foetida para consumo humano,
en el que se reporté un valor mas aito de proteinas en base seca (73,45% b/s).
Vielma y col., (2003) determinaron el contenido de aminoacidos en la harina de
Eisenia foetida. Concluyendo que la harina de lombriz se caracteriza por un
contenido de aminoacidos esenciales representativos como: fenilalanina,
leucina, isoleucina, metionina, lisina y valina mayor del 3% del p/p y otros
aminoacidos.
Popovic y col., (2005) realizaron estudios de la glicolipoproteina denominada
G-90, que fue aislada de la Eijsenia foetida, el cual exhibid actividad

antibacterial.



Cayupi y col, (2008) realizaron un trabajo de investigacion sobre la
actividad angiogénica de la lombriz Eisenia foetida, concluyendo que tiene una
actividad antiangiogénica, tal sustancia podria utilizarse para tratar
patologias donde el proceso angiogénico se encuentra aumentado tales
como cancer o artritis reumatoide.

2.2. Eisenia foetida

2.2.1. CLASIFICACION TAXONOMICA

La Eisenia foetida “Lombriz Californiana“, tiene ia siguiente taxonomia

sistematica.

REINO : Animalia
TIPO : Anélida
CLASE : Oligogueta
FAMILIA : Lumbricidae

GENERO : Eisenia

ESPECIE : Eisenia foetida

N.C : “lombriz californiana*

FUENTE: Constancia emitida por el Laboratorio de Zoologia del Area de
Recursos Naturales y Ecologia, Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga.

2.2.2. ASPECTOS GENERALES DE LA Eisenia foetida

2.2.21. PRINCIPALES  CARACTERISTICAS = MORFOLOGICAS Y
FISIOLOGICAS DE LA LOMBRIZ (Eisenia foetida).

Anélido de clase oligogueta que tiene un cuerpo cilindrico segmentado,
alargado y con simetria bilateral, alcanza una longitud de hasta 7-8 cm. Su
cuerpo esta segmentado transversamente y esta formado por metameros,
cuya prolongacion interior son unos tabiques de tejido conjuntivo denominados

septos, todo su cuerpo esta cubierto por cuticula que es una capa protectora



transparente himeda y flexible, gracias a unas glandulas unicelulares que se
segregan mucus, a través de los poros que tiene la epidermis situada debajo
de la cuticula. En contacto con la epidermis estan primero los musculos
circulares después los longitudinales y finalmente el peritoneo, el interior de la
lombriz estd definido por la cavidad celdmica que esta llena de liquido
celomatico.

Este liquido permite actuar a la cavidad celémica como esqueleto hidrostatico,
el liquido puede salir al exterior por unos poros que tienen los septos y el
dorso de la lombriz (Buxade, 1997).

Celoma.- En las lombrices contiene un liquido con propiedades bactericidas,
que puede bafiar el dorso de los animales cuando sale al exterior por los poros
(Aguirre, 2000).

Su sistema locomotor estd formado por quetas (pequefios apéndices que
sustituyen a unas extremidades inexistentes), de naturaleza quitinosa, la
lombriz se mueve mediante movimientos peristalticos. La lombriz chupa la
comida gracias a una especie de labio, el prostomio; también posee faringe,
eséfago, proventriculo, buche molleja y ano (Buxade, 1997).

Caracteristicas como el no sangrar al producirse un corte de su cuerpo y ser
totalmente inmune al medio contaminado en el cual vive, como asi mismo la
alta capacidad de regeneracion de sus tejidos cuando son segmentados o
sufren algun dafio, son motivo de investigaciones para ser aplicados en el ser
humano (Rodriguez, 2005).

Otro aspecto de interés en los anélidos es el potencial de cicatrizar
tejidos heridos y a su vez reponer partes completas que han sido eliminadas.

Este fendmeno esta relacionado con respuestas inmunes mediadas por las
células que a suvez son funciones relacionadas con la actividad

macrofagica de heridas (Ville y Roch, 1995).



Su capacidad inmune reside en el fluido celdmico y esta conformada por un
conjunto de elementps funcionales no especificos, humorales y mediados por
células (Goven Col., 1994).

2.2.2.2. CARNE Y HARINA DE LOMBRIZ

La carne de lombriz se define como el producto obtenido después del
sacrificio purga y lavado cuidadoso de las lombrices frescas. La harina de
lombriz es el producto seco y molido obtenido de la camne de lombriz desecada,
es de color amarillento. Es necesario de 8- 10 kg para obtener un kilogramo de
harina (Rodriguez, 2005).

CUADRO N° 01: Componentes quimicos de la harina de Eisenia foetida

“lombriz californiana”.

inoaci % Vitaminas
srangdos ’ mg Min:r:les y mg
Alanina 5.53 Vit A(retinol/caroteno) | Vest.*
Arginina 6.51 VitB1 (tianina) 16.0
Ac. Aspartico 11.60 VitB3(niacina) 36.0
Cisteina 1.83 Vit.B12(cobalamina) 6.0
Ac. Glutamico [ 14.20 Vit. B6(piridoxina) 6.0
Glicina 5.00 Biotina(Vit.H) 320
Histidina 257 Acido aminobenzoico | 30.0
Isoleucina 469 Acido pantenoico 10.3
Leucina 7.59 Acido félico 2.1
Lisina 7.56 | Colina (complejo B) |275.0
Metionina 2.20 Inositol (complejo B) |350.0
Fenilalanina 4.01 Acido lipoico Vest. *
Prolina 5.30 VitD Vest. *
Serina 5.03 Hierro 27
Triptéfano 1.40 Selenio Vest. *
Treonina 5.20 Cromo Vest, *
Tirosina 2.97 Calcio 1.87
Valina 5.00 Fosforo 1.16

Fuente (Barbado, 2003).

e Vestigios=<a 0.14 mg.



2.2.2.3. USOS DE LA Eisenia foetida

La Eisenia foetida se usa como; alimento de animales como truchas y polios,
algunos paises como China, Japdn, Filipinas, Taiwan etc. La han
incorporado al consumo humano como fuente de aminoacidos y proteinas, se
puede extraer productos base para fa industria farmacéutica ademas del
colageno. A partir del liquido celomatico, se ha producido antibidticos de uso
humano para combatir entre otras cosas enfermedades como el tifus
(Vielma y col., 2003).

En la industria farmacéutica: Se han utilizado las lombrices para preparar
sustancias medicinales para calmar fa debilidad post parto, sintomas del
reumatismo, tos crénica, diarrea y también se habria usado como antipirético y
antibidtico. Asi mismo se reporta que a nivel industrial se han elaborado,
antidotos y constrictores de vasos sanguineos (Sharma y col., 2005).

Se obtuvo de la Eisenia foetida, un producto denominado glicolipoproteina
(G-90), el cual tiene una actividad antibacterial sobre las bacterias patdgenas
facultativas, lo que podria ser un hallazgo importante de interés en el campo de
la medicina veterinaria y humana (Popovic y col., 2005).

La dlicolipoproteina (G-90) activa vias de transduccidon de sefales,
involucrados en la regeneracion y reparacion lo que lleva a la cicatrizacién de fa
herida (Grdisa y col., 2004).

2.3. PROTEINAS Y AMINOACIDOS

2.3.1. PROTEINAS.- Las proteinas son biomoléculas formadas basicamente
por carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno. Pueden ademas contener azufre
y en algunos tipos de proteinas, fosforo, hierro, magnesio y cobre entre otros
elementos (Riedel, 2002).

La principal funcion de las proteinas es la de construccion, reparacién de los

tejidos y la sintesis de hormonas, enzimas y otros compuestos del organismo



(Williams, 2002).

2.3.2. AMINOACIDOS.- Son ias subunidades que forman las proteinas,
cada aminoacido posee por lo menos un grupo funcional amino (basico) y un
grupo carboxilo (acido funcional) y difiere de otros aminoacidos por la
composicion de su grupo R (Riedel, 2002).

AMINOACIDOS RELACIONADOS CON LA CONSTRUCCION Y
REPARACION DE TEJIDOS

AMINOACIDOS NO ESENCIALES:

Entre los aminoacidos que estan implicados en la reparacion y regeneracion de
tejidos tenemos:

A la histamina, que en combinacion con la hormona de crecimiento y aigunos
aminoacidos asociados, contribuyen al crecimiento y reparacion de los tejidos
con un papel especificamente relacionado con el sistema cardiovascular, la
prolina esta involucrada también en la produccién de colageno y tiene gran
importancia en la reparacion y mantenimiento del muisculo y huesos
(Michel, 2001).

AMINOACIDOS ESENCIALES

Dentro de los aminoacidos esenciales podemos mencionar a ia isoleucina que
junto con la L-Leucina y la hormona del crecimiento interviene en la formacion y
reparacion del tejido muscular. La lisina es uno de los mas importantes
aminoacidos porque, en asociacion con varios aminoacidos mas, interviene en
diversas funciones, incluyendo el crecimiento, reparacion de tejidos,
anticuerpos del sistema inmunoldgico y sintesis de hormonas. La metionina
colabora en la sintesis de proteinas y constituye el principal limitante en las
proteinas de la dieta. La fenilalanina Interviene en la produccion del colageno,
fundamentaimente en la estructura de la piel y el tejido conectivo, y también en

la formacion de diversas neurohormonas. La valina estimula el crecimiento y



reparacion de los tejidos, el mantenimiento de diversos sistemas y balance de
nitrégeno (Michel, 2001).

2.4. GLICOLIPOPROTEINA (G-90)- La glicoproteina G-90 es una mezcla
macromolecular, obtenida del tejido homogenizado de |a lombriz Eisenia
foetida. Esta mezcla macromolecular tiene numerosas actividades bioldgicas
tales como mitogénica, anticoagulante, fibrinolitica, bacteriostatica y
antioxidante, la G-90 estimula la sintesis de los factores de crecimiento, lo que
provoca el aumento de la proliferacion <;elular (Grdisa y col., 2004).

2.5. FISIOLOGIA DE LA PIEL

La piel protege al cuerpo frente al medio ambiente y evita las perdidas
excesivas de proteinas, electrolitos, agua y calor. Es uno de los 6rganos mas
voluminosos, tiene un drea de unos 1.8 m? y constituye el 16% del peso
corporal. Estda formada por la epidermis, la dermis, y la hipodermis
(Curtis, 1998).

2.5.1. LA EPIDERMIS

Es un epitelio pavimentoso y estratificado, en ella se encuentran cuatro tipos de
células: queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel
(Duce, 2004).

CAPAS O ESTRATOS DE LA PIEL:

a. ESTRATO BASAL.- El estrato basal o germinal conforma la capa celular
mas profunda de la epidermis. Esta compuesto por queratinocitos cilindricos, el
principal papel es el de regenerar la epidermis.

b. ESTRATO ESPINOSO.- El estrato espinoso contiene hasta seis capas de
céllas estructuradas de manera irregular, las cuales sintetizan queratina y
presentan una actividad mitética minima.

¢. ESTRATO GRANULOSO.- La comificacion paulatina comienza en el

estrato granuloso, el estrato granuloso puede abarcar hasta tres capas de



células planas, en las cuales se pueden observar densos granulos de
queratohialina.

d. ESTRATO LUCIDO.- Estd constitudo por dos capas de células sin
nucleo ricas en eleidina (sustancia lipidica) y queratinizadas.

e. ESTRATO CORNEO.- Esta formado por células queratinizadas y
desprovistas de nicleo, que se denominan corneocitos.

25.2. LA DERMIS.- Es un tejido conjuntivo vascularizado y con
abundantes terminaciones nerviosas.

2.5.3. LA HIPODERMIS.- La hipodermis representa el estrato mas profundo
de la capa corporal exterior, estd compuesto por tejido conjuntivo laxo
(Duce, 2004).

2.6. HERIDAS

Las heridas son traumatismos mecanicos abiertos, es decir; en los que no
existe solucion de continuidad de la piel (Lewis y col., 2004).

2.6.1.CICATRIZ

Es una masa de colageno que se produce cuando no es posible reparar la
necrosis de células parenquimatosas por regeneracion. Si se destruyen las
células hasta la capa basal de la dermis o epidermis sucede una reparacion
con formacion de cicatriz (Duce, 2004).

FASES DE LA CICATRIZACION:

. FASE INFLAMATORIA

Durante la fase inflamatoria ocurre un proceso de coagulacion que detiene
la pérdida de sangre (hemostasis), ademas se liberan varios factores para
atraer células que fagociten residuos, bacterias, tejido dafiado y liberen factores
que inicien la fase proliferativa de la cicatrizacion de heridas (Stadelman, 1998).
a. Cascada de coagulacién.- La sangre toma contacto con el colageno, lo que

provoca que las plaquetas de la sangre comiencen a secretar factores

10



inflamatorios. La fibrina y la fibronectina se enlazan y forman una red o tap6n
que atrapa proteinas y particulas evitando la pérdida de sangre. Este tapdn de
fibrina-fibronectina constituye el principal soporte estructural de la herida hasta
que se deposite el colageno. El coagulo es eventuaimente degradado por
lisinas y reemplazado por tejido granular y posteriormente por colageno.

b. Plaquetas.- Son fragmentos de células que intervienen en el proceso de
coagulacién, confluyen en e mayor numero al producirse una herida y liberan
una serie de sustancias en la sangre, incluidas proteinas, citoquinas y factores
de crecimiento, también liberan factores que favorecen la inflamacion como
son: serotonina, bradiquinina, prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxano e
histamina; que aumentan la velocidad de la migracién de células hacia la zona,
favorecen a los vasos sanguineos en el proceso de dilatacién y aumento de
porosidad (Stadelman, 1998).

¢. Vasoconstriccion y vasodilatacion.- iInmediatamente al dafio de un vaso
sanguineo, las membranas celulares dafiadas liberan factores inflamatorios
tales como tromboxanos y prostaglandinas, estos hacen que el vaso se
contraiga. Esta vasoconstriccion dura de 5 a 10 minutos, seguida por una etapa
de vasodilataciéon. El principal factor que desencadena la vasodilatacion es la
histamina (Stadelman, 1998).

d. Leucocitos polimorfonucleares.- Al cabo de una hora de haberse
producido la herida, los leucocitos polimorfonucleares o granulocitos llegan a
esta y se convierten en las células mas abundantes en la zona de la herida
durante los proximos tres dias. Las fibronectinas, los factores de crecimiento y
sustancias tales como neuropéptidos y quininas son los que lo atraen a la
herida. Los granulocitos fagocitan los residuos y bacterias (Stadelman, 1998).
e. Macréfagos.- Son células con funcién fagocitaria, dos dias de producida la

herida, los macréfagos son mas abundantes en la zona de herida. Los

11



monocitos del torrente sanguineo son atraidos a la zona de la herida por los
factores de crecimientos liberados por las plaquetas y otras células.

Una vez en la zona de la herida, los monocitos maduran y se transforman en
macréfagos, que es la principal célula responsable de limpiar la zona de
bacterias y residuos (Stadeiman, 1998).

l. FASE PROLIFERATIVA

Luego de transcurridos de dos a tres dias desde la ocurrencia de la herida,
comienza la afluencia de los fibroblastos en Ia cicatriz, marcan el comienzo de
la fase proliferativa atin antes de que la fase inflamatoria haya concluido. Al
igual que las otras fases de cicatrizacion los pasos en la fase proiiferativa no
tiene lugar en forma sucesiva sino que los mismos ocurren simultaneamente

a. Angiogénesis.- También Illamado neovascularzacion tiene lugar
simuitaneamente con la proliferacion de fibroblastos, cuando las células
endoteliales migran hacia la zona de la herida (Stadeiman, 1998).

b. Fibroplasia y formacion de tejido granular.- En forma simuitanea con la
angiogénesis, comienza la acumulacién de fibroblastos dos a cinco dias
después de la herida. Asi, el final de ia primera semana, los fibrobiastos son las
células que se presentan con mayor abundancia en la cicatriz.

La fibroplasia finaliza luego de unas dos a cuatro semanas luego de ocurrida
esta (Stadeiman, 1998).

c. Epitelializacion.- La creacion de tejido granular en una herida abierta
permite que se desarrolle la fase de reepiteliazacion, durante la cual las células
migran a través del nuevo tejido para crear una barrera entre la herida y el
medio ambiente, queratinocitos basales provenientes de los margenes de ia
herida y apéndices dérmicos tales como foliculos pilosos, glanduias
sudoriparas y glandulas sebaceas son las principales céiulas responsables de

la fase de epitelizacion de la cicatriz de la herida (Stadelman, 1998).
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d. Contraccion.- El inicio de la contraccion coincide con la sintesis de
colageno, se intensjfica en los siguientes 12 a 15 dias aunque puede tener
mayor duracion en las heridas que persisten abiertas.

Durante la contraccion los bordes de la herida tienen un  movimiento
centripeto, dirigido hacia el centro de la herida (Arias y col., 1999).

lll. FASE DE MADURACION REMODELACION

Cuando se igualen a los niveles de produccion y degradacion de colageno, se
dice que ha comenzado la fase de reparacion del tejido. La fase de maduracion
puede durar un afo o mas, dependiendo del tamafio de la herida y si
inicialmente se la cerr6 o se la dejo abierta. Durante la maduracién se degrada
el colageno de tipo i, que era el que prevalecia durante la proliferacion, y en
su lugar se deposita el colageno de tipo |, el proceso de cicatrizacion puede
evolucionar de forma indebida, a una herida cronica tales como una Ulcera
venosa o una cicatriz patolégica como por ejemplo una lesion queloide
(Stadelmann, 1998).

2.7. CREMAS:

Los sistemas semisélidos satisfacen una exigencia de las preparaciones de
aplicacion topica, ya que, en general, poseen buena adherencia, lo que hace
que permanezcan sobre la superficie de aplicaciéon por un tiempo razonable
hasta que se elimine por lavado (Vila, 2001).

Las cremas son emulsiones semisdlidas para aplicacion externa, estan
constituidas por dos fases una lipéfila y otra acuosa.

2.7.1. Clasificacion:

Hidréfilas (Emulsion aceite en agua (o/w))

En casos de piel normal o presencia de ligera resequedad se recomienda
el uso de una emulsion de O/W ya que las gotitas oleosas de la preparacion se

sittan dentro de la fase acuosa, se absorben rapidamente en la piel sin dejar

13



un rastro oleoso, la parte acuosa se evapora generando un efecto refrescante,
la fase oleosa engrasa la piel y son sélo levemente oclusivas.
Hidr6fobas (Emulsion agua en aceite (w/o)
En casos de piel seca o dermatosis cronica se recomienda el uso de
emulsiones de este tipo. La fase interna consiste en gotitas de agua rodeadas
por la fase oleosa, no se absorben con tanta rapidez en la piel, tienen un efecto
oclusivo que reduce la pérdida transepidérmica de agua en la piel
(Aulton, 2004).
2.7.2. CARACTERISTICAS DE LOS EXIPIENTES
Las caracteristicas que deben de reunir los excipientes son:
¢ Buena tolerancia (no irritacién).
¢ Inercia frente al principio activo.
e Estabilidad frente a factores ambientales para garantizar su
conservacion.
* Consistencia conveniente para que su extension sobre la piel sea facil y
puedan dispersarse en tubos.
¢ En casos especiales (pomadas oftdimicas o las que se aplican sobre
heridas abiertas) deben ser estériles.
o Ceder adecuadamente el principio activo.
o Caracteres organolépticos agradables (olor, texturas, color).
+ Capacidad para incorporar sustancias solubles en agua o aceite.
e Capacidad para actuar en piel grasa o seca.
o Facilidad para transferir rapidamente a la piel las sustancias activas.

* No deshidratar, ni engrasar la piel (Aulton, 2004).
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.  MATERIALES Y METODOS
3.1. UBICACION
El trabajo de investigacion se realiz6 en el laboratorio de Bromatologia y
Nutricion de la Escuela de Formacion Profesional de Biologia; en el laboratorio
de Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de Medicamentos
(CEDACMEF) de la Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y
Bioquimica de la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga, durante los meses de enero a junio del 2010.
3.2. MATERIALES
3.2.1.POBLACION
Esta constituida por lombrices de la especie Eisenia foetida, del Programa de
Pastos y Ganaderia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga en el departamento de Ayacucho.
3.2.2. MUESTRA
Esta constituida por 2 Kg de Eisenia foetida en estado adulto (3 meses) con
una longitud y peso promedio de 85 cm y 0,45 g respectivamente, las
muestras se tomaron al azar teniendo en cuenta las lombrices en buenas
condiciones y estado de madurez a mediados del mes de enero.
3.2.3. MATERIAL BIOLOGICO

Esta constituido por 42 “ratones albinos” de un solo sexo (machos), de 25
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a 30 g de 1,5 meses de edad, en buenas condiciones de salud, con
alimentaciéon y agua at libitum, proporcionados por el Instituto Nacional de
Salud de Lima.

3.3. METODOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.3.1. RECOLECCION, LIMPIEZA, SECADO Y OBTENCION DE LA HARINA

DE Eisenia foetida

Las lombrices Eisenia foetida fueron recolectadas al azar y procesadas de la

siguiente manera: |

1. Se separaron las lombrices del estiércol y se colocaron sobre una ralla
metalica.

Por debajo de la cual se dispuso un recipiente con agua donde se
recogieron las lombrices que abandonan el sustrato.

2. Se lavaron cambiandolas de agua cada seis horas. La permanencia total en
agua es de 24 horas. Es importante que las lombrices permanezcan vivaé a
lo largo del proceso (la eficiencia del lavado se aprecia observando la
transparencia del tubo digestivo: debe desaparecer el trazo oscuro de la
misma).

3. Se adiciond sal comun (cloruro de sodio al 8% es decir 80 g de sal por litro
de agua) provocando la muerte de las lombrices.

4. Se lavaron las lombrices con abundante agua hasta eliminar completamente
la sal.

5. El secado fue con aire caliente en el horno (temperatura no superior a 85°C
para evitar desnaturalizaciones innecesarias de las proteinas)

6. Se procedi6 al molido de las lombrices {Schuldt, 2006).

3.3.2. EVALUACION DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE LA HARINA

DE LA LOMBRIZ Eisenia foetida

Una vez obtenida la harina de Eisenia foetida se evaluaron los parametros
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fisicoquimicos que definen la calidad de los mismos, que a continuacion
sefnalamos:

a) Determinacion de las caracteristicas organolépticas (cuadro N° 03):
Color: Se tomdé 2 g de harina de Eisenia foetida y se colocd en una luna de
reloj, después se observé en fondo blanco y en fondo negro, se determiné el
color.

Olor: Se tomo6 2 g de harina de Eisenia foetida y se colocé en una luna de reloj,
se percibié y determiné el tipo de olor.

Aspecto: Se tomé 2 g de harina de Eisenia foetida y se colocé en una luna de
reloj y se observé.

b) Identificacion de proteinas (cuadro N° 04):

En la harina de Eisenia foetida se determiné el porcentaje de proteina bruta por
el método de Kjeldahl.

c) ldentificacion de grasas:

En la harina de Eisenia foetida se determin6é el porcentaje de grasas por el
método de soxhelt.

d) Presencia de aminoacidos:

En la harina de Eisenia foetida se determiné la presencia de aminoacidos con
ninhidrina.

e) Determinacion de la solubilidad (cuadro N° 03):

Se realiz6 la determinacion de solubilidad fa harina de Eisenia foetida en agua,
alcohol y cloroformo. Para lo cual se tomé 1 mi del solvente a ensayar en un
tubo de ensayo, luego se afiadié 1 g de muestra y se agité fuertemente, como
no se disolvio se agregé hasta 10 mi del solvente respectivo y se observo su
solubilidad.

d. Determinacion del pH (cuadro N° 03):

Para determinar el pH de la harina de Eisenia foetida se utilizé el pH-metro de
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mesa, marca Jenway modelo 3510, se siguid el procedimiento descrito por el
manual de uso y Iag determinaciones se realizan a 25°C, habiendo calibrado
previamente el equipo.

e. Determinacion del contenido de humedad:

Para esta determinacion se pesé 2 g de harina de Eisenia foelida con
desviaciones permisibles de 0.5 mg y se transfiri6 a una capsula de porcelana
(se tar6 y desecd previamente a 105°C), la muestra se coloc) a la estufa por 3
horas y a una temperatura de 105°C.

Luego del tiempo transcurrido se transportd la capsula con la muestra al
desecador donde se enfri6 a temperatura ambiente y finaimente se pesé6 hasta
obtener un peso constante (Miranda y Cueliar, 2000).

Calculo:

_M;-M,
PPD = mx 100

Donde:

PPD = Pérdida en peso por desecacion (%)

M = Masa de la capsula vacia (g)

' = Masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)
M, = Masa de la capsula con la muestra de ensayo (g)

100 = Factor matematico

f. Determinacion de sustancias solubles

Se pesd 5 g de la harina de Eisenia foelida y se transfiri6 a un matraz
erlenmeyer de 250 mi, se afiadi6 100ml de disolvente, se tapo y se agito, por
30 minutos; se dej6 reposar por media hora y se filtré, se tom6 una alicuota de
20 mi que se transfiri6 a una capsula previamente tarada.

Se evaporé sobre bafio de agua, se deseco en la estufa a 105°C por 3 horas,
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se enfrié y pesé (Miranda y Cuellar, 2000).

Calculo:
§= R500.100
M. (100 — H)
Donde:
S = Sustancias solubles (%)
H = Humedad de la muestra (%)

500 y 100 = Factores matematicos para los calculos

R = Residuo de la muestra (g)

M = Masa de la muestra (g)

g. Determinacion de cenizas totales

Se pes6 3 g de la harina de Eisenia foetida, con una desviacion permisible
de 0.5 mg en un crisol de porcelana o platino previamente tarado.

Se calenté suavemente la muestra aumentando la temperatura hasta
carbonizar y posteriormente se incineré en una mufla entre 700 a 750 °C,
durante 2 horas. Se enfrid el crisol en el desecador y se pesé hasta que el peso

se mantuvo constante (Miranda y Cuellar, 2000).

Calculo:

M;—M,

C m x 100

Donde:
C = Porcentaje de cenizas totales en base hidratada
M = Masa del crisol vacio (g)
M, = Masa del crisol con la muestra (g)
M, = Masa del crisol con la ceniza (g)
100 = Factor matematico
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3.3.3.FORMULACION Y ELABORACION DE CREMAS
CUADRO N° 02: Formulaciones de las cremas a ensayar de harina de Eisenia

foetida “lembriz californiana”.

PRINCIPIO ACTIVO Y FORMULAS
EXCIPIENTES

1% 2% 4% 8% BASE
Harina de lombriz 10 20 40 80 -
Metilparabeno 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020
Propilparabeno 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Lauril sulfato de sodio 1.0 1,0 1,0 10 10
Alcohol etilico (96%) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Propilenglicol 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Alcohol cetilico 14,0 14,0 14,0 14,0 14,0
Vaselina sélida blanca 14,0 14,0 14,0 14,0 14,0
Agua purificada csp 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

a) Meétodo de elaboracién de la crema:

Formacion de la fase oleosa: Se colocé en un recipiente de vidrio pyrex
provista de bafio maria: vaselina blanca y alcohol cetilico, se fundié a 70 °C
bajo agitacion moderada. Manteniendo la agitacién, se afadié6 propilenglicol,
hasta lograr una perfecta incorporacion y homogenizacién manteniendo la
temperatura a 70 °C (Laboratorios Markos, 2004).

Formacion de la fase acuosa: En un recipiente adecuado de vidrio
pyrex provista de bafie maria se cargé agua purificada y se calenté a
70 - 75 °C, luego sevagregé metilparabeno y propilparabeno, se agité hasta
disolucién completa.

En un recipiente adecuado de vidrio se cargd agua purificada, y se agregé bajo

agitacion moderada harina de lombriz, hasta diselucion completa.
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En otro recipiente adecuado de vidrio se cargd agua purificada, a éste se vierte
bajo agitacion lauril sulfato de sodio, se agitd hasta disolucion completa
(Laboratorios Markos, 2004).

Formaciéon de la emulsion final: Una vez que los ingredientes estén
totaimente disueltos en sus respectivas fases y manteniendo las
correspondientes temperaturas, se incorporé lentamente bajo agitacion
moderada la fase acuosa sobre la base oleosa, evitando la formacion de
burbujas, hasta lograr una emuisién completa.

Se apagé las fuentes de calor y se dejdo que la temperatura descienda
normalmente en una hora mientras se continu6é agitando constantemente.

La emuision formada se caracteriza por ser blanca y fluida, se verificé el pH
(entre 5,0 a7.5).

Se verificd el peso final del lote, se dejo en reposo hasta su enfriamiento en un
ambiente aséptico. Una vez verificado sus controles y ensayos, se envasé en
un ambiente aséptico en sus envases respectivos previamente sanitizados
(Laboratorios Markos, 2004},

3.34. EVALUACION DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS Y
BIOLOGICOS DE LAS CREMAS

Para determinar y establecer la calidad de un producto farmacéutico, ésta debe
cumplir con ciertas especificaciones establecidas en las farmacopeas u otras
bibliografias cientificas autorizadas, por tanto los parametros a ser evaluados
en las formas farmacéuticas semisdlidas elaboradas (cremas) fueron los
siguientes:

a) Determinacion de las caracteristicas organolépticas:

Se determinaron las caracteristicas organolépticas de las cremas siguiendo los
procedimientos descritos anteriormente en el parrafo de evaluacion de los

parametros fisicoquimicos de la harina de lombriz Eisenia foetida
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b) Determinacion de pH (Cuadro N° 05):

Para determinar el PH se siguid el método de Fiedler, se tom6é 5 a 10 g de
crema en una vaso de precipitado y luego se llevé a bano maria, se fundio la
muestra y se agregé 30 ml de agua destilada a pH 7 calentado a 70°C, se
mezclé bien hasta la formaciéon de dos fases; se fitr6 la fase acuosa y se
determiné el pH del filtrado.

c) Determinacién del tipo de la emulsion (Cuadro N° 06):

Método de dilucion: En dos tubos de ensayo se colocd 1 a 5 ml de emulsion,
a uno de ellos se agregé 5 ml de agua y al otro 5 ml de alcohol, se mezcld y se
observé. El tubo que presenta un aspecto homogéneo indica la fase externa de
la emulsidn, es decir si presentd una dispersion homogénea en agua la fase
externa es acuosa (O/W) y si es homogéneo en vaselina o alcohol la fase
externa es oleosa (W/O).

Método de los colorantes: En dos laminas portaobjetos, se colocé 1 o 2 gotas
de emulsion y a la primera lamina se adicioné6 azul de metileno (solucion
acuosa concentrada o cristales concentrados) y a la ofra sudan Il (solucion
oleosa o cristales), se mezclé y se llevé al microscopio para su observacion. En
la primera lamina se observé un campo de color azul y puntos incoloros, en la
segunda se observd un campo incoloro y puntos de color rojo. (Azul de
metileno = color azul y sudan Ill = colorrojo)

d) Determinacion del indice de extensibilidad:

Para realizar este ensayo se utilizaron dos placas de cristal (10 x 10 cm)
entre las cuales se colocé 2 g de la crema de harina de Eisenia foetida, se
trabajo a una variacion de temperatura det 0.5 °C.

Se colocd la placa inferior de cristal sobre una hoja de papel milimetrado. Se
recuadrdé la placa y se trazaron las diagonales, se coloc6é la muestra del

preparado sobre el punto de insercion.
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Se pes6 la placa superior y se situ6 sobre la inferior, pasado (1 minuto) y por
efecto de la presién, la preparacion se ha extendido de forma
aproximadamente circular. Se anoté los valores de los dos diametros y se
calculé el diametro medio y a partir de este se calculo la superficie del circulo
formado.

Se repitid esta operacion con pesos sucesivos de 50, 100, 200 y 500 g
colocados en el centro de la placa.

Se representé la extensibilidad en mm? (Area = n/d/i2)? frente a los pesos
empleados.

e) Determinacion de la viscosidad:

Para determinar la viscosidad de fa crema de harina de Eisenia foetida se
utilizé el viscosimetro digital marca Extech modelo 345060 de alto rango (0,3 a
4000 dPas 6 30 a 400,000 cP). Se siguié el procedimiento descrito en el
manual de uso, seleccionando el rotor N° 1 (rango 3 a 150 dPas) a una
temperatura de 20°C, se utilizé para el analisis 150 mg de muestra. El valor
medido estaba en unidades dPas (deci pascal segundo) y por conversion se
llevé a mPas (mili Pascal segundo) que equivale a 1 cP (centipoise).

f) Determinacion de la irritabilidad dérmica primaria (Cuadro N° 07):

La irritacion producida por una sustancia se midié por una técnica de prueba de
parche sobre la piel escoriada e intacta del conejo albino.

El dorso del conejo se rasur6 adecuadamente 3.0 x 3.0 cm aproximadamente,
se introdujo bajo un parche cuadrado de gasa quirurgica que midié 2.5 x 2.5 cm
y con un grosor de dos monocapas 0,5 g de la forma farmacéutica semisélida
(crema) a ensayar. Los animales se inmovilizaron con los parches asegurados
en su lugar con tela adhesiva. Todo el tronco del animal se envolvié con un
material impermeable, por un periodo de 24 horas.

A las 24 horas de exposicion se quitaron los parches, se evaluaron las
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reacciones resuitantes mediante la escala de valores descrita por Draize para
la evaluacion de las lesiones de la piel.

Se hicieron lecturas nuevamente al finai de un total de 72 horas (48 horas
después de la primera lectura). Se realizé6 un numero igual de exposiciones
sobre las areas de piel que han sido previamente escoriadas, (las
escoriaciones son incisiones menores a través del estrato corneo, pero no lo
suficientemente profundas para producir sangrado).

Se evalué las reacciones de la piel escoriada a las 24 y 72 horas, como se
describié anteriormente. Se sumoé los valores del eritema y ila formacién de
escaras, de la piel intacta a la piel escoriada a las 24 y 72 horas cada uno
(cinco valores). De manera semejante, se sumo los valores para la formacion
de edema sumar ios vaiores del eritema y ia formacion de escaras, de la piel
intacta a la piel escoriada a las 24 y 72 horas cada uno (cinco vaiores). En total
los diez valores se dividieron entre cinco para dar un valor de irritacion primaria.
Se aplico la escala siguiente para obtener el resuitado final.

X = 0: No irritante.

0 < x < 2: Levemente irritante

2 < x <6: Moderadamente irritante

6 < x < 8: Severamente irritante (Farmacopea de ios Estados Unidos, 1988).
3.3.5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CICATRIZANTE

a) Método de cicatrizacion

El método a utilizar es el propuesto por Howes, que se basa en el fundamento
del test de cicatrizacion.

Fundamento: Se fundamenta en la adicion de la fuerza de tensién, necesaria
para abrir una herida de 1cm de longitud producida en el tercio superior del

lomo del raton (Arroyo y col., 2004).
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b. Procedimiento:

-
.

10.

1.

Se depild el lomo de los ratones en un area aproximada de 2 cm? 24 horas
antes del test, con el fin de evitar alguna reacciéon alérgica a la crema
depiladora.

Se peso y distribuyd aleatoriamente en 1 lote dividido en 6 grupos cada
grupo con 7 ratones y se les colocd en jaulas individuales.

Se anestesio al animal con pentobarbital sédico “halatal” (1mi/2.5Kg), por
via intraperitoneal.

Luego se desinfectd el area depilada para realizar la incision de 1 cm. de
largo en el tercio del lomo y perpendicular al eje longitudinal del ratén.
Se afrontaron los bordes de la herida con un punto de sutura de nudo triple.
Se administré en forma topica la 1™ dosis del tratamiento, esto se repitié
cada 12 horas hasta el término del periodo de aplicacion.

Pasadas las 72 horas se procedid a sacrificar al raton con una
sobredosis de pentobarbital sédico.

Posteriormente al sacrificio, se quité el punto de sutura y se colocd al
animal en posicioén de cubito ventral sobre el aparato de tension.

Se insertaron las agujas del aparato de tensién a 0.5 cm de los bordes de

la herida, se empled una bureta (enrasada con agua destilada) para dejar
caer el agua al vaso hasta generar una tension que abra la herida en toda
su longitud.

Se anoto el volumen alcanzado.

Luego se determiné el porcentaje de la actividad cicatrizante.

El porcentaje de actividad cicatrizante se obtuvo por la siguiente férmula:

X — X
% Act. = —=2——-Sx100

Xc
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Donde:

%A = Porcentaje de actividad cicatrizante.

Xt
)

Fuerza promedio para abrir la herida del grupo tratado.

Reza promedio para abrir la herida del grupo tratado con crema base

3.4. DISENO EXPERIMENTAL

3.4.1.Tipo de investigacion.- Aplicada

3.4.2 Nivel de investigacion.- Experimental

3.4.3. Diseiio de investigacion.- Disefio completamente ramdomizado
Los ratones se dividieron en 6 grupos cada grupo constituido por 7 ratones y
sus heridas fueron tratadas de la siguiente manera:

Grupo 01: Ratones tratados con la crema al 1%.

Grupo 02: Ratones tratados con la crema ai 2%.

Grupo 03: Ratones tratados con la crema al 4%.

Grupo 04: Ratones tratados con la crema al 8%.

Grupo 05: Ratones tratados con la crema controj (cicatrin).

Grupo 06: Ratones tratados con la crema base (blanco).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Se elabord cuadros para presentar los resultados. Se graficaron los resultados
de volumen y porcentaje de cicatrizacion en diagramas de maximos y
minimos para representar la media, se utilizé el analisis de Varianza de una
via con un nivel de confianza de 95% (o= 0,05) y comparaciéon de medias con
la prueba de Tukey para determinar los tratamientos diferentes al control, para
realizar estos analisis se utilizo el pr'ograma SPSS version 17. Los valores de

viscosidad se expresaron mediante grafico de barras utilizando excel.
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IV. RESULTADOS



CUADRO N° 03: Caracteristicas fisicoquimicas de la harina de Eisenia foetida

“lombriz californiana”. Laboratorio de Bromatologia y Nutricion. Ayacucho 2010.

PARAMETROS ENSAYOS RESULTADOS

Color Marrén amarillento
Olor Suigéneris

ORGANOLEPTICOS
Sabor Suigéneris
Aspecto Polvo homogeneo
Agua Poco Soluble

SOLUBILIDAD Metanol Soluble
Cloroformo Soluble

pH pH 7,0

HUMEDAD Pérdida por desecacion 11,5%

CENIZAS Cenizas totales 73%
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CUADRO N° 04: Analisis bioquimico de la harina de Eisenia foetida “lombriz

californiana’. Laboratorio de Bromatologia y Nutricién. Ayacucho - 2010.

ANALISIS REALIZADO ENSAYO RESULTADO
% de proteina Método de Micro-k jeldahl 59,5%
% de Grasas Método de soxhelt 11,1%

aminoacidos

Ninhidrina

Coloracién azul violaceo
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CUADRO N° 05: Caracteristicas fisicoquimicas de la crema elaborada a base

de la harina de Eisenia foetida “lombriz californiana”. Centro de Desarrollo,

Anélisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos.

Ayacucho - 2010.

PARAMETROS ENSAYOS FORMULAS RESULTADOS
Crema 1,0% Beige claro
Crema 2,0% Beige
Color Crema4,0% Beige oscuro
CARACTERISTICAS
0,
ORGANOLEPTICAS Crema 8,0% Marrén claro
Crema Base Blanco nieve
Ofor . .
Crema suigeneris
Aspecto Crema Homogéneo
Crema Base 7,32
Crema 1,0% 7,95
C .
pH remas Crema2,0% 7,49
Crema4,0% 6,83
Crema8,0% 6,78
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CUADRO N° 06: Tipo de emulsion de las cremas elaboradas a base de la

harina de Eisenia foetida “lombriz californiana”. Centro de Desarrollo, Analisis y

Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos. Ayacucho -2010.

Fase interna color rojo

METODOS SOLVENTE RESULTADO TIPO DE
EMULSION
Homogéneo
ow
A destilad
gua destilada Soluble
DILUCION
(Emulsion)
oW
Alcohol etilico
Heterogéneo
Solucion de azul de | Fase externa color azul
. ow
metileno
Fase interna incolora
COLORANTES
Fase externa incolora
Solucion de Sudan i oW
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GRAFICO 01: indice de extensibilidad de la crema elaborada a base de la
harina de Eisenia foetida “lombriz californiana”. Centro de Desarrollo, Andlisis y

Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos. Ayacucho — 2010.
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CUADRO N° 07: Valores de irritabilidad segin la escala de Draize, de las
cremas elaboradas a base de la harina de FEisenia foetida ‘“lombriz
californiana”. Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de

Medicamentos y Fitomedicamentos. Ayacucho - 2010.

RESULTADOS
PARAMETRO FORMULA
24HORAS 72HORAS
Er. Ed. Er. Ed.
Crema 1.0% 0
0 0 0
frritabilidad Crema2.0% 0
. 0 0 0
dérmica
primaria Crema4.0% 0
0 0 0
Crema 8.0%
0 0 0 0
Crema base
0 0 0 0
LEYENDA:
Er. : Eritema
Ed. : Edema
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GRAFICO N° 02: Valores de viscosidad en centipoise de cremas elaboradas a
base de la harina de Eisenia foetida “lombriz californiana”. Laboratorio de

Operaciones Unitarias. Ayacucho 2010.
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GRAFICO N° 03: Volumen de agua que rompe la tension versus los
tratamientos de la crema elaborada a base de la harina de Eisenia foetida
“lombriz californiana”. Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de

Medicamentos y Fitomedicamentos. Ayacucho 2010.
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V. DISCUSION

El presente trabajo de investigacion tuvo como finalidad evaluar la actividad
cicatrizante de la crema elaborada a base de la harina de Eisenia foetida
“lombriz californiana”. En el trabajo realizado por Grdisa y col, (2004) se
demostré que la G-90 aumenta los factores de crecimiento epitelial y
epidérmico 5 veces en las heridas tratadas con esta glicoproteina, también
Popovic y col, (2005) en su trabajo de investigacion demuestra que la
glicoproteina G-90 de la Eisenia foetida inhibe el crecimiento de las bacterias.
El cuadro N° 03, presenta caracteristicas organolépticas de la harina de Eisenia
foetida como olor caracteristico, polvo homogéneo de color marrén claro, es
soluble en metanol, el pH es neutro, el porcentaje de humedad es de 11,5y las
cenizas totales es de 7,3%. Resultados similares a los obtenidos en la
investigacién de Vielma y col, (2006) que obtuvo una humedad de 13,5 y
cenizas 6,0%.

El cuadro N° 04 muestra el andlisis de proteinas teniendo un 59,5%, 11,1% de
grasa y coloraciéon azul violaceo con ninhidrina lo que nos indica la presencia
de aminoacidos. Resultados similares a los obtenidos en la investigacion de
Vielma y col., (2006) que obtuvo 61,8% de proteinas y 11,1% de grasas.

E! cuadro N° 05 presenta las caracteristicas organolépticasde las cremas
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en estudio, en ella se aprecia el color de las cremas que varian de acuerdo a
la concentracion de harina de Eisenia foetida la crema base color blanco nieve,
la crema al 1% color beige claro, la crema al 2% color beige, la crema al 4%
color beige oscuro, la crema al 8% color marrén claro. Presentan un aspecto
homogéneo lo que nos demuestra su buena estabilidad.

El pH para la crema base 7,32 basico, la crema al 1% 6,95 ligeramente acido,
la crema al 2% 6,49 ligeramente acido, la crema al 4% 6,13 ligeramente acido
y la crema al 8% 6,00 ligeramente acido. Una crema de emulsiéon de tipo O/W
aniénicas son inestables a un pH inferior a 500 como describe Fernandez
(1998), por tanto podemos decir que las cremas de la harina de Eisenia foetida
estan dentro de las especificaciones que oscilan entre 500 a 7,50 como se
menciona en los procedimientos de los laboratorios Markos (2004).

Es necesario tener en cuenta que el pH de la piel oscila entre 4,85 para los
hombres y 5,00 para las mujeres como menciona Orlandi (2004), cuando el pH
de la superficie es mas alcalino, se produce prurito y dermatitis de caracter
inespecifico, las que se evitan con la formulacién de cremas y geles con pH
cercano a la piel.

El cuadro N° 06 presenta 2 métodos para determinar el tipo de emulsion, segin
el método por dilucion las cremas en estudio son solubles en agua y presentan
un aspecto homogéneo, es decir si presenta una dispersién homogénea en
agua, decimos entonces que es una emulsién O/W. Por el otro método de
colorantes nos muestra que al adicionar azul de metileno la fase externa es de
color azul, es decir todo el campo se colorea uniformemente con algunos
puntos refringentes, debido a que el azul de metileno es hidrosoluble. Y al
adicionar el Sudan lll que es liposoluble, el campo es incoloro y se observa
puntos de color rojo. Por tanto decimos que las cremas son emulsiones O/W.

En un estudio de formulacion de formas farmacéuticas semisdlidas es
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necesario evaluar el comportamiento reolégico debido a que las
propiedades reoldgicas tienen una gran influencia en la estabilidad y en la
textura de las cremas, en este estudio se consideran el indice de extensibilidad
y viscosidad debido a la relacion existente entre estos parametros para definir
dicho comportamiento.

El Grafico N° 01 nuestra que la crema base tiene mayor extensibilidad
aplicando 500 g de peso, con una extensibilidad de 58,10 cm® seguido de la
crema al 1% con 52,82 cm® la crema al 2% con 49,02 cm? la crema al 4% con
44,02 cm® la crema al 8% con 40,72 cm® esto puede ser debido a que las
formulaciones tienen diferentes cantidades agua. En este grafico se puede
observar que la extensibilidad es inversamente proporcional a la consistencia
de las muestras y aproximadamente proporcional al peso aplicado (a2 mayor
peso, mayor extensibilidad), lo cual sugiere que s6lo una medicion seria
suficiente para caracterizarlas, Signorelli (2005), menciona que la extensibilidad
se puede definir como €l incremento de superficie que experimenta una cierta
cantidad de semisolido cuando se la somete a la accion de pesos crecientes,
en intervalos fijos de tiempo.

Siguiendo con las evaluaciones del comportamiento reolégico el Grafico N° 02
nos muestra que la crema base tiene menor viscosidad igual a 2200 cP
seguido de la crema alt % con 2300 cP, la crema al 2 % y 4% con 2400 cP, la
crema al 8 % con 2500 cP, la viscosidad en comparacion con la extensibilidad,
es inversamente proporcional, esto nos demuestra que las cremas presentan
un buen comportamiento reolégico. Segun Mufioz (2005) y Signorelli (2005)
estas cremas tienen un comportamiento viscoelasticos, que nos permitira
una mejor aplicacion, asi como una mayor extensibilidad en Ila zona
de accion del preparado, resulta manejable para el paciente.

En el cuadro N° 07 presentan los resultados de la irritabilidad dérmica de las
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cremas formuladas, el cuadro nos muestra que a las 24 horas no se observo
ninguin tipo de eritema ni edema para la forma farmacéutica en estudio, de igual
manera a las 72 horas, por tanto, aplicando la escala de Draize se clasifican
estas cremas como no irritantes. Rodriguez y col., (1996) menciona que dentro
del campo de la toxicologia se encuentra la toxicidad aguda que incluye el test
de irritabilidad dérmica descrito por Draize, esta prueba brinda informacién
sobre los efectos adversos que puede observarse luego de la aplicacién
dérmica del producto ofrece datos de toxicidad inicial para fines de regulacion
calificacion, clasificacién, transportacion y estudios posteriores de toxicidad
cronica y subcronica dérmica del producto.

En el Grafico N° 03 se muestran la resistencia del tejido a la tension que ejerce
un determinado volumen de agua, cuyos valores promedios presentan cierta
uniformidad en las heridas tratadas mostrando que la crema al 4% presenta
mayor volumen de tension de 103,37 mi, seguida de la crema al 2 % con 93, 43
mi, la crema al 8% con 89,84 ml y la crema al 1 % con 71,34 mi el patron con
68,74 mi, la crema base con 5927 mi. Indicando que las cremas
experimentales son mas efectivas que el patron usado.

El proceso de cicatrizacion es la forma en que el cuerpo sana y reemplaza la
piel pérdida o dafiada, todos los experimentos en cicatrizacién buscan agentes
que aceleren el proceso de cicatrizacion el cual puede durar desde 3 meses
hasta varios afilos como lo menciona Robbins y col., (1990).

Los resultados demuestran que las muestras clasificadas y utilizadas son
independientes y proceden de la misma poblacion. Ademas los resultados de la
tension, obtenidas son estadisticamente significativas, resultados que se
confirman con el andlisis de varianza reportado en el cuadro N° 07 (Anexo 02)
que presenta un valor de significancia igual (p = 9,99E-29) es decir que existen

Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los tratamientos a un

40



nivel de confianza del 95%.

En el Grafico N° 04 se presenté los datos del porcentaje de cicatrizacién
obteniéndose un mayor porcentaje de cicatrizacion con la crema al 4% con un
74,97% seguido de la crema al 2% con 58,06%, la crema al 8% con 51,81%, la
crema al 1% con 20,88% y el patrén con 16,19%.

La absorcién percutanea de medicamentos es un proceso complejo, pero se
pueden generalizar diciendo que hay una mayor absorcién cuando se aplica en
un area superficial mas grande y con formulaciones que aumentan la
hidratacién de la piel. La mayor actividad cicatrizante de la crema al 4% se
debe a que estas son oclusivas es decir hidratan el estratum corneum y asi
aumentan la penetracidn de la harina de Eisenia foetida. Este estudio ha
demostrado que la harina tiene actividad cicatrizante y la crema que posee
mayor actividad cicatrizante es la de 4% y es una crema de emulsién O/W.

La crema al 4% es la que tiene mayor efecto cicatrizante, en la crema al 8%
observamos un efecto limitante ya que disminuye su efecto, debido a que la
harina de Eisenia foelida se satura y no puede atravesar la piel en su totalidad.
Liabot y col., (2007) nos, menciona que es dificit atravesar, por ias capas de
piel, normalmente hay que disolver la sustancia para facilitar su paso.

El efecto de la crema se debe a que la harina de Eisenia foetida contiene
glicoproteinas como el G-90 que aumenta los factores de crecimiento tiene
accion antibacteriana como lo menciona Grdisa y col, (2004) y Popovic y col.,
(2005). Y también se atrbuye al pequefio péptido antibacteriano

denominado OEP3121 cuya secuencia es ACSAG. Liu y col., (2004).
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Vi. CONCLUSIONES

La crema elaborada a base de la harina de Eisenia foetida tiene actividad
cicatrizante.

La harina de Eisenia foetida “lombriz californiana” tiene un color marron
claro, olor suigéneris, polvo homogéneo, pH neutro, humedad 11,5%,
cenizas totales 7,3%. Presenta un contenido de 59,5% de proteinas
brutas, 11,1% de grasas.

Las cremas elaboradas a base de la harina de Eisenia foetida “lombriz
californiana” presenta un color dependiendo de la concentracion de la
harina, un olor graso, aspecto homogéneo pH cercanos a la de la piel,
emulsion O/W, alta estabilidad, baja viscosidad, y no presenta irritacion
dérmica.

La concentracion optima de la crema elaborada a base de la harina de

Eisenia foetida fue del 4%.
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Vil. RECOMENDACIONES

Continuar con las investigaciones farmacoldgicas de recursos naturales
de origen animal con la finalidad de encontrar usos medicinales a estos
recursos en el tratamiento de enfermedades.

Realizar el estudio de estabilidad de las cremas O/ elaboradas a base
de la harina de Eisenia foetida.

Realizar el estudio de la crema a un porcentaje mayor a 8% para ver si

disminuye el efecto cicatrizante.
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ANEXO N°01

Constancia emitida por el Laboratorio de Zoologia del Area de Recursos
Naturales y Ecologia, Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad

Nacional de San Cristébal de Huamanga

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Area de Recursos Naturales y Ecologia
Laboratorio de Zoologia

PROTOCOLO DE IDENTIFICACION
1o, 005-2009-17-AARNECFCB/UNSCH

ORDEN DE ANALISIS : 005/2009

SOLICITADO POR H EDITH LAUPA ROMAN

DIRECCION : Laboratorio de Farmacia y Bioguimica
MUESTRA : Especimenes de anélidos

CANTIDAD : 06 individuos (SO g.)

PROCEDENCIA DE LA MUESTRA : ‘ Camas de lombricuitura, Programa de Pastos.

Facultad de Ciencias Agrarias— UNSCH

FECHA DE RECEPCION 3 23 de julio de 2009
RESULTADO
PRUEBA MEYODO RESLLTADO
tdentificacién de especies de | Clave Taxon6mica GENERO: Eisenia
Anélidos Dicotdmica propuesto por ESPECIE : Foetida
Lund, 1987
N.C. : Fisenia foetida

OBSERVACIONES:

Ayacucho, 24 de julio de 2009

C.c.
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ANEXON® 02

CUADRO N° 08: Valores descriptivos del volumen de agua que rompe la tensién
de las cremas elaboradas a base de la harina de Eisenia foetida “lombriz
californiana”. Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de

Medicamentos y Fitomedicamentos. Ayacucho- 2010.

Intervalo de
. . confianza para la
Actividad |\ | o g | DESVICION | EMTOM | iaal 05% | Minimo | Maximo
Cicatrizante tipica tipico - -
Limite | Limite
inferior | superior
Blanco 7 59.27 324] 123} 56.27 6227 5400] 6290
Crema 1% 7 71.34 324) 1.22] 6835 74.34 6740{ 7710
Crema2% 7 03.43 3161 1.20] 9050 96.35 89.70| 9740
Crema4% 7 110337 290| 109]10069) 106.05 98.90| 107.00
Crema8%
7 89.84 346] 1.31] 8664 93.04 85.50] 9540
Cicatrin
Total 7 68.74 233| 088} 66.59 70.89 6400} 7080
42 81.00 15.99| 247} 7602 8598 5400 107.00




ANEXON°03

CUADRO N° 09: Analisis de varianza del volumen de agua que rompe la tensién
de las cremas elaboradas a base de la harina de Eisenia foetida “lombriz
californiana”. Centro de Desarrollo, Andlisis y Control de Calidad de

Medicamentos y Fitomedicamentos. Ayacucho - 2010.

Grupos Suma de g Media': F sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 10141.43 5 202828 214.25 999E-29
intra-grupos 340.81 36 9.47
Total 10482.24 41




ANEXON°04

CUADRO N° 10: Prueba de tukey del volumen de agua que rompe la tension de
la herida tratadas con las cremas elaboradas a base de la harina de Eisenia
foetida “lombriz californiana”. Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad

de Medicamentos y Fitomedicamentos. Ayacucho - 2010.

Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N 1 2 3 4
Blanco 7 59.27
Cicatrin 7 68.74
Crema al 1% 7 71.34
Cremaal8% 7 89.84
Cremaal2% 7 93.43
cremaal4% 7 103.37
Sig. 1.00 0.62 0.27 1.00




ANEXO N°8

FOTOGRAFIA N° 01: Muestra de Eisenia foetida “lombriz californiana”.

Laboratorio de Bromatologia y nutricion. Ayacucho — 2010.



ANEXON®°9

IDIGESTOR DE PROTEINAS)

FOTOGRAFIA N° 02: Muestras de harina de Eisenia foetida

“lombriz

californiana“ en el digestor, para la determinacién de proteinas. Laboratorio de

Bromatologia y Nutricién. Ayacucho 2010.



ANEXO10

FOTOGRAFIA N° 03: Procedimientos del test de cicatrizacion. Centro de

Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos.

Ayacucho -2010.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D N° 006-2011-FCB-D
Bach. Edith Laupa Roman

En Ayacucho, siendo las cuatro y quince de la tarde del miércoles 12 de Enero del afio
dos mil once, en el auditorio de la facultad de Ciencias Bildgicas, siendo el jurado de la
sustentacion de tesis, presididos por el Magister José Manuel Diez Macavilca como
presidente encargado (e) en representacion del decano de la Facultad con la
asistencia de los miembros Magister Edgar Cardenas Landeo, Magister Maricela Lépez
Sierralta quien ademas actuara como Secretaria Docente para recepcionar la Tesis:
Actividad cicatrizante de la crema elaborada a base de la harina de Eisenia foetida
“lombriz californiana” en modelo animal, Ayacucho 2010. Presentado por la bachiller
Edith Laupa Roman bachiller en Farmacia y Bioquimica, quien pretende optar el Titulo
profesional de Quimico Farmacéutico.

El presidente encargado inicia el acto de la sustentacion solicitando a la secretaria
docente la verificacion de los documentos y la lectura de la Resolucién Decanal N°
006-2011-FCB-D de fecha 04 de enero del 2011, luego instruye a la sustentante sobre
aspectos relacionados a la exposicién tales como evitar la lectura solamente de las
diapositivas sino la real exposicidn en el tiempo correspondiente de cuarenta y cinco
minutos.

Luego de la exposicion de la sustentante el presidente inicia la segunda etapa del acta
de sustentacidn en la que el jurado calificador realiza las observaciones, aclaraciones y
preguntas que sean convenientes para la realizacion de la evaluacidn correspondiente
Inicia su participacion el profesor Edgar Cérdenas Landeo, luego la profesora Maricela
Lépez Sierralta y finaimente el profesor José Manuel Diez Macavilca en condicién de
Miembro y también aporta algunas fundamentaciones en su calidad de Asesor del
trabajo de investigacion.

Concluida esta etapa el presidente encargado solicita a la sustentante y al publico en
general para que abandonen el auditorio para que el Jurado Calificador pueda

deliberar y expresar su calificaciéon como sigue:

JURADO CALIFICADOR Exposicion Rpta. a Preguntas Promedio
Mg. José Manuel Diez Macavilca 18 18 18
Mg. Maricela Lépez Sierralta 16 16 16

Mg. Edgar Cardenas Landeo 17 17 17



De la evaluacion la sustentante abtiene 1a nota promedio de DIESISIETE (17) de la cual
dan fe los miembros del jurado calificador estampando su firma al piel de la presente.

Concluye el acta de sustentacion siendo las seis de la tarde.

“ e — e

Mg Edgar CARDENAS LANDEO
Miembro

’ /ﬁ?
Mg MiaticeldLEPEZ SIERRALTA
Miembro- Secretaria Docente
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