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RESUMEN

El manejo de heridas ha sido un desafio constante en la medicina, con tratamientos
tradicionales que influyen en el desarrollo de formas farmacéuticas con diversas
presentaciones las misma que ayuden en la aceleracion cicatrizante. Sin embargo, las
heridas cronicas y agudas contintan representando un problema de salud publica. Este
estudio tuvo como objetivo evaluar el carbon activado como alternativa terapéutica para
la cicatrizacién, explorando sus propiedades fisicoquimicas, el cual cumple con los
pardmetros establecidos. De acuerdo con las pruebas fisicas del carbén activado este
presento un pH de 9.91 y la humedad de 10% los mismo que se encuentran dentro de
los rangos establecidos por la USP 30. Se formularon tres unglentos con diferentes
concentraciones (control, 2% y 4%) y se realizaron ensayos organolépticos, de pH y
extensibilidad. En las caracteristicas organolépticas de las tres formulaciones
desarrolladas mostraron una apariencia uniforme, con una textura suave y sin particulas
visibles, ademas de una buena facilidad de extensibilidad sobre la piel. El ensayo del
pH por triplicado en cada una de las formulaciones demostré que todas las
formulaciones se mantuvieron dentro del rango aceptable (5.5 a 7.0). Siendo esto crucial
para garantizar la seguridad y estabilidad de las formulaciones. Los resultados obtenidos
de extensibilidad realizado en las formas farmacéuticas con diferentes concentraciones
mostrando un resultado constante de 4.5 cm de radio en las tres formulaciones,
indicando una extensibilidad homogénea en las diferentes concentraciones. Asi mismo
se realizé un estudio de pre- estabilidad a las formulaciones a base de carbén activado,
en el cual se aplicaron temperaturas a los ungiientos por un tiempo de 48 horas, luego
de esto se desarrollaron las caracteristicas organolépticas en las cuales no se
observaron cambios ni variaciones en el pH. Las formulaciones desarrolladas se
aplicaron en organismos modelos ratones Mus musculus donde se utilizaron un total de
12 ratones (hembras) divido en 4 grupos conformados por 3 ratones grupo 1 control,
grupo 3 unguento al 2%, grupo 3 ungiento al 4% y el grupo 4 crema comercial, donde
se desarrollé un estudio de 15 dias. Los resultados mostraron que al dia 3 de aplicacién
de los unglientos con carbon activado y la crema comercial presentaron la formacion de
costra mientras que en grupo control se formé la costra al 4 dia. Al quinto dia, la
reduccion de la herida fue mas significativa en las formulaciones de 2% (0.7cm) y al 4%
(0.5 cm) y en la crema comercial (0.4 cm), mientras que el control presenté una
cicatrizacion més lenta (0.8 cm). Al dia 12, la herida cerré completamente en el grupo
tratado con 4% de carbdn activado y en la crema comercial, mientras que el grupo
tratado con el 2% se cerr6 completamente al dia 13 y el grupo control alcanzé la

cicatrizacion total hasta el dia 14. Los resultados obtenidos fueron satisfactorios por el



aporte valioso para la ciencia y la medicina regenerativa ampliando el conocimiento de
las propiedades del carbén activado, abriendo nuevas posibilidades en el desarrollo de

tratamientos para la regeneracion tisular.

Palabras claves: Carbdn activado, Ratones Mus musculus, Unglento, Actividad

cicatrizante, Crema comercial.



ABSTRACT

Wound management has been a constant challenge in medicine, with traditional
treatments influencing the development of pharmaceutical forms with diverse
presentations that aid in the acceleration of wound healing. However, chronic and acute
wounds continue to represent a public health problem. The objective of this study was to
evaluate activated charcoal as a therapeutic alternative for wound healing, exploring its
physicochemical properties, which complies with the established parameters. According
to the physical tests of the activated charcoal, it presented a pH of 9.91 and a humidity
of 10%, which are within the ranges established by USP 30. Three ointments were
formulated with different concentrations (control, 2% and 4%) and organoleptic, pH and
extensibility tests were carried out. The organoleptic characteristics of the three
formulations developed showed a uniform appearance, with a smooth texture and no
visible particles, as well as good extensibility on the skin. The pH test in triplicate on each
of the formulations showed that all formulations remained within the acceptable range
(5.5 to 7.0). This is crucial to ensure the safety and stability of the formulations. The
results obtained for extensibility performed in the pharmaceutical forms with different
concentrations showed a constant result of 4.5 cm radius in the three formulations,
indicating a homogeneous extensibility in the different concentrations. A pre-stability
study was also carried out on the activated carbon-based formulations, in which
temperatures were applied to the ointments for a period of 48 hours, after which the
organoleptic characteristics were developed and no changes or variations in pH were
observed. The formulations developed were applied in model organisms Mus musculus
mice where a total of 12 mice (females) were used, divided into 4 groups formed by 3
mice group 1 control, group 3 2% ointment, group 3 4% ointment and group 4 commercial
cream, where a 15-day study was carried out. The results showed that on day 3 of
application of the ointments with activated charcoal and the commercial cream presented
scab formation while in the control group the scab was formed on day 4. On the fifth day,
wound reduction was more significant in the 2% (0.7 cm) and 4% (0.5 cm) formulations
and in the commercial cream (0.4 cm), while the control presented slower healing (0.8
cm). At day 12, the wound closed completely in the group treated with 4% activated
charcoal and in the commercial cream, while the group treated with 2% closed
completely at day 13 and the control group reached total healing until day 14. The results
obtained were satisfactory for the valuable contribution to science and regenerative
medicine by expanding the knowledge of the properties of activated charcoal, opening
new possibilities in the development of treatments for tissue regeneration.

Keywords: Activated charcoal, Mus musculus mice, Ointment, Healing activity,

Commercial cream.
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INTRODUCCION

A lo largo de la historia, el manejo de las heridas ha sido un desafio constante para la
medicina. Diversos procedimientos, como la irrigacién con solucion fisioldgica, el lavado
con agua Yy jabén, la aplicacién de antisépticos y el uso de farmacos en distintas
presentaciones, asi como sustancias de origen natural, han sido empleados para
promover la cicatrizacién y prevenir infecciones (Martin, 2019). Sin embargo, millones
de personas en todo el mundo siguen enfrentando heridas cronicas o agudas que
requieren atencion médica, representando una carga considerable para los sistemas de

salud y afectando la calidad de vida de quienes las padecen (Abad et al., 2021).

La relevancia de esta problematica radica en la necesidad de tratamientos mas
eficaces, accesibles y seguros para acelerar la cicatrizacion. Los tratamientos actuales
pueden ser costosos o presentar efectos secundarios, limitando su aplicacién en
regiones con recursos limitados. Por ello, explorar terapias innovadoras que mejoren
los resultados clinicos y contribuyan a la sostenibilidad ambiental resulta prioritario
(Carrero, 2024; Rodriguez-Suéarez, 2021; Sodré, 2023). En este contexto, el uso de
compuestos de origen natural ha despertado el creciente interés en la comunidad
cientifica, ya que muchos de ellos presentan propiedades antimicrobianas y
antiinflamatorias que podrian ser Utiles en la cicatrizacion de heridas (Perez Aguedo et
al., 2024).

Este trabajo se centra en la exploracion del carbon activado como tratamiento alternativo
para la cicatrizacion de heridas. A pesar de su uso extendido en areas como la
purificacion de agua y la descontaminacion, su potencial cicatrizante ha sido
escasamente estudiado. Se plantea la hipotesis de que el carbén activado, por sus
propiedades adsorbentes, antimicrobianas y biocompatibles, puede promover la
regeneracion tisular y reducir infecciones (Aboelkhair, 2023). El mecanismo de accién
de carbén activado en la cicatrizacion se fundamenta en su capacidad para eliminar
toxinas y microorganismos del area afectada, creando un ambiente mas propicio para
la regeneracion celular. Ademas, al adsorber compuestos inflamatorios, podria
contribuir a reducir la respuesta inflamatoria excesiva, un factor que muchas veces

retrasa el proceso de curacion.

La cicatrizacion implica eventos biolégicos complejos, como migracién y proliferacion
celular, y el depoésito de matriz extracelular (Ulate, 2022). Evaluar las propiedades
fisicoquimicas del carbén activado resulta clave para comprender su impacto en este
proceso (Wang, 2023). Por ello, este estudio tiene como objetivo general evaluar su

eficacia mediante la formulacion de un ungiiento y el analisis de cicatrizacion en ratones

12



Mus musculus. Se analizardn variables como el tiempo de cierre de la herida, la
observacion de la reduccién de la inflamacion y la regeneracion del tejido, con el cual

obtener datos concluyentes sobre la efectividad del semisélido en cuestion.

El desarrollo de diversas formulaciones permitira determinar la dosis 6ptima para la
cicatrizacion. Las pruebas en ratones Mus musculus ofreceran datos valiosos sobre la
actividad terapéutica, verificando su autenticidad respecto al grupo de control (Cabrero-
Safiudo et al., 2022). De confirmarse los efectos positivos del carbén activado en la
cicatrizacion, este hallazgo podria abrir nuevas oportunidades en el desarrollo de
tratamientos asequibles y eficaces para heridas crénicas o de dificil cicatrizacién
(Negrete et al., 2022).

Este estudio busca contribuir a la salud publica al proponer una alternativa accesible y
econdmica para tratar heridas, beneficiando a poblaciones vulnerables y alineandose
con principios de sostenibilidad ambiental. En sintesis, se plantea un problema en
medicina y se propone una solucion innovadora, con el potencial de transformar las
practicas clinicas actuales y abrir nuevas vias para tratamientos mas eficientes y
sustentables para la poblacién. Adicionalmente, este enfoque presenta una oportunidad
para reducir la dependencia de antibiticos y otros farmacos que puede generar
resistencia bacteriana, un problema de salud global creciente. Con ello, la investigacién
en el uso de carbon activado para la cicatrizacién no solo puede mejorar la calidad de
vida de los pacientes, sino también fomentar el desarrollo de estrategias terapéuticas

Mas seguras y sostenibles para el futuro de la medicina (Tibaldi Bollati et al., 2023)
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OBJETIVO

General

Evaluar la eficacia del carbén activado mediante la formulacién de un ungtiento
utilizando técnicas de cortes simples para el andlisis de la cicatrizacién de heridas en

ratones Mus musculus.
Especificos

e Evaluar propiedades fisicas- quimicas del carbon activado

o Desarrollar varias formulaciones de ungiiento con diferentes concentraciones
de carbon activado.

e Realizar pruebas in vivo para evaluar el tiempo de cicatrizacion de las heridas
simples de las ratas tratadas con el ungiiento en comparaciéon del grupo

control.

Pregunta General

¢,Cudl es la eficacia del carbon activado en la cicatrizacién de las heridas en ratones

Mus musculus?
Preguntas especificas

e ¢ Cuales son las propiedades fisicoquimicas que caracteriza al carbén
activado?

e ;CoOmo afectan las diferentes concentraciones de carbén activado en las
formulaciones de ungiiento en sus propiedades fisicas, estabilidad y eficacia en
la efectividad cicatrizante de las heridas de los ratones?

e ;Cual es el tiempo de cicatrizacién de las heridas en los ratones tratados con
diferentes formulaciones de unguliento de carbdn activado en comparacion con

un grupo control?
Hipoétesis
Hipotesis H1. El carbdn activado presenta propiedades cicatrizantes en el tratamiento

de las heridas.

Hipotesis H2. El carbdn activado no presenta propiedades cicatrizantes en el

tratamiento de las heridas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

El tratamiento de heridas representa un campo de suma importancia en la atencién
médica, evolucionando desde las primeras técnicas de curacion utilizadas por el hombre
antiguo hasta las innovaciones contemporaneas centradas en mejorar la cicatrizacion y
reducir el riesgo de infecciones. Esta busqueda continua de materiales y métodos
eficaces para promover una cicatrizacion 6ptima sigue siendo un objetivo primordial de
la investigacion médica en la actualidad (Dominguez-Saavedra & Hernandez-Galvan,
2022).

En el caso del carbon activado carbén activado se ha destacado por su capacidad de
absorber compuestos contaminantes presentes en muestras, con el fin de clarificar
extractos de plantas que poseen propiedades terapéuticas significativas (Martinez,
2024).

En este contexto, el carbén activado ha ganado reconocimiento como un material de
gran interés debido a sus propiedades Unicas. Su excepcional capacidad de adsorcion
lo convierte en un agente eficaz para la eliminacibn de toxinas, tratamiento de
intoxicaciones y sobredosis, lo cual lo consolida como un pilar en la toxicologia moderna
y en la gestion de contaminantes en el entorno de las heridas. Por lo tanto, puede
contribuir significativamente a mantener un ambiente limpio, eliminando olores
desagradables y facilitando la regeneracion de tejidos. Ademas, el carbén activado ha
demostrado una destacada interaccién con biomoléculas y microorganismos, sugiriendo
un potencial para mejorar la respuesta inmunitaria local y reducir el riesgo de infecciones

secundarias (Al Jumaan, 2023; Hoegberg et al., 2021; Zea Zegarra, 2021).

En la busqueda de informacion, se encuentran diversas investigaciones que exploran la
utilizacién del carb6n activado en distintas formas de administracion: oral, rectal o
mediante hemoperfusion. Estos estudios se enfocan particularmente en su capacidad
para mejorar y prevenir infecciones graves, como la sepsis. Se ha demostrado que el
carbén activado actia como un potente agente antiinflamatorio y antioxidante, con
énfasis en la importancia de una administracion rapida para optimizar su eficacia. Estos
hallazgos destacan al carbén activado como un candidato prometedor para intervenir de

manera efectiva en casos de sepsis (Snezhkova et al., 2023).

Del mismo modo, se encuentran registros sobre el uso del carb6n activado como

complemento en procedimientos para la cura de heridas, ya sea en forma de apdsitos
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que combinan carbo6n activado con plata para contrarrestar el mal olor, o como un
agente utilizado independientemente para abordar esta problematica, en otros estudios
también se lo utiliza de la misma forma para atrapar bacterias y toxinas en las heridas
de pacientes con Ulceras venosas en las piernas (Garcia & Plaza,2021; Hassen &
Abdulkadir, 2022).

Ademas, se ha investigado su capacidad para reducir la concentracién y niveles de
nitrato en sustancias como aguas subterrdneas, asi como su empleo en filtraciones para
la decoloracién en la preparacion de productos enriquecidos con polisacaridos de aloe
vera decolorados (Dotto et al., 2022; Garcia-Tornadu, 2023).

Finalmente, en experimentos preclinicos realizados en ratas macho se ha observado
una mejora en la arquitectura epitelial del tejido conjuntivo de la lengua. Estos
antecedentes resaltan la amplia gama de aplicaciones del carbdn activado, confirmando
su potencial como un producto de interés para estudios relacionados con las heridas
(Abdel Fattah, 2024).

1.2. Base tebrica

1.2.1 Carbén activado (CA). El carb6n activado es un material carbonoso obtenido a
partir de diversas materias primas organicas como cascaras de coco, madera, carbény
turba, entre otras. A diferencia del carbdn vegetal estandar, el carbdn activado no se
activa quimicamente; en su lugar, se produce sometiendo el material base a altas
temperaturas sin oxigeno, lo que crea una estructura porosa con una superficie interna
significativamente ampliada. Este proceso altera la estructura cristalina del carbén y
genera poros de tamafios variables, lo cual es crucial para su capacidad de adsorber
contaminantes y compuestos quimicos en liquidos y gases, esto también influye en la
estabilidad del material (Okoli, 2020; Sultana et al., 2022).

Las propiedades del carbén activado dependen en gran medida de la materia prima
utilizada, el proceso de carbonizacion y el método de activacion quimica aplicado. Entre
sus caracteristicas fisicoquimicas destacadas se encuentra su porosidad, derivada de
la falta de orden cristalino en las capas de grafeno que lo constituyen. Esta porosidad
distintiva confiere al carbén activado una notable capacidad de adsorcion, sobresaliendo
sobre otros adsorbentes disponibles en el mercado. Ademas, presenta una amplia area
superficial (generalmente entre 500 y 1500 m”2/g o incluso hasta 3000-5000 m”2/g en
ciertos casos), un volumen significativo y un tamafio caracteristico de poro (Hassen &
Abdulkadir, 2022; Santos et al., 2021; Sultana et al., 2022).
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En la literatura especializada se encuentran diversas clasificaciones sobre las formas
que puede adoptar el carbon activado, tales como granulos, polvos y pellets, las cuales
varian segun su forma y tamafio. En el &mbito de la investigacién cientifica y médica, el
carbon activado se utiliza cominmente en forma de un polvo fino, negro, sin olor ni
sabor, y libre de particulas arenosas, con un tamafio micrométrico. Por otro lado, los
granulos de carbdén activado tienen un tamafio que oscila entre 0,2 y 5 mm. Este material
se clasifica principalmente como sorbente, también conocido como adsorbente o
absorbente, debido a su capacidad para retener y eliminar diversas sustancias en
soluciones y entornos biolégicos (Hassen & Abdulkadir, 2022; Sultana et al., 2022;
United States Pharmacopeial Convention, 2007).

1.2.2 Aplicaciones a través del tiempo. El uso del carbén activado tiene una historia
milenaria que se remonta a los antiguos egipcios en el afio 3750 a.C., quienes lo
emplearon para tratar problemas intestinales y eliminar olores desagradables de las
heridas. Otros grupos, como los hindues, lo utilizaron en combinacion con filtros de
arena para la purificacion del agua. A lo largo de los siglos, desde el afio 157 a.C. hasta
1963, el carbdén activado ha sido utilizado con diversos propésitos, incluyendo el
tratamiento del antrax, la clorosis, la gestion de la epilepsia y la adsorcién de gases, un
proceso mediante el cual retiene moléculas, incluidos metales pesados, en los poros de
su superficie. Mas recientemente, ha sido empleado en el tratamiento de intoxicaciones

alimentarias, quimicas y sobredosis (Al Jumaan, 2023; Alvez et al., 2021).

Actualmente, se reconoce que el uso del carbén activado tiene aplicaciones extensas
tanto dentro como fuera del ambito médico. Este tipo de producto se ha empleado
histéricamente para tratar una variedad de condiciones, que incluyen infecciones
cutaneas y envenenamientos por productos quimicos, venenos y drogas. Apoyado en
la existencia de una amplia evidencia que respalda la capacidad del carb6n activado
para disminuir la absorcion sistémica de medicamentos en tratamientos rapidos (Ruiz et
al., 2021; Skov et al., 2021).

Ademas, investigaciones sugieren tentativamente que el carbén activado posee
propiedades antimicrobianas, lo que podria implicar la eliminaciéon de microorganismos
gue podrian prolongar el proceso de cicatrizacién de heridas y promover su curacion.
Asi mismo, estudios han demostrado su utilidad como apdsito que atrae bacterias hacia
la superficie, facilitando asi la eliminacién de liquidos y sustancias toxicas que
frecuentemente obstaculizan el proceso de cicatrizacion, por lo tanto, existe amplia

evidencia que respalda al carbén activado como un ingrediente ideal para la formulacion
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de formas farmacéuticas con propiedades terapéuticas beneficiosas en el tratamiento

de la cicatrizacion de heridas superficiales (Hassen & Abdulkadir, 2022; Omale, 2018).

1.2.3 Proceso de obtencion del extracto de carbon activado. La obtencion del extracto
es de suma importancia debido a que constituye un paso crucial para obtener
compuestos bioactivos en los productos finales. Este proceso permite preservar los
componentes esenciales de la materia prima sin distorsionar ni destruir sus propiedades
fundamentales. De este modo, los extractos concentrados resultantes pueden ser
utilizados eficazmente en formulaciones farmacéuticas, asegurando la calidad y la

efectividad de los productos elaborados (Mosic et al., 2020).

Una de las primeras decisiones cruciales en el proceso de extraccion, es la eleccion del
método debido a que existen una gran diversidad para llevar a cabo este proceso. Entre
estos métodos se incluyen de forma mas comun: la extraccién por Soxhlet, maceracion,
decoccion, infusion, digestidn (una variante de la maceracion), sonicacion y percolacion.
Cada uno de estos métodos posee caracteristicas particulares que los hacen adecuados
para diferentes aplicaciones y tipos de materiales (Velavan, 2015).

Para realizar cualquiera de los métodos mencionados, es crucial seleccionar
cuidadosamente el solvente mas adecuado, el cual depende directamente de los
compuestos especificos que se desean extraer. Es imperativo escoger un solvente que
no solo sea efectivo en la extraccién, sino también que garantice una baja toxicidad y
preservacion de los componentes esenciales de la materia prima. Entre los solventes
mas cominmente empleados se destacan el agua, reconocido por su versatilidad
universal, asi como la acetona, el cloroformo y el alcohol, cada uno con propiedades
Gnicas que los hacen adecuados para diferentes tipos de extracciones. Esta eleccion
cuidadosa del solvente es crucial para asegurar la pureza y la eficiencia del proceso de
extraccion, permitiendo la preparacion de extractos concentrados que puedan ser
utilizados en diversas aplicaciones farmacéuticas y cientificas con la maxima efectividad
(Velavan, 2015).

Con base en lo discutido anteriormente, el agua puede no ser apropiada para ciertos
tipos de investigaciones cientificas debido a su propension a favorecer la proliferacién
de microorganismos. En contraste, entre los alcoholes mas comunmente utilizados, el
etanol y el metanol destacan como solventes populares. No obstante, el metanol
presenta limitaciones para estudios histolégicos debido a su naturaleza citotoxica. En

cambio, el etanol al 70% se caracteriza por su capacidad para penetrar de manera

18



efectiva la membrana celular y extraer los componentes bioactivos requeridos (Velavan,
2015).

La percolacién se destaca como uno de los métodos mas utilizados. En este proceso,
se suele humectar previamente la muestra en un recipiente completamente cerrado
durante un periodo de aproximado de cuatro horas. Luego, se afiade mas solvente a la
muestra y se permite que la mezcla macere dentro de un percolador cerrado durante un
dia completo. Seguir este proceso facilita la extraccion eficiente de compuestos
bioactivos al permitir que el solvente atraviese gradualmente la muestra, maximizando
el contacto con los componentes deseables y optimizando el rendimiento del proceso
de extraccion (Velavan, 2015).

Luego de estas etapas, se procede a dejar que el liquido gotee gradualmente,
afiadiendo un volumen de solvente equivalente al 75% del volumen que se desee
obtener de extracto. Este paso asegura una adecuada extraccion de los compuestos
bioactivos presentes en la muestra (Velavan, 2015).

Para finalizar, el extracto obtenido se clarifica mediante un proceso de filtracién o
dejandolo reposar para que las impurezas se sedimenten, seguido por un cuidadoso
proceso de decantacion. Este método garantiza la obtencion de un extracto limpio y
concentrado, listo para su posterior andlisis o aplicacién en formulaciones farmacéuticas

y cientificas (Velavan, 2015).

1.2.4 Cicatrizacion. La piel, reconocida como el 6rgano mas extenso del cuerpo humano,
alberga una comunidad microbioldgica diversa compuesta por una variedad limitada de
microrganismos, incluyendo bacterias, hongos y virus, con ciertas especies mas
prevalentes que otras, que al igual que en otros microbiotas también desempefia
funciones fundamentales. Ademés de actuar como una barrera fisica frente al entorno
externo, la piel cumple un papel crucial como la primera linea de defensa del organismo
contra agentes ambientales adversos, tales como sustancias toxicas, radiacion solar y

patégenos microbianos (Dildar et al., 2021; Harris-Tryon & Grice, 2022).

Si bien este 6rgano es importante es comun que, a lo largo de la vida el ser humano se
enfrente a diversos eventos que pueden resultar en cortes, heridas o lesiones en la piel.
Estas lesiones se pueden categorizar como agudas o crénicas. Las heridas agudas son
aquellas que generalmente sanan sin dificultades en un periodo de semanas, siempre
y cuando reciban el tratamiento adecuado. Sin embargo, si no se manejan de manera
adecuada desde el principio, existe el riesgo de que evolucionen hacia lesiones crénicas

qgue no cicatrizan completamente. Estas lesiones crOnicas pueden causar molestias
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persistentes, dolor y pueden ser dificiles de manejar para los pacientes, afectando
significativamente su calidad de vida y requiriendo cuidados continuos y especializados
(Tiwari & Pathak, 2023).

Cabe destacar que el manejo de estas lesiones conlleva habitualmente cuidados
detallados en su manipulacién, ademas de la aplicacién localizada de medicamentos
con principios activos disefiados para proporcionar efectos terapéuticos especificos que

jueguen un papel crucial en la mejora del tejido dafiado (Kang et al., 2021).

Sin embargo, el cuerpo humano posee mecanismos especializados para responder a
situaciones de salud como las heridas, un proceso ampliamente conocido como
cicatrizacion. Este proceso es altamente complejo e implica la activacion de la cascada
de coagulacion, vias inflamatorias y diversos componentes celulares del sistema
inmunitario. La cicatrizacion se considera desde el momento inicial del evento traumatico
que ocasiona una lesién en una de las barreras protectoras del sistema inmunolégico
innato (piel o mucosas), que después va a derivar hasta la respuesta mas sofisticada
orquestada por el sistema inmunitario adaptativo, la cicatrizacion constituye un proceso

integral y meticulosamente coordinado en el cuerpo humano (Tiwari & Pathak, 2023).

Si definimos como se da el proceso de cicatrizacion, la primera etapa inicia con la
deteccién y la respuesta inmediata a un evento traumatico que afecta la integridad de la
piel u otros tejidos, este proceso involucra fases superpuestas donde las citocinas y los
factores de crecimiento juegan un papel crucial en la guia y regulacién de la curacion.
Esto implica que, aunque ciertas etapas puedan ocurrir de manera secuencial, el
proceso en su conjunto se complementa de manera continua, permitiendo una

recuperacion coordinada y eficaz de los tejidos afectados (Bowers & Franco, 2020).

En esta primera etapa hemostasis/ coagulacién, que incluye la vasoconstriccion para
detener el sangrado, tipicamente entre el primer y tercer dia después de cuando se dio
la herida o lesidn. A continuacion, se desarrolla la fase inflamatoria, caracterizada por la
liberacion de citoquinas y factores que promueven la vasodilatacion y la fagocitosis. Los
neutréfilos desempefian un papel crucial al liberar especies reactivas de oxigeno y
proteasas, lo que resulta en enrojecimiento, hinchazén, calor y dolor en la piel lo que
desencadena una respuesta por parte del resto de mecanismos del cuerpo del ser

humano (Bowers & Franco, 2020).

Simultaneamente, se inicia la fase de proliferaciéon en el proceso de cicatrizacion de la
herida. Esta etapa se distingue por varias actividades clave, la primera de ellas es la

sintesis activa de colageno, fundamental para la estructura y resistencia del tejido
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cicatricial; la formacion progresiva de tejido de granulacion, crucial para la reparacion
del &rea lesionada; después la epitelizacién, que restaura la integridad superficial de la
piel 0 mucosa afectada; y la angiogénesis, un proceso esencial en el cual las células
endoteliales forman nuevos vasos sanguineos para proporcionar nutricion y soporte al
tejido en recuperacion, ademas se puede observar la contraccion de la herida, la cual
es facilitada por la accion coordinada de los miofibroblastos. Estas células
especializadas se adhieren a los bordes de la lesion y ejercen una fuerza de traccion
hacia el centro, lo que conduce a la reduccion de la superficie de la herida y favorece su
cierre. Este fendmeno de contraccion desempefia un papel crucial en la mejora funcional
y estética del area afectada, contribuyendo significativamente a la recuperacion del
tejido lesionado (Bowers & Franco, 2020; Quazi et al., 2022).

Finalmente, se llega a la fase de maduracién y remodelacién del tejido dafiado, un
periodo crucial en el cual se caracteriza por la progresiva deposicion de colageno tipo |
y lll. En esta fase es fundamental para permitir que el proceso de cicatrizacion
evolucione hasta alcanzar aproximadamente el 80% de la integridad estructural y
funcional del tejido original afectado, la apariencia final dependera de la profundidad o

severidad de la lesién o herida (Bowers & Franco, 2020).

Como se pudo constatar en las etapas mencionadas, este proceso dindmico y
secuencial pone de relieve la complejidad y la eficacia del mecanismo de cicatrizacion
del cuerpo humano. La existencia de datos detallados y la capacidad para describir
meticulosamente las fases de este proceso posibilitan su exploracion en diversos niveles
dentro de investigaciones experimentales, destacandose particularmente el analisis a

nivel histol6gico (Bowers & Franco, 2020).

1.2.5 Unglientos. Para poder ayudar y mejorar en los procesos de cicatrizacion muchas
veces se utilizan principios activos en alguna clase de forma farmacéutico semisdlidas
ya que son los mas adecuados en este tipo de lesiones. Esta clase de formas
farmacéuticas engloban productos como unglentos, pomadas, pastas, cremas,
emplastos y geles, son altamente preferidas en el tratamiento de enfermedades de la
piel debido a su capacidad para administrar principios activos de manera localizada en
la zona afectada. Este enfoque no solo reduce la exposicion del resto del organismo a
los medicamentos, disminuyendo asi los posibles efectos adversos sistémicos y la
toxicidad, sino que también minimiza la degradacion que podria ocurrir durante el
metabolismo de primer paso o en el tracto gastrointestinal (Herbig et al., 2023; Nashier
et al., 2022).
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Debido a lo caracteristico de su aplicacion local, su efecto terapéutico se concentra
Unicamente en el area especifica de la piel que requiere atencién, ademas estas formas
semisélidas permiten una absorcion eficiente del principio activo, promoviendo una
respuesta terapéutica efectiva y rapida. Ademas, al evitar la exposicidn sistémica
excesiva, se mejora la seguridad del tratamiento y se optimiza la eficacia del
medicamento, contribuyendo a una recuperacibn mas efectiva de la condicién

dermatoldgica presente (Herbig et al., 2023; Nashier et al., 2022).

Es relevante sefalar que, a pesar de su uso proviene de manera ancestral, tiene su
prevalencia en la dermatologia contemporanea, las formas farmacéuticas semisélidas
tienen aplicaciones mas alla de la administracion topica en afecciones de la piel. Estas
formulaciones también pueden ser empleadas en otras vias de administracién, como la
vaginal, rectal y conjuntival. Por lo tanto, son un tipo de medicamento que tiene una gran
versatilidad que permite adaptar su uso segun las necesidades especificas del
tratamiento, proporcionando beneficios similares de concentracion localizada del

principio activo en distintos contextos médicos (Herbig et al., 2023; Nashier et al., 2022).

Entre los productos que se pueden encontrar en esta categoria, los unglientos son un
tipo de medicamento que tiene definiciones muy variadas en la literatura. Algunas
descripciones los definen como pomadas de alta consistencia y baja extensibilidad, lo
que los asocia con las pomadas como una forma semisoélida similar, e incluso los

clasifican como un tipo especifico de pomada (Pabén-Varela & Gonzalez Julio, 2017).

No obstante, segln otras investigaciones, se destacan diferencias especificas entre los
ungilientos y las pomadas. Por ejemplo, los unglientos se caracterizan por su ausencia
total de contenido de agua, mientras que las pomadas si contienen una pequefia
cantidad de agua, aungque en proporciones menores en comparacion con otras formas
farmacéuticas como las cremas. Esta distincion es significativa no solo en términos de
composicion, sino también en cuanto a como estas formas semisolidas pueden afectar

la aplicacion y la eficacia del tratamiento en diferentes condiciones. (Garcia et al., 2015).

No obstante, segun la United States Pharmacopeial Convention (2007), estas
preparaciones semisolidas estan definidas como formulaciones destinadas para la
aplicacion externa en la piel o0 membranas mucosas. Aunque esta referencia no entra
en especificaciones detalladas sobre la consistencia especifica o el contenido exacto de
agua, subraya la importancia de estas formas farmacéuticas en el contexto del lugar
para su aplicacion, enfatizando su uso para el tratamiento localizado de diversas

condiciones médicas.
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Ademas, tiene otras caracteristicas importantes como su propiedad de retener la
humedad y evitar la evaporacion del agua y el sudor, lo cual resulta fundamental para
mantener la piel hidratada. Esta capacidad lo convierte en una opcién idonea para el
tratamiento de areas de piel mas gruesas, como las palmas de las manos o las plantas
de los pies, donde se requiere una mayor proteccion y cuidado para mantener la
integridad y suavidad de la piel. Debido a estas caracteristicas especificas, son
perfectas para ser utilizadas como formas de medicacion para el tratamiento de heridas
superficiales (Garcia et al., 2015; Lara Rojas, 2022).

1.2.5.1 Proceso de preparacion del unguento. En la formulacion de estas formas
farmacéuticas semisdlidas, se emplean principalmente cuatro tipos de bases distintas,
cada una con caracteristicas especificas y aplicaciones particulares. Las bases de
hidrocarburos, como la vaselina blanca o el petrolato blanco, son conocidas por su
capacidad para proporcionar un contacto prolongado y actuar como un vendaje oclusivo
sobre la piel. Este tipo de bases son ideales para mantener la hidratacion y proteger la
piel en areas donde se requiere una barrera protectora duradera (United States

Pharmacopeial Convention, 2007).

Por otro lado, las bases de absorcidn se presentan en forma de emulsiones agua-en-
aceite (W/O). Estas bases permiten la absorcion de liquidos acuosos de la piel, lo cual
es beneficioso en el tratamiento de condiciones donde se necesita una hidratacion
adicional y la retencion de humedad. En contraste, las bases lavables con agua se
manifiestan como emulsiones aceite-en-agua (O/W), las cuales son faciles de retirar con
agua y son adecuadas para situaciones donde se requiere una aplicacion mas ligera y

menos oclusiva (United States Pharmacopeial Convention, 2007).

Finalmente, las bases hidrosolubles incluyen ungtientos formulados con polietilenglicol,
los cuales son solubles en agua y ofrecen beneficios especificos en términos de facilidad
de aplicacion y absorcion. Estos diferentes tipos de bases proporcionan opciones
versatiles para adaptar el tratamiento a las necesidades especificas de la piel y las
condiciones médicas, asegurando asi una aplicacion efectiva y confortable de las formas
semisolidas en la préactica dermatoldgica y terapéutica (United States Pharmacopeial
Convention, 2007).

El método convencionalmente empleado es la técnica de fusion. En la literatura cientifica
que aborda la preparacion de unguentos, se describen dos procedimientos habituales:
en el primero, se comienza por fundir la base inicial, que puede ser vaselina o parafina,

y posteriormente se incorporan gradualmente todos los excipientes de naturaleza oleosa
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hasta obtener una mezcla uniforme en textura (Garcia et al., 2015; Lahare et al., 2024).
La literatura especializada resalta que el empleo de vaselina como base para la
elaboracion de formas farmacéuticas no siempre es recomendable debido a que puede
provocar una liberacion lenta del principio activo, a menos que se apliquen técnicas para

mejorar esta propiedad, como la incorporacion de microemulsiones (Kang et al., 2021).

Este proceso de fusidn se realiza de diversas maneras, siendo una de ellas mediante
bafio maria a una temperatura de aproximadamente 70 °C. Sin embargo, la eleccion de
la temperatura especifica dependera de las propiedades individuales de los excipientes
utilizados, siempre priorizando la optimizacion y el cuidado para evitar la degradacién
prematura durante la elaboracion de la formulacion (Kang et al., 2021).

Una vez obtenida la base del ungiiento, se procede a integrar los extractos con
propiedades terapéuticas mediante el método de levigacion. Esto implica la agitacién
manual o con la asistencia de equipos como homogeneizadores, los cuales se deben
controlar las revoluciones por minuto (rpm) a una cantidad de 6000 durante
aproximadamente cinco minutos (Kang et al., 2021; Lahare et al., 2024).

Es crucial determinar el momento adecuado para la adicién del farmaco, considerando
que puede incorporarse cuando la base aln esta caliente. Sin embargo, si el farmaco
es termolabil, lo mas apropiado es afiadirlo después de que la base del unglento se
haya enfriado, especialmente en el caso de extractos naturales, para preservar su

integridad y potencia terapéutica (Lahare et al., 2024).

La segunda técnica empleada en la preparacion de formas farmacéuticas semisdlidas,
como se encontré en la elaboracion de un ungtiento a base de semillas de A. catechu
segun lo descrito por el investigador, consiste en utilizar un vaporizador a 65 °C en un
bafilo maria para fundir simultdneamente todos los ingredientes oleosos.
Posteriormente, la mezcla se deja enfriar y se homogeneiza utlizando un
homogeneizador, aunque en este caso a una velocidad mas baja de 1500 rpm y durante
un tiempo prolongado, de dos a tres veces mas que en el procedimiento anterior. El
resto del proceso es similar, incluyendo la adicién del principio activo en diversas

concentraciones para obtener el producto final deseado (Sandhiutami et al., 2023).

Ademas, en el contexto de evaluacion de parametros de accion terapéutica en
investigaciones previas sobre formas farmacéuticas semisdlidas destinadas a
aplicaciones medicinales, es comun preparar multiples formulaciones que contienen
diferentes concentraciones del principio activo o extracto. Este enfoque permite

asegurar la fiabilidad de los resultados respecto a la actividad biol6gica de estos
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productos en las lesiones especificas para las cuales estan destinados (Nashier et al.,
2022).

Tras completar su elaboracién, otra fase crucial en el proceso del ungiiento es la
evaluacién de sus propiedades fisicas a través de ensayos especificos. Esto incluye la
evaluacién de caracteristicas organolépticas, la prueba de untabilidad o también
conocida como extensibilidad, asi como la evaluacién de la homogeneidad del producto.
Ademas, es esencial medir el pH del ungiiento para asegurar que sea adecuado para
la piel, utilizando un pHmetro como método de verificacion (Lahare et al., 2024).

1.2.6 Ensayos preclinicos. Los ensayos preclinicos son una fase critica en el proceso
de desarrollo y evaluacion de nuevos medicamentos, ya que sientan las bases para
futuros estudios clinicos. Estas investigaciones son esenciales para minimizar riesgos
y comprender a fondo la eficacia, seguridad y posibles efectos adversos de los
tratamientos en evaluacion. Al establecer un marco sélido de conocimiento en esta
etapa temprana, se proporciona la justificacion necesaria para avanzar hacia estudios
clinicos posteriores con mayor confianza y seguridad. Este proceso también permite
identificar y abordar posibles preocupaciones de seguridad antes de que los
tratamientos sean evaluados en humanos, asegurando asi un progreso responsable y

ético en el desarrollo de nuevas terapias médicas (Willmann et al., 2020).

En este tipo de estudios preclinicos, se emplean una amplia gama de especies
animales, siendo los ratones domésticos, conocidos cientificamente como Mus
musculus uno de los tipos mas comunmente utilizados. Estos animales vertebrados son
especialmente prevalentes en laboratorios de investigacion experimental, educacion y
pruebas debido a su disponibilidad, tamafio manejable y caracteristicas biolégicas que
los hacen adecuados para estudios variados en ciencias bioldgicas y biomédicas (Sanz-
Moreno et al., 2024).

En la investigacion experimental, existe una notable disparidad en el uso de animales
segun su sexo, siendo los machos considerablemente mas utilizados en comparacion
con las hembras, como lo indica el estudio de Castafieda Forero & Sarmiento Mosquera
(2020), se reporta que el 83% de los estudios se concentran en el uso de machos,
mientras que solo un 3% se centra en el estudio de hembras. Esta discrepancia puede
tener implicaciones significativas en la generalizacion de los resultados obtenidos, ya
que las diferencias biolégicas entre machos y hembras pueden influir en la respuesta a

tratamientos y en la comprensién de la fisiopatologia de diversas condiciones médicas.
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En estudios de este tipo, los animales son empleados como bioindicadores
fundamentales, ofreciendo informacion valiosa de manera tanto directa como indirecta.
Ademds, en el ambito de los modelos animales utilizados para evaluar formas
farmacéuticas, estos ensayos permiten verificar de manera efectiva la autenticidad de
la actividad terapéutica en comparacion con un grupo de control o placebo (Cabrero-
Safiudo et al., 2022).

Cabe destacar que en experimentaciones que se usaran modelos animales, es
imperativo seguir estrictas guias y protocolos éticos para el manejo de animales de
laboratorio. Para asegurar el cuidado adecuado de estos animales, se cuenta con
recursos como la "Guide for the Care and Use of Laboratory Animals" del Departamento
de Salud y Servicios Humanos de EE. UU., Servicio de Salud Publica e Institutos
Nacionales de Salud. Asimismo, la Directiva 2010/63/UE establece uno de los marcos
legales mas rigurosos y progresistas a nivel mundial para la proteccion de los animales
de laboratorio. No obstante, también existen numerosas otras guias y protocolos que
ofrecen directrices para practicas éticas y el manejo adecuado de animales en
investigacion preclinica (Chlebus et al., 2016; Institute of Laboratory Animal Resources
(US) & Committee on Care, & Use of Laboratory Animals, 1986).

De manera general, estas directrices sefialan la necesidad de un comité que monitoree
el uso y cuidado de los animales, en donde uno de los miembros sea un experto en
investigaciones animales perteneciente a la institucién, un veterinario certificado, otro
experto que no pertenezca a la institucion. Ademas de ello, se sefiala las condiciones
necesarias de cria y desarrollo de los animales como la temperatura, humedad,
ventilacién, comida, entre otros (Institute of Laboratory Animal Resources (US) &

Committee on Care, & Use of Laboratory Animals, 1986).

De acuerdo a la segunda guia mencionada, se deben establecer directrices rigurosas
incluso desde la eleccion del modelo animal, enfatizando la ley de las "tres R™
reemplazo, reduccion y refinamiento. El reemplazo se define como la utilizacién de
métodos, estrategias o enfoques que prescinden del uso de animales, priorizando
alternativas que no impliquen el uso de seres vivos como primera opcién. Este enfoque
promueve la blsqueda constante de modelos que puedan substituir la necesidad de
experimentacion animal (Council of the European Union & European Parliament, 2010;
Lee et al., 2020).

La siguiente “R” implica cualquier estrategia que permita utilizar un nimero menor de

animales para alcanzar los mismos objetivos cientificos. Se orienta hacia la optimizacion
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de los experimentos, buscando métodos que permitan obtener resultados comparables
o0 incluso mejores, pero con la minima cantidad de individuos biolégicos posible. Esto
implica un enfoque proactivo en la planificacion experimental y en el disefio de estudios
para maximizar la eficiencia y minimizar la cantidad de animales utilizados (Council of

the European Union & European Parliament, 2010; Lee et al., 2020).

Por altimo, el refinamiento se refiere a la modificacién continua de procedimientos y
practicas desde el nacimiento hasta la muerte del animal experimental. Este principio
busca mitigar cualquier forma de dolor, sufrimiento o estrés, ademas de mejorar el
bienestar general de los animales involucrados en la investigacion. Incluye aspectos
como el manejo cuidadoso, la mejora de las condiciones de alojamiento, la
implementacion de métodos analgésicos y la aplicacién de técnicas que reduzcan al
minimo el malestar y el sufrimiento experimentado por los animales (Council of the

European Union & European Parliament, 2010; Lee et al., 2020).

Un claro ejemplo de esta ultima “R”, se puede reflejar en el caso de pretender realizar
un estudio histoldgico para la comprobacion del efecto cicatrizante del carbon activado
en ratones domeésticos, el asegurar el bienestar de los ratones Mus musculus utilizados,
minimizando el sufrimiento al anestesiarlos adecuadamente antes de realizar con
cuidado cualquier procedimiento de corte necesario para el estudio de las heridas

necesarias para monitorear el estudio (Yoon et al., 2020).

No obstante, dentro del contexto de las "tres R", se ha enfatizado el reemplazo por
encima de la reduccién, mientras que el refinamiento se ha considerado como una
prioridad menor. Por lo tanto, en la investigacion, la tendencia predominante es
reemplazar los modelos animales con modelos informaticos, cultivos de tejidos o células
(Lee et al., 2020).

Seguir estas guias no solo garantiza el cumplimiento de normas éticas en su cuidado,
sino que también contribuye a reducir la variabilidad en los resultados de las
experimentaciones en las que participan. Esto se logra al minimizar la influencia de otros

factores que podrian alterar los resultados reales (Chlebus et al., 2016).
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2. METODOLOGIA

2.1 Disefio de la Investigacién

El presente trabajo investigativo se basd en una investigacion experimental de tipo
descriptivo-analitico donde se determiné la actividad cicatrizante del carbén activado
mediante la elaboracién de una forma farmacéutica semisolida “ungiento” donde se
utilizd como bioindicadores ratones Mus Musculus observando su efectividad mediante
analisis histoldgicos durante el periodo de junio del 2024 hasta enero del 2025, para

contribuir a futuras investigaciones.

2.2 Enfoque de la investigacion

El siguiente trabajo tuvo un enfoque cualitativo, dado a que se evalu6 la efectividad
cicatrizante de cada organismo modelo en un tiempo determinado, con el fin de

responder las preguntas de investigacién propuestas anteriormente.

2.3 Poblacion de estudio

La poblacién estuvo compuesta por ratones Mus musculus la cual se dividié en dos
grupos principales, el grupo experimental y el grupo control ya que en este se utilizé el
mismo numero de ratas que en el grupo experimental para tener una base de
comparacion adecuada. Estos ratones no recibieron el ungiiento con carbén activado,
sino que se les aplicara una sustancia control (como un ungiiento sin el principio activo)

para observar la diferencia en la cicatrizacion.

2.4 Muestra

La muestra estuvo compuesta por la formulacién de formas farmacéuticas semisolidas
con diferente concentracion de principio activo “carbén activado” teniendo como objetivo

la evaluacion de la efectividad cicatrizante, eficacia y seguridad.

2.5 Ubicacién de estudio

El siguiente estudio se llevé a cabo en los laboratorios de investigacion y el bioterio de

la Facultad de Ciencias Quimicas y la Salud.

2.6 Materiales y equipo
2.6.1 Materiales
¢ Mandil

e Guantes
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e Gorro

e Protectores de zapatos
e Mascarilla

e Toallas absorbentes

e Papelfiltrante

o Espatulas

e Recipiente de plastico

e Bisturi

e Alcohol

e Gasas

e Franelas

e Vasos de precipitacion
e Tubos de ensayo
e Placas de vidrio
e Porta objetos
e Cubre objetos}
2.6.2 Equipos
e Mortero
e Potenciémetro
e Estufa
e Microscopio
2.6.3 Reactivos
e Carbon activado (Cabot Corporation)
e Vaselina (petrolato blanco sélido)

e Metilparabeno (Quimiprova)
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e Propilparabeno (Quimiprova)
e Etanol etilico al 96%
e Agua destilada

2.7 Métodos y técnicas
Ensayos de calidad

2.7.1 Ensayo de pH carbdn activado. El ensayo de pH en las formulaciones con
diferentes concentraciones se realizo por triplicado utilizando un potenciometro donde
el electrodo se sumergi6é en la muestra y se esperé hasta que la lectura se estabilizo.
Se limpié el electrodo con agua destilada después de cada medicibn para evitar

contaminacion.

2.7.2 Ensayo de Humedad al carbén activado. El procedimiento consistié en pesar una
cantidad especifica de muestra, someterla a secado en una estufa a temperaturas entre
100°C y 105°C hasta que alcanz6 un peso constante, se enfrié en un desecador y se

volvié a pesar para calcular la pérdida de peso como porcentaje del peso inicial

2.7.3 Preparacion de unglento directo. Se prepararon dos formulaciones de ungiiento
con el método de fusién e incorporacién con carbon activado en concentraciones al 2%,

4%, y una formulacion de control, donde se realizaron los ensayos de calidad.

2.8 Efecto cicatrizante sobre la piel

Organismo Modelo: El ensayo se realiz6 con los ratones Mus musculus en la cual se

hizo un corte circular para evaluar el efecto cicatrizante.

Agrupacion de organismo modelo: Se dividi6 a 3 ratones por cada formulacién

farmacéutica.

Sexo: Un solo sexo (hembras).

Aclimatacién: Los ratones se mantuvieron en cuarentena con acceso a comida y agua.
2.9 Técnica de recoleccion de datos

Se empled el andlisis estadistico descriptivo donde se compararon los resultados
obtenidos mediante la evaluacion diaria de la efectividad cicatrizante del unguento. Las

evaluaciones diarias incluyeron el monitoreo visual de las heridas en puntos de tiempo
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especificos para su documentacion y la comparacién del proceso de cicatrizacion entre

los diferentes grupos experimentales.
2.10 Documentacion de datos

Fotografias: Se tomaron imagenes microscopicas de las secciones realizadas para

documentar la restauracion del tejido.

2.11 Técnicas para el procesamiento de datos

Se empled un andlisis descriptivo con el fin de analizar y discutir los datos recolectados
en el lapso del estudio.

2.12 Herramientas para el procesamiento de datos

Se utilizaron cuadros descriptivos donde se procesé la informacion recopilada en la
investigacion con el uso teérico y practico de articulos cientificos, libros y revistas

cientificas.

Cuantificacion: Se realizaron andlisis cuantitativos del tiempo de estudio con los
organismos modelos utilizando software de imagenes para la evaluacién de los

diferentes aspectos del tejido cicatrizado.
2.13 Ensayos

2.13.1 Ensayo de humedad carbén activado. El método de pérdida por secado es una
técnica gravimétrica utilizada para determinar el contenido de humedad en unglentos y
otras formulaciones semisélidas, basado en la medicion de la pérdida de peso tras la
evaporacion de componentes volatiles, principalmente agua. El procedimiento consiste
en pesar una cantidad especifica de muestra, someterla a secado en una estufa a
temperaturas entre 100°C y 105°C hasta alcanzar un peso constante, enfriar en un
desecador y volver a pesar para calcular la pérdida de peso como porcentaje del peso
inicial (ANMAT, 2014). Este método es ampliamente reconocido en farmacopeas
internacionales debido a su simplicidad y eficacia, aunque debe aplicarse con
precaucion, considerando que algunas sustancias pueden contener otros volatiles que

influyan en la interpretacion de los resultados (ANMAT, 2014).

En el ensayo de humedad se pesaron 10 gramos de carbon activado granulado de la
marca Cabot Corporation en la balanza analitica de la marca OHAUS PIONEER, se
trituraron los 10g con la ayuda de un mortero una vez terminado este proceso se coloco

previamente pesado en un capsula, luego de esto se ubicé en la estufa de la marca
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MEMEERT a una temperatura de 105 °C durante 3 horas, pasadas las horas se dejo

enfriar para pesar la cantidad especifica de la pérdida del porcentaje inicial.

2.13.2 Ensayo de pH carbdn activado. Siempre que la solucién que se esta midiendo
sea lo suficientemente similar en composicion a la solucién amortiguadora usada para
la normalizacion, el pH operacional seré bastante cercano al pH tedrico. Aunque no se
hace ninguna afirmaciéon en lo que se refiere a la aptitud del sistema para medir la
actividad o la concentracion del ion hidrogeno, los valores obtenidos estan
estrechamente relacionados con la actividad del ion hidrogeno en soluciones acuosas.
Cuando un medidor de pH se normaliza mediante el uso de una solucion amortiguadora
acuosa y luego se la emplea para medir el “pH” de una soluciéon o suspensiéon no
acuosa, la constante de ionizacion del acido o de la base, la constante dieléctrica del
medio, el potencial de unién liquida (que puede originar errores de aproximadamente 1
unidad de pH) y la respuesta del electrodo de vidrio al ion hidrogeno cambian totalmente.
Por estas razones, los valores asi obtenidos con soluciones que son solo de caracter
parcialmente acuoso pueden considerarse Unicamente como valores aparentes de pH

(United States Pharmacopeial Convention., 2007).

Para el ensayo de humedad se utilizé el carbon activado granulado de la marca Cabot
Corporation donde se pes6 1 gramo en la balanza analitica de marca OHAUS PIONEER
en vaso de precipitacion de midié 10 ml de agua destilada comercial donde se coloco el
carbdn activado previamente pesado con un agitador se agito durante 2 minutos luego
de esto se dejo reposar por 4 minutos luego de que pasaron los minutos se agito
nuevamente para elaborar la correcta lectura en el potenciometro de la marca OAKION
el proceso de lectura se realiz6 por triplicado en cada lectura se realizé la debida

limpieza del bulbo de vidrio para que no haya un error en la lectura.

2.13.3 Proceso general para la elaboracion de ungiiento. EI método convencionalmente
empleado es la técnica de fusion. En la literatura cientifica que aborda la preparacion de
unguentos, se describen dos procedimientos habituales: en el primero, se comienza por
fundir la base inicial, que puede ser vaselina o parafina, y posteriormente se incorporan
gradualmente todos los excipientes de naturaleza oleosa hasta obtener una mezcla
uniforme en textura (Garcia et al., 2015; Lahare et al., 2024). La literatura especializada
resalta que el empleo de vaselina como base para la elaboracion de formas
farmacéuticas no siempre es recomendable debido a que puede provocar una liberacién
lenta del principio activo, a menos que se apliquen técnicas para mejorar esta propiedad,

como la incorporacion de microemulsiones (Kang et al., 2021).

Este proceso de fusion se realiza de diversas maneras, siendo una de ellas mediante
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bafio maria a una temperatura de aproximadamente 70 °C. Sin embargo, la eleccién de
la temperatura especifica dependera de las propiedades individuales de los excipientes
utilizados, siempre priorizando la optimizacién y el cuidado para evitar la degradacién

prematura durante la elaboracion de la formulacion (Kang et al., 2021).

Una vez obtenida la base del ungliento, se procede a integrar los excipientes con
propiedades terapéuticas mediante el método de levigacion. Esto implica la agitacion
manual o con la asistencia de equipos como homogeneizadores, los cuales se deben
controlar las revoluciones por minuto (rpm) a una cantidad de 6000 durante

aproximadamente cinco minutos (Kang et al., 2021; Lahare et al., 2024).

El proceso de elaboracion de ungliento se realizé mediante el método de fusién e
incorporacién para esto se utiliz6 como base Petrolato blanco sélido comercial como
principio activo carbén activado granulado de la marca Cabot Corporation,
conservantes metilparabeno y propilparabeno de la marca Quimiprova. El proceso
comenzd con la dilucion de la vaselina la fue calentada a 60-70 °C en un bafio maria
hasta alcanzar una consistencia fluida, luego de esto se dej6 enfriar por unos minutos
para agregar los conservantes el metilparabeno y propilparabeno posteriormente, el
carbon activado fue triturado y tamizado para eliminar grumos y facilitar su dispersion
en la base. Se incorporé el carbén activado en pequefias porciones, mezclando con
un agitador vigorosamente hasta obtener una dispersion uniforme y homogénea. Una
vez lograda la integracion completa de los componentes, se colocé en recipientes de
plasticos procedentes de Productos de Limpieza Dr. Jorge. Romero Matamoros. Cabe

recalcar que este procedimiento se realiz6 en cada formulaciéon de unglento.

2.13.4 Ensayos Organolépticos. En este ensayo de calidad, se evalla el olor, color y
sabor (en caso de que apligue) También se analiza el aspecto, es decir, la apariencia
del medicamento, describir todas las caracteristicas que presenta. Su determinacion u
observacién proporciona una primera impresion de la calidad del producto. Deben
presentar aspecto homogéneo, color y olor agradable o por lo menos aceptable y
textura suave luego de la aplicacion via tépica. Una vez elaboradas las muestras se
deben observar a diferentes intervalos de tiempo (24 horas, 7,15, 30 y 41 dias) con la
finalidad de examinar: homogeneidad, textura, consistencia, color y olor
(SIGNORELLI, 2005).

En los ensayos organolépticos de las formas farmacéuticas semisélidas con diferentes
concentraciones, se desarrollard una evaluacion cualitativa la cual fue destinada para
analizar las caracteristicas fisicas y sensoriales. Este procedimiento garantiza que el

producto cumple con los estandares establecidos en cuanto a apariencia, color, olor,
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textura (SIGNORELLL, 2005).
Los ensayos organolépticos que se realizaron en cada formulacion fueron olor, color y
aspecto mostrando una similitud en caracteristicas en las formulaciones con
concentraciones al 2% y 4% ya que estas contienen el mismo principio activo mientras
que la formulacién control presentd caracteristicas distintas ya que esta no contiene
principio activo estos ensayos fueron evaluados sensorialmente demostrando ser actos

para su aplicacién.

2.13.5 Ensayo de extensibilidad. La propiedad de extensibilidad de un semisélidos es
importante porque indica cémo se comportarian las formas topicas al extruir del
recipiente, al aplicar y su uniformidad de la dosis, influyendo en la eficacia terapéutica
(Ahmadi, et al, 2023).

La viscosidad y la extensibilidad son inversamente proporcionales; mientras mas
viscoso es menor su capacidad de extenderse en el espacio. Ademas, estas
propiedades dependen del tipo de dosificacion del semisélido para ser untado y

adaptado a la forma de la zona aplicada (Ahmadi, et al, 2023).

Se pesara aproximadamente 2 gramos del producto final, se lo coloc6 en una de las dos
placas de vidrio y se procedi6 a ubicar la placa restante encima de la que contenia la
muestra, sin empujarlo ni hacer fuerza ya que estas tenian ya un peso adecuado para
realizar este tipo de ensayo. Después de un minuto, se midié cuidadosamente con
ayuda de una regla el diametro de la extension de la muestra (FORMULACION
MAGISTRAL ZONZAMAS., 2021).

El ensayo de extensibilidad se realiz6 con la ayuda de dos palcas de vidrio donde se
colocé 2 gramos de unguento al 2% en la primera placa una vez colocado se procede a
ubicar la segunda placa de vidrio encima se esperd aproximadamente un minuto para
proceder a medir cuidadosamente la extension de la muestra para evitar errores en la
lectura, este proceso se realizé en todas las formulaciones de ungiiento cabe indicar
que se realiz6 la debida limpieza en las placas de vidrio para proceder a medir las

siguientes formulaciones.

2.13.6 Ensayo de Pre-estabilidad. Los estudios de estabilidad acelerada a corto plazo,
tiene como objetivo determinar la vida util de la formulacion desarrollada, del mismo
modo exponer las condiciones mas beneficiosas del almacenamiento. Siendo su
principal ventaja anticipar el comportamiento del producto en acelerar la
descomposicion fisica y quimica de los componentes de su formulacion. Estos estudios
se llevan a cabo con equipos disefiados para poder controlar los factores que intervienen

al simular las alteraciones ambientales las cuales estardn sometidos a cambios de

34



temperatura, humedad y luz. Las temperaturas de las cuales se recomienda realizar
este tipo de ensayo deben estar por encima de 30°C, dentro de las temperaturas mas

utilizadas se encuentran: 37°C ° a 50°C (Zambrano y Moncada., 2016)

Para el estudio de la pre-estabilidad se realiz6 con las tres formulaciones de ungiientos
donde se pes6 20 gramos de cada unglento y se colocé en tres capsulas cada una
seleccionadas por cada ungiento se colocaron en la estufa de la marca MEMMEERT
en un lapso de 48 horas a una temperatura inicial de 25°C y una temperatura final de
45°C a las formulaciones a base de carbén activado, luego de a ver transcurrido el
tiempo determinado se desarrollaron estudios de las caracteristicas organolépticas y el

pH para observar si ocurrié un cambio.

2.13.7 Ensayo en los organismos modelos. El ensayo en los organismos modelos se
utilizé cloroformo como anestesia donde se colocé 0.2 ml en un algodén dentro de un
vaso de precipitacion de 100 mL dentro de este se coloco a los ratones encima del vaso
se colocé una palca de vidrio se dejo por 1 minuto una vez anestesiado se procedio a
rasurar la parte del lomo de los ratones con la presto barba de la marca Bic Sensivite
una vez rasurado el area se ejecuto la herida de 1cm con la ayuda de un bisturi de la
marca ANDINO EDUADOR una vez ejecutada la herida se realiz6 la asepsia alrededor
de la herida con alcohol de la marca WEIR, este proceso se desarroll6 a los 12 ratones
gue se utilizaron para el estudio de la actividad cicatrizante, los ratones fueron colocados
en jaulas realizas especialmente para gestionar el monitoreo y aplicaciéon del tratamiento
en un lapso de 15 dias. El proceso de cicatrizacion se fue midiendo con una regla cada
5 dias cabe indicar que los ratones se mantuvieron con su alimentacion normal, la

limpieza de sus jaulas se elaboré todos los dias para evitar alguna contaminacion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

En el estudio, se utilizaron 12 ratones, distribuidos en cuatro grupos de tres individuos
cada uno. Se aplicd un tratamiento local con carbdn activado en concentraciones del
2% y 4%, ademas de un grupo control y otro tratado con una crema comercial. El
tratamiento se llevo a cabo durante el periodo comprendido entre enero y febrero de
2025.

3.1 Resultados de ensayos de calidad realizados al carbén activado

3.1.1 Ensayo de pH. El analisis de la muestra de carbén activado revela que su pH se
encuentra dentro del rango estipulado por la farmacopea USP 30 (4.0 — 11.0) como se
puede visualizar en la tabla 1, lo que indica su idoneidad para su uso en la industria
farmacéutica, especialmente en productos destinados al contacto con la piel sin causar
irritaciones. Estos resultados coinciden con los hallazgos de Hernandez-Rodriguez et
al. (2017), quienes reportaron que el pH del carbdn activado varia segin su modificacién
guimica, registrando un valor de 10 en la muestra sin modificar (CAG) y valores de 7.9,
5.2 y 5.1 en las muestras modificadas (CAG1, CAG2 y CAG3), respectivamente.

Tabla 1. Estudio del pH de carbén activado

Muestra Resultado Limite

Carbén activado 9.91 40-11.0USP 30

Fuente. Elaboracion propia

3.1.2. Ensayos de humedad. En resultado obtenido se puede observar en la tabla 2
obtenidos en el ensayo, el valor registrado del 10 % confirma que la muestra procesada
se encuentra dentro de los estandares establecidos por la farmacopea USP 30. Esto
certifica que el producto cumple con los requisitos de calidad exigidos para su aplicacion
en la industria farmacéutica. Dichos hallazgos son consistentes con los reportados en el
estudio de Navarrete (2021), en el cual se obtuvo un porcentaje de humedad de
10.70 %.

Tabla 2. Estudio de humedad de carbén activado

Parametro Resultado Limite

Humedad 10% Hasta 15 % USP 30

Fuente. Elaboracion propia
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3.2 Resultados de los ensayos realizados a los unglentos
3.2.1 Ensayo Organoléptico.

En la tabla 3 se describen los ensayos organolépticos realizados a las formulaciones a
concentraciones del 2%, 4% y el control (blanco). Las formulaciones mostraron una
apariencia uniforme, con una textura suave y sin particulas visibles, ademas de una

buena facilidad de extensibilidad sobre la piel.

Exhibieron una consistencia homogénea cumpliendo con los estandares requeridos por
la farmacopea USP cada concentracion fue seleccionada con el propoésito de evaluar su
impacto tanto en las propiedades terapéuticas como en las organolépticas.

Esta informacién es crucial, ya que permiti6 analizar la variacion en la estabilidad,
textura, apariencia y otros parametros clave relacionados con la calidad del principio
activo incorporado. Como se menciona en el estudio de Ochoa et al. (2009), el color de
las formulaciones depende de la proporcién del principio activo y la cantidad de base
presente, mientras que el olor es caracteristico del ingrediente activo.

Tabla 3. Caracteristicas organolépticas del ungiiento

Parametros Control 2% 4%
Color Blanco Negro Negro
Olor Inoloro Inoloro Inoloro
Textura Oleosa Oleosa Oleosa

Fuente. Elaboracién propia

3.2.2 Ensayo de pH. Los datos ubicados en la tabla 4 del ensayo, realizado en tres
repeticiones para cada formulacion, mostré que todas se encontraban dentro del rango
aceptable de 5.5 a 7.0. Este hallazgo es crucial para garantizar tanto la seguridad como
la estabilidad de las formulaciones, dado que el pH obtenido es apropiado para reducir
el riesgo de irritacion en la piel, mientras asegura la compatibilidad con los excipientes
empleados y la estabilidad del principio activo. Estos resultados concuerdan con la
informacion que reporta Orlandi (2004) e Itriago & Calderdén (2022) en sus estudios
donde se menciona que el pH de la piel oscila entre 4.5 y 5.9 en la superficie y esta

estrechamente relacionado con su composicion.
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Tabla 4. Ensayo de pH en las formulaciones

CONTROL Unguento al 2% Unguento al 4%

5.38 5.77 5.32
Fuente. Elaboracién propia

3.2.3 Ensayo de extensibilidad. La Tabla 5 presenta los resultados de la evaluacion de
extensibilidad en las formas farmacéuticas a diferentes concentraciones, los cuales
evidencian un radio constante de 4.5 cm en las tres formulaciones analizadas. Este
resultado demuestra que la extensibilidad es homogénea a lo largo de las distintas
concentraciones, lo que indica que las formulaciones mantienen una consistencia
adecuada y uniforme. Dicho hallazgo es fundamental para garantizar tanto la facilidad
de aplicacién como la distribucién eficiente del producto en la piel. Ademas, estos
resultados son consistentes con lo reportado por Ramos et al. (2018), quienes
determinaron que una menor extensibilidad se asocia con una mayor consistencia y, en

consecuencia, con una mayor adhesion.

Tabla 5. Ensayo de extensibilidad

Ensayo CONTROL 29 49

Extensibilidad 4.5 radio 4.5 radio 4.5 radio

Fuente. Elaboracién propia
3.3 Resultados del estudio de Pre-Estabilidad de ungtento

Se llevé a cabo un estudio de pre-estabilidad en las formulaciones a base de carbén
activado, en el cual se sometieron los ungientos a condiciones de temperatura
controlada durante 48 horas. Posteriormente, se evaluaron sus caracteristicas
organolépticas, sin evidenciarse alteraciones ni variaciones en el pH. Estos hallazgos
coinciden con un estudio previo realizado en ungiientos a base de capsaicina, en el que,
tras la aplicacion de temperatura durante el mismo periodo, no se observaron cambios
en los valores de pH ni en las caracteristicas iniciales y finales de la formulacion (Ayala
& Castillo, 2019).
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3.4 Resultados de la determinacion del efecto cicatrizante de los ungientos

El uso del carbon activado en la cicatrizacion de heridas en modelos animales como
Mus musculus no ha sido ampliamente explorado en la literatura cientifica, por lo que
no existen estudios previos que permitan una comparacién directa con los resultados de
este trabajo. Sin, embargo investigaciones en humanos han sugerido que el carbén
activado tiene propiedades que pueden promover la curacién de heridas, como la
capacidad de adsorber toxinas y mejorar el entorno local de la herida (Sadat, 2022).
Este estudio, al centrarse en los efectos del carbén activado sobre la cicatrizacion de
heridas en ratones, aporta nuevos hallazgos en este campo.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en este estudio que proporcionan
una evaluacion comparativa de la actividad cicatrizante de las formulaciones basadas
en carbon activado frente a una formulacién comercial, utilizando un modelo animal para
la evaluacion de heridas, se observo el progreso de la cicatrizacién de forma visual
registrando cada 5 dias el avance del cierre de estas, los resultados se resumen en la
tabla 6. Ademas, se realizé un analisis microscépico que confirmé que la herida se cerré
completamente al final del periodo de observacion, lo que se puede visualizar en la tabla
7.

Los datos obtenidos revelan diferencias significativas en la velocidad y eficacia de la
cicatrizacion entre las formulaciones y el grupo control, lo que sugiere el potencial de las

formulaciones de carbdn activado en la mejora del proceso de cicatrizacion.

Tabla 6. Evaluacion cicatrizante en los ratones de laboratorio

_ Dias
Evaluacién
0 5
Control
0.8cm
Ungtento al
2%

0.7cm

Ocm




Tabla 6. (Continuacion)

Ungtento al
4%

0.5cm 0.3 cm

Crema

comercial

1cm 0.4 cm 0.3cm Ocm

Fuente. Elaboracion propia

Desde los primeros dias de evaluacion (Tabla 6), se observé una diferencia notable en
el inicio de la formacién de costras. Las formulaciones al 2% y 4%, asi como la crema
comercial, comenzaron a formar costras desde el tercer dia, mientras que el grupo
control lo hizo al cuarto dia. Este hallazgo sugiere que las formulaciones basadas en
carbon activado, incluso en concentraciones mas bajas (2%), promueven una respuesta
cicatrizante mas rapida, lo que podria estar relacionado con la capacidad del carbén

activado para adsorber impurezas y promover la regeneracion celular.

llustracion 1 Evolucion Cicatrizante.

Cicatrizacion
120
100
80
60
40

20

Cicatrizacion (%) Cicatrizacion (%) Cicatrizacion (%) Cicatrizacion (%)
Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15
Contral Ungiiento 2% MUngliento 4% ™ Crema comercial

Fuente. Elaboracién propia

El andlisis de la figura 1, la evolucion de las heridas a los cinco dias mostré que las
formulaciones de carbon activado al 2% y 4%, asi como la crema comercial, redujeron

significativamente el tamafio de la herida en comparacion con el grupo control. La
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formulacion al 4% presento la mayor eficacia, con una reduccién de la herida de 0.5 cm,
seguida de la crema comercial, que también mostré buenos resultados (0.4 cm). Este
patrén continué en la medicién de los diez dias, donde las formulaciones al 4% vy la
crema comercial mostraron una mayor reduccion de la herida, indicando una

regeneracion celular mas avanzada en comparacion con el grupo control.

Es relevante destacar que el cierre total de las heridas ocurrié en diferentes momentos
para cada grupo. Mientras que las formulaciones al 2% lograron el cierre completo de
la herida al dia 13, la formulacion al 4% y la crema comercial cerraron la herida al dia
12. El grupo control, por su parte, present6 cicatrizacion completa en el dia 14, lo que
confirma la capacidad superior de las formulaciones de carbén activado en acelerar la

cicatrizacion de heridas.
3.4.1 Resultados Microscopicos

Tabla 7. Evaluacion cicatrizante en los ratones

Control Ungiiento al 2% Unguento al 4%  Crema comercial

A%

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 7 las imagenes microscépicas muestran las diferencias del proceso final de
cicatrizaciéon, donde se observa uva evaluacion significativa en las heridas donde se
aplicaron los unguentos con diferentes dosis mostrando una estructura cutanea
totalmente cicatrizada evidencidndose una regeneracion de tejido distinta a la crema
comercial ya que la herida que se tratd con la crema comercial muestra la formacién de
una costra, lo que evidencia que el tratamiento con los ungiientos a base de carbon
activado muestra una cicatrizacion mas limpia y posiblemente mas rapida en

comparacion de la crema comercial.

En resumen, los resultados de este estudio indican que las formulaciones de carbén
activado, especialmente la de concentracion al 4%, tienen un efecto positivo y
significativo en la aceleracion de la cicatrizacién de heridas, en comparacion con el

grupo control.
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Ademas, los resultados obtenidos son comparables o incluso superiores a los de la
crema comercial utilizada, lo que sugiere que el carbén activado podria ser una opcion

viable y efectiva para el tratamiento de heridas en la préactica clinica.

A pesar de la limitada disponibilidad de articulos cientificos que utilicen modelos
animales para el progreso de la cicatrizacion de heridas mediante observacion visual,
similar a lo realizado en el presente estudio con ratones Mus musculus, existe literatura
que han utilizado el carbén activado como Unico o principal componente similar al de la
pomada evaluada en esta investigacion. Asi como variaciones de este, como el uso de

nanomateriales de carbono en apdsitos para heridas (Sadat, 2022).

Al igual que en otros estudios previos en otro tipo de semisdlidos con carbon activado
utilizado en conjunto con péptidos antimicrobianos como el LL37, se encontré que
favorecian la cicatrizacion (Lim, 2024). Lo que concuerda con el efecto positivo
observado en la cicatrizacion de las heridas en esta investigacién, demostrando su

potencial como agente terapéutico en el proceso de curacion.

Por lo tanto, se recomienda realizar estudios adicionales para evaluar posibles
mecanismos de accion y confirmar estos hallazgos en otros modelos experimentales

animales y humanos.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Las formulaciones de unglento a base de carbén activado muestran una
efectividad significativa en la cicatrizacion de las heridas de los ratones Mus

musculus.

Las propiedades fisicoquimicas del carbén activado evaluadas demuestran que
el producto es apto para el uso de formulaciones topicas por su alta capacidad

absorbente el cual es un factor clave para la eliminacién de impurezas.

Se desarrollaron tres formas farmacéuticas con concentraciones diferentes
demostrando que el ungiiento al 4% presenté mas efectividad cicatrizante que
el ungliento al 2%, lo que sugiere que la concentracion desempefia un papel
crucial para la actividad cicatrizante.

Las pruebas in vivo demostraron que los ratones que se aplicé el tratamiento con
la formulacién de mayor concentraciéon aceleraron el proceso de cicatrizacion en

comparacion al grupo control que no contenia la dosis con el principio activo.

RECOMENDACIONES

Realizar un estudio a largo plazo y con un numero mas grande de los organismos

modelos para obtener resultados mas representativos.

Mejorar las condiciones del ambiente de los animales en experimentacion para
evitar minimizar los factores de estrés que puedan influir en los resultados de

estudio.

Realizar los ensayos con ratas para obtener resultados significativos en tiempo

mas prolongado.

Realizar estudios de cortes histologicos para evaluar la regeneracion del tejido y

la calidad de la cicatrizacion.

Desarrollar estudios de estabilidad a largo plazo, para determinar la vida util del

producto final que garantice su eficacia.
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ANEXOS

Anexo 1. Materiales y pesaje

llustracién 3 Pesaje del carbén activado. llustracién 2 Materiales.

llustracion 5 Pesado de metilparabeno. llustracion 4 Pesaje de Petrolato Blanco.
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Anexo 2. Elaboracién de los unglientos y muestra control
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llustracion 8 Preparacion de Ungiientos. llustracion 7 Ungiientos.

llustracién 9 Ensayo de pH al Ungtiento. llustracion 6 Ensayo de Extensibilidad al Ungliento.
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Anexo 3. Procedimiento de experimentacion animal

llustracidn 10. Proceso de Rasurado. llustracién 11. Elaboracién de Herida.

llustracion 12. Herida en el organismo modelo. llustracion 13. Ratén Mus musculus.
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Anexo 4. Aplicacion de unglento y progreso de la cicatrizacién

Ilustracién 15. Aplicacion de Ungiiento. llustracion 14. Medicion de Herida.

llustracion 16.Separacion de Organismos Modelos.
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