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RESUMEN

Se realizo el disefid, desarroll6 y elaboracion de un sistema de liberacion de farmaco auto-
microemulsionables (SMEDDS), con la finalidad de vehiculizar la harmina presente en la fraccion
alcaloide de Banisteriopsis caapi (ayahuasca). Esta alternativa tecnolégica se ha realizado con
miras a mejorar la solubilidad acuosa del alcaloide; y por ende su potencial de biodisponibilidad.
La extraccion y aislamiento de la fraccion alcaloide de Banisteriopsis caapi, se realizé por medio
de un equipo Soxhlet usando metanol como solvente extractivo y posteriormente una separacion
liquido-liquido mediante solventes de distinta polaridad al pH 6ptimo de extraccidn de 10. A través
de los estudios cromatograficos y espectroscdpicos se corrobord que el componente mayoritario de
la fraccién alcaloide es harmina. Luego, se optimizéd la microemulsion mediante pruebas de
solubilidad y la construccion de diagramas de fase pseudoternarios. Se procedié a la elaboracion
de 300 mL de auto microemulsién vehiculizando los alcaloides totales expresados como harmina.
La microemulsion fue cargada en un carrier (avicel pH 102), y luego de un acondicionamiento
adecuado fue dosificada en una capsula de gelatina dura. A la microemulsion le fueron realizadas
pruebas de estabilidad basadas en inspeccion visual, determinacion de contenido, robustez,
dispersabilidad. Los resultados determinaron que se solubilizo en un 80%; obteniendo (2 mg de los
alcaloides totales expresados como harmina solubilizados por mL de microemulsién), exhiben una
mejora significativa de la solubilidad del alcaloide, puesto que se considera que la harmina es
insoluble en agua. Finalmente se obtuvo un farmaco innovador mostrando una diferencia
significativa al aplicar el método SMEDDS conteniendo los alcaloides totales expresados como
harmina, logrando de esta manera una mejoria de su potencia de biodisponibilidad, determinada
por el tamafio de particula en una microemulsion. Se recomienda el desarrollo galénico y en
Industria Farmacéutica, utilizando este vegetal ancestral amazénico (ayahuasca) como materia

prima para la prevencién de enfermedades neurodegenerativas existentes en la actualidad.



SUMMARY

The design, development and elaboration of a system of drug release self-microemulsionable Self
Micro Emulsifying Drug Delivery System (SMEDDS), was made with the purpose to transport the
harmine present in the alkaloid fraction of Banisteriopsis caapi (ayahuasca). This technology
alternative has been carried out in order to improve the alkaloid watery solubility, and therefore its
potential bioavailability. The extraction and isolation of a Soxhlet equipment using methanol as a
solvent extraction and subsequently a fluid liquid separation using solvents of different polarity to
the optimum pH of removal of 10. The chromatographic and spectroscopic studies confirmed that
the main component of the alkaloid fraction is harmine. Then, the micro-emulsion was optimized
using solubility test and the construction of pseudo-ternary phase diagrams. It proceeded to prepare
300 mL of self micro-emulsion to transport the harmine alkaloid. The micro-emulsion was charged
in a carrier (avicel pH 102), and then a proper conditioning was dosed in a hard gelatin capsule.
Stability tests were made to the micro-emulsion base don visual inspection, content determination,
strength, dispersibility. The results determined that it was solubilized in a 80%; getting (2 mg of
harmine solubilized per ml of micro-emulsion), and exhibited a significant improvement in the
alkaloid solubility, since it is considered that the harmine is insoluble in water. Finally an
innovative drug was achieved, showing a significant difference in applying the SMEDDS method
containing the harmine alkaloid, archieving of this way an improvement in its power of
bioavailability, determined by the size of particles in a micro-emulsion. It is recommended
pharmaceutics development and pharmaceutical industry, using this ancient Amazonian plant

(ayahuasca) as a raw materal for thhe prevention of neurodegenerative diseases existing at present.



INTRODUCCION

Banisteriopsis caapi (Ayahuasca), es una especie vegetal que forma parte de un popular brebaje
sagrado, consumido ampliamente en la zona norte de América del sur. Esta especie crece en el
valle del Amazonas, al este de Ecuador (Schultes, R. 1982). Presenta en su tallo alcaloides beta
carbolinicos. Entre estos alcaloides, encontramos a dos elementos representativos, caracterizados
por una elevada permeabilidad pero escasa solubilidad, la harmina y harmalina.

La harmina y harmalina poseen multiples actividades farmacoldgicas contra enfermedades
neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer, controlando perturbaciones neuroldgicas,
episodios depresivos, temblorosos, etc. (De la Cuba, 1994).

Un importante inconveniente de estos alcaloides la harmina y harmalina es su escasa solubilidad en
el agua (Dalton, 1979). Este hecho ha dificultado sus usos en diversos tratamientos beneficiosos
para el ser humano, limitando su amplio uso farmacoldgico, lo que conlleva a buscar alternativas
para solucionar este problema de biodisponibilidad.

Al mejorar la escasa solubilidad en agua y controlar el tamafio de la molécula, los componentes
principales de la harmina presentan un aumento en la eficacia terapéutica, mejorando su absorcién,
entrega y eliminacion de farmaco. (Cuckburn, 1997)

Como solucion a los problemas de solubilidad de farmacos, se han disefiado los sistemas de
liberacion de farmacos auto—microemulsionable (SMEDDS), es un método que ademas de mejorar
la solubilidad, brinda estabilidad termodinamica y aumenta la biodisponibilidad oral de drogas
poco solubles en agua. SMEDDS se las define como mezclas isotropicas de aceites, tensioactivo,
cosulfactante, cuando se presentan en medio acuosos con agitacion suave o motilidad del tracto
gastrointestinal.

Ademas de escenarios éptimos, se da origen a una microemulsién de aceite en agua con un tamafio
de goticula menor a 100 nm, esto proporciona una zona grande de superficie interfacial, favorable
para la liberacion de la droga y la absorcion, suministrados en céapsulas de gelatina blanda. (Hymaa
y Abbulu, 2013)

Delante de este contexto, SMEDDS es un método interesante, viable y adecuado en la mejora las
propiedades del alcaloide harmina, presente en B. caapi, y puede ser aplicable a més especies que
presentan metabolitos secundarios con limitantes en su solubilidad y biodisponibilidad; con el fin
de mejorar los procesos para la fabricacion de farmacos innovadores.

Con lo anotado, en el presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos de investigacion:



General

Desarrollar, elaborar y caracterizar las microparticulas de SMEDDS cargadas de los alcaloides
totales de Banisteriopsis caapi permitiendo la asimilacion oral y digestiva de harmina (alcaloide)

en el organismo humano.

Especificos

1. Extraer los alcaloides totales de Banisteriopsis caapi (Ayahuasca), mediante la técnica de

reflujo utilizando el equipo soxhlet.

2. Efectuar las pruebas de preformulacion de SMEDDS cargados de los alcaloides totales de

Banisteriopsis caapi, utilizando un diagrama de fase pseudoternario.

3. Disefiar la formulacion optima de micro SMEDDS cargado del extracto de alcaloides total
presentes en Banisteriopsis caapi.

4. Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de las microparticulas de SMEDDS, que seran
formuladas en el aumento de la biodisponibilidad de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis

caapi.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1 Banisteriopsis caapi

1.1.1 Descripcion general

Banisteriopsis caapi pertenece a la familia Malpighiaceae y al género Banisteriopsis, Dicho
género se encuentra distribuido en zonas tropicales de América del Sur, existe una variedad de 92
especies localizadas principalmente en Brasil, Bolivia, Colombia, Ecuador y Peri (Mabberley,
1997).

Banisteriopsis caapi tiene varios tallos lefiosos, ramificados. Esta conformada por una liana lefiosa
de la cuenca amazobnica, se la conoce popularmente como un ingrediente de una bebida sagrada
Ayahuasca, ampliamente utilizado en toda la Amazonia como té medicinal para la curacion y la
exploracion espiritual. (Schultes, 1982).

Este brebaje alucinégeno es preparado en infusion de Banisteriopsis caapi, usando
mayoritariamente sus tallos y hojas porque almacenan los componentes activos. Para potenciar el
efecto alucindgeno de este brebaje se afiaden otras plantas como: Banisteriopsis inebrians y
Peganum harmala, (Naranjo, 1986, pags. 117).

Otro género de plantas utilizadas en esta bebida son las solanaceas, cominmente las especies de
Nicotiana, especies Brugmansia y especies Brunfelsia (Schultes y von Reis 1982). Estas plantas
aportan diferentes componentes quimicos a la bebida.

La corteza seca de Banisteriopsis caapi presenta en altas concentraciones la mayoria de los

marcadores quimicos y compuestos bioactivos.

Figura 1-1: Banisteriopsis caapi (ayahuasca)

Fuente: Schultes R, 1976 Ethnobortany Hallucinogenic Plants

1



1.1.2 Estudios farmacoldgicos

La utilidad de Banisteriopsis caapi tiene gran influencia para aliviar los sintomas de trastornos
neuroldgicos, incluyendo la enfermedad de Parkinson.

Investigadores de medicina moderna especializados en el chamanismo, trabajan en terapias con
ayahuasca, conjuntamente con chamanes, indigenas, y médicos psiquiatras estudian a fondo las
formas y mecanismos de accién de los alcaloides activos de la ayahuasca contra trastornos
neuroldgicos. (Dalton, 1980).

Otra investigacion ha sugerido que un factor significativo para desarrollar anormalidades
neuroldgicas es la sobreexpresién de DYRKL1A, y una proteina microtubular tau, relacionada con la
aparicion prematura de la enfermedad de Alzheimer. A su vez se demostrd que es importante
DYRKI1A en la fosforilacion de la proteina tau. Con lo dicho se plantea una posibilidad de que
DYRKI1A puede ser un participante esencial en la disfuncion de la patologia tau tau de la
enfermedad de Alzheimer. Entonces aqui lo importante del alcaloide B-carbolina, harmina radica
en que se ah informado que es un inhibidor de alta afinidad de la actividad quinasa DYRK1A, lo
que apunta a que la harmina lograria alterar la fosforilacion de tau previniendo la enfermedad de
Alzheimer. (Frost y Meechoovet, 2011)

1.1.3 Efectos en el organismo

Cuando se usa la ayahuasca para fines médicos, el chaman es la persona indicada para recomendar
una dosis, no el paciente; debido a que esta bebida tiene muchos efectos en el ser humano, tanto
mentales como fisicos. La ayahuasca provoca alteraciones en la conciencia, incluyendo cambios en
la percepcion del tiempo y del espacio, sinestesia, despersonalizacion y una mayor
sugestionabilidad. Ayahuasca también trae un estado de inmovilidad y falta de coordinacion de
movimientos. (Cuckburn 1997).

Estos episodios pueden ser agradables o dolorosos. William Borroughs, alumno de Harvard, cont6
gue la experiencia con ayahuasca habia sido similar a una patada de mula en la cabeza (Cuckburn
1997).

1.1.4 Intoxicaciones

El consumo de ayahuasca puede provocar la presencia de nauseas, vomitos y diarrea ocasional,

palidez, dilatacion en pupilas, también puede darse una intoxicacion fisica de alto riesgo cuando es

mezclada con otros medicamentos. Aungue no esta claramente definida esta sintomatologia, se la

estudia en la Fundacién de Neuropsicologia del Hospital Sant Pau, en Barcelona-Espafia, para
2



revelar la hepatotoxicida, punto importante sobre los efectos fisiologicos de la Ayahuasca en el

cuerpo humano (Fernandez, 1992).

1.1.5 Composicion quimica

Los componentes quimicos de Banisteriopsis caapi que provocan el efecto alucindégeno son los
alcaloides beta-carbolinos presentes en la corteza. Banisteriopsis caapi contiene principalmente
harmina, ademas, los derivados 3-carbolina, tetrahidroharmina, y harmalina (Callaway, 1996).

Cabe afadir que los componentes quimicos de la ayahuasca y la fuente de las plantas utilizadas en

su elaboracion han sido bien caracterizados (Kenna, et al, 1984; Rivier y Lindgren, 1972).

Figura 2-1: Estructura quimica de la harmina

—
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Fuente: PEREZ DE LOS COBOS J, 2006 TRATADO SET DE TRANSTORNOS ADICTIVOS,
Pag 322

1.2 Harmina y Derivados

Un grupo representativo de alcaloides son las betas carbolinas representadas por harmina,
harmalina y tetrahidroharmina (Taiz & Zeiger, 2002, pags. 550-569).

Este grupo es considerado como sustancias alucinégenas por que actlan  modificando
temporalmente la apreciacion real del pensamiento y controlando estados de animo (Rodriguez,
2005, pag. 57).

La harmina y otros inhibidores de la MAO paran la accion de las enzimas monoaminas oxidasas,

impidiendo la destruccion de sus neurotransmisores.



El grupo de alcaloide p-carbolinas presenta un problema su baja solubilidad en agua, debido a que
son moléculas liposolubles, disminuyen la absorcién y eliminacion en el organismo (Velasco &
Alvarez, 1988, pags. 2-60).

1.2.1 [ —carbolinas

Por si mismos, pueden presentar algun efecto de psicoactividad, sin embargo, no se tiene un dato
exacto que pueda caracterizar el grado de psicoactividad de las B -carbolinas como " alucin6geno "
0 " psicodélico " (Shulgin y Shulgin, 1997).

La sensacidn de sedacion que producen las 8 —carbolinas, se da cuando impiden la desanimacién de
la serotonina, otra accion visible de las beta-carbolinas es que puede aumentar los niveles

cerebrales de serotonina.

1.2.2 Importancia de la solubilidad de un farmaco

Es de gran importancia la solubilidad de un farmaco ya que determina la absorcion y eliminacion
del mismo, segun estas caracteristicas se tendrd una forma farmacéutica idonea con aceptable
biodisponibilidad independientemente sea sélida o liquida.

El efecto que presentan los farmacos no dependen solo de las propiedades o respuestas terapéuticas
en el organismo (Alexader, Storer, 2010, pags. 65-80). Es también de vital importancia las
propiedades farmacocinéticas del mismo. Segun estos pardmetros sabremos como se va a
desenvolver el farmaco en su biodisponibilidad, efectividad y toxicidad (Avendafio, 2001, pags. 90-
101).

Por esta razon, es necesaria la creacion de un vehiculo que permita mejorar la baja solubilidad para
aprovechar al maximo los efectos terapéuticos de Banisteriopsis caapi, una solucién a este
problema se puede dar por medio de los sistemas de liberacion de farmaco auto-
microemulsionables (SMEDDS).

1.3 Sistemas de liberacién de farmaco auto-microemulsionables (SMEDDS)

Se define como mezclas de soluciones isotropicas y termodindmicamente estables que consisten en
aceite, agentes tensioactivos, cotensioactivos y el farmaco o mezclas de drogas que forman
rdpidamente microemulsion de aceite en agua (Liu, Tian, 2012), produciéndose cuando estan
expuestas a medios acuosos en mezcla mediante agitacion suave. La motilidad del estdbmago y el
intestino proporciona la agitacion requerida para la auto microemulsificion in vivo (Kumar y
Shishu, 2014).



Este método ha alcanzado gran relevancia ya que es prometedor porque nos brinda una solucién
cuando los farmacos presentan baja solubilidad, ademas mejora la absorcidon lenta del farmaco y su
potencial de biodisponibilidad oral (Hymaa y Abbulu, 2013).

La absorcion de los medicamentos depende de la velocidad de disolucion, la cual es importante
porque limita la biodisponibilidad de numerosos farmacos con baja solubilidad en agua (Josefa y
Bianco-Peled, 2013). La ventaja que tiene SMEDDS es presentar la droga de forma
microemulsionada, permitiendo un aumento de la eficiencia en el transporte de farmacos a traves
de la capa acuosa intestinal que conducird a una biodisponibilidad mejorada (Liu, Tian, Zhang,
2012).

Al formular un sistema de liberacién de farmaco auto-microemulsionables SMEDDS, se debe
seleccionar el vehiculo, tensioactivos de acuerdo a su capacidad de solubilizacién con el principio
activo, controlando de esta manera el tamafio de gota. SMEDDS presenta el farmaco en gotas
manométricas permitiendo gran area interfacial para la dilucion de la droga (Sermkaew y Wichan
Ketjinda, 2013), las formulaciones que se planteen deben realizarse por medio de un diagrama de

fases pseudoternario para encontrar la formulacion 6ptima.

Al encontrar la formulacion idénea con los componentes especificos de SMEDDS se mejora el
transporte linfatico y permeabilidad gastro intestinal, brindando un aumento de la biodisponibilidad
de farmacos hidro6fobos (Hymaa y Abbulu, 2013). Un punto clave que se debe considerar en el
desarrollo de una formulacion de SMEDDS es la union del farmaco y el tamafio de gota de la
microemulsién de aceite/agua, porque al ser diluido en el tracto gastrointestinal, si no se encuentra
en proporciones optimas, el medicamento podria precipitar, dando por resultado un rendimiento

pobre en las pruebas in vivo.

Para prevenir esta precipitacién, se emplea por lo general un alto nivel de tensioactivo para los
SMEDDS, que contrariamente a lo que se pensaria, estos tensioactivos no producen efectos
secundarios gastrointestinales, asi como no se ve afectado en una reduccion de farmaco libre y en

su tasa absorcion (Wu, Wang y Li, 2005).

1.3.1 Ventajas de SMEDDS

o Su fabricacion es factible y existe facilidad de llevarlo a gran escala, esta es una de las

ventajas mas importantes que hace que SMEDDS sea Uinico en comparacion con otros sistemas de



administracion de farmacos como dispersiones solidas, liposomas, nanoparticulas, etc (Kyatanwar,
Kisan, y Vilasrao, 2009).

o SMEDDS se propagan de manera fécil en el tracto gastrointestinal, la agitacion necesaria
para formar la auto-emulsificacion se da por medio de la motilidad digestiva del estomago v el
intestino (Josefay Bianco-Peled, 2013).

o Un punto de gran importancia de este método, es que a comparacion de otros la comida es
un factor que limita y afecta el rendimiento terapéutico de la droga en el cuerpo pero SMEDDS son
una bendicién para los farmacos (Suesskind-Schwendi y Hirt, 2013). Varios trabajos de
investigacion especifican que, el rendimiento de SMEDDS es independiente de los alimentos
ingeridos y, SMEDDS oferta reproducibilidad de perfil en plasma disponible.

o En SMEDDS el farmaco puede penetrar facilmente ya que se encuentra en forma de micro-
emulsion, lo que permite que no se digiera necesariamente antes de que se absorba el farmaco
(Kyatanwar, Kisan, y Vilasrao, 2009).

o De todas estas ventajas se destaca una propiedad (nica en comparacién con los otros
sistemas de administracion de farmacos, haciendo a SMEDDS superior y es su capacidad para
entregar macromoléculas como péptidos, hormonas, sustratos e inhibidores de la enzima ademas
de ofrecer proteccion contra hidrdlisis enzimatica (Sun y Zhai, 2013).

o Por ultimo SMEDDS proporcionan la ventaja de contener mayor capacidad de carga de
farmaco en comparacion con la solucion de lipidos convencionales y no da un aumentando en la

solubilidad de farmacos poco solubles (Kyatanwar, Kisan, y Vilasrao, 2009).

1.3.2 Factores que afectan SMEDDS

La naturaleza del farmaco y la dosis que va a ser administra en dosis muy altas no son adecuados
para SMEDDS a menos que presenten muy buena solubilidad en uno de sus componentes
utilizados en la formulacién de SMEDDS (Lu, Wang, Zhao, Zhang, 2008).

Los farmacos que presentan una solubilidad limitada en agua, (por lo general con los que tiene un
valor de log P de aproximadamente 2), son mas dificiles de administrar por SMEDDS.

La capacidad de SMEDDS para mantener el farmaco en forma solubilizada esta fuertemente
influenciada por la solubilidad del farmaco en la fase de aceite (Liu, Tian 2012). Por otra parte si
S/COS esté contribuyendo la mayor medida en la solubilizacion de la droga entonces podria haber
un riesgo de precipitacion, como dilucion de SMEDDS que dara lugar a la reduccion de la
capacidad disolvente del agente tensioactivo o co-tensioactivo.

Mediciones de la solubilidad de equilibrio se pueden realizar para anticipar los posibles casos de la

precipitacion en el intestino.



Un estudio de Pouton revela que tales formulaciones pueden tomar hasta cinco dias para alcanzar el
equilibrio y que la droga puede permanecer en un estado supersaturado por hasta 24 horas después
del evento inicial de emulsificacion (Yaoy Li, 2010). Por lo tanto, podria argumentarse que estos
productos no son susceptibles de causar la precipitacion del farmaco en el intestino antes de que se
absorba el farmaco, y de hecho que la sobresaturacion en realidad podria incrementar la absorcion
por el aumento de la actividad termodindmica del farmaco.

1.3.2.1 La polaridad de la fase lipidica

La polaridad de la fase lipidica es un factor el cual debe ser considerado ya que gobiernan la
liberacion del farmaco a partir de las microemulsiones.

La polaridad de la gotita se rige por la longitud de cadena y grado de insaturacion del &cido graso,
el peso molecular de la parte hidrofila y la concentracion del emulsionante (Zvonar, Berginc y
Kristl, 2010). De hecho, la polaridad refleja la afinidad del farmaco para el aceite o agua, y el tipo
de fuerzas formadas. La alta polaridad promovera una rapida tasa de liberacion del farmaco en la
fase acuosa (Shi, Jun Xue y Bo Wang, 2014). Por tanto la velocidad de liberacion de la droga esta
en dependencia de la polaridad del aceite o vehiculo utilizado, debido a esto se debe elegir en
dependencia de nuestro principio activo.

1.3.3 Diagramas pseudo-ternarios

Para obtener una formulacion 6ptima de SMEDDS, se debe lograr el equilibrio de los sistemas
aceite, surfactante, agua, esto se consigue realizando un diagrama pseudo-ternario utilizado
ampliamente en la elaboracion de formas farmacéuticas (Salager y Anton, 1991). Estos diagramas
vienen representados por un tridngulo equilatero, de tal manera que cada lado representa un

sistema.

Para representarlos primero se procede a conocer el comportamiento de las distintas fases dentro de
un sistema, las cuales deben mostrar homogeneidad, a estos se los agrupa de forma que cada
variable ya haya sido analizadas previamente. Por ejemplo todos los vehiculos en una fase, los
tensioactivos en otra y al final el agua (Salager y Anton, 1991). Con estos graficos lograremos

tener la formulacion dentro de la zona de microemulsion.



1.3.4 Aspectos de Formulacion

En la formulacion de SMEDDS para que se denomine como una mezcla optima al ingresar en el
tracto gastro intestinal inmediatamente debe formar una dispersion clara y a su vez mantenerse
estable en la dilucién (Shi, Jun Xue y Bo Wang, 2014). Las dispersiones mencionadas son micro o
nano emulsiones, dependiendo de como se de la formulacion de SMEDDS. Esto se alcanza cuando
estan formados mayoritariamente por excipientes lipidicos, y emulsionantes capases de solubilizar
el farmaco mayoritariamente. (Li Lu y Cheng Wang, 2008). Como se sabe los farmacos formulados
por medio de este método SMEDDS, su liberacion se da en el tracto gastro intestinal, en el cual el
agente hidréfobo debe persistir solubilizado al menos el tiempo que se da la absorcion Gl. Por esta

razén, en la formulacion original de SMEDDS también lleva un co-emulsionante

1.4 Formulacion de SMEDDS

La formulacién de SMEDDS se puede vehiculizar ya sea en capsulas de gelatina blanda o dura las

cuales son de comoda administracién y con dosis precisas.

- Una formulacion tipica esta constituida de:

1) Aceite
2) Tensioactivo
3) Co-tensioactivo, - Co-surfactante

4) Otros componentes.

- Entre los excipientes mas usados tenemos:

Vehiculos oleosos: Acido Oleico, Labrafac, Maisine, Estol.

Agente tensioactivo: Tween ® 80 (Monooleato de polioxietilensorbitan), Cremophor ® RHA40,
Labrasol, Labrafil (Kalhapure y kamanchi, 2013).

Co surfactantes: Di(ethylene glycol) ethyl ether, Peg 400, Transcutol ® P

Otros: agua de uso farmacéutico, Celulosa Micro cristalina (Wei,Ye y Shang, 2011).



1.5 Aceite

En la formulacion de SMEDDS el aceite es un excipiente de los més importantes ya que es el
vehiculo del principio activo, a de mas permite solubilizar la dosis necesaria de principio activo
lipdfilo, facilita la formacion de la auto emulsificacion y amplifica la fracciéon de farmaco lipofilico
vehiculizado a través del sistema linfatico (Reddy y Katyayani, 2011).

Se utilizan triglicéridos ya sean de cadena media y larga, con aceites de diferentes grados de
saturacién logrando una micro-autoemulsificacién estable.

Los aceites para cocina no son usados muy a menudo debido a su pobre capacidad de disolver
grandes cantidades de farmacos lipdfilos. Aceites vegetales modificados o hidrolizados son los méas
recomendados por que forman buenos vehiculos y se acoplan de mejor manera a otros excipientes,
también son aptos para administracion oral y presentan mejores propiedades de solubilidad del

farmaco.

1.5.1 Emulsionantes

Los emulsionantes existen de diferentes tipos de origen sintético y natural estos son mas seguros
que los sintéticos. Sin embargo, sus capacidades de auto - emulsificacion es limitada por esta razon
no se emplean en una formulaciéon de SMEDDS.

Una caracteristica de un buen emulsionante es su alta hidrofilicidad, proporcionando excelentes
propiedades de auto — microemulsién, esto ayudara para la formacién inmediata de agua/aceite y la
formacion de gotitas (Reddy y Katyayani, 2011).

Los emulsionantes con alta hifroficidad tenemos a los glicéridos solidos o liquidos, (Tween 80) y
poli (6xido de etileno) - poli (6xido de propileno)

En dependencia de la solubilidad podremos elegir a los mejores candidatos para ser tensioactivos
seguros y eficaces, a partir de estos se prosigue con los demas excipientes consiguiendo una

correcta formulacion.

1.5.2 Surfactantes

Diversos compuestos que demuestran propiedades surfactantes se emplear para una formulacién de
sistemas de auto- micro emulsion, pero los candidatos a ser agentes tensioactivos muy pocos son
oralmente aceptables (Milovi, Djuris, Djekic, 2012). ComUnmente se recomienda los tensioactivos

no idnicos con valores altos de balance hidrdéfilo — lipofilo, entre los cuales tenemos:



Surfactantes
- Cremophor EL - Gelucire
- Gelucire - Labrasol
- Lutrol F68 - Lutrol F127
- Solutol HS 15 - Tween 20
- Tween 80

Las moléculas surfactantes se las puede clasificar dependiendo de su grupo hidréfilo dentro de la
molécula. Se dividen en cuatro grupos:

1. Tensioactivos anidnicos

2. Tensioactivos cationicos
3. Tensioactivos anfoliticos
4

Tensioactivos no iénicos

La seguridad se la debe tomar muy en cuenta al momento de elegir un agente tensioactivo
(Kalhapure y Akamanchi, 2011). Con menor toxicidad tenemos los tensioactivos no idnicos que los
i6nicos, pero es probable un cambio reversible en la permeabilidad de la luz intestinal. Ya que
comunmente la concentracién de tensioactivo oscila entre 30 y 60%, es determinante elegir la
cantidad de tensioactivo correcto porque se puede producir irritacién Gl y el tamafio de gota sera

de un tamafio incorrecto.
1.5.3 Los Co-solventes

Para la produccién de un SMEDDS éptimo se sabe que es necesario minimo un 30% de
tensioactivos, pero estos porcentajes disminuyen al incorporar en la formulacion un co-tensioactivo
(Suny Zhai, 2011).

La principal funcion de los co-tensioactivo junto al agente tensioactivo es disminuir la tension
interfacial logrando un pequefio valor negativo. Valor que nos ayudara para formar gotas mas finas,
asi en su estado a granel absorberd cada vez mas surfactante suficiente para que la tension
interfacial de positivo de nuevo.

Este proceso se conoce como 'la emulsificacion espontanea’ y forma la microemulsion.
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1.6 SMEDDS para Medicina Herbal Tradicional

Existe una gran cantidad de médicos alternativos en diferentes partes del mundo, probando
métodos que solucionen inconvenientes de sus componentes activos. Para la medicina alternativa
es un proceso aceptado y reconocido, por que los componentes principales de las plantas ya estan
bien definidos y han sido estudiadas, sin embargo muchos de los principios activos que estan en
las hierbas ancestrales presentan una escasa solubilidad. Por tanto los esfuerzos se centran en el
desarrollo de métodos innovadores, comprometiendo a los sistemas auto-micro emulsionables

como una solucién vital para que estas hierbas alcancen el efecto terapéutico deseado.
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CAPITULO II

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Lugar de Investigacién

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Productos Naturales, Tecnologia Farmacéutica y
Laboratorio de Analisis Instrumental de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica

de Chimborazo.

2.2 Materiales y Reactivos

2.2.1 Material vegetal

Para la obtencion de los extractos de alcaloides se emple6 la especie vegetal Banisteriopsis caapi
(ayahuasca). La especie se obtuvo en los jardines botanicos y medicinales “Mushu Yura” en la
ciudad del Coca (Orellana), estd ubicada en la zona norte de la Amazonia y presenta una
temperatura que varia entre los 20° y 40° C, lo que le confiere un tono calido himedo debido a su
altitud 254 m.s.n.m (Ortiz, 2013).

2.2.2 Cosecha para obtencion de la muestra

Para obtener la muestra de B. caapi se debe recolectar en horas de la tarde, realizando previamente
un ritual para pedir autorizacién a la madre naturaleza (Naranjo P., 1983).

Para esta investigacion, se utilizaron los tallos secos y triturados, lo cuales se conservaron en un
lugar fresco, seco y fuera del alcance de la luz, con el propdsito de evitar la pérdida de los
alcaloides (Fericgla J., 1998).

2.2.3 Alcaloide estandar

En este estudio, el alcaloide estandar empleado fue HARMINA 98 % de pureza (BATCH

CPC20140312), originario de China Packbuy Co., Ltd. (Anexo 1).
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2.2.4 Material de laboratorio

e Balones de aforacion

o Balones esmerilados

o Embudo simple

e Embudos de separacion

e Matraz Erlenmeyer

o Espatula
e Gradillas
e Guantes

e Mascarilla

e Papel aluminio
o Papel filtro

e Parafilm

e Pera de succion

e Pinzas para tubos

e Pipetas
e Piseta
e Probeta

e Puntas para pipetas

e Recipientes ambar

e Reverbero

e Tampones

e TermOmetro

e Tubos de ensayo

e Varilla de agitacion

e Vasos de precipitacion

e Vidrio reloj

2.2.5 Reactivos
e Acetona
e Acetato de etilo
e Acido clorhidrico al 2% en agua

e Agua destilada



e Cloroformo

e Dietilamina

o Etanol (96%)

o Eteretilico

e Hidroxido de amonio

e Metanol

e Reactivos de Mayer y Dragendorff

e Soluciones tampénapH: 20y 7.4

e Span ® 60 Marca: SIGMA ALDRICH Procedencia: Estados Unidos

e Di (ethylene glycol) ethyl ether >99% Marca: SIGMA ALDRICH Procedencia: Estados
Unidos.

e Acido oleico; Grado técnico: 90%: Marca: SIGMA ALDRICH: Procedencia: Estados
Unidos.

e Miristato de isopropilo; 98%; Marca: SIGMA ALDRICH; Procedencia: Estados Unidos.

e (Monoestearato de sorbitan) Tween ® 80; Marca: SIGMA ALDRICH; Procedencia:
Estados Unidos.

2.3 Equipos

e Agitador magnético

e Balanza analitica

e Equipo disolutor

e Equipo de Soxhlet

e Espectrofotémetro UV
e Estufa

e Microscopio 6ptico

e Peachimetro

e Reverbero

e Rotavapor

2.5 Técnicas y Métodos

A continuacién, se exponen los métodos y técnicas que se utilizaron para la realizaciéon de cada uno

de los objetivos planteados en la investigacion.
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2.5.1 Extraccion, aislamiento e identificacion de los alcaloides totales de Banisteriopsis caapi.
Para la extraccion de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi se ejecuté un protocolo ya
existente con el objetivo de obtener de manera mas eficiente y correcta los alcaloides de B. caapi.

2.5.1.1 Extraccion de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi

= Obtencién del extracto crudo por extraccién liquido - liquido

Se realizd una extraccién liquido-liquido empleando el equipo Soxhlet, se partié de 100 g de
vegetal de Banisteriopsis caapi (ayahuasca), previamente molida y se deposito en un balén de 1000
mL con 300 mL de metanol obteniendo una correlacion 1:3 de planta y solvente, para la extraccion
exhaustiva de los alcaloides se realiz6 10 enjuagues, de esta manera se garantiz6 que los alcaloides

del vegetal se queden en el metanol.

= Concentracion del extracto metandlico

El extracto metandlico obtenido, se procedié a concentrar a presién reducida en el rotavapor, a una
temperatura no mayor a los 70° C, 150 rpm, durante 40 minutos, hasta tener un volumen de 10 mL
del total del volumen inicial que contiene el extracto metandlico.

= Acidificacion

Una vez concentrado el extracto metandlico se afiadié HCL 2% (v/v) logrando una reconstitucion
en relacion 1:3 del extracto y acido clorhidrico y seguidamente se filtr6 obteniendo el extracto
acuoso.

= Alcalinizacion

Una vez obtenido el extracto acuoso acido, se realiz6 la variacion de su pH hasta conseguir un pH

igual a 10, afiadiendo una solucién de hidréxido de amonio concentrado gota a gota.

= Extraccion con acetato de etilo y purificacion

El extracto acuoso basificado se coloc6 en un embudo de separacién y se procedio a afiadir acetato

de etilo; agitando la mezcla por 10 minutos aproximadamente para lograr asi que los alcaloides de

la fase acuosa se trasladen a la fase etérea. Se dej6 reposar algunos minutos para que las dos fases
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se separen correctamente y se recogio el extracto etéreo. Con este extracto se procedid a realizar
lavados con agua alcalinizada en un embudo de separacion, lo cual ayuda a obtener una fraccién

alcaloidea de B. caapi lo méas pura posible.

= Concentracion del extracto etéreo

Una vez obtenidas las fases etéreas ya purificadas se concentraron hasta sequedad a presion
reducida en el rotavapor a una temperatura no mayor de 70 °C, 150 rpm, durante 20 minutos,

obteniendo asi la fraccion alcaloidea de B. caapi.

= Reconstitucion de la fraccion alcaloidea de B. caapi.

El extracto de alcaloides presente en el balon reconstituido con 250 mL de metanol, para evitar
posibles contaminaciones, y fue conservado protegido de la luz en cadena de frio hasta su préximo

uso.

2.5.2 Aislamiento e identificacion de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi

> Determinacion del proceso de extraccion de la fraccion alcaloidea de B. caapi
mediante cromatografia de capa fina (TLC)

Una vez finalizado el proceso de extraccion de los alcaloides de B. caapi, se procedid a realizar
toda una serie de ensayos con el objetivo de identificar los alcaloides presentes.

En primer lugar se llevé a cabo cromatografias en capa fina (TLC), en las que se utilizaron placas
de Silice gel de Merck 60F 254 de 10 cm x 2 cm.

Las placas fueron codificadas y se sembraron las muestras a 1 cm del borde inferior, por medio de
un capilar con la cantidad suficiente de muestra del extracto. A continuacion, se procedié a colocar
en el sistema de solventes determinado para alcaloides de la harmina; constituido por cloroformo,
acetona, dietilamina, en una relacién (50:40:10).

Las placas se introdujeron las placas dentro de una cuba la cual contiene la fase mévil y se dejo
correr hasta que alcanzase una altura de 2 cm cerca del final de su borde superior de la placa. Al
momento que la fase movil llego a la altura deseada se procedio a retirar las placas de la cuba y se
dejo secar a temperatura ambiente. Posteriormente, se observaron las manchas presentes en la placa
por medio de la cdmara cromatografica de UV 254-365 nm, y al final las manchas se revelaron con
el agente revelador Dragendorff especifico para alcaloides y se calcul6 los Rf de cada una de las
machas.
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> Determinacion cualitativa de alcaloides en el extracto metandlico por medio de los

Ensayos de Dragendorff, Mayer.

Para la comprobacion de la presencia de alcaloides en la muestra se realizaron los ensayos de
Dragendorff y Mayer. El extracto metandlico fue evaporado hasta sequedad en bafio de agua, el
residuo fue reconstituido con 1 mL de HCL (al 1 % en agua), y se separ0 en tres tubos de ensayo
para proceder a realizar las pruebas correspondientes.

En el tubo uno se realizo el ensayo Dragendorff, afiadiendo tres gotas del reactivo de Dragendorff;
al segundo tubo se afadieron dos gotas del reactivo de Mayer; y al tubo sobrante se lo dejo como

referencia.

> Comprobacién con el estdndar de harmina y la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis

caapi mediante cromatografia.

Una vez comprobado que los alcaloides tipo harmina se encuentran en el extracto de B. caapi a pH
10, se continuo con la elaboracion de la cromatografia en placa preparativa.

El extracto etéreo fue reconstituido con 250 mL de metanol, se tomé 1 mL y se coloco en un balén
de 25 mL previamente pesado, tarado y se aforé con metanol. Seguidamente, se prepard una
solucion con el estdndar de harmina 98 % de pureza, en un balon de 25 mL, se tomaron 0.018 g del
estandar y se afor6 con metanol.

Con estas soluciones se procedio a sembrar en los extremos izquierdo estandar, derecho extracto,
sobre una placa de Silice gel 60F 254 de 10 cm x 20 cm. El sistema de solventes como fase movil
empleado fue: cloroformo, metanol, amoniaco al 10% en una relacion (80:40:1.5). Como agente
revelador se us6 Dragendorff para alcaloides, que fue rociado por toda la placa, se dejo secar a

temperatura ambiente para luego comprobar la mancha del estandar con la del extracto.

2.5.2.1 Realizacion de un barrido espectral UV, elaboracion de la curva de calibracién con el
estandar de harmina 98 % de pureza
Empleando el método de extraccion de alcaloides explicado anteriormente, se obtuvo mas cantidad
de extracto, con el cual se realiz6 el barrido espectral UV.
En primer lugar, se prepar6 la solucién madre de extracto alcaloideo llevandolo hasta sequedad vy, a
continuacion, se colocaron 0.02 g de extracto seco y se afor6 hasta 100 mL con metanol y se tapo
con parafilm hasta su uso, obteniendo una concentracion de 0,0002 ppm. A partir de esta solucion
madre se partié para realizar las distintas diluciones.
A continuacion, se efectu6 la lectura de su espectro de absorcion en el espectrofotémetro UV-
Visible en el rango de 200 a 400 nm.
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Con la solucion madre se realizaron diferentes diluciones obteniendo concentraciones de 0.2, 0.5,
0.7, 1, 1.5 ppm, con las cuales se procedié a medir su espectro de absorcidén con sus respectivas
lecturas de sus absorbancias a la longitud de onda definida de 200 a 400 nm.

Con el estandar de harmina 98 % de pureza (BATCH CPC20140312), de la misma manera
procedida con el extracto, se prepar6é una solucién madre con los mismos pardmetros de nuestro
extracto, se procedié a realizar una dilucion 0,5 ppm y se procedid a dar lectura en el

espectrofotometro UV- Visible en la region de 200 a 400 nm.

Cuadro 1-2: Preparacién para Cuantificacion de Harmina 98 % de pureza por

Espectroscopia UV, 242 nm.

Estandar Harmina, g V Aforo, mL V, mL FD, mL
0,02 100 0,1 100
Concentracion solucion 0,25 100
Madre, g/mL 0,0002 035 100
0,5 100
0,75 100

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

2.5.3 Estudios de solubilidad de los alcaloides totales expresados como harmina en diversos

aceites, tensioactivos y cotensioactivos.

Se estudid la solubilidad tanto del extracto de harmina de Banisteriopsis caapi como del estandar
de harmina, en diferentes excipientes tales como é&cido oleico, miristato de isopropilo, Tween® 80,
Span® 60, Di (etilenglicol) etil éter (Carbitol ®).

Para ello, en un tubo Eppendorf se colocaron 0.02 g de harmina junto a 5 mL de cada vehiculo, se
lo agité durante varios minutos y se procedioé a guardarlo durante dos dias protegido de la luz.
Después de esto, se filtré en un porta filtros de acero inoxidable y a este filtrado se lo diluyé hasta

tener una concentracion adecuada para leerlo por espectroscopia de UV a 325 nm.
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Cuadro 2-2: Preparacion de la Formulacion para los Estudios de Solubilidad

Formulaciéon 1 Eppendorf

Harmina 98 % de pureza (BATCH CPC20140312). 2:1
Fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi 2:1
Vehiculo: Acido oleico + fraccion alcaloidea de Banisteriopsis 2:1
caapi

Miristato de isopropilo, + fraccion alcaloidea de Banisteriopsis 2:1
caapi

Tween 80 + fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi 2:1
Span 60 + fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi 2:1
Di (etilenglicol) etil éter (Carbitol) + fraccidn alcaloidea de 2:1
Banisteriopsis caapi

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

2.5.4 Preformulacion conteniendo la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi, mediante un

diagrama de fase pseudoternario.

Los diagramas de fase pseudoternario se construyeron con aceite, tensioactivo/co-tensioactivo, y
agua. Para su formulacion se construyeron utilizando el software ProSim Ternary Diagram 1.0.3.
Una serie de mezclas se efectuaron con estos diagramas y se determinaron las agrupaciones de los
componentes Optimos para SMEDDS. La correlacion entre el peso del S/COS se probd en
relaciones 1:1, 2:1, 4:1. En cada diagrama se mantuvo un agente constante el aceite. Se afiadi6 agua
a la formulacion de aceite y tensioactivo / cotensioactivo, con agitaciéon magnética 37° C hasta

obtener una mezcla clara, y se registraron las concentraciones.

Cuadro 3-2: Preparacién de combinaciones para la preformulacién de microemulsion

optima.

Micro emulsion
Formulacion 1: Vehiculo: Acido oleico + fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi
11 1:2 1:3

Formulacion 2: Acido oleico+ Tween 80 : Carbitol + Agua
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1:6:1 1:6:2 1:6:3

Formulacion 3: Acido oleico, fraccion alcaloidea de B. caapi + Tween 80: Carbitol +

Agua
2.1:6.3:1 3.2:6.3:2 3.3:7.4:3
Formulacion 4: Miristato de isopropilo : fraccion alcaloidea de 2.1:6.3:1

B. caapi + Span 60: Tween 80 + Agua

Formulacion 5: Acido oleico : fraccion alcaloidea de B. 2.1:2.4:1
caapi + Tween 80: Span 60 + Agua

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

Esta evaluacion servira para saber en qué formulaciones se presenta microemulsionamiento y de
esta manera saber escoger la mas eficiente, dptima que vehiculice la fraccion alcaloide de

Banisteriopsis caapi.

2.5.4.1 Preparacion de SMEDDS cargada con los alcaloides totales expresados como harmina

Para la preparacién de la SMEDDS que contiene los alcaloides totales expresados como harmina ,
se tomO en consideracion la informacion obtenida anteriormente de pruebas preliminares,
planteando los parametros de mezcla del aceite, tensioactivo, co-tensioactivo y agua. Es de suma
importancia el porcentaje de cada uno de ellos, para mezclar los excipientes se lo realizo con una
agitacion suave por medio del agitador magnético a temperatura ambiente no mayor a los 40° C.
Seguido adicion de agua gota a gota durante un tiempo considerable. Estos factores son esenciales
en las cualidades de SMEDDS.

2.5.5 Estudios de estabilidad y evaluacion de SMEDDS.

2.5.5.1 Inspeccion visual

En primer lugar, para determinar la estabilidad de las formulaciones de SMEDDS obtenidas, se
realiz6 una inspeccidn visual, en periodos de tiempo de 10 minutos, a temperaturas de 25° C y

50°C.

2.5.5.2 Robustez
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La robustez de dilucion de SMEDDS se determind diluyendo 1 ml de la automicroemulsion final,
se realiz6 esta prueba en dos balones uno de 100 y otro 1000 mL, y se adiciond medios de
disolucion. Acido clorhidrico 0.1 N y un tampén fosfato pH 6.8. Estas microemulsiones se
almacenaron durante 12 h y se observo si existia algin signo de separacion de fases o precipitacion
del principio activo.

2.5.5.3 Autoemulsificacién y prueba de dispersabilidad

Se procedié a verificar las propiedades de autoemulsién visualmente, seguido se realizé la prueba
de velocidad de emulsificacion, y estabilidad.

Su clasificacion se partio de: A microemulsién clara y microemulsién blanco, B: lechoso dentro de
un minuto con variaciones de agua y temperatura. Para la prueba de dispersabilidad se afiadié gota
a gota el concentrado de (SMEDDS) en 250 ml de agua destilada. La prueba se formulo en un vaso

a temperatura ambiente, mediante agitacién magnética suave - 100 rpm.

2.5.5.4 Determinacion del contenido de drogas

Para determinar el contenido de droga se preparé un 1 mL de SMEDDS, se disolvié en 100 mL de
metanol y se coloco en un balén aforado de 100 mL, de la cual se tomo una alicuota de 0.5 mL y se
transfiere a un balon aforado de 25 mL; al que se afiadié 25 mL de metanol. La solucion anterior ya
preparada se analizé por espectrofotometria UV a 239 nm. La cantidad de farmaco se determind

utilizando la curva de calibracién en funcion de su absorbancia y mL de metanol.

2.6 Formulacion y Encapsulacion del Sistema Auto-microemulsionable Conteniendo los

Alcaloides Totales Expresados como Harmina.

Se disefio la microemulsion con la formulacion mas 6ptima conformada de: aceite, tensioactivo y
cotensioactivo, en proporciones de 5 %, 60 % y 35 % respectivamente, con la ayuda del agitador
magnético a 200 rpm por 3 minutos se mezcld produciendo la formacidn de la auto-microemulsién.
La microemulsion obtenida se vehiculizé con la ayuda de celulosa micro cristalina, hasta lograr su
punto de escarcha, preparandolo para ser encapsulado, y formando de esta manera el sistema auto-
microemulsionable.

Con la obtencion del sistema auto-microemulsionable, se realizé la encapsulacion a mano en

capsulas de gelatina dura, en el encapsulador manual N°3, se realizo 100 comprimidos.
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De este lote de comprimidos se procedio a medir sus absorbancias de 10 capsulas de gelatina dura
por espectrofotometria UV a 239 nm, para determinar el contenido de los alcaloides totales

expresados como harmina presente en cada capsula.

2.5.5.5 Ensayo de disolucion con la mejor formulacion de SMEDDS conteniendo los alcaloides

totales expresados como harmina

Para el ensayo de disolucion se debié contar ya con las capsular de gelatina dura cargadas con el
sistema auto microemulsionable, para esto primero se seleccionaron tres capsulas con pesos
similares del lote de 100 capsulas ya realizadas anteriormente, se llevé al equipo disolutor donde se
colocaron junto con una solucion tampdn de pH 6.8, y se realizd el ensayo de disolucién a una
temperatura de 37 — 39 °C, con movimiento de 50 rpm.

Para esta prueba en el disolutor la solucion tampdn de pH 6.8 se mantuvo constante, se procedio a
tomar una alicuota de 2 mL cada 5 minutos durante 35 minutos, una vez tomada la alicuota se
procede a realizar reposicion del medio con la solucién tampdn, este proceso tiene el fin de imitar
el paso por el organismo.

Las muestras se filtraron y se procedieron a leer sus absorbancias por espectrofotometria UV a 239
nm para tener un grafico de liberacion de los alcaloides totales expresados como harmina.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Extraccion, Aislamiento e Identificacion de los Alcaloides Totales de Banisteriopsis caapi

En esta investigacion se corroboro que la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi presenta una

mejor extraccién a pH 10. Esto se logré observar realizando los ensayos que se muestran a

continuacion.

3.1.1 Comprobacidn de la extraccion de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi mediante

cromatografia de capa fina (tlc)

Fin del solvente

Figura 3-3. Cromatografia extraccion del alcaloide pH 10

0.5 Extracto de

Harmina

Estandar de Harmina

1. Fase movil

2. Secado T°

Ambiente

3. Placa cromatografica
pH 10

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH
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Cuadro 4-3. Refencia de los Rf dominantes en Banisteriopsis caapi por medio de un TLC

pH Gréficos visibles Rf~+2 Compuesto Color Solventes
Optimo en la placa observado

cromatograéfica

10 1 0.44 Harmina Café cloroformo, acetona,
2 0.52 Harmano Café dietilamina (50: 40:
10)

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

Por medio de la cromatografia en capa fina (TLC) se dio una confirmacion de la presencia del
compuesto representativo la harmina de Banisteriopsis caapi. Presentando un Rf de 0.44
comprobatorio con el valor de harmina presente en bibliografia: Rf de 0.45 (Wagner y Bladt,
2001).

3.1.2 Determinacién cuantitativa de alcaloides en el extracto metandélico por medio de los
Ensayos de Dragendorff, Mayer.

Los ensayos realizados para confirmar la presencia de los alcaloides en el extracto metandlico

presentan los siguientes resultados:

Cuadro 5-3. Pruebas realizadas para el tamizaje fitoquimico

ENSAYO METABOLITO RESULTADO
Prueba de Dragendorff Alcaloides +++
Prueba de Mayer Alcaloides +++

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

(+++) = Alta evidencia (++) = Mediana evidencia (+) = Escasa evidencia

(-) = Negativo no hay evidencia de tal metabolito

Como podemos observar en el cuadro N° 5 los alcaloides estan presentes en una cantidad alta en el
extracto, ya que en la planta presentan ademas de la harmina otros alcaloides que le dan su

potencia farmacolégico a Banisteriopsis caapi, lo cual es prometedor para seguir la investigacion.
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3.1.3 Comprobacion con el estdndar de harmina de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis

caapi mediante cromatografia.

Figura 4-3. Cromatografia en Placa

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

Figura 6-3. M: Muestra del extracto metandlico; SH: Estandar de Harmina

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH
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Cuadro 6-3. Medicion de los Rf de la muestra y del estandar de harmina.

Muestra Mancha Compuesto Color observado Rf
aislado en la cAmara UV
Estandar de Superior izquierdo de Harmina Azul fluorescente 0.46
harmina la placa
Muestra del Superior derecho de la Harmina Azul fluorescente 0.46
extracto placa

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

Como se pudo observar en las diferentes placas cromatograficas preparadas se constata que la
muestra del extracto vegetal de B. caapi se encuentra en concordancia con el estandar de harmina
98 % de pureza (BATCH CPC20140312).

3.1.4 Realizacion de un barrido espectral UV, elaboracion de la curva de calibracion con el

estandar de harmina 98 % de pureza.

Para la tercera extraccion se conto con un equipo Soxhlet de 500mL lo que permiti6 extraer una
mayor cantidad de alcaloides, se lo realiz6 de forma cuantitativa se consiguié 1,3441 g de
alcaloides totales de harmina, partiendo de 75 g de vegetal de Banisteriopsis caapi (ayahuasca). En
esta extraccion el porcentaje de Alcaloides Totales Expresados como Harmina corresponde al
1.79%.

Al contar con el estdndar de harmina se puede realizar una comparacion identificando sus
respectivas longitudes de onda por medio de un barrido espectral en un rango de 200 y 400 nm en
el espectro UV, y tendremos una aproximacion de los valores con los de bibliografia, dando los

siguientes valores:
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Cuadro 7-3. Calculos y resultados cuantificacion harmina por espectroscopia uv, 242

Harmina, g V Aforo, V, mL FD, mL | C Diluciones, ppm | Absorbancia
mL
0,02 100 0,1 100 0,2 0,131
Concentracion 0,25 100 0,5 0,23
solucion Madre, 0,35 100 0,7 0,29
g/mL 0,0002 0,5 100 1 0,383
0,75 100 15 0,508

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

Grafico 1-3. Barrido
CPC20140312). 1ppm

espectral del estandar de harmina 98 % de pureza (BATCH

> T
HESTOSE ESPECTROFOTOMETRO NU-—UISIBLE va.60 rac

SERIE MNo:
OFPERARIO

: NT DATO:1.8nm
SEN UELOC : NORMAL X 1L S
ANCHOBAMNDA:2.@nm CAMBIAR LAMP:32Son

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

Existen tres picos presentes en el grafico del espectro UV, las cuales representan el
comportamiento de absorcion del compuesto a diferentes longitudes de onda del espectro
electromagnético, singularmente en la zona del UV de 200 a 400 nm dentro de este rango se
identifican los siguientes picos: a 237.0, 301.0, 325.0 nm, después de estos no se observa la

presencia de picos representativos.
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Gréfico 2-3. Barrido espectral del extracto éptimo de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis

caapi

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

En el extracto se puede observar tres picos de absorcién ubicadas a 242.0, 301.0, 325.0 nm,
continuo de estos valores no presentan picos representativos. Como se puede observar tanto en el
grafico del estandar como en el extracto el pico de absorcion a 301.0 nm es el pico caracteristico
presente en los dos barridos tanto en el estdndar como en el extracto de Banisteriopsis caapi.

Grafico 3-3. Barrido espectral del estandar de harmina 98 % de pureza (batch cpc20140312).
Diluido a 100 ml/ 1ppm

HEAIOSE ESPECTROFOTOMETRO LUU-UISIBLE A AS mAGr. 3

SERIE No:149113 D
OPERAR 7

11714
3: @<

INT DATO:1.@nm

INTELIGEN UELOC : NORMAL
IANDA: 2. Bnm  CAMBIAR LAMP:325n0m

USuARI O ANCHOE

a o 19

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

Existen tres picos de absorcion a 211.0, 241,0, 301.0 nm, después de estos no se observa la

presencia de picos representativos.

28



Grafico 4-3. Barrido espectral del extracto de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi.
Diluido a 100 ml

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH
En este barrio espectral se pueden identificados dos picos de absorcion ubicadas a 240.0, 301.0 nm.
Realizando estas diluciones tenemos que siguen siendo los picos de absorcion a 301.0 nm los
caracteristicos tanto en la muestra como en el estandar de Banisteriopsis caapi, esta dilucion se

realizo para poder manejar los valores dentro de un rango optimo para la curva de calibracion.

Gréfico 5-3. Elaboracion de la curva de calibracion con el estandar de harmina 98 % de pureza.

Curva de regresion del extracto de la fraccion
alcaloidea de Banisteriopsis caapi

0,6
£ 0,5
co / y = 0,2893x + 0,0822
R 04 R% = 0,9969
(4]
20,3 _
g == Absorbancia
802
2 / —— Lineal
201
< (Absorbancia)
O T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

Concentracion

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

En el grafico N° 5 se realizo la curva de calibracion en la cual se observa la linealidad que presenta
la relacion directamente proporcional entre la concentracion y la absorbancia. La ecuacion de la
recta para esta curva es Y= 0.2893X+0.0822, y el valor del coeficiente de correlacion es de R* =

0.9969. Con este valor obtenido demostramos que existe una gran interrelacion estadistica entre
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estos dos indicadores que permiten la cuantificacion de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis

caapi.

3.2 Formulacién de Banisteriopsis caapi SMEDDS

3.2.1 Estudios de solubilidad en diversos aceites, tensioactivos y cos

La solubilidad de la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi en los diferentes vehiculos se
muestran en el cuadro N° 8. El acido oleico fue seleccionado como la fase de aceite, Tween 80 y

Carbitol como tensioactivo y cotensioactivo respectivamente.

Cuadro 8-3. Datos del ensayo de solubilidad de los diversos aceites, tensioactivos y

cotensioactivos.
Peso. Peso.
Tensioactivo Material Vacio Harmina | Peso. Tensioactivos, ¢
Tween 80 Ependorf 0,8179 0,02 0,7032
Papel Filtro (V)| 0,0369
Papel Filtro
(L1) 0,0813
A.oleico
Ependorf 0,8843 0,0203 0,6868
Papel Filtro (V)| 0,0369
Papel Filtro
(L) 0,0503
M.lIsopropilo
Ependorf 0,8551 0,0201 0,6318
Papel Filtro (V)| 0,0369
Papel Filtro
(LI) 0,0809
E.(Metil)
Ependorf 0,8833 0,02 0,6325
Papel Filtro (V)| 0,0369
Papel Filtro
(L) 0,0929
Harmina (Muestra)
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Ependorf 0,8607 0,02 0,587
Papel Filtro (V)| 0,0372

Papel Filtro
(LI 0,043
Harmina (Estandar)
Ependorf 0,8607 0,02 0,587
Papel Filtro (V)| 0,03372
Papel Filtro
(LI 0,049
SOLUBILIDAD DE LOS DIVERSOS ACEITES, TENSIOACTIVOS Y
COTENSIOACTIVOS
Tween 80 25,4105852
Acido oleico 65,9001276
Miristato de isopropilo 61,5342452
Carbitol 20,7422619
Harmina (muestra) 10,5983085
Harmina (estandar) 28,8540144

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

La eleccidn de los diversos componentes que se solubilizan es de suma importancia dentro de la
formulacion, ya que marcan una micro emulsion éptima para las diferentes fases. Por esta razon se

elige como vehiculo el Acido Oleico, fase de tensio activos Tween ® 80 y Carbitol ®.

3.2.2 Preformulaciones de SMEDDS que contienen harmina la fraccion alcaloidea de

Banisteriopsis caapi, mediante un diagrama de fase pseudoternario.

Los diagramas de fase pseudoternarios se construyeron tomando en cuenta los datos de solubilidad,
utilizados para identificar el area de existencia de microemulsion, esta zona de formulacion debe
ser clara y estable. Los tres componentes utilizados para la formulacién de SMEDDS son: aceite,
tensioactivo y cotensioactivo. El diagrama ternario A presenta una extensa zona de emulsion, esta
emulsion formada es estable, ademas presenta una formidable capacidad de carga del principio

activo. La zona A representa la region de microemulsion.
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Figura 7-3. Diagramas de fase pseudo-ternario de las formulaciones compuestas de aceite,

tensioactivo y co-tensioactivo.

A

DIAGRAMAS DE FASES PSEUDOTERNARIOS

Tensiactivo/Co Tensioactivo
1 40

DIAGRAMAS DE FASES PSEUDOTERNARIOS

TensiactivolCo Tensioactivo
140

o
Aceite 0 Agua

c

DIAGRAMAS DE FASES PSEUDOTERNARIOS

TensiactivolCo Tensioactivo
1 a

D DIAGRAMAS DE FASES PSEUDOTERNARIOS

Tensiactivo/Co Tensioactivo
1 a

a
Aceite !

L]

Aceite 1 08 08 07 06 05 04 03 02 04 0 Agua

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH
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La zona B representa la region similar a un gel. La zona C representa la region de turbidez, y
requiere mas tiempo para formarse. En los diagramas B y C su formulacion es inestable, en el
diagrama D la cantidad de agua es la m&xima que puede capturar la microemulsion. Los diagramas
se realizaron en relacion 1:3:1, 1:3:2, 1:3:4, 1:3:5. En funcion al diagrama A se formulo los
diferentes porcentajes para cada componente, sin olvidar la solubilidad de los mismos, y los
diagramas B, C y D no se tomaron como parte de la investigacion.

Figura N° 7: Diagramas de fase pseudo-ternario de las formulaciones compuestas de aceite,
tensioactivo/co-tensioactivo y agua. Aceite Acido Oleico, tensioactivo Polisorbato 80 y co-
tensioactivo Carbitol. Figura A. Acido Oleico, tensioactivo/co-tensioactivo y agua en relacion
1:3:1. Figura B. Acido Oleico, tensioactivo/co-tensioactivo y agua relacion 1:3:2. Figura C. Acido
Oleico, tensioactivo/co-tensioactivo y agua en relacion 1:3:3. Figura D. Acido Oleico,
tensioactivo/co-tensioactivo y agua en relacion 1:3:4, (el area A representa la zona de existencia de
microemulsion, el area B representa una zona similar a un gel, y la zona C representa una regién de
turbidez). La figura A es la indicada por que es estable, rapida en su formacion y con buena

capacidad de carga de harmina, siendo idonea para realizar la formulacion de SMEDDS.

3.2.3 Realizacion de las preformulaciones conteniendo la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis
caapi, mediante un diagrama de fase pseudoternario.

Con la construccidn de los diagramas de fase pseudo-ternarios se identificaron las regiones optimas
de formulacibn SMEDDS. Estas combinaciones consisten en aceite como vehiculo, agente
tensioactivo/Co tensioactivo, y agua, en diferentes relaciones, se escogié la formulaciones mas
idoneas de cada una, en proporciones de 1:1, 1:6:1, 2.1:6.3:1, 2.1:6.3:1, 2.1:2.4:1, para estas

selecciones se mantuvo en proporcién constante el aceite.

Las demas formulaciones no se utilizaron porque tuvieron una disminucion en la estabilidad,

ligeramente no presentaba una autonomia.

Los pardmetros ideales de microemulsionamiento podrian estar dentro de los valores de

5%,60%,35% Yy una porcién de agua en pequefias cantidades.
Esta formulacion consta de 5% Acido oleico cargada con la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis
caapi, 60% Tween-80 y 35% Carbitol en agitacion suave y agua, estas microemulsiones se

conservaron al menos 12 h sin existir ninguna precipitacion de fases.
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3.2.4 Formulacion y optimizacion SMEDDS cargado con la fraccion alcaloidea de

Banisteriopsis caapi

Para una mejor optimizacion es de suma importancia el tamafio de gota de SMEDDS. Ya que
permite mejorar la velocidad de liberacion del farmaco, y un aumento en la superficie interfacial.
El tamafio de gota se reduce al aumentar la correlacion de tensioactivo / cotensioactivo.

La influencia que tiene al realizar las pruebas de solubilidad permite tener un porcentaje entre
aceite y tensioactivo / cotensioactivo, relacion que sirve para saber cual de los tres componentes
tiene una mejor solubilidad manteniéndolo constante con el principio activo.

Al saber estos resultados se redujo la cantidad de aceite propiciando una mejor solubilidad y menor
tamafio de gotita favorable para la biodisponibilidad. Asi la relacion que se tiene de aceite es 5%,
Tween 80 60% Yy Carbitol 35%.

Para corroborar que el modelo es el mas adecuado, se realizaron tres formulaciones mas, a la

mezcla mas Optima, estable se procedio a realizar las pruebas de validacion.

3.3 Estudios de Estabilidad y Evaluacion de SMEDDS

3.3.1 Inspeccion visual

Los SMEDDS presentaron una formacion rapida, y visiblemente se presenta limpida. Ademas, los
cambios de temperatura no mostraron separacion de fases o precipitacion. Su estabilidad fue

aceptable tanto en 25°C como en 50°C.

3.3.2 Robustez

La influencia que tiene al presentarse en el diluyente de pH 6,8, es imitar a las condiciones que se
pueden dar en el estdbmago, posteriormente de la administracién oral SMEDDS. Ante estas
condiciones, las formulaciones no presentan separacion de fases, gracias a que la formulacion tiene
porcentajes estables de: aceite 5%, 60% Polisorbato 80 y Carbitol ® 35%.

3.3.3 Autoemulsificacion y prueba de dispersabilidad

El resultado de autoemulsionamiento visualmente, se tiene en 3 minutos con 10 gotas de agua a 37
°C, la velocidad de emulsificacion, estabilidad y dispersabilidad se presenta en un grado A, una
microemulsion clara.
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Cuadro 9-3. Evaluaciones visibles de SMEDDS con su formulacion optima, luego de las
diferentes pruebas: grado de visibilidad, estabilidad, dilucion, auto — emulsificacion,

separacion de fases, contenido de droga, precipitacion, de la microemulsién formada.

Evaluaciones de SMEDDS
Grado de Visibilidad Microemulsion clara
Estabilidad +++
Separacion de fases +
Precipitacion X
Auto — emulsificacion 3 minutos
Contenido de droga 87.1%

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

(+++) = Alta evidencia, (++) = Mediana evidencia, (+) = Escasa evidencia,

(X) = Precipitacion no
3.3.4 Determinacién del contenido de los alcaloides totales expresados como harmina

El contenido de los alcaloides totales expresados como harmina se determind por
espectrofotometria a 239 nm, empleando la curva de calibracién ya establecida anteriormente, con
un blanco de metanol y un estdndar de la fraccion alcaloide de Banisteriopsis caapi, a una
concentracion de 0.4 ppm. Tanto para la muestra como para el estandar se pesaron 2mg. Estas

formulaciones presentan 87.1% del contenido de farmaco entregando 1.74 mg.
35mL 2mg 0.5mL
0.5mL 100 mL 2.5mL

CM= 1.74mg x 2% - 87.1%
2mg

CcM =228 y (100 mL) x
0.411

= 1.74mg

Cwm=87.1% (contenido de farmaco entregando)
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Gréfico 6-3. Barrido espectral de la auto-microemulsion y la fraccion alcaloidea de

Banisteriopsis caapi, diluido a 0.4 ppm.

LONGIT ONDA
_

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

En estos barridos espectrales podemos ubicar las absorbancias a 0.411, 0.358 nm. A una
concentracion de 0.4 ppm, tanto la auto-microemulsién como el estdndar de Banisteriopsis caapi,

lo que sirvio para la determinacion del contenido de farmaco entregando.

3.4 Realizacion de las preformulaciénes conteniendo la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis

caapi (Ayahuasca) mediante un diagrama de fase pseudoternario.

La formulacion del sistema auto-microemulsionable se establecié en: 250 g de celulosa
microcristalina mezclada con la microemulsion formada de: el vehiculo Acido Oleico 133.44 mL,
la fase de tensioactivos 250.2, 33.36 mL de Tween 80 y Carbitol respectivamente, formando una
microemulsién estable y con las caracteristicas deseas.

Se procedié a medir sus absorbancias en el UV-visible, cantidad de harmina contenida en cada

capsula las cuales se indicada en la siguiente tabla:
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Cuadro 10-3. Cantidad de alcaloides totales expresados como harmina contenido en 10

capsula.
Capsula llena Peso del contenidoen | Capsula | Absorbancia | Contenido de (AT
con SMEDDS la capsula vaciada totales expresados
como harmina

0.4272 0.3471 0.0801 0.410 1.13
0.4251 0.3424 0.0820 0.401 1.10
0.4195 0.3376 0.0816 0.398 1.09
0.4292 0.3484 0.0806 0.412 1.14
0.4250 0.3370 0.0815 0.393 1.07
0.4254 0.3442 0.0812 0.404 111
0.4258 0.3438 0.0818 0.402 1.10
0.4255 0.3336 0.0817 0.376 1.01
0.4249 0.3439 0.0810 0.402 1.10
0.4252 0.3371 0.0823 0.396 1.08

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH

3.4.1 Disefio, formulacion de SMEDDS por medio del ensayo de disolucién del mejor sistema

auto micro emulsionable formulado.

Por medio de este ensayo nos permite tener un perfil de disolucion de las capsulas conteniendo el

sistema auto microemulsionable.

Al ver sus pendientes observamos que:
Cuadro 11-3. Medicion de las absorbancias para determinar la cantidad liberada de
alcaloides totales expresados como harmina en distintos tiempos de muestreo.

TIEMPOS DE MUESTREO, min

Tiempo min 5 10 15 20 25 30 35

CAPSULAS, g ABSORBANCIAS

0,462 | 0,278 0,351 0,391 0,412 0,449 0,479 | 0,501

0,4657 | 0,275 0,355 0,394 0,416 0,448 0,478 | 0,507

0,4644 | 0,288 0,348 0,367 0,382 0,397 0,413 | 0,441

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH
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Gréfico 7-3. Cantidad liberada de los alcaloides totales expresados como harmina en el
ensayo de disolucion de las capsulas de gelatina contiendo el sistema auto micro

emulsionable.

Capsula N°1: Cantidad liberada de los alcaloides totales expresados como harmina, ppm

Tiempo (Min)

0 5 10 15 20 25 30 35

0 | 0,646775 | 0917346 | 1,0656041 | 1,1434395 | 1,2805782 | 1,3917716 | 1,4733
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Capsula N°2: Cantidad liberada de los alcaloides totales expresados como harmina, ppm

Tiempo (Min)

0 5 10 15 20 25 30 35

0 0,6356560 | 0,932171 | 1,07672 | 1,158265 | 1,276871 | 1,3880652 | 1,4955522
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Capsula N°3: Cantidad liberada de los alcaloides totales expresados como harmina, ppm

Fuente: CHUQUIMARCA, 2014 ESPOCH
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Tiempo (Min)
0 5 10 15 20 25 30 35
0 0,6838398 | 0,90622 | 0,976649 | 1,0322461 | 1,0878428 | 1,1471460 | 1,25092
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Este sistema el cual contiene alcaloides totales expresados como harmina, la fraccion alcaloidea de
Banisteriopsis caapi, tiende a liberarse en menos de 5 minutos, con una regularidad de liberacion

del farmaco en los minutos posteriores.

El perfil de disolucion que presenta sin duda tiene una mejoria notable de los alcaloides totales

expresados como harmina, entregando asi un farmaco apto para pruebas in vitro.
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CONCLUSIONES

1. Se obtuvo de forma correcta el extracto total de alcaloides, ya que las pruebas de Dragendorff
y Mayer dieron positivo, la cromatografia en capa fina junto con el espectro UV y como referencia
al estdndar de harmina mostro la presencia de los alcaloides totales expresados como harmina.

2. Através de las pruebas de solubilidad se determino que los mejores vehiculos para el extracto
de Banisteriopsis caapi fueron acido oleico (vehiculo), Tween 80 (tensioactivo), Carbitol
(cotensioactivo).

3. En el estudio de preformulacion mediante la realizacion del diagrama de fase pseudoternario
se determino que los porcentajes éptimos para SMEDDS fueron aceite 5%, Tween 80 60% vy

Carbitol 35%, conteniendo alcaloides totales expresados como harmina vehiculizado en el aceite.

4. En las pruebas de estabilidad y evaluacién de SMEDDS preformuladas con los alcaloides
totales de Banisteriopsis caapi se obtuvieron resultados satisfactorios que conllevaron a su

formulacion y encapsulacion.
5. Con los porcentajes éptimos de la preformulacion mas la adicion de celulosa microcristalina

se formul6 el sistema auto-microemulsionable, mostrando una solubilidad de 87%, lo que aporta un

argumento destacable respecto a la solubilidad de la fraccion alcaloidal de Banisteriopsis caapi.
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RECOMENDACIONES

1. Se sugiere aplicar un sistema auto-microemulsionable en capsulas de gelatina blanda, esto
garantizara una mayor carga de principio activo, es el vehiculo idoneo para SMEDDS y brinda
eficacia de dosificacion para el farmaco de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi

(harmina).

2. Evaluar la dosis exacta de administracion de alcaloides totales expresados como harmina y
toxicidad de los tensioactivos, co tensioactivo, principio activo en un estudio in vitro logrando tener
en conjunto una formulacién que cubra todos los parametros para ser administrada sin ninguna

incertidumbre al ser humano.

3. Realizar un estudio con HPLC, analizar el tamafio de gota de las microemulsiones, para
investigar como se encuentran las estructuras micelares a niveles microscopicos que a simple vista

no son apreciables

4. Capacitar a los estudiantes para el desarrollo de nuevos fitomedicamento utilizando este
método innovador SMEDDS, ya que la mayoria de principios activos tienen valiosas aplicaciones
farmacoldgicas, como es el caso del vegetal Banisteriopsis caapi (Ayahuasca), una alternativa para

prevenir trastornos neurodegenerativos.
5. Un control microbiol6gico del farmaco como producto terminado, nos serviria para verificar si

el sistema auto-microemulsionable cumple de manera eficiente una carga microbiana apta para el

consumao.
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ANEXOS

Anexo A: Certificacion del control de calidad del estdndar de harmina 98 % de pureza (batch
cpc20140312).
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Anexo B: Identificacion del producto acido oleico de sigma- aldrich.

SIGMA-ALDRICH

SECCION 1: Identificacion de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa

1.1

1.2

1.3

1.4

Identificadores del producto

Nombre del producto : Acido oleico

Referencia : 01008

Marca :  Sigma-Aldrich

REACH No. :  Un numero de registro no esta disponible para esta sustancia, ya que la

sustancia o sus usos estan exentos del registro, el tonelaje anual no
requiere registro o dicho registro esta previsto para una fecha posterior

MNo. CAS © 112-80-1

Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados
Usos identificados : Reactivos para laboratorio, Fabricacion de sustancias
Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Compaiia :  Sigma-Aldrich
3050 Spruce Street
SAINT LOUIS MO 63103

UsSA
Teléfono : +1800-325-5832
Fax 1 +1800-325-5052
Teléfono de emergencia
Teléfono de Urgencia 1 (314) 776-6555

SECCION 2: Identificacién de los peligros

21

22

Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

Clasificacién de acuerde con el Reglamento (CE) 1272/2008
Irritacion cutaneas (Categoria 2), H315

Para el texto integro de las Declaraciones-H mencionadas en esta seccion, véase la Seccion 16.

Clasificacion de acuerdo con las Directivas de la UE 67/548/CEE 6 1999/45/CE
Xi Irritante R38

El texto completo de las frases R mencionadas en esta Seccion, se indica en la Seccion 16.
Elementos de la etiqueta

Etiquetado de acuerdo con el Reglamento (CE) 1272/2008

Pictograma é

Palabra de advertencia Atencion

Indicacion(es) de peligro
H315 Provoca irritacion cutanea.

Declaracion(es) de prudencia ninguno{a)

Declaracion Suplementaria del ninguno(a)
Peligro

sigma-aldrich. com

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerdo el Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Version 4.4 Fecha de revision 16.01.2015

Fecha de impresion 04.02.2015

GENERIC EU MSDS - NO COUNMTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA



Anexo C: Identificacion del producto Miristato de isopropilo de sigma- aldrich.

S I G MA'ALD RI c H sigma-aldrich.com
FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerdo el Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Version 5.3 Fecha de revision 17.11.2014

Fecha de impresion 04.02.2015

GEMERIC EU MSDS - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA

SECCION 1: Identificacién de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa

1.1  Identificadores del producto

Nombre del producto : Miristato de isopropilo

Referencia T 172472

Marca 1 Aldrich

REACH No. :  Un nomero de registro no esta disponible para esta sustancia, ya que la

sustancia o sus usos estan exentos del registro, el tonelaje anual no
requiere registro o dicho registro esta previsto para una fecha posterior
MNo. CAS : 110-27-0

1.2  Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados
Usos identificados . Reactivos para laboratorio, Fabricacion de sustancias
1.3 Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Compafiia :  Sigma-Aldrich
3050 Spruce Street
SAINT LOUIS MO 63103

USA
Teléfono :  +1800-325-5832
Fax :  +1800-325-5052
14 Teléfono de emergencia
Teléfono de Urgencia : (314) 776-6555

SECCION 2: Identificacién de los peligros
21 Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

Mo es una sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE) No. 1272/2008.
Esta sustancia no esta clasificada como peligrosa segun la Directiva 67/548/CEE.
2.2 Elementos de la etigueta

El producto no necesita ser etiguetado de acuerdo con las directivas de la Comunidad Europea 6 las
respectivas leyes nacionales.

2.3 Otros Peligros
Esta sustancia/mezcla no contiene componentes que se consideren que sean bioacumulativos y toxicos
persistentes (PBT) o muy bioacumulativos y muy persistentes (vPvB) a niveles del 0,1% o superiores.

SECCION 3: Composiciénfinformacién sobre los componentes

3.1 Sustancias
Sindnimos 1 Myristic acid isopropyl ester
Isopropyl tetradecanoate

Formula 1 Cq7H3402
Peso molecular : 270,45 g/mol
No. CAS : 110-27-0

No. CE 1 203-751-4



Anexo d: Identificacion de la sustancia Tween® 80 de sigma- aldrich.

SIGMA-ALDRICH sigms-aiarich.com
SAFETY DATA SHEET

according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Version 5.3 Revigion Date 18.01.2015

Print Date 04.02.2015

GENERIC EU MSDS - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA

SECTION 1: Identification of the substance/mixture and of the company/undertaking
1.1 Product identifiers

Froduct name : TWEENE 80

Product Mumber : P1754

Brand :  Sigma-Aldrich

REACH No. :  Aregistration number is not available for this substance as the substance

or its uses are exempted from registration, the annual tonnage does not
require a registration or the registration is envisaged for a later
registration deadline.

CAS-No. : 9005-65-8
1.2  Relevant identified uses of the substance or mixture and uses advised against
Identified uses : Laboratory chemicals, Manufacture of substances

1.3 Details of the supplier of the safety data sheet

Company :  Sigma-Aldrich
3050 Spruce Strest
SAINT LOUIS MO 63103

UsA
Telephone o +1B800-325-5832
Fax : +1800-325-5052
1.4 Emergency telephone number
Emergency Phone # : (314) 7T6-6555

SECTION 2: Hazards identification
21 Classification of the substance or mixture

Mot a hazardous substance or mixture according to Regulation (EC) No. 1272/2008.
This substance is not classified as dangerous according to Directive 67/548/EEC.

22 Label elements

The product does not need to be labelled in accordance with EC directives or respective national laws.

2.3  Other hazards
This substance/mixture contains no components considered to be either persistent, bioaccumulative and
toxic (PBT), or very persistent and very bioaccumulative (vPvB) at levels of 0.1% or higher.

SECTION 3: Composition/information on ingredients
31  Substances

Synnn:.,rrns - Polyethylena glycol sorbitan monooleats
Polyoxyathylenasorbitan monoolaata
Polysorbate 80

CAS-No. : B005-65-6

EC-Mo. : 500-019-9



Anexo E: Identificacion del producto Span® 60 de sigma- aldrich

S I G MA'ALD RI C H sigma-aldrich.com
FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerdo el Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Version 5.2 Fecha de revision 22.01.2014

Fecha de impresion 04.02.2015

GENERIC EU MSDS - NO COUNTRY SFPECIFIC DATA - NO OEL DATA

SECCION 1: Identificacién de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa

1.1  Identificadores del producto

Nombre del producto : Span@ 60

Referencia : ST0M0

Marca :  Sigma

REACH No. : Un nimero de registro no esta disponible para esta sustancia, ya que la

sustancia o sus usos estan exentos del registro, el tonelaje anual no
requiere registro o dicho registro esta previsto para una fecha posterior
No. CAS : 1338-41-6

1.2 Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados
Usos identificados :  Reactivos para laboratorio, Fabricacion de sustancias
1.3 Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Compania :  Sigma-Aldrich
3050 Spruce Street
SAINT LOUIS MO 63103

USA
Teléfono 1 +1800-325-5832
Fax :  +1 800-325-5052
1.4 Teléfono de emergencia
Teléfono de Urgencia : (314) 776-6555

SECCION 2: Identificacién de los peligros
21 Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

Mo es una sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE) No. 1272/2008.
Esta sustancia no esta clasificada como peligrosa segun la Directiva 67/548/CEE.

2.2 Elementos de la etiqueta

El producto no necesita ser etiqguetado de acuerdo con |as directivas de la Comunidad Europea ¢ las
respectivas leyes nacionales.

2.3  Otros Peligros - ninguno(a)

SECCION 3: Composicién/informacion sobre los componentes

3.1 Sustancias

Sinonimos :  Sorbitane monostearate
Formula ;. C24H4606

Peso molecular ;430,63 g/mol

MNo. CAS 1 1338-41-6

No. CE 1 215-664-9

Segun la normativa aplicable no es necesario divulgar ninguno de los componentes.



Anexo F: Identificacion del producto Di (ethylene glycol) ethyl ether, sigma- aldrich.

SIGMA-ALDRICH

SECCION 1: Identificacién de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa

1.1

1.2

1.3

1.4

Identificadores del producto

Nombre del producto * Di(ethylene glycol) ethyl ether

Referencia : W509043

Marca : Aldrich

REACH No. :  Un nimero de registro no esta disponible para esta sustancia, ya que la

sustancia o sus usos estan exentos del registro, el tonelaje anual no

requiere registro o dicho registro esta previsto para una fecha posterior

No. CAS : 111-80-0

Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados
Usos identificados :  Reactivos para laboratorio, Fabricacion de sustancias
Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Compaiiia :  Sigma-Aldrich
3050 Spruce Street
SAINT LOUIS MO 63103

UsA
Teléfono : +1 800-325-5832
Fax : +1800-325-5052
Teléfono de emergencia
Teléfono de Urgencia © (314) 776-6555

SECCION 2: Identificacién de los peligros

241

2.2

23

Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

Mo es una sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE) No. 1272/2008.
Esta sustancia no esta clasificada como peligrosa segun la Directiva 67/548/CEE.

Elementos de la etiqueta

El producto no necesita ser etiquetado de acuerdo con las directivas de la Comunidad Europea 6 las
respectivas leyes nacionales.

Otros Peligros - ninguno(a)

SECCION 3: Composiciénfinformacion sobre los componentes

341

Sustancias
Sinénimos : CARBITOL®
Diethylene glycol monoethyl ether
2-{2-Ethoxyethoxy)ethanol
Ethyldiglycol
Diethylene glycol ethyl ether
Formula : CgHq404
Peso molecular 1 134,17 g/mol
No. CAS : o 111-90-0

No. CE T 203-919-7

sigma-aldrich.com

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerdo el Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Version 5.1 Fecha de revision 09.05.2014

Fecha de impresion 04.02.2015

GENERIC EU MSDS - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA



Anexo G: Evidencias fotografias

Fotografia 1. Planta vegetal de Banisteriopsis caapi (ayahuasca)




Fotografia 4. Proceso de extraccion de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi




Fotografia 5. Comparacion cromatogréficas entre la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi y

el estandar de harmina.

Fotografia 6. Disoluciones para la realizacion de la curva de calibracion de la fraccién alcaloidea

de harmina




Fotografia 7. Ensayo de solubilidad con los diferentes vehiculos, tensioactivos y co tensioactivos

para la formulacion 6ptima de la auto microemulsion.

Fotografia 9. Ensayo de estabilidad a 40- 60 °C, separacion de fases, precipitacion, grado

de visibilidad, auto — emulsificacion, de la microemulsién formada.




Fotografia 10. Formacion optima de la auto — microemulsion, conteniendo los alcaloides

totales expresados como harmina.

Fotografia 11. Realizacion del sistema auto—microemulsionable, y celulosa

microcirstalina conteniendo la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi (harmina)




Fotografia 12. Proceso de encapsulacion conteniendo el sistema auto microemulsionable

Fotografia 13. Ensayo de disolucion del sistema auto microemulsionable.




