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RESUMEN

Se realiz6 el mejoramiento de las caracteristicas de solubilidad acuosa de la fraccion
alcaloidea de Banisteriopsis caapi (Ayahuasca), mediante la obtencién de un sistema
optimizado de dispersiones sélidas in vitro, utilizando diferentes tipos de polimeros
hidrofilicos, con la finalidad de mejorar sus caracteristicas de biodisponibilidad;
investigacion desarrollada en el laboratorio de Productos Naturales Fitoquimica, de la
Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
A escala de laboratorio la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi (Ayahuasca) se
obtuvo el alcaloide beta carbolinico de la harmina, siendo identificado y aislado del
vegetal Banisteriopsis caapi, frente al estandar de referencia Harmina 98 % de pureza
(BATCH CPC20140312). Se determinaron sus caracteristicas biofarmacéuticas,
mediante ensayos de solubilidad acuosa, permeabilidad, propiedades al estado sélido
y ensayo de disolucion, dando como resultado una baja solubilidad y una alta
permeabilidad lo que permitid ubicar a los AT expresados como harmina dentro la
clasificacion Biofarmacéutica Clase II.

Se desarrollaron 15 dispersiones sélidas de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis
caapi mas los polimeros hidréfilos y al evaluar sus caracteristicas biofarmacéuticas in
vitro se obtuvo una DS con una solubilidad superior a la del principio activo puro y las
demas DS.

Mediante la aplicacion de dispersiones sélidas se obtuvo una disminuciéon en el
tamafio de sus particulas, pasando de cristales a cristales amorfos con mayor
humectabilidad, caracteristicas que permitieron mejorar su solubilidad y perfil de
disolucion y por tanto mejoran su biodisponibilidad.

La aplicacion de las dispersiones sélidas en tecnologia farmacéutica muestran un
resultado eficiente. Por lo que se recomienda aplicarlo para mejorar otros principios
activos de caracteristicas poco solubles, asi como evaluar la actividad farmacolégica
de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi (Ayahuasca) y la mejor DS ya que
posee propiedades farmacologicas que podrian ayudar a minimizar trastornos

neurodegenerativos.



SUMMARY

Improved characteristics of water solubility of the alkaloid fraction Banisteriopsis caapi
(Ayahuasca) was performed by obtaining an optimized solid dispersions in vitro, using
various types of hydrophilic polymers, in order to improve their bioavailability
characteristics ; research conducted in the laboratory of Phytochemistry Natural
Products, School of Pharmacy and Biochemistry of the Polytechnic School of
Chimborazo.

A laboratory scale the alkaloid fraction of Banisteriopsis caapi (Ayahuasca) the beta
carbolinico alkaloid harmine was obtained, being identified and isolated from the plant
Banisteriopsis caapi compared to reference standard Harmina 98% purity (BATCH
CPC20140312). Their biopharmaceutical characteristics were determined by testing of
agueous solubility, permeability, the solid state properties and dissolution test, resulting
in a low solubility and high permeability allowing to locate the AT expressed as harmine
in the Biopharmaceutical Classification Class II.

15 solid dispersions of the alkaloid fraction Caapi Banisteriopsis more hydrophilic
polymers developed and to evaluate their biopharmaceutical characteristics in vitro is
obtained a higher DS with a pure active principle the other DS and solubility.
By applying solid dispersions a decrease in their particle size, from crystal to
amorphous crystals with higher wettability characteristics which allowed improving their
solubility and dissolution profile and thus improving their bioavailability was obtained.
The application of solid dispersions in pharmaceutical technology shows an efficient
outcome. It is recommended to apply it to improve other poorly soluble actives
characteristics and assess the pharmacologic activity of alkaloid fraction of
Banisteriopsis caapi (Ayahuasca) and the best DS because it has pharmacological

properties that could help minimize neurodegenerative disorders.



INTRODUCCION

Los alcaloides son metabolitos insolubles o escasamente solubles en agua (Dalton,
1979). Esta insolubilidad dificulta su disponibilidad en la accion farmacoldgica,
imprescindible para algunos tratamientos, sobre los cuales los alcaloides son de gran
interés (Roberts & Vink, 1998). Esta realidad, genera la necesidad de buscar nuevas

estrategias que permitan mejorar su biodisponibilidad.

De entre los alcaloides, la harmina y harmalina son principios activos, que se ubican
en la categoria de farmacos con una alta permeabilidad, a pesar de su poca
solubilidad (Amidon, 1995,). Actuan como inhibidores de la monoaminooxidasa
(MAOQ), efecto que favorece la regulacién metabdlica de neurotransmisores en el tejido
nervioso (Gonzalez & Ortega, 1978). Estas caracteristicas le proporcionan un potencial
farmacoldgico contra algunos trastornos neuroldgicos, tales como estados depresivos,

convulsivos, Parkinson, Alzheimer, entre otros (De la Cuba, 1994).

Si afiadimos los altos costes que derivan de los tratamientos de este tipo de
enfermedades neurodegenerativas (Fernandez, Crehuet Navajas, & Farouk, 1992). El
uso de estos metabolitos resulta una alternativa terapéutica interesante para su

estudio.

Sin embargo, para estos alcaloides su biodisponibilidad oral es baja, mejorar su
solubilidad en agua permitiria que la harmina y sus derivados fuesen metabolitos mas
eficaces en su accion terapéutica. En consecuencia, proporcionaria que los procesos
farmacocinéticos de disolucién, absorcion y eliminacion tengan mayor efectividad
(Baselt, 2004).

Aproximadamente del 35 al 40% de los farmacos que se encuentran disponibles en el
mercado presentan una baja solubilidad. La gran mayoria de farmacos muy poco
solubles se extienden de forma progresiva, y alrededor del 90% de los componentes

activos en desarrollo son pobremente solubles (Guiadager, 2009).

Es mas, los farmacos en agua, con nula o escasa solubilidad, sufren de

complicaciones en la biodisponibilidad oral. Sin embargo, el uso de las micelas,



microemulsiones, dispersiones sdlidas y nanosuspensiones permite optimizar la
solubilidad de los medicamentos poco solubles (Potta, Minemi, Nukala, & Peinado,
2010).

Para la harmina y harmalina, esto puede ser corregido desarrollando formulaciones
que contienen a los principios activos en medio de una matriz polimérica. En este
sentido, se obtendria una mezcla molecular conocida como dispersion soélida de
farmacos muy poco solubles. Estas dispersiones sélidas han sido calificadas, como
una de las mejores alternativas para lograr la biodisponibilidad de estos compuestos
(Chiou & Riegelman, 1961). Esto se consigue por una disminucién de la dimensién de
la particula, un incremento de la humectabilidad de las mismas y una menor energia

de activacion para su liberacién (Richard & Clark Luig, 2002).

Por otro lado, se conoce que los principios activos que le dan el uso farmacol6gico a
Banisteriopsis caapi son los alcaloides. Estos se encuentran en los tallos y las
terminaciones del vegetal. Est4 formada por harmina (como alcaloide mayoritario), y
sus derivados: harmalina, harmol, harmalol, vasina, d-1,2,3,4 tetrahidroharmina
(Perrot & Raymont-Hamet, 1927).

Por lo que, resulta interesante plantear su uso, para obtener fracciones de extractos de
este vegetal, rico en harmina y derivados dispuestos en dispersiones solidas, para

mejorar su solubilidad y su biodisponibilidad.

Con los antecedentes presentados se plantean los siguientes objetivos en la

investigacion:



General

o Mejorar las caracteristicas de solubilidad de la fraccion alcaloidea de
Banisteriopsis caapi (Ayahuasca), mediante la obtencién de un sistema optimizado de
dispersiones sdlidas in vitro, utilizando diferentes tipos de polimeros hidrofilicos.

Especificos

1. Obtener, aislar e identificar la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi.

2. Realizar los estudios de preformulacion de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis
caapi, mediante ensayos de solubilidad acuosa, permeabilidad, propiedades al
estado sélido (IR, MICROSCOPIA OPTICA) y ensayo de disolucion.

3. Desarrollar la matriz de combinaciones de los elementos que conforman las
dispersiones sdlidas, mediante la aplicacion del disefio experimental y evaluar
sus caracteristicas fisicas, quimicas y biofarmacéuticas in vitro, aplicando los

ensayos de la preformulacion para la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi.

4. Escoger una dispersion sdlida optimizada basada en los estudios realizados en la

investigacion



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 Banisteriopsis caapi

1.1.1 Descripcién general

Es una variedad vegetal de tipo enredadera que corresponde a la “familia
Malpighiaceae” (Spruce, 1851). Esta planta adopta algunas denominaciones que

provienen de voces indigenas como: “ayahuasca, yageé, yagugue, caapi, mariri o pildé
(Farzin D, 2006).

Se caracteriza por ser una planta trepadora, forma ramas de gran tamafo, presenta
una corteza lisa de color pardo. Posee hojas verdes de 8 a 18 cm de largo y pequefias

flores de color rosado (Cuatrecasas, 1958).

Su nombre hace referencia a la bebida que posee efectos alucinégenos, utilizada por
pueblos indigenas de América del Sur por sus supuestas propiedades proféticas y

magicas (Schultes, 1969).

La bebida alucinégena es preparada mediante la infusiébn de Banisteriopsis caapi,
principalmente de sus tallos y hojas. A este brebaje se le afiaden otras plantas como:
Banisteriopsis inebrians y Peganum harmala, las cuales contribuyen a potenciar su
efecto (Naranjo, 1970).

FUENTE: Schultes R, 1976 Ethnobortany Hallucinogenic Plants

FIGURA N° 1. Banisteriopsis caapi (AYAHUASCA)



1.1.2 Propiedades medicinales

Banisteriopsis caapi tiene una potente accion sobre el sistema nervioso, por cuanto
podria estar indicada en el tratamiento de algunas afecciones neuroldgicas. (Alzugaray
& Alzugaray, 1984).

La efectividad sobre el consumo de Banisteriopsis caapi, ha sido sujeto de estudio por

profesionales psicdlogos y psiquiatras por varios afios (Naranjo, 1967).

Se han realizado algunos estudios y evaluaciones acerca de las propiedades que
posee Banisteriopsis caapi como posible tratamiento contra el mal de Parkinson (Ott,
2004).

1.1.3 Composicién quimica

El componente quimico representativo del vegetal de Banisteriopsis caapi es la
harmina. En menor cantidad se encuentran otros metabolitos derivados de su
componente mayoritario: harmalina y d-1, 2, 3,4 tetrahidroharmina (Holchstein &
Paradies, 1957).

HaCO N

N CHa

FUENTE: PEREZ DE LOS COBOS J, 2006 TRATADO SET DE TRANSTORNOS ADICTIVOS

FIGURA N° 2. Estructura quimica de la harmina
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FUENTE: PEREZ DE LOS COBOS J, 2006 TRATADO SET DE TRANSTORNOS ADICTIVOS

FIGURA N° 3. Estructura quimica de la harmalina

1.2 HARMINA'Y SUS DERIVADOS

Harmina, harmalina y tetrahidroharmina son un tipo de alcaloides del grupo de las
betas carbolinas (Taiz & Zeiger, 2006, pags. 558-564). Son consideradas sustancias
alucinégenas que pueden modificar transitoriamente la percepcion del pensamiento y
el humor (Rodriguez, 2005).

La harmina fue identificada en la especie vegetal de Peganum harmala (Fritsche,
1847). En estudios posteriores se demostro la presencia de algunos derivados de este
alcaloide en la misma planta (Berzelius, 1881). Estos metabolitos también han sido
localizados en tejidos de mamiferos como: cerebro, plaquetas y glandulas adrenales

de ratas y plasma humano (Airakasinen & Kari, 1981).

Los alcaloides beta carbolinicos son moléculas liposolubles e insolubles en agua, lo

cual dificulta su absorcion y eliminacion en el organismo (Velasco & Alvarez, 1988).
1.2.1 Accion farmacoloégica

La enzima monoaminooxidasa se encuentra en las células del organismo participando
en la descomposicion de aminas biégenas'. Cuando existe un desequilibrio funcional
de la monoaminooxidasa, se producen trastornos neurolégicos como la depresion
(Vallejo & Urretavizcaya, 2000). Para estos casos, se utilizan tratamientos con
inhibidores de esta enzima, los cuales permiten restablecer el equilibrio emocional
mediante la acumulacién de epinefrina y norepinefrina en el organismo (Pletscher,
Besendorf, Bachtold, & Gay, 1959).

! Aminas bidgenas: son neurotransmisores derivados de aminoacidos (Campbell & Reece, 2007).
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Los alcaloides de la harmina y sus derivados provocan un efecto estimulante tras su
utilizacioén, induciendo un cambio en el estado de animo de la persona (Rodd, 2008).
El efecto es producido porque estos componentes actian como inhibidores de las

enzimas monoaminooxidas (Deulofeu, 1967).

La utilizacion de harmina y sus derivados presentes en algunas plantas pueden
modificar los estados de conciencia. Con ello, pueden provocar resultados
terapéuticos muy favorables en el tratamiento de enfermedades como estados
depresivos y la farmacodependencia (Zabala & Lopez, 1995).

1.3 SOLUBILIDAD DE LOS FARMACOS

La solubilidad es la cantidad méaxima de soluto que llega a disolverse en un volumen
determinado de disolvente (Aulton, 2004). En farmacia la solubilidad hace referencia al
agua. Esto se debe a que los fluidos biolégicos del organismo son de naturaleza

acuosa (Yalkowsky, 1999).

Existen varios factores que influyen en la solubilidad de los principios activos como: la
estructura molecular, temperaturay pH (Jenner & Testa, 1980). Estos factores pueden
ser modificados en la industria farmacéutica. Con el objetivo de incrementar la
solubilidad y por tanto la biodisponibilidad de los farmacos (Pérez, Guevara, Cardenas,
Pinzén, Barbosa, & Martinez, 2003).

1.3.1 Importancia de la solubilidad en la Farmacocinética

La accion de los farmacos no depende soOlo de la capacidad de desarrollar una
respuesta terapéutica en el organismo de un ser vivo (Pla & Moreno, 1982). A su vez,
es funcion de sus propiedades farmacocinéticas. Estas desempefian un papel muy
importante en la biodisponibilidad, efectividad y toxicidad de los farmacos (Avendafio,
2001).

La solubilidad es fundamental en los procesos de absorcién y eliminacion de farmacos
(Saez, Hernandez, & Lopez, 2003). El requisito fundamental para que se absorba un
principio activo es que éste se encuentre disuelto en el lugar de absorcion (Cadorniga,
1983). Dado que la mayoria de farmacos son eliminados por via renal, su solubilidad

acuosa es importante en este punto de la farmacocinética (Winter, 1994).



1.3.2 Clasificacion de farmacos escasamente solubles

El Sistema de Clasificacion de Biofarmacéuticos (BCS) permite clasificar a las
sustancias farmacéuticas, tomando en cuenta su solubilidad acuosa y permeabilidad
intestinal. Existen tres elementos primordiales que determinan la velocidad y alcance
de la absorcién del farmaco: disolucién, solubilidad y permeabilidad intestinal, desde
una forma farmacéutica solida oral de liberacion inmediata. De acuerdo al BCS, las
sustancias farmacéuticas se clasifican de la siguiente manera (FDA, 1997).

. “Clase I: alta solubilidad y alta permeabilidad

. Clase II: baja solubilidad y alta permeabilidad

. Clase lll: alta solubilidad y baja permeabilidad

. Clase IV: baja solubilidad y baja permeabilidad”

14 DISPERSIONES SOLIDAS.

Las dispersiones sélidas son mezclas que contienen al menos dos compuestos
diferentes. Por lo general, estos componentes son una matriz hidrofilica usada como
transportador y un principio activo de naturaleza hidrofébica (Shevale Pankaj & Jadhav
Prakash, 2013).

Las dispersiones solidas logran mejorar la biodisponibilidad de compuestos poco
solubles (Chiou & Riegelman, 1961). Esto se consigue gracias a una reduccién de la
dimensién de la particula, un incremento en la humectabilidad de las mismas y una

menor energia de activacion para su liberacion (Richard & Clark Luig, 2002).

Las dispersiones solidas formadas, cuando entran en contacto con los liquidos del
organismo, permiten que la matriz se disuelva muy rapido y libere al principio activo de

forma molecular (Vasconcelos, Sarmento, & Costa, 2007).

Al ser la baja solubilidad uno de los mas grandes desafios en el desarrollo de
formulaciones farmacéuticas, una perspectiva de solucién para este problema es el

uso de polimeros como agentes solubilizantes.

En la formacién de dispersiones solidas, la matriz hidrofilica estd constituida por

polimeros como: manitol, urea, &cido succinico, polivinilpirrolidona, &cido ascérbico,



polietilenglicol, entre otros. Estas sustancias permiten acelerar la velocidad de
disolucion del farmaco (Janssens, Denivelle, Rombaut, & Van den Mooter, 2008).

Estos polimeros han sido utilizados como excipientes solubilizantes para
formulaciones orales. Tienen por naturaleza la caracteristica de ser hidrofébicos e
hidrofilicos, lo que quiere decir que tienen a la vez sitios hidrofébicos e hidrofilicos, que
les permiten unirse con gran facilidad a compuestos de solubilidad baja y disolverse
rapidamente en medios acuosos como lo es el tracto gastrointestinal (TGI) (Ismat,
2010).



CAPITULO Il

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE INVESTIGACION

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales —
Fitoquimica, Tecnologia Farmacéutica y Laboratorio de Andlisis Instrumental de la
Escuela de Bioquimica y Farmacia, Facultad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo.

2.2 MATERIALES Y REACTIVOS

2.2.1 Material vegetal

La materia prima es el material vegetal de Banisteriopsis caapi (Ayahuasca), especie
de clima tropical presente en toda la region Amazdnica del Ecuador (Instituto Nacional

de Investigaciones Agropecuarias, 1992).

Para el estudio de investigacion, el material vegetal de Banisteriopsis caapi
(Ayahuasca), se obtuvo en la provincia de Orellana, de los jardines botanicos y
medicinales Mushu Yura en la ciudad del Coca. Dicha zona, presenta un clima calido
huamedo, con temperatura que oscila entre 20° a 40° C y una altitud de 254 m.s.n.m
(Estrada; Seré, 1988).

2.2.2 Recoleccidon de la muestra

La recoleccion de Banisteriopsis caapi (Ayahuasca), se realizé pasado el mediodia y

con un ritual® de permiso a la madre naturaleza (Naranjo P. , 1983).

Las partes del vegetal que fueron aprovechadas para la investigacién son sus tallos

secos, las cuales eran cortados a mano pudiendo se recolectadas en cualquier época

% Ritual: Consiste en una plegaria invocando el respeto hacia la planta y su uso. Se realiza al interior de una choza
ubicada en el centro del jardin botanico, por un guia que dirige la ceremonia (Naranjo, 1970).
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del afio. Se procedié molerlos en un molino de mano y dejarlos en un lugar fresco y

seco, protegidos de la luz (Fericgla, 1998).

2.2.3 Muestra Estandar

Estandar de HARMINA 98 % de pureza (BATCH CPC20140312), procedente de
China. (Ver anexo 1)

2.2.4 Materiales de laboratorio

o Pipetas

o Termdmetro

o Vidrio reloj

o Tubos de ensayo

o Vasos de precipitacion
o Gradillas

o Embudo simple

o Embudos de separacion
. Varilla de agitacion

o Papel filtro

o Probeta

. Tampones

o Guantes

o Mascarilla

o Placas porta y cubre objetos
o Reverbero

o Pera de succion

. Recipientes &mbar

o Balones de aforacion
o Balones esmerilados

o Espétula

o Pinzas para tubos

o Papel aluminio

o Parafilm



2.2.5 Reactivos

o Agua destilada

o Etanol (al 96%)

o Reactivos para identificacion de alcaloides: Mayer y Dragendorff
. Eter etilico

. Acido clorhidrico al 2%

o Metanol

o Hidroxido de amonio

. Cloroformo

o Acetona

. Dietilamina

. N- Octanol

o Propilenglicol

o Soluciones tampon a pH: 2.0y 7.4

2.3 EQUIPOS

o Agitador magnético

o Balanza analitica

o Peachimetro

o Estufa

o Equipo disolutor

o Equipo de Soxhlet

o Equipo de destilacién: rotavapor
o Espectrofotometro UV.

o Equipo de permeacién

o Microscopio Optico

2.4 POLIMEROS

o Polietileglicol (PEG1450)
o Povidona (PVP k-30)



2.5  TECNICAS Y METODOS

A continuacion, se muestran los métodos y técnicas que se emplearon para la

obtencion de cada uno de los objetivos planteados en la investigacion.

2.5.1 OBTENCION, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LA FRACCION
ALCALOIDEA DE Banisteriopsis caapi.

En el proceso de obtencion de la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi. Se
realizaron varios procedimientos con los cuales se obtuvo de manera eficaz la fraccion

alcaloidea de Banisteriopsis caapi a escala de laboratorio.

2.5.1.1 Extraccion de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi

> Proceso de extraccién liquido -liquido

Se realiz6 una extraccion liquido -liquido mediante la utilizacién del equipo de Soxhlet,
se partié de 50 g de vegetal de Banisteriopsis caapi (Ayahuasca), previamente molida
en un baléon de 500mL con 150mL de metanol en una relacion 1:3 de vegetal y
solvente hasta realizar alrededor de 10 enjuagues, garantizando de esta manera la

extraccion exhaustiva de los alcaloides del vegetal en metanol.
> Proceso de concentracion

La concentracion del extracto metandlico obtenido se realiz6 en el Rotavapor, a una
temperatura no mayor a de 70 °C, a 150 rpm, durante 40 min. Se colocé el bal6n que
contenia el extracto metandlico en el equipo previo establecidas las condiciones del
proceso. Se concentré el extracto hasta obtener 10 mL del volumen inicial del extracto

metandlico.
> Proceso de acidificacion

Al extracto metandlico concentrado se le afiadié HCL al 2 % para su reconstitucion en
una relacion 1:3 del extracto y HCL al 2%, se filtr6 para obtener de esta manera el

extracto acuoso.
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> Proceso de alcalinizacion

Al extracto acuoso se procedio a realizar un ajuste de pH hasta tener un pH igual a
10 con una solucion de hidroxido de amonio concentrado. Se aflade el hidroxido de
amonio concentrado al extracto acuoso gota a gota hasta llegar al pH de 10 y en
agitacion constante para la lograra la homogeneidad del extracto.

> Proceso extraccion con éter etilico y purificacion

Al extracto acuoso obtenido y ajustado su pH a 10 se trasvasa a un embudo de
separacion afiadiendo éter etilico, agitado durante varios minutos hasta que los
alcaloides de la fase acuosa pasen a la fase etérea, se deja en reposo algunos
minutos hasta que se separen las fases para proceder a recogerlas individualmente
cada fase, obteniendo de esta manera el extracto etéreo. Al extracto etéreo se le
realizé enjuagues con agua alcalinizada en un embudo de separacion para lograr la

purificaciéon de la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi.

> Proceso de concentracion del extracto etéreo

Después de recoger todas las fases etéreas purificadas se procedié a realizar otra
concentracion en el rotavapor. A una temperatura no mayor a de 70 °C, a 150 rpm,
durante 20 min. Se colocé el balébn que contenia el extracto etéreo en el equipo,
previo establecidas las condiciones del proceso. Se concentré el extracto hasta
sequedad del volumen inicial quedando en las paredes del balon fraccion alcaloidea

de Banisteriopsis caapi.

> Proceso de reconstitucion de la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis

caapi.

El residuo que quedo de la concentracion a sequedad del extracto etéreo es la fraccion
alcaloidea de Banisteriopsis caapi, a este residuo se lo reconstituy6 afiadiéndole 250
mL de metanol y se almacend protegidos de la luz bajo cadena de frio hasta y durante

Su uso.
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2.5.1.2 Aislamiento e identificacién de la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis

caapi.

> Determinacion del proceso de extraccion de la fraccion alcaloidea de
Banisteriopsis caapi a diferentes pH mediante cromatografia de capa fina (TLC).

Previo a la determinacion de extraccion de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis

caapi a pH 10 re realiz6 realizo un ensayo de barrido en funcién del pH.

Se afiadié durante el proceso de alcalinizacion a la fase acuosa poco a poco la
solucion de hidréxido de amonio concentrado hasta llegar uno a uno a los diferentes
pH: 1, 5, 7, 8, 9 y finalmente 10 durante agitacion constante. Después de alcanzar
cada pH se realiz6 dos extracciones con éter etilico de manera consecutiva en
embudos de separacién para posteriormente recoger las fases etéreas y acuosas a

diferentes pH.

Las fases etéreas a diferentes pH: 1, 5, 7, 8, 9 y 10 se las recogio6 en frascos &mbar y
fueron conservadas en cadena de frio. De cada una de las fases etéreas se procedi6 a
realizar una cromatografia en capa fina (TLC), para lo cual se usoé placas de Silice gel
60F 254 de 10 cm x 2 cm.

Segun las condiciones cromatograficas en cada placa a 1 cm del borde inferior de la
misma se colocé con un capilar una cantidad suficiente de muestra de extracto etéreo
a diferentes pH. Se dej6 secar las placas con las muestras colocadas por algunos
minutos y se procedié a eluirlas en un sistema de solventes determinado para

alcaloides de la harmina.

La fase movil utilizada en el sistema de solventes esta constituida por: cloroformo,
acetona, dietilamina, en una relaciéon (50:40:10). Las placas se colocaron dentro de
una cuba que contiene el sistema de solventes de la fase mévil y se deja que el
solvente alcance una altura de 2cm antes del borde superior de la placa. Una vez que
el solvente alcanzado la distancia necesaria se retiran las placas de la cuba y se deja
secarlas a temperatura ambiente. Se observa en cada una de las placas las manchas
obtenidas en la camara cromatografica de UV 254-365 nm. Por ultimo las manchas
observadas en las placas fueron reveladas con Dragendorff como agente revelador

para alcaloides y se calcul6 los Rf respectivos.
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> Determinacidén cualitativa de alcaloides mediante tamizaje fitoquimico.

Ensayo de Dragendorff, Mayer: permite reconocer en un extracto vegetal la presencia
de alcaloides. Al extracto metandlico se procedio a evaporarlo a sequedad Yy el residuo
reconstituirlo con 1 mL de HCL al 1 % en agua, se filtr6é y se procedi6 a dividir este
filtrado en 3 tubos de ensayo.

Al tubo uno se lo consideré como referencia y al tubo dos y tres se le afiadié reactivos
de Dragendorff 2 gotas y Mayer 3 gotas respectivamente. En los dos casos la

presencia de turbidez, precipitado es indicativo de la presencia de alcaloides.

> Identificacion de la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi mediante

cromatografia en placa preparativa.

Después de determinar que los alcaloides de la harmina presentes en el vegetal de
Banisteriopsis caapi se encuentra en un pH igual a 10 se procedié a realizar una

cromatografia en placa preparativa.

Al extracto acuoso nuevamente se ajusta el pH a 10, se realiza la extraccién con éter
etilico, se recogio la fase etérea, se filtr6 y se procedié a evaporar el éter etilico a °T

ambiente hasta reducirlo a la mitad del contenido inicial.

El concentrado etéreo se procedié a sembrarlo en banda sobre una placa de Silice gel
60F 254 de 10 cm x 20 cm., utilizando el mismo sistema de solventes como fase movil
cloroformo, acetona, dietilamina, en una relacién (50:40:10). Fue revelada con
Dragendorff como agente revelador para alcaloides solo una parte de toda la placa, se
dej6 secar a °T ambiente y se trazé unas lineas alrededor de las manchas reveladas
para identificar cada una. Se procedi6é a raspar cada mancha identificada en la placa y
recoger el residuo en tubos de ensayo, a los cuales se les afiadio 5 mL de metanol, se
filtr6 y el filtrado se evaporo hasta tener una minima cantidad. Mientras tanto se
procedio a colocar en tubo de ensayo una cantidad infima del estdndar de harmina 98
% de pureza (BATCH CPC20140312), con 0.5 mL de metanol y se realiz6 una
cromatografia de capa fina en otra placa con las muestras concentradas obtenidas y

el estandar de harmina. Se utiliz6 el mismo sistema de solventes y revelado.
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2.5.1.3 Evaluacion de un barrido espectral UV y elaboracién de la curva de

calibracion de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi

Se realiz6 una segunda extraccion de la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi,
para este proceso la extraccion fue realizada de manera cuantitativa hasta obtener el
extracto metandlico 250 mL se almacend protegidos de la luz, bajo cadena de frio
hasta y durante su uso.

Los 250 mL de extracto metandlico obtenidos constituyen la solucién madre de la cual

partimos con una concentracién de 1800 ppm determinada cuantitativamente.

A la solucién madre se le realizdé la lectura de su espectro de absorcion en el

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

A partir de la concentracion de la solucibn madre se realizd varias disoluciones a
diferentes concentraciones: 180, 10, 7, 5, 3, 1 ppm, a las mismas que se les realizo
también el espectro de absorcidon y la lectura de sus absorbancias a una longitud de

onda definida.

Se prepar6 también una solucion madre de 250 ppm de estandar de harmina 98 % de
pureza (BATCH CPC20140312), seguido de una dilucion para llegar a una
concentracion de 1 ppm, la misma que fue leida en el espectrofotémetro UV- Visible
en la regién de 200 a 400 nm.

2.5.2 REALIZACION DE LOS ESTUDIOS DE PREFORMULACION DE LA
FRACCION ALCALOIDEA DE Banisteriopsis caapi, MEDIANTE ENSAYOS DE
SOLUBILIDAD ACUOSA, PERMEABILIDAD, PROPIEDADES AL ESTADO SOLIDO
(IR, MICROSCOPIA OPTICA), Y ENSAYO DE DISOLUCION.

Para los ensayos de preformulacion se realiz6 una tercera extraccion de la fraccion

alcaloidea de Banisteriopsis caapi.

La concentracidn en ppm de este tercer exacto metandlico se determind realizando
dos diluciones de 1 mL en 10 mL de metanol y 1 mL de esta disolucion en 25 mL de
metanol, se procedié con la lectura de su absorbancia en espectrofotdmetro UV-

Visible a una longitud de onda definida. El valor de la absorbancia obtenida fue
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reemplazado en la ecuacion de la curva de calibracién realizada anteriormente,

encontrando de esta manera la concentracion en ppm del tercer extracto metanolico.

Previo al ensayo de solubilidad acuosa y permeabilidad de la fraccion alcaloidea de
Banisteriopsis caapi, se realizé dos disoluciones de 1mL de extracto metandlico en 25
mL de agua y 1mL de esta disolucion en 10 mL de agua. Se procedio a la lectura de
su barrido espectral con el fin de conocer a la longitud de onda a la que se debe leer
las muestras de estos dos ensayos de pre formulacion.

2.5.2.1 Ensayo de solubilidad acuosa

Para esta prueba se tomé 5.4 mL de extracto metandlico que contienen 10 mg de
alcaloides totales expresados como harmina, en un tubo de ensayo, se evapor6 el
metanol a sequedad, se colocd 5.4 mL mas de extracto metandlico en el mismo tubo y
se procedié de la misma manera, después se reconstituyé el residuo con 10 mL de
agua, se dejo en agitacion constante a 1500 rpm tapado y protegidos de la luz por una
hora y posteriormente en reposo por 48 horas. Este ensayo fue realizado por

duplicado.

Pasadas las 48 horas de reposo, las muestras fueron centrifugadas 10 min a 50 rpm,
se realizé una dilucién tomando 1 mL del sobrenadante y aforandolo a 10 mL con

agua. La dilucién fue leida en el espectrofotometro UV- Visible.

2.5.2.2 Ensayo de permeabilidad

Previo a este ensayo se realiz6 una saturacién de 25mL de la solucién de n- octanol
con 25 mL de agua en un embudo de separacion, se agité y dejo en reposo por 24

horas.

La permeabilidad se realizé en un vaso de precipitacion se puso 22 mL de extracto
metandlico que contiene 40 mg de alcaloides totales expresados como harmina, se
evapor0 el metanol hasta tener un 1 mL del volumen inicial de extracto metandlico, se
afiadio a este residuo 10 mL de agua manteniendo al vaso en agitacién constante por
15 min, después se trasvaso el contenido del vaso a un embudo de separacion y se
afadié 10 mL méas de agua, se agitdé y agregd los 25 mL de solucion de n- octanol

saturada previamente, dejando en reposo por 48 horas.
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Pasadas las 48 horas de reposo, las muestras fueron centrifugadas 10 min a 50 rpm, y
se realizé la lectura del sobrenadante en el espectrofotometro UV- Visible.

2.5.2.3 Propiedades al estado sélido (IR, MICROSCOPIA OPTICA)

> IR (Infrarrojo)

En la celda de este instrumento fue colocado a mano con la ayuda de pipetas Pasteur
las muestras de extracto metandlico que contenia la fraccion alcaloidea de
Banisteriopsis caapi, el estdndar de harmina 98% de pureza (BATCH CPC20140312),
los polimeros usados para las dispersiones solidas PVP k-30 y PEG

Se obtuvo un barrido (scan) a una resoluciéon de 4 cm™ de los picos mas

representativos de las muestras analizadas.

> Microscopia Optica

La muestra fue colocada en una placa portaobjetos y se observo al microscopio optico
de 10 x y 40 x.

2.5.2.4 Ensayo de disolucion

Para este ensayo se realiz6 una dilucion previa de 10 pL del extracto metandlico en
25 mL de HCL 1 N y se realiz6 un barrido espectral en el UV — visible de esta

muestra para determinar su concentracion.

Se trabajé en un medio de composicion establecida cuyo pH es 1 a 8. Este pH es
parecido al de los liquidos gastrointestinales, para lo cual se prepar6é una disolucién
tampon a pH 2.0 segun como lo indica la Real Farmacopea Espafiola. Para realizar el
ensayo respectivo se prepar0 un volumen de medio necesario para garantizar

condiciones Sink.
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Para llevar a cabo el ensayo de disolucién fueron encapsulados a mano 3 mg de
extracto metandlico que contenia la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi en
capsulas de gelatina blanda.

Se tom6 7.5 mL de extracto metandlico que contenia la fraccién alcaloidea de
Banisteriopsis caapi, se evaporo el metanol y el residuo se reconstituyé con 2.25 mL
de Propilenglicol al 80 %, este procedimiento fue realizado para 5 capsulas y en cada

una el volumen a colocar fue de 0.45 mL.

Una vez preparadas las capsulas de gelatina blanda que contienen la fraccion
alcaloidea de Banisteriopsis caapi y la solucion tampdén se realizé el ensayo en el

equipo disolutor.

Durante el ensayo se mantuvieron constantes las condiciones de pH, temperatura a
37 — 38 °C, agitacion 50 rpm y composicién del medio. Esto se realizé para poder

imitar en un momento dado el proceso de disolucion en el organismo.

El ensayo tuvo una duracién de 30 min. La valoracién de la cantidad de principio
activo disuelto, se midi6 tomando muestras del liquido a intervalos de tiempo

predeterminados: 5, 10, 20 y 30 min.

Las muestras obtenidas fueron filtradas y se realiz6 la lectura de sus absorbancias en

el espectrofotémetro UV- Visible.

2.5.3 DESARROLLO DE LA MATRIZ DE COMBINACIONES DE LOS
ELEMENTOS QUE CONFORMAN LAS DISPERSIONES SOLIDAS, EVALUACION Y
OPTIMIZACION DE SUS CARACTERISTICAS FISICAS, QUIMICAS Y
BIOFARMACEUTICAS IN VITRO.

Los polimeros hidrofilicos que se usaron como transportadores fueron:
Polimero 1: Polietilenglicol (PEG 1450)
Polimero 2: Povidona (PVP) k-30

Polimero 3: La mezcla de Polietilenglicol (PEG 1450) + Povidona (PVP) k-30
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Se prepararon soluciones de polimero 1: Polietilenglicol (PEG 1450), polimero 2:
Povidona (PVP) k-30 y la mezcla de polimero 1 mas polimero 2 al 10 % en metanol.

Se realizaron proporciones 1:1, 1:5, 1:10 entre los polimeros y fraccion alcaloidea de
Banisteriopsis caapi. Para obtener la relacion indicada en cada proporcion se calculd
el volumen a tomar de cada solucion de polimero, sabiendo, que de la fraccién
alcaloidea de Banisteriopsis caapi se debia tomar 5.4 mL que contienen 10 mg de
alcaloides totales expresados como harmina.

CUADRO N° 1. PREPARACION DE LA CANTIDAD DE VOLUMEN A TOMAR
PARA CADA UNA DE LAS DISPERSIONES SOLIDAS.

Polimeros Fraccion alcaloidea de
Banisteriopsis caapi
Proporcion Volumen a Volumen a tomar mL
tomar mL
1:1 0.1 5.4
15 0.5 54
1:10 1 5.4

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

Las mezclas para obtener las dispersiones solidas preparadas a diferentes

proporciones de fraccion alcaloidea y el polimero, se detallan a continuacion:
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CUADRO N° 2. PREPARACION DE LA MATRIZ DE LAS DISPERSIONES SOLIDAS

DISPERSIONES SOLIDAS (DS)

Polimero 1: Polietilenglicol (PEG) + fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi

1:1 1:5 1:10

Polimero 2: Povidona (PVP) k-30 + fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi

1:1 1:5 1:10

Polimero 1: Polietilenglicol (PEG) + Polimero 2: Povidona (PVP) k-30

7.5:2.5 5:5 2.5:75

Polimero 1: Polietilenglicol (PEG) + Polimero 2: Povidona (PVP) k-30 +
fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi
7.5:2.5

1:1 1:5 1:10

Polimero 1: Polietilenglicol (PEG) + Polimero 2: Povidona (PVP) k-30 +
fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi
55

1:1 1.5 1:10

Polimero 1: Polietilenglicol (PEG) + Polimero 2: Povidona (PVP) k-30 +
fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi
2575

1:1 1:5 1:10

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

Una vez realizada la matriz de combinaciones que conforman las dispersiones sélidas

se procedi6 a evaluar sus caracteristicas fisicas, quimicas y biofarmacéuticas in vitro,

aplicando los ensayos de la preformulacion de la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis

caapi.
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2.5.3.1 Ensayo de solubilidad acuosa de las DS

Se prepararon las dispersiones sdlidas a las diferentes proporciones dispuestas
tomando 5.4 mL de extracto metandlico, en un tubos de ensayo mas los 0.1; 0.5y 1
mL de cada una de las tres soluciones de los polimeros, se procedi6 a realizar una
agitacion por 10 min para homogenizar la fraccion alcaloidea y los polimeros. Se
evapor0 el metanol a sequedad, después se reconstituyé el residuo con 10 mL de
agua, se dejo en agitacion constante a 1500 rpm tapado y protegidos de la luz por una
hora y posteriormente en reposo por 48 horas.

Pasadas las 48 horas de reposo, las muestras fueron centrifugadas 10 min a 50 rpm,
se realizé una dilucion tomando 1 mL del sobrenadante y aforandolo a 10 mL con
agua. La dilucion fue leida en el espectrofotémetro UV- Visible.

De los resultados obtenidos en el ensayo se escogio la dispersion solida que presenté
la mejoria méas alta en su solubilidad con respecto a la solubilidad de la fracciéon

alcaloidea de Banisteriopsis caapi.

A la dispersion soélida que presentd la mas alta mejoria en su solubilidad se le realizo
la evaluacion de sus caracteristicas fisicas, quimicas y biofarmacéuticas mediante los

ensayos de pre formulacion realizadas a la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi.

2.5.3.2 Ensayo de permeabilidad de la mejor DS

Se preparé la mejor DS, se evaporo el metanol hasta 1 mL de su volumen inicial, se
reconstituyd con 10 mL de agua durante agitacion, el contenido se trasvaso a un
embudo de separacion y se afiadié 10 mL se la solucion de n- octanol previamente

saturada, dejando en reposo por 48 horas.

Pasadas las 48 horas de reposo, la muestra fue centrifugada 10 min a 50 rpm, y se

realizo la lectura del sobrenadante en el espectrofotémetro UV- Visible.
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2.5.3.3 Propiedades al estado sélido ( IR, MICROSCOPIA OPTICA) de la mejor DS

> IR (Infrarrojo)

En la celda de este instrumento fue colocado a mano con la ayuda de pipetas Pasteur
la muestra de la mejor Dispersién Sélida
Se obtuvo un barrido (scan) a una resolucion de 4 cm™ de los picos mas

representativos de la muestra analizada.

> Microscopia Optica de la mejor DS

La muestra de la mejor Dispersion Solida fue colocada en una placa portaobjetos y se
observé al microscopio 6ptico de 10 x y 40 x.

2.5.3.4Ensayo de disolucién de la mejor DS

Para llevar a cabo el ensayo de disolucion fueron encapsulados a mano la
preparacion de la mejor DS partiendo del mismo principio que contengan 3mg de
extracto metandlico de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi en capsulas de

gelatina blanda.

Se tom6 15 mL de extracto metandlico que contenia la fraccién alcaloidea de
Banisteriopsis caapi, en un vaso de precipitacion, se afadid6 3 mL de los polimeros,
durante agitacion constante a 1500 rpm por 15 min, el metanol fue evaporado y el
residuo se reconstituyé con 4.5 mL de Propilenglicol al 80 %, este procedimiento fue

realizado para 10 capsulas y en cada una el volumen a colocar fue de 0.45 mL.

Una vez preparadas las capsulas de gelatina blanda que contiene la mejor DS de la
fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi con los polimeros y la solucion tampén se

realiz6 el ensayo en el equipo disolutor.

Durante el ensayo se mantuvieron constantes las condiciones de pH, temperatura a
37 — 38 °C, agitacion 50 rpm y composicion del medio. Esto se realizé para poder

imitar en un momento dado el proceso de disolucion en el organismo.
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El ensayo tuvo una duracion de 30 min. La valoracién de la cantidad de principio
activo disuelto, se midié6 tomando muestras del liquido a intervalos de tiempo
predeterminados: 5, 10, 20 y 30 min.

Las muestras obtenidas fueron filtradas y se realiz6 la lectura de sus absorbancias en
el espectrofotdmetro UV- Visible.
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CAPITULO IlI

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 OBTENCION, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LA FRACCION
ALCALOIDEA DE Banisteriopsis caapi.

En esta investigacién la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi obtenida a escala
de laboratorio y bajo los métodos empleados fue satisfactoria, dado que en este

proceso se logro establecer el pH 6ptimo de extraccidn para estos componentes.

3.1.1 Determinacién de los parametros Optimos asociados al proceso de
extraccion de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi a diferentes
pH mediante cromatografia en capa fina (TLC).

FS «—

—0.5

pH 1 5 7 8 9 10

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

FIGURA N°4. Barrido de pH
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CUADRO N° 3. DATOS DEL BARRIDO DE pH MEDIANTE TLC

pH Numero de manchas | Rf~ | Compuesto Color Referencia
observadas +2 | observado
1 0.38 | Harmalina Café Sistema de solvente:
cloroformo, acetona,
2 0.70 dietilamina (50: 40:
10)
: _ Harmalol: Rf ~ 0.05
5 1 0.44 | Harmina Cafe Harmaline: Rf~0.4 (T>)
2 0.66 Harmina: Rf~ 0.45
(Ta)
3 0.73 Harmano: Rf~ 0.55
7 1 0.60 (Ts)
2 0.66
3 0.40 | Harmalina Café
8 1 0.44 | Harmina Café
2 0.62
3 0.68
9 1 0.44 | Harmina Café
2 0.61
3 0.72
10 1 0.44 | Harmina Café
2 0.52 | Harmano Café % % v a4 u |
3 0.62 FIGURA N°5 TLC

HARMINE

La cromatografia en capa fina

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

(TLC) permitié la observacion de las manchas

caracteristicas de los compuestos representativos del vegetal de Banisteriopsis caapi.

En la placa de pH 10 se observa dos manchas color café visiblemente claras, la

primera con un Rf= a 0.44 y la segunda con un Rf= 0.52. Frente a los valores de

referencia se determindé que la primera mancha corresponde al

alcaloide de la

harmina del vegetal de Banisteriopsis caapi y fue identificado a un pH de 10, siendo

este pH el 6ptimo para su extraccion.
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3.1.2 Determinacién cualitativa de alcaloides mediante tamizaje fitoquimico.

Las pruebas comprobatorias para la presencia de alcaloides en el extracto obtenido

dieron el siguiente resultado:

CUADRO N° 4. RESULTADOS DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO

ENSAYO METABOLITO RESULTADO
Prueba de | Alcaloides +++
Dragendorff

Prueba de Mayer | Alcaloides +++

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

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

(-) = Negativo no hay evidencia de tal metabolito

Segun los resultados obtenidos en el cuadro N° 4 se puede determinar que la
presencia de alcaloides en el extracto obtenido es alta, los mismo que corresponden
a los metabolitos secundarios del vegetal de Banisteriopsis caapi que le dan el

potencial farmacolégico a esta planta.
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3.1.3 Identificacion de la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi mediante

cromatografia en placa preparativa.

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

FIGURA N° 6. Cromatografia en Placa preparativa

> Muestra 2 Superior

Muestra 1 Inferior

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

FIGURA N° 7. Cromatografia en Placa Preparativa Revelada

M 11

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

FIGURA N° 8. M 1 I: Muestra 1 inferior de la placa preparativa; SH: Estandar

de Harmina
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CUADRO N° 5. COMPARACION DE MUESTRAS OBTENIDAS MEDIANTE PLACA
PREPARATIVA CON EL ESTANDAR DE HARMINA

Muestra Mancha Compuesto Color Rf
aislado observado en

la camara UV

Muestra 1 Inferior de la placa | HARMINA Azul 0.46
preparativa ( MlI) fluorescente

Estandar de HARMINA Azul 0.46

harmina fluorescente

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

Mediante la cromatografia en placa preparativa se pudo observar que el compuesto
aislado corresponde al alcaloide beta carbolinico Harmina, dado que la mancha que
corresponde a la muestra 1 inferior de la placa preparativa obtenida del vegetal
Banisteriopsis caapi (AYAHUASCA) tiene el mismo Rf 0.46 y se presenta a la misma
altura que el estdndar de harmina 98 % de pureza (BATCH CPC20140312).

3.1.4 Evaluacién de un barrido espectral UV y elaboracién de la curva de
calibracion de la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi

En la segunda extraccion realizada de manera cuantitativa se obtuvo 450 mg de
alcaloides totales expresados como harmina de 50 g de vegetal de Banisteriopsis
caapi (AYAHUASCA). La concentracion a la que se encuentra este extracto es de
1800 ppm. En concordancia con lo anterior, el porcentaje de Alcaloides Totales

Expresados como Harmina corresponde al 0.9 %.

Con el fin de determinar la maxima absorcién del extracto especial 6ptimo y el
estandar de harmina entre 200 y 400 nm e identificacion de su respectiva longitud de

onda se determino el espectro UV, dando los siguientes datos:
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GRAFICO N°1. BARRIDO ESPECTRAL DEL ESTANDAR DE HARMINA 98 % DE
PUREZA (BATCH CPC20140312). 1ppm

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

En este barrido se observd 3 picos de absorcién a 212.0, 241.0 y 301.0 nm

respectivamente, de la regién 301,0 nm en adelante no presenta ningun pico.

GRAFICO N° 2. BARRIDO ESPECTRAL DEL EXTRACTO OPTIMO DE LA
FRACCION ALCALOIDEA DE Banisteriopsis caapi

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH
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En el grafico N° 2 se identificaron tres picos de absorcion a 237.0, 301.0 y
337.0 nm respectivamente, de la region 337.0 nm en adelante no presenta
ningun pico. Siendo el pico de absorcién a 301.0 nm el pico caracteristico que
estd presente tanto en el estandar como en el extracto 6ptimo obtenido a
escala de laboratorio. La longitud de onda predeterminada para realizar la

curva de calibraciéon fue de 301.0 nm.

GRAFICO N° 3. CURVA DE CALIBRACION DEL EXTRACTO OPTIMO DE LA
FRACCION ALCALOIDEA DE Banisteriopsis caapi

Curva de regresion ajustada
del extracto 6ptimo de la fraccion alcaloidea de
Banisteriopsis caapi
0,45 -
04 y = 0,0423x - 0,0034
E R? =0,9999
S 035 -
S 03 -
(3]
© _
< 025
S 02 - ABSORBANCIA
<
2 015 - — Lineal (ABSORBANCIA)
Q 01 -
w) ’
=]
< 0,05 -
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
CONCENTRACION (ppm)
0,5
y =0,086x - 2E-16
< 04 i R2=1
O
Z03
o
& 0.2 & LINEALIDAD
[72]
201 // —Lineal (LINEALIDAD)
O T T T T T 1
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CONCENTRACION

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH
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En el grafico N° 3 de la curva de calibracion podemos observar una linea recta, que
posee una correspondencia directamente proporcional entre la concentracién y la
absorbancia. El grado de coeficiente de correlacion es de R* = 0.9999 lo que nos
indica que este método nos permite la cuantificacion de la fraccion alcaloidea de
Banisteriopsis caapi en los rangos entre 1y 100 ppm.

3.2 REALIZACION DE LOS ESTUDIOS DE PREFORMULACION DE LA FRACCION
ALCALOIDEA DE Banisteriopsis caapi, MEDIANTE ENSAYOS DE
SOLUBILIDAD ACUOSA, PERMEABILIDAD, PROPIEDADES AL ESTADO
SOLIDO (IR, MICROSCOPIA OPTICA), Y ENSAYO DE DISOLUCION.

Se realizé una tercera extraccion de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi, su

concentracion fue determinada en la ecuacion obtenida en la curva de calibracion.

GRAFICO N° 4 BARRIDO ESPECTRAL DEL TERCER EXTRACTO DE LA
FRACCION ALCALOIDEA DE Banisteriopsis caapi

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH
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En el grafico N° 5 se observa el pico representativo que se mantiene en 301.0 nm con
una absorcion de 0.309. Los datos obtenidos fueron reemplazados en la ecuacién de
la curva de calibracion permitieron obtener la concentracion a la que se encuentra este

tercer extracto.

Longitud de onda: 301.0
Absorbancia: 0.309

Y: Absorbancia

X: concentracion

Ecuacion: y = 0.0423x — 0.0034

X= 1846.3356 ppm

La concentracion del tercer extracto que fue utilizado en los estudios de

preformulacion fue de 1846. 3356 ppm.

Previo a los ensayos de preformulacion se realizé la lectura espectral en el UV de la

fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi en agua dando los siguientes resultados:

GRAFICO N °5 BARRIDO ESPECTRAL DEL TERCER EXTRACTO DE la fraccion
alcaloidea de Banisteriopsis caapi EN AGUA

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH
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En el gréfico N°6 se observa el pico caracteristico a 321nm con una Absorbancia de
0.198, estos datos fueron tomados como datos estandar. El pico representativo tuvo
un desplazamiento batocrémico debido a que el medio en el que se encuentra la

fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi es agua.

3.2.1 Ensayo de solubilidad acuosa

CUADRO N° 6 DATOS DEL ENSAYO DE SOLUBILIDAD

Concentracion del estandar: 7, 3852x10° mg/mL
Absorbancia del estandar: 0,198
Concentraciéon de la muestra 7, 4224 x10° mg/mL
Absorbancia de la muestra: 0,199
Concentracion practicade la 0, 074224 mg/ mL
solubilidad:

Concentracion teérica: 1,99 mg/ mL
% de solubilidad 3,729 %

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

Tan solo el 3, 729 % de la faccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi (AT

expresados como harmina) se disuelve en agua por cada mg de principio activo.

Lo que indica la pobre solubilidad de la faccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi en
agua. Con esta baja solubilidad este principio activo en una férmula farmacéutica oral

tendria problemas en su biodisponibilidad lo que afectaria a la efectividad de la misma.
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3.2.2 Ensayo de permeabilidad

CUADRO N° 7. DATOS DEL ENSAYO DE PERMEABILIDAD

Concentracion del estandar: 7, 3852x10° mg/MI
Absorbancia del estandar: 0,198
Concentracion en fase acuosa 6, 448 x10° mg/MI
Absorbancia de la muestra: 0,173
Concentracion en fase oleosa 1, 6196 mg / mL
Coeficiente de reparto ( P) 251, 1789
Logaritmo de permeabilidad (Log P) 2,4
Log P(octanol/water), tedrico de la 3.6
Harmina

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

De los resultados obtenidos a escala de laboratorio se puede definir que la faccion
alcaloidea de Banisteriopsis caapi (AT expresados como harmina) posee una
permeabilidad de 2.4 con referencia al dato tedrico de 3.6. La permeabilidad obtenida
es alta por lo que el principio activo muestra un caracter a fin a la lipofilidad. Esto
permite que el farmaco tenga una alta distribuciébn en el organismo pudiendo
concentrarse en medio lipofilos durante méas tiempo del indicado tendiendo la

posibilidad de llegar ser toxicos.

De los datos de solubilidad y permeabilidad obtenidos de la faccion alcaloidea de
Banisteriopsis caapi se puede justificar a escala de laboratorio que el principio activo
mas relevante que es la harmina esta dentro de la clase numero Il del sistema de

clasificaciéon biofarmacéutica: “Clase II: baja solubilidad y alta permeabilidad”
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3.2.3 Propiedades al estado solido (IR, MICROSCOPIA OPTICA)

> IR ( Infrarrojo)

GRAFICO N° 6. ESPECTRO INFRARROJO DE ESTANDAR DE HARMINA Y DE LA
FRACCION ALCALOIDEA DE Banisteriopsis caapi (AT EXPRESADOS COMO

HARMINA).
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FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH
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En el grafico N° 6 se observan los picos de absorcion en el espectro infrarrojo de 400
a 4000 cm !, para el estandar de harmina y la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis
caapi (AT expresados como harmina) se identifican los siguientes picos
representativos de los siguientes grupos funcionales: Eter: 1020.16, Anillo aromatico:
1576.66, Ciclopentano: 1618.95, Indol: 3300, Imina: 2358. cm ™

> MICROSCOPIA OPTICA

A B

FIGURA N° 9. A: Estandar de harmina visto al microscopio 6ptico con lente de 10x

B: Estandar de harmina visto al microscopio Optico con lente de 40x

"FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

FIGURA N°10. C: Alcaloides totales expresados como Harmina visto al microscopio

Optico con lente de 10X

D: Alcaloides totales expresados como Harmina visto al microscopio

Optico con lente de 40X
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En la figura N° 9 el estandar de harmina presenta unos cristales gran tamafio tanto en
el lente de 10 X como el de 40 X se puede observar que los cristales estan incluso

fuera del campo de observacién por su gran tamafio.

En la figura N° 10 se observan los alcaloides totales expresados como harmina con
una caracteristica similar al estdndar, sus cristales son de gran tamafio tanto al lente
de 10 como de 40 X.

Las particulas tanto del estandar de harmina como de los AT expresados como
harmina poseen una birrefringencia cristalina que es una caracteristica de

luminosidad debido a su gran tamafio.

3.3 DESARROLLO DE LA MATRIZ DE COMBINACIONES DE LOS ELEMENTOS
QUE CONFORMAN LAS DISPERSIONES SOLIDAS, EVALUACION Y
OPTIMIZACION DE SUS CARACTERISTICAS FISICAS, QUIMICAS Y
BIOFARMACEUTICAS IN VITRO.

Antes de realizar los ensayos se les realizo un barrido espectral a los polimeros en
evidencia que sus picos representativos no interfieran con el principio activo. (Ver

anexo 2)

3.3.1 Ensayo de solubilidad acuosa de las DS
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CUADRO N° 8. DATOS DEL ENSAYO DE SOLUBILDAD DE LAS DISPERSIONES

SOLIDAS

DISPERSION SOLIDA % DE SOLUBILIDAD

PEG + fraccidn alcaloidea de Banisteriopsis caapi

11 3.036
1:5 3.71
1:10 5.77

PVP k-30 + fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi

11 7.23
1:5 13.08
1:10 12.24

PEG + PVP k 30 ( 7,5: 2, 5) + fraccion alcaloidea de Banisteriopsis

caapi
1:1 10.46
1:5 10.38
1:10 11.60

PEG + PVP k 30 ( 5: 5) + fraccion alcaloidea de Banisteriopsis

caapi
1:1 11.17
1:5 13.34
1:10 11.11

PEG + PVP k 30 (2, 5: 7,5) + fraccion alcaloidea de Banisteriopsis

caapi
11 4.94
1:5 11.22
1:10 *16.65

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH
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> TEST ESTADISTICO: ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR, TUKEY HSD

AL 95% DE CONFIANZA

CUADRO N°

9. RESUMEN DEL TEST ESTADISTICO DEL ENSAYO DE

SOLUBILIDAD APLICADO A LAS 15 DISPERSIONES REALIZADAS.

DS1 3 0,488 0,16266667 3,3333E-07

DS 2 3 0,595 0,19833333 3,3333E-07

DS 3 3 0,924 0,308 0

DS 4 3 1,158 0,386 0,000001

DS 5 3 2,094 0,698 0

DS 6 3 1,96 0,65333333 4,9333E-05

DS 7 3 1,675 0,55833333 2,3333E-06

DS 8 3 1,663 0,55433333 9,3333E-06

DS 9 3 1,858 0,61933333 3,6333E-05

DS 10 3 1,788 0,596 0

DS 11 3 2,137 0,71233333 3,3333E-07

DS 12 3 1,792 0,59733333 3,3333E-07

DS 13 3 0,792 0,264 0,000001

DS 14 3 1,797 0,599 0

DS 15 3 2,666 0,88866667 3,3333E-07
ANALISISDE VARIANZA

Origendelpsvoriociones ~ Sumodecuodrodos  Grodoscelbertod  Promediodeloscuogfodos Probabiidod ~ Valorertco para F

Enfre grupos JRATACI U (13024420 19491, 71755 2400555 20374204
Dentro de los grupos 000002 Ll 6, 73333E-06 p—valor

0.0003E-51

Totdl 18372124 U

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

En el cuadro N° 8 se puede observar que a partir de la segunda dispersion soélida
existe una mejoria en la solubilidad, lo que indica que el método desarrollado puede

ser aplicado para mejorar esta caracteristica de farmacos pocos solubles en agua.

La mejor dispersion solida obtenida fue la combinacién de PEG 1450 + PVP k 30 (2, 5:
7,5) mas la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi en la proporcion 1: 10. El
porcentaje de solubilidad fue de 16.65 % .
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En el test estadistico andlisis de varianza de un factor indica que todas las muestras
son diferentes y la DS numero 15 es la que presenta la mayor media con una
desviacion estandar de 0.00057735 por lo que es considerada la mejor DS y presenta
el mejor porcentaje de solubilidad mejorada.

Estadisticamente la DS 15 es superior con un valor de p - valor =0.0003x10-51 frente
a la solubilidad de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi y a las deméas DS

A la mejor DS obtenida se le realizaron estudios de compatibilidad y caracteristicas
biofarmacéuticas para evaluar su efectividad e interaccion entre los polimeros y el

principio activo y un barrido espectral UV. (Ver anexo 3)

3.3.2 Ensayo de permeabilidad a la mejor DS

CUADRO N° 10. DATOS DEL ENSAYO DE PERMEABILIDAD REALIZADO A LA
MEJOR DS.

Concentracion del estandar: 7. 3852x10° mg/mL
Absorbancia del estandar: 0.198
Concentracion en fase acuosa 0.0213 x10° mg/mL
Absorbancia de la muestra: 0.537
Concentracion en fase oleosa 0.9757 mg / mL
Coeficiente de reparto ( P) 45.807
Logaritmo de permeabilidad (Log P) de 1.66
la mejor DS

Logaritmo de permeabilidad (Log P) 2.4
fraccion alcaloidea de Banisteriopsis

caapi

Log P(octanol/water), teérico de la 3.6
harmina

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH
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De los resultados obtenidos al realizar este ensayo se puede definir que la mejor DS
posee una permeabilidad de 1.6, resultado que es mayor a 1 pero menor al valor de la
permeabilidad de la faccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi, esto se debe a que
en las DS se ha mejorado la solubilidad y con ello la permeabilidad disminuyé pero no

se ve comprometida de tal manera que pierda su accion en el organismo.

3.3.3 Propiedades al estado solido ( IR, MICROSCOPIA OPTICA) de la mejor DS

> IR DE LA MEJOR DS

GRAFICO N° 7. ESPECTRO INFRARROJO DE LA MEJOR DS

304698 em-1

i - 222N cm? 1

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

El espectro infrarrojo de la mejor DS presenta picos de absorcion entre 400 a 4000
cm . En el grafico N° 9 se distinguen los siguientes picos representativos: Eter:
1020.16, Anillo aromatico: 1576.66, Ciclopentano: 1618.95, Indol: 3300, Imina: 2358.

cm

La espectroscopia IR permite determinar la interaccion entre los polimeros y el
principio activo utilizados en la realizacion de las DS, con ello se puede establecer que
no existe cambios o perdida de los espectros infrarrojos del principio activo. (Ver

anexo 4)
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» MICROSCOPIA OPTICA DE LA MEJOR DS

E F

FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

FIGURA N° 11. E: Mejor DS vista al microscopio 6ptico con el lente de 10 X

F: Mejor DS vista al microscopio 6ptico con el lente de 40 X

En la figura N°10 se puede observar la presencia de cristales pero en referencia a los
cristales del estandar de harmina y la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi

los cristales de la mejor DS son de menor tamafio y amorfos.

El cambio en su morfologia es provocado por la disminucion del tamafio de sus
particulas debido al uso de polimeros hidrofilicos, que mejoran la solubilidad del
principio activo. Produciendo un aumento en la velocidad de disolucion y por tanto una

mayor absorcion oral y biodisponibilidad del farmaco.
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3.3.4 Ensayo de disolucién de la mejor DS

GRAFICO N° 8 ENSAYO DE DISOLUCION APLICADO A LA MEJOR DS Y A LA
FRACCION ALCALOIDEA DE Banisteriopsis caapi (AT EXPRESADOS COMO
HARMINA.)

120 -
3
< 100 -
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; 60 - —— PERFIL DE DISOLUCION
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= 40 .
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FUENTE: RODRIGUEZ V, 2014 ESPOCH

Factor de similitud F2=83.4196828
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El factor de similitud F2 permite comprar el perfil de disolucion de dos muestras.

Para la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi (AT expresados como harmina.)
como muestra de referencia frente a la mejor DS como la muestra de prueba el factor
de similitud F2 es de 83.41 un valor mayor a 50 lo que quiere decir que los perfiles de

disolucion in vitro de estas dos muestras son iguales.
Por otro lado, el perfil de disolucion de la mejor DS presenta un 13 % de mejoria frente

al perfil de disolucion de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi (AT expresados

como harmina.) al comparar sus pendientes.
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CAPITULO IV

4.  CONCLUSIONES

1. El extracto o6ptimo de la fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi (AT
expresados como harmina) obtenido a escala de laboratorio fue caracterizado
fitoquimica y cromatograficamente con referencia al estandar de harmina adquirido

concluyendo que no se observan diferencias significativas.

2. Los estudios de preformulacién realizados a la fracciobn alcaloidea de
Banisteriopsis caapi, permitieron determinar que la misma pertenece a la clase Il de la
Clasificacién Biofarmacéutica: “baja solubilidad y alta permeabilidad”, caracteristicas
que influirian para que su biodisponibilidad se vea afectada en un forma farmacéutica

oral.

3. Eldesarrollo de las dispersiones soélidas, que contienen a la fraccion alcaloidea de
Banisteriopsis caapi y los polimeros en diferentes proporciones obtenidas no
presentaron interferencia entre sus componentes, obteniéndose una DS con una

solubilidad superior a las demas y al principio activo puro.

4. La mejor dispersion solida tiene particulas de menor tamafio y presentan
estructura polimorfa lo que favorece de forma evidente a mejorar la solubilidad de la
fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi, las particulas de la mejor DS tienen una
mayor superficie especifica y en consecuencia presentan una mayor velocidad de

disolucién.

5. Al mejorar la solubilidad de la fraccién alcaloidea de Banisteriopsis caapi,
mediante el desarrollo de dispersiones sélidas concluimos que el método aplicado es
una alternativa muy eficiente en tecnologia farmacéutica para mejorar la
biodisponibilidad de compuestos poco solubles, provocando la disminucién de la
dimensién de las particulas, un incremento en la humectabilidad de las mismas y una

menor energia de activacion para su liberacion.
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6. Las dispersiones solidas formadas al entrar en contacto con los liquidos del
organismo, permiten que la matriz se disuelva muy rapido y libere al principio activo de

forma molecular, asegurando una mayor absorcion y mejorando su biodisponibilidad.
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RECOMENDACIONES

1. Se sugiere la realizaciébn de mas investigaciones para la elucidacion estructural de
los compuestos determinados mediante TLC de los que no se encontrd datos de Rf en

la bibliografia, mediante la espectrometria de masas y RMN.

2. Evaluar la eficacia farmacoldgica de la mejor dispersion solida frente a la fraccion
alcaloidea de Banisteriopsis caapi (AT expresados como harmina).

3. Desarrollar un fitomedicamento que contenga el principio activo del vegetal de
Banisteriopsis caapi, ya que posee propiedades farmacoldgicas muy importantes que

podrian ayudar a minimizar trastornos neurodegenerativos.

4. Realizar otras combinaciones en la elaboracion de las dispersiones sélidas con la
utilizaciébn de nuevos polimeros y determinar sus caracteristicas biofarmacéuticas

para determinar su efectividad.

5. Sugerir el desarrollo de dispersiones soélidas para mejorar la solubilidad de
principios activos poco solubles como un método muy favorable en tecnologia

farmacéutica.

6. La fraccion alcaloidea de Banisteriopsis caapi presenta alta fluorescencia por lo
gue se recomienda que se utilice en estudios para la realizacion de foto

protectores.
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ANEXOS

ANEXO N° 1. CERTIFICADO DE ANALISIS DEL ESTANDAR DE HARMINA 98 %
DE PUREZA (BATCH CPC20140312).

AT EM R TN
CHINA PACKBUY CO.LTD
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Preduct Name: 7;l_arnu:_(~’.v\:‘5: S42-%1-2 ] B;llﬂl(:swﬂt: Pegpannm barvwaly L
Esteh Numibser: CPECDe140312 sedd Pare: ".‘ia-d =
| Bateh Quantity: | 2xg | Asalysis Dase: Ia14001S
CMawafucture Date: | 30140313 [ Wxpary Dare: 130160011 |
ANALYSES — I spEciFICATION RESULTS
Appearance = . = Light » ellow fne pawider Comnplies
Odar = — E Charscteristic Comp s
| Assay (Huunb_-L"PL(') :ﬂ% -=.7% .
Selvent Used Ethane! & Water Complies
._ﬁ;nc nna!iu_- = | 1907 pass B8 meesh Complies |
Selk Dessity Sh-aig 100ml = il-ﬂ.‘c_’ll-ul |
Lass en Drsing -1 0% O M 4
Hessdar za lgmtisn <0 1% L )
ey Met e o Comglies
Arvenie <Zppem Complies
Lesd «<Z ppens Complien
[ iy “<Tppen Compies
e — |
[ Micrebistogy |
|
Totell Piade Cawes | <icOsehoy Camplies
| Yeoast & Mala | <E0efurg Cammplics
L E Celi Negative | Cemphies —
S hew 0 paflie | Negmtive = = . Complies
[ &up&; lo(ﬁu;\‘n ?Sg!ullfv.: : ('impltv‘c
Cunchusion Confurm wiuth speciflication
‘ Sowrape Stewc in cocl & dry place
Roep away fram siroag Sght and heat
Shelf life 14 Mowtia when progerty stored
peivstl o & CO- .
e o ,:-' CchB 292
/-.{‘ I» pf‘v. C"‘“t\ / AP —— I—&?ﬁ
Sl ( %, e — 2
Reviewed by QA Manager/Date I Fovea By Quality Difrecter/Date

A-IS01, Cuzscape, No 135 Dhcanggeancen Laa Rosd, Hakdian Diswict, Beijiog. China 100086
Tel: 36- 10-62 191332 Fax: BE- 1062145465 . hog ' www.obl napack buy oom
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ANEXO N° 2. BARRIDO ESPECTRAL UV DE LOS POLIMEROS HIDROFiILICOS:

POLIETILENGLICO (PEG 1450), POLIVINILPIRROLIDONA (PVP k- 30) Y LA
MEJOR DISPERSION SOLIDA

> POLIETILENGLICOL (PEG 1450)
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> POLIVINILPIRROLIDONA (PVP k- 30)
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ANEXO N° 3. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC) DE LA MEJOR
DISPERSION SOLIDA

Rf=0.44

TLC DE LA MEJOR DS: PEG 1450 + PVP k 30 (2, 5: 7,5) mas la fraccion alcaloidea
de Banisteriopsis caapi
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ANEXO N° 4. ESPECCTRO INFRARROJO DE LOS POLIMEROS HIDROFILICOS:
POLIETILENGLICOL (PEG 1450) Y POLIVINILPIRROLIDONA (PVP k- 30).

> POLIETILENGLICOL (PEG 1450)
120
. i N 2674.38 825569
N——— Y AT T I 28223 94.7312
100 i | | M Wi U] 263214 101.802
N | f li H | 235852 836923
| f \ | 196318 101,578
‘I‘ | | 146274 % 5616
u \ | 1400.07 102224
1337.39 79.1536
o 127568 84.2704
' 1239.04 105.717
x L
50
> POLIVINILPIRROLIDONA (PVP k- 30)
120 H T | T { PVP K30 s
i||\ | Bi \ Wavenum =T
! |/ I 295248 110866
N 1'%_ / I 2880.17 106.433
e — B VI 2848.35 111.376
100 S e My ] 2791.46 103.241
| | Li | 235852 83.8323
J ‘ ! 233827 88.4116
H 1644.98 81.2067
1 \, 14936 98,8274
i 1467.56 105.772
1421.28 91 664
o 1384 64 102 584
12805 89 852
12024 103105
5 i
50
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ANEXO N° 5. EVIDENCIAS FOTOGRAFIAS

. Eo UL . G

FOTOGRAFIA No 1. MATERIA PRIMA VEGETAL DE Banisteriopsis caapi (AYAHUASCA)

FOTOGRAFIA No 2. ESTANDAR DE HARMINA 98% DE PUREZA (BATACHCPC20140312)

|l T | ol
) : {
T
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FOTOGRAFIA No 3. PROCESO DE EXTRACCION DE LA FRACCION ALCALOIDEA DE Banisteriopsis
caapi
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FOTOGRAFIA No 4. ENSAYO DE SOLUBILIDAD DE LA FRACCION ALCALOIDEA DE Banisteriopsis
caapi

FOTOGRAFIA No 5. ENSAYO DE PERMEABILIDAD DE LA FRAAACION ALCALOIDEA DE
Banisteriopsis caapi
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FOTOGRAFIA No 6. INFRARROJO DE LA FRACCION ALCALOIDEA DE Banisteriopsis caapi

FOTOGRAFIA No 7. POLIMEROS Y SUS COMBINACIONES
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FOTOGRAFIA No 8. DISPERSIONES SOLIDAS

FOTOGRAFIA No 9. SOLUCIOONES TAMPON
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FOTOGRAFIA No 11. ENSAYO DE DISOLUCION
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