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RESUMEN

C! presenta trabajo se ha desarrollado en el Institule de Investigacionss ¢l Farmaco
dioquimicas ([LLF.B.) de la Facultad ce Ciencias Bioguimicas y Farmacéutivas de |a
Unversidad Mayor de San Andrés UMSA, financiado po- el Proyecto  Mullibalessl
"Spiovachamiento de ke flora regional como fuerte de moléculas  antifingicas,
antiparasitarias v anticancer” { Flora Regional G.E A ) bajo la coordinacion, del Dr Mahubir
Gupla, CIFLORPAN, Urniversicad de Panamd.  El trabajo ee centra en un esludio de
praformulacién de dos formas farmacauticas semisdlidas, Emulsion Crema y  Lipo Gael,
alaborados a pailll del exraclo crudo didlorometanico (EC), v Alcaloldes  Quinclinicos
Tolaes (TOA) obtenidas de la corteza de una plania medicinal de la Amazonia Gofipea
iongilora Krause Kaliunki {Evanta).

Se han determinado las caracteristicas flsicas y bialdgicas de los matenales crudos y
de las formulaciones farmacéuticas, ensayos que incluyen: el color, olor, viscosidad, pH,
extensiblidad, densidad, residuos sdlidos. humedad, refractometria v estadilidad fisica a la
z UV (254nm}, @ temperaturas de 4°C (frigorifico) y  45°C con homedad relativa de 75%,
por el lapso d2 3 mesas. de acuerto 3 las Normas del Comilé Inlermadonal de Ammonizacion
(ICH), La actividao Gioldgica de materiales crudos y las formulaciones farmaceuticas se
evalud frante 8 cepas de promastigote Laishrnania: L Amazanensis {IFLA [ BR/ 75/ FH B)
L brazibensts (MHOM /BRJ 75/ M 2903) v L. Donovamy (MHOMY BR / 74/ FP75).

Los valores de ICam, para los Alcaloides quinelinicos sotales (TQA) ‘ueron entre
159 v 258 vg/ml, y edtre 82,7 v 1012 ug/ml pars el extracto crude (EC). Las
formulacionet fueron preparadas & pari- del extracto crudo y Alcaloldes quinclinicos totales
al 5%, yellCs,y paral crema de extracio oscld enlre 72,6 p 1250 ugfml, y enire 516 y
68,0 ug/mL para el Lipogel.  Mientras que para las formulaciones prepa~adas a partir de los
Alcaloidzs qunclinicos tclales el 155, fue entr= 37,5 ¥ 67 3 ug/mbL para la Crema, y entra
125y 21.8 ug/mL para el Lipogel.

No se ha verificado ningun cambio en la composicidn del extracto crude y Alcalcides
quinolinicos totales, ni en los productos Crema y Lipogel, durante las pruebas de estabilizad,
Las lecturas fuercn hechas por el mélodo especiroscopico Uv-visible en al inlervalo de
bngilud de onda entre 180 - 400 nim.



1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

Actualmente ha resurgido el interés por lo natural y es de mucha importancia
estudiar aquellas plantas de uso tradicional. Por esta razon, las investigaciones fitoquimicas
han alcanzado avances muy significativos en cuanto a las elucidaciones estructurales,

sintesis de sus metabolitos, estudios clinicos y toxicolégicos.

En este contexto, el estudio de los productos naturales tiene especial importancia
también en el area de la industria farmacéutica, ya que constituyen una fuente inagotable de
moléculas (metabolitos  secundarios), responsables de diferentes actividades
farmacologicas, pues los medicamentos sintéticos disponibles en el mercado, en algun
momento, han seguido la sintesis de los principios activos a partir del conocimiento de las

moléculas presentes en la naturaleza.

Las plantas medicinales han constituido uno de los principales remedios curativos
empleados desde la antigiedad por el hombre donde en un principio su uso fue de tipo
magico- religioso. Luego, paulatinamente por ensayo error fue adquiriendo caracter
empirico, y a partir de una concepcion esotérica de la medicina, Paracelso intuye la
existencia de principios activos para cada enfermedad, aislables por medio de técnicas
guimicas. Ya en el siglo XIX con el desarrollo de la quimica los estudios experimentales
contribuyeron a la explicacion de la relacion existente entre la composicion quimica de una

sustancia y su accion sobre el organismo (1).

En el ambito mundial existen numerosos grupos de investigadores que
continuamente se dedican a la busqueda de nuevos metabolitos secundarios para afrontar
el desafio de la terapéutica en patologias hasta ahora dificiles de prevenir y tratar, como el:
cancer, SIDA y otros. La busqueda de sustancias activas se realiza en productos naturales

de origen animal y vegetal (2).



En Bolivia el uso tradicional o empirico de diferentes especies vegetales
medicinales toma mayor importancia, sobre todo cuando estas plantas ya estan registradas
en nuestra Farmacopea Tradicional Boliviana y es asi también como se dispone de algunas
Guias de uso para plantas medicinales, razon importante por la que se debe incentivar,
aun mas en nuestro pais, los estudios en el area de fitotecnologia, para desarrollar
medicamentos a  partir de especies vegetales que tienen accion eficaz frente a
enfermedades que merecen particular interés y de esta manera, aportar con datos que
sirvan a la industria farmacéutica para que desarrollen formas farmacéuticas eficaces y

seguras.

Con este enfoque, las plantas consideradas como medicinales (a través de la
informacién etnobotanica y etnofarmacologica) son el punto de partida de las
investigaciones fitoquimicas, pues a partir del conocimiento empirico de las propiedades
terapéuticas que se les atribuyen, se someten a ensayos bioldgicos, separacién de
metabolitos secundarios y elucidacion de estructuras quimicas, para la identificacién de

principios activos de interés farmacoldgico o para la validacion de sus propiedades.

El desarrollo del conocimiento de los productos naturales de interés farmacoldgico en
Bolivia tiene una experiencia de aproximadamente 10 a 15 afios, periodo en el que de
manera aislada y en equipos de trabajo multidisciplinarios, dentro de programas de
investigacion en distintas universidades, se han efectuado numerosos estudios en plantas

medicinales.

En el Instituto de Investigaciones Farmaco - Bioquimicas (I.I.F.B.) de la Universidad
Mayor de San Andrés (UMSA) de la ciudad de La Paz, la linea de investigacion de
productos naturales iniciada hace mas de 10 afios, cuenta con antecedentes de estudios
fitoquimicos de mas o menos 1500 especies de plantas medicinales provenientes de la
zona Andina y parte de la Amazonia (3). Otros incluyen estudios de taxonomia,
morfologia y anatomia de la corteza del tallo y hoja de la Evanta (4), evaluaciones de
actividades antibacterianas, antiparasitarias, antifangicas, citotdxicas y citostaticas a través

de ensayos biodirigidos in vitro. (5).



Evaluacién de la toxicidad in vivo en la Galipea longiflora Krause (6). Estudios
preclinicos de la Evanta mediante modelos toxicocinéticos (7). Evaluacion de la actividad
biologica in vitro en la Galipea longiflora Krause Kallunki (8). Se ha avanzado también en la
identificacion y separacion de grupos de metabolitos secundarios, purificacion de fracciones
e incluso, la elucidacion de estructuras quimicas de algunas especies de plantas

medicinales (9).

En el departamento de Cochabamba, el Programa de Farmacos-Alimentos y
Cosmeéticos, con apoyo del Fondo Nacional del Medio Ambiente (FONAMA), desde hace
siete afios atras inicia también actividades preliminares de investigacion en el campo de la

fitoquimica, con la finalidad de buscar su aprovechamiento en areas cosmetoldgicas.

En la ciudad de Santa Cruz se tiene referencias del inicio de estudios en productos
naturales desde hace cuatro afios atrds, periodo en el cual se efectuaron bioensayos en
extractos de plantas nativas del Oriente Boliviano, con antecedentes de uso medicinal. Se

dispone de resultados preliminares de aproximadamente 17- 21 especies (10,11).

En este contexto, existe aun mucho trabajo para desarrollar en el campo de la
fitoquimica, sobre todo en especies que tienen perfil elevado de actividad biolégica y
toxicoldgicamente inocuos, como también incursionar en un estudio mas sistemético para

avalar cientificamente la utilizacion empirica tradicional de estas plantas.

Por tanto, al disponer de informacién suficiente en cuanto a su identificacion
botanica, taxonomia, morfologia, anatomia, composicion quimica, usos en medicina
tradicional, estudios citotoxicos, cistostaticos, antibacterianos, antiparasitarios, antifingicos,
estudios pre — clinicos en modelos toxicocinéticos, evaluacion de la toxicidad in vivo y
evaluacion de la actividad bioldgica in vitro en la especie del género Galipea longiflora
Krause “Evanta”, se constituye entonces, el inicio de la etapa de concepcion y desarrollo

de la forma farmacéutica o fitofarmaco que se desea lograr.

El “estudio de preformulacién” considera las caracteristicas fisico quimicas de
los farmacos que componen la férmula desarrollada, estudios de pre — estabilidad,

compatibilidad del principio activo con excipientes y envase (12).



El estudio esta orientado a proseguir estudios de preformulacion del extracto
diclorometanico de corteza y del concentrado de alcaloides totales obtenidos (quinolinas
alquilicas — arilicas) de la especie antes mencionada, como requisito previo, dentro de las
normas de bioética y de desarrollo de un nuevo medicamento, llegando a formular una
emulsion crema y lipogel a escala laboratorio; confirmar si mantiene su actividad biolégica y
fisica obteniendo una formulacién que constituira referencia basica para continuar con la

elaboracion a escala piloto y sus posteriores estudios clinicos.

1.2.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION
Actualmente en Bolivia el area de la etnobotanica ha tenido significativos aportes en
la identificacion de especies vegetales de uso medicinal, especialmente en la zona Andina

y subandina, y no asi en los estudios de preformulacion, pues todavia el area de tecnologia



farmacéutica, debido a la poca inversion, no se ha dedicado al desarrollo de férmulas
nuevas cuyo principio activo es un extracto activo obtenido de una especie vegetal, es
entonces el momento en el que se inicia las investigaciones en esta area, obteniendo datos
de interés para la industria farmacéutica sugiriendo la elaboracion de formas farmacéuticas

como fitomedicamentos eficaces, inocuos y seguros.

Entonces, para respaldar el uso en Medicina Tradicional el trabajo actual plantea el
estudio de preformulacién en una emulsion crema y lipogel de uso tépico, para el extracto
activo diclorometanico de la corteza y del concentrado de alcaloides totales (quinolinas
alquilicas- arilicas) de la especie Galipea longiflora Krause “Evanta” a escala de laboratorio,
confirmando su actividad bioldgica y su estabilidad fisica, contribuyendo de esta manera a la
validacién de sus propiedades farmacoldgicas atribuidas a las sustancias activas que

posee.

1.2.1 Identificacion del Problema

La especie elegida para el estudio de preformulacion y formulacién de la emulsién
crema y lipogel, fue seleccionada por presentar actividad antibacteriana, antifingica y
antiparasitaria, principalmente contra la Leishmaniasis, que son infecciones humanas
producidas por protozoarios del género Leishmania, cuyas formas clinicas son: lesiones a
nivel cutdneo, mucocutaneo y visceral, transmitidas al hombre por la picadura de un insecto
vector: el fleb6tomo, cuya hembra es la Unica que transmite el parésito, que se infecta
picando animales domésticos o salvajes, pueden ser también transmitidas de una persona

infectada a otra, a través del fleb6tomo (13).

La Organizacién Mundial de la Salud sefala que en todo el mundo existen 1.500.000
personas afectadas por las diversas formas de Leishmaniasis con incidencia de 600.000
casos nuevos declarados cada afio, distribuidos en 88 paises (14).

En Bolivia la enfermedad prevalece en las Llanuras Amazonicas hasta la Cordillera
Andina Oriental con incidencia en los departamentos de Pando, Beni, La Paz (en provincias

Nor y Sud Yungas), en Santa Cruz (Chiquitos y Nuflo de Chavez), Cochabamba (Chapare) y



Chuquisaca en la provincia Acero (15,16). Paredes Larreay col. (17) sefalan que se
han registrado 6 casos de Leishmaniasis visceral en Bolivia en el Departamento de La Paz
(Yungas) ademas de L. canina, y el fleb6tomo peri doméstico predominante es Luxomia
longipallis que se ha encontrado infectado naturalmente en 0,2 a 4,0% de los ejemplares

examinados.

El tratamiento que se da para la Leishmaniasis cutanea o tdpica y la Leishmaniasis
mucocutdnea o “spundia” es usando derivados pentavalentes de antimonio: Glucantime,
Anfotericina B, Aminosidina, SSG (Pentostam®™), medicamentos que producen efectos
secundarios, que muchas veces no son tolerados por el paciente, ademas de su elevado
costo (15).

Por todo ello, al ser una enfermedad asociada al &rea rural y peri urbana, por ende
a gente de escasos recursos, ademas del elevado costo del tratamiento, y conociendo que
los comunitarios usan diferentes especies vegetales como: Galipea longiflora Krause
(Rutacea) para curarse esta enfermedad aplicandose sobre la piel en forma de
cataplasma de hojas y corteza, y bebiendo infusiones de las mismas (18), se inician
estudios de preformulacién en “emulsion crema” vy “lipogel” de uso tépico, para el extracto
activo y concentrado de sus alcaloides totales de la especie Galipea longiflora Krause,
gue reuna las caracteristicas fisico quimicas, seguridad, eficacia y calidad, segun los
criterios farmacotécnicos para formas farmacéuticas semisdlidas de fitomedicamentos y se

confirmo su actividad biologica y estabilidad fisica.

Por las caracteristicas particulares que presenta la Leishmaniasis cutdnea y
Leishmaniasis mucocutanea, que son las mas frecuentes, se ha considerado como
propuesta formular una emulsion crema y lipogel de uso tépico como coadyuvante para

el tratamiento.

Debe hacerse notar que el presente estudio sera ademas complementado por
investigaciones que se estdn llevando a cabo paralelamente en el Instituto de

Investigaciones Farmaco Bioquimicas (I.I.F.B.), sobre dosis y pautas de dosificacion,



biodisponibilidad y biotransformacion del extracto activo como tal y en producto

terminado, para avalar la forma farmacéutica propuesta.

1.2.2. Formulacioén del Problema
Por lo expuesto, se detecta la necesidad de disponer de una forma farmacéutica
semisolida que conserve las propiedades y la actividad del extracto y del concentrado de

alcaloides totales y a la vez facilite su dosificacion y uso.

Preguntas planteadas para lainvestigacion:

1. ¢ Qué formulacién semisdlida de uso tdpico es la mas adecuada para el extracto
activo y el concentrado de alcaloides totales (quinoleinas alquilicas — arilicas) de la especie

Galipea longiflora Krause “Evanta” ?

2. ¢Estas formulas semisélidas: emulsion crema y lipogel propuestas, conservaran la
concentraciéon de actividad biol6gica que contiene el extracto como tal y el concentrado

de alcaloides totales?

3. ¢ Estas formulas semisdlidas: emulsion crema y lipogel propuestas, conservaran su

estabilidad fisica con el tiempo?

1.2.3. Delimitacion del Problema

Ambito Geografico

El estudio de investigacién se ha realizado en la ciudad de La Paz, Bolivia con
muestras colectadas de regiones del Norte, de tres &reas que pertenecen al parque

Nacional Madidi Beni.

Ambito Institucional
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El desarrollo de la investigacion se realizé en el Instituto de Investigaciones
Farmaco Bioquimicas (I.I.F.B.) Facultad de Bioquimica y Farmacia de la Universidad Mayor
de San Andrés (UMSA), complementando algunas pruebas en los laboratorios de la

empresa Farmacéutica Boliviana “INTI”.

1.2.4. Justificacion

1.2.4.1. Relevancia Social

Los estudios fitoquimicos bio-dirigidos orientados a la obtencién del extracto y del
concentrado de alcaloides totales de la planta seleccionada para el estudio, por tratarse de
investigaciones aplicadas, tiene relevancia social cuando este resultado se utiliza para
validar su uso terapéutico, ya que el conocimiento de las etnias se les devuelve mejorado y

validado para su uso y aplicacion en beneficio de la poblacion.

Por otra parte, las investigaciones fitoquimicas de plantas nativas de cada region
tiene impacto en el desarrollo de esta area de conocimiento, que en nuestro caso y de
acuerdo a la informacién disponible, estd enfocado al estudio y validacion de las actividades

guimicas, bioldgicas, farmacoldgicas, toxicolégicas y microbioldgicas.

La busqueda de nuevas sustancias quimicas de origen vegetal con propiedades
farmacologicas, es de interés mundial por lo que la investigacion esta
orientada a contribuir en la seleccién de plantas con potenciales quimicos y propiedades

biolégicas como las sefialadas, pero considerando para ello a especies

nativas de nuestro medio y de esta manera impulsar el desarrollo de los estudios
fitoquimicos a nivel nacional e iniciar las investigaciones en el éarea de tecnologia
llegando a elaborar una forma farmacéutica de uso topico a escala laboratorio y proponer
como fitomedicamento para su elaboracién a escala piloto y presentar una alternativa

frente a tratamientos caros.

1.2.4.2. Relevancia Practica
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Los estudios fitoquimicos constituyen la base del conocimiento y
desarrollo de los productos naturales de origen vegetal, razon por la que la aplicacién
practica del presente estudio es iniciar los estudios de preformulacion y formulacion de
una forma farmacéutica semisdlida: “emulsion crema” y “lipogel” a escala de laboratorio,
para adoptar decisiones de continuar con los estudios a escala piloto e industriales
futuros, si la forma farmacéutica propuesta aun mantiene su actividad biolégica y
estabilidad fisica, después de haber sido sometida a los estudios de rigor.

Los ensayos de preformulacion y formulacion de la: emulsion crema vy lipogel a
escala de laboratorio, preparados a partir del extracto activo y del concentrado de
alcaloides totales de la Galipea longiflora Krause “Evanta’ permitio explorar el area de
tecnologia o fitotecnologia, en base a datos de laboratorio validados en cuanto a sus

actividades biologicas y toxicologicas. (5-8).

1.2.4.3. Relevancia Teoérica

Los estudios fitoquimicos en productos naturales, y sobre todo en las plantas,
hacen referencia a su composicion quimica y a la presencia de grupos de metabolitos
secundarios que se aislan de sus extractos, contribuyendo de manera significativa al

desarrollo de esta area considerada estratégica en muchos paises.

Al llegar a confeccionar el expediente o ficha técnica del extracto y del
concentrado de alcaloides totales como materia prima, en base a la informacién
obtenida de estudios ya realizados, y los obtenidos del estudio de preformulacién de la
especie del género Galipea longiflora Krause “Evanta” incluyendo la formulacién de las
formas farmacéuticas propuesta, se constituyen base de informacion técnica y cientifica

para futuros estudios aplicados en el area de la

tecnologia farmacéutica o fitotecnologia para la elaboracion de fitomedicamentos a escala

piloto e industrial.

1.2.4.4. Relevancia Metodoldgica

Teniendo en cuenta que en los estudios fitoquimicos se aplican diversos métodos
fisicogquimicos para el aislamiento y purificacion de fracciones de metabolitos secundarios,
cuyos procedimientos estan estandarizados en algunos centros de investigacion del pais, y

no asi en los estudios de preformulacion para llegar a formular formas farmacéuticas
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adecuadas, cuyo bioactivo es un extracto organico, diclorometanico, de una especie
vegetal, el estudio permitié la adecuacion de técnicas e implementacion de procedimientos
a escala de laboratorio accesibles, para su aplicacion a escala piloto e industrial, en

investigaciones futuras en el area de tecnologia farmacéutica o fitotecnologia.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo general

Realizar un estudio de preformulacion de una “emulsion crema” y “lipogel” de uso
tépico para el extracto activo y el concentrado de alcaloides totales (quinolinas alquilicas—
arilicas) de la especie vegetal, del género Galipea longiflora Krause conocida

popularmente como “Evanta”.
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1.3.2. Objetivos especificos

1. Realizar estudios fisico — quimicos del extracto diclorometanico de corteza y del
concentrado de alcaloides totales de la especie Galipea longiflora Krause” Evanta”, 'y

confeccionar su ficha técnica o expediente.

2. Evaluar la actividad biolégica (antiparasitaria ) “in vitro” del extracto
dicloromatanico de corteza y del concentrado de alcaloides totales, de la Galipea longiflora

Krause “Evanta”

3. Desarrollar formulaciones semisodlidas: “emulsién crema” y “lipogel” a escala de

laboratorio, preparadas a partir del extracto activo y el concentrado de alcaloides totales.

4. Determinar la estabilidad fisica, parametros organolépticos, farmacotécnicos,
microbiologicos, evaluar la actividad bioldgica in vitro, ensayos biologicos in vivo a la

emulsién cremay lipogel segun especificaciones.

1.4. HIPOTESIS

El principio activo natural, vegetal : Extracto diclorometanico de la corteza y el
concentrado de alcaloides totales ( quinolinas alquilicas — arilicas) de la especie Galipea
longiflora Krause, “Evanta”, conserva su actividad biolégica y estabilidad fisica en una

forma farmacéutica semisolida de uso tdpico.

1.5. ESQUEMA DE INVESTIGACION
Estudio de preformulaciéon en una “emulsién crema” y “lipogel” de uso

TEMA topico para el extracto activo y concentrado de alcaloides totales de la
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especie vegetal Galipea longiflora Krause “Evanta”

OBJETIVOS

General: Realizar un estudio de preformulacibn en una “emulsion
crema” y “lipogel” para el extracto diclorometanico y concentrado de
alcaloides totales (quinolinas alquilicas — arilicas) de la especie vegetal,
Galipea longiflora Krause “ Evanta” .

Especificos:

1. Realizar estudios fisico — quimicos al extracto diclorometéanico de
corteza y concentrado de alcaloides totales de la especie Galipea
longiflora Krause” Evanta”, y confeccionar su ficha técnica o
expediente

2. Evaluar la actividad biologica (antiparasitaria ) “in vitro” en el
extracto diclorometanico de corteza y del concentrado de alcaloides
totales, de la especie del género : Galipea longiflora Krause “Evanta”

3. Desarrollar formulaciones semisélidas: “emulsion crema” y “lipogel” a
escala de laboratorio, preparadas a partir del extracto activo y del
concentrado de alcaloides totales.

4. Determinar la estabilidad fisica, parametros organolépticos,
farmacotécnicos, microbiologicos, evaluar la actividad bioldgica in vitro,
ensayos biolégicos in vivo a la emulsién crema y lipogel segin
especificaciones para fitomedicamentos y formas semisélidas regidas

en farmacopeas.

DELIMITACION
DEL TEMA

Recursos materiales: Proyecto Aprovechamiento de la flora regional
como fuente de moléculas antifingicas, antiparasitarias y anticancer.
Proyecto Multilateral (Flora regional O.E.A.)

Alcance: Materia prima: corteza del tronco de la especie Galipea
longiflora Krause “ Evanta”

a) principio activo :extracto diclorometanico y alcaloides quinoleinicos
(alquilicos - arilicos)

b) forma farmacéutica semisélida “emulsion crema” y “lipogel”

PROBLEMA

En Bolivia el area de tecnologia farmacéutica para el desarrollo de

nuevas formulas cuyo principio activo es un extracto, obtenido de una
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especie vegetal, natural, para tratamiento de enfermedades
consideradas endémicas en nuestro pais como la Leishmaniasis, no ha
tenido significativos aportes. Entonces, para respaldar el uso en
medicina tradicional de la especie en estudio se plantea el estudio de
preformulacion a una emulsién crema vy lipogel de uso topico para el
extracto organico y concentrado de alcaloides totales a escala de
laboratorio, confirmar su actividad bioldgica y estabilidad fisica.
Elementos:

*Porcentaje de poblacion infectada con diferentes formas de
Leishmaniasis

* Poblacion de escasos recursos

* Turistas

* Medicamentos y tratamiento de elevado costo.

* Falta de una forma farmacéutica adecuada para la especie Galipea
longiflora Krause “Evanta eficaz e inocua, que garantice Ilas
propiedades farmacolbgicas atribuidas a las sustancias activas que

posee y sea a la vez un coadyuvante para el tratamiento.

Hipotesis:

El principio activo natural, vegetal: extracto organico de la corteza y el
concentrado de alcaloides totales de la especie Galipea longiflora
Krause, “Evanta”, conserva su actividad biolégica y estabilidad fisica en

una forma farmacéutica semisélida de uso tépico.

MARCO
TEORICO

Antecedentes: La farmacopea tradicional Boliviana, dentro de

las Normas para Medicamentos Naturales tradicionales vy
homeopaticos, sefiala a la Galipea longiflora Krause “Evanta” como
una planta con actividad Leishmanicida, con valor etnofarmacolégico
usado por el grupo étnico Chimanés, actividad que se debe a la
presencia de 13 alcaloides quinolinicos, 4 de estos denominados

“chimaninas” (A,B,C,D), de los cuales, 9 alcaloides estan en la corteza
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Ambito de estudio: La Paz, provincia Iturralde y Beni, provincia
Ballivian

Marco Conceptual:

Definiciones:

Bioextracto: Solucion extractiva de fitocomplejos de plantas
medicinales obtenidos por maceracion o percolacion de la droga en un
solvente (agua, alcohol, etc.) y posterior concentracion de la solucion
por evaporacion parcial o total del disolvente, ademas que tiene
actividad biolégica confirmada.

Semisolido: Este término denota un comportamiento reoldgico plastico,
es decir retiene su forma hasta que una fuerza externa causa su
deformacién que es permanente.

Emulsion crema: Sistema disperso heterogéneo, emulsificado, no
oclusivo y segun la orientacion o/w 6 w/o, sus propiedades fisico-
quimicas son diferentes, termodinamicamente inestable debido a la
diferencia en las densidades de las 2 fases que la componen y, al gran
nuimero de energia superficial ( por la combinacion de la tensién

superficial y la fase dispersa) Es un sistema difasico.

Lipogel: Forma farmacéutica semisdlida que se presenta en forma

gelificada y que contiene en su formulacion una fase oleosa (lipidica).

METODOLOGIA

Muestra: Corteza de especie vegetal y formula semisoélida

Métodos de trabajo:

*Técnicas de investigacion fitoquimica

*Técnicas quimicas: cromatografia, espectroscopia

*Técnicas Bioldgicas: actividad biologica in vitro, toxicoldgicas in vivo
“irritabilidad dérmica”, limites microbianos

Procesamiento de datos: Mediante tabulaciones

RESULTADOS
CONCLUSIONES

Por cada objetivo, presentacion de cuadros, graficos y texto

Por cada uno de los objetivos planteados

Fuente elaboracién propia, segin modelo de Tamayo y Tamayo 1995
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1.6. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Droga de extracto Evaluacion de actividad Formas Concentracién
Origen diclorome- Bioldgica promastigotes inhibitoria
vegetal: tanico Leishmania : media ICsq
Corteza Descripcion del estado fisico ~ Pardmetros Refractome-
y caracteristicas Permisibles tria, solidos
organolépticas: sabor, olor, totales, hume-
color, aspecto e dad, residuos
higroscopicidad. sélidos
Cromatografia adsorcion Capa fina,
Espectrosco-
pia UV-VIS
Estabilidad piloto °C, %, Temperatura

limenes humedad, luz




Quinoleinas
Alquilicas

arilicas
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Evaluacion de actividad Formas Concentracion
Biolégica promastigotes inhibitoria
Leishmania media ICsg
Descripcién del estado fisico  Parametros Refractome-
y caracteristicas Permisibles tria, sélidos
organolépticas: sabor, olor, totales, hume-
color, aspecto e dad, residuos
higroscopicidad. s6lidos
Cromatografia Adsorcion Capa fina,
Espectrosco-
pia UV-VIS
Estabilidad piloto °C, %, Temperatura
[imenes humedad, luz

Droga de
Origen
vegetal:

Corteza

Forma
farmacéutica

Preformulacién

Descripcion del estado
fisico y caracteristicas
organolépticas: sabor, olor,
color, aspecto,

Cromatografia

Estabilidad fisica acelerada

Evaluacion de actividad

Biolégica

Parametros
Permisibles

adsorcion

°C, %,
limenes
Formas
promastigote

Leishmania

densidad,
viscosidad, pH,
extensibilidad,
signo

Capa fina

temperatura,
humedad, luz
Concentracion
Inhibitoria media
ICso
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Emulsion crema  Actividad biolégica Normas  Parametros pH, densidad,

Control de técnicas Permisibles sedimentacion,

calidad de calidad extensibilidad,
formas semisdlidas viscosidad
Limite microbiano, UFC, edema Bacterias,
Irritabilidad dérmica Eritema, ICs,  hongos, salmo-

nella, S. Aerus,
P. Aeruginosa, E.

Coli, prueba de

parche
Lipogel pH, densidad, Parametros Normas técnicas
Control de sedimentacion, permisibles de calidad
Calidad extensibilidad, viscosidad formas
semisolidas
Limite microbiano, UFC, edema Bacterias,
Irritabilidad dérmica Eritema, ICs,  hongos, salmo-
Actividad biologica nella, S. Aerus,

P. Aeruginosa, E.
Coli, prueba de

parche

2. MARCO TEORICO

El binomio fundamental de PLANTA en herbolaria (natural) (O MEZCLA DE PLANTAS)
+ INDICACION TERAPEUTICA = MEDICAMENTO; emanado de las normativas de la
Comunidad Economica Europea y la Ley de Medicamento en su seccion IV con el titulo de
Medicamentos de plantas medicinales, publicado en Diciembre de 1990 en Espafia, sefiala
que aquellas plantas (sus mezclas y / o sus derivados) que se ofrezcan explicitamente para
la prevencion, diagnéstico o tratamiento de una enfermedad serdn consideradas
medicamentos — en cualquiera de las modalidades que la propia Ley contempla:
especialidad, preparacion oficinal y férmula magistral - y deberdn cumplir con las exigencias
requeridas a éstos. Entonces, uno de los problemas que se plantean en la utilizacién

terapéutica de las plantas medicinales radica en la elecciéon apropiada de sus distintas
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formas de elaboracion y presentacion, todo ello sugiere la necesidad imperiosa de
profundizar en la investigacion de los aspectos farmacoldgicos y galénicos de la Fitoterapia,
al objeto de establecer las formas de aplicacion Optimas para cada especie vegetal y

poniendo a disposicion de los pacientes, medicamentos eficaces y seguros (19).

La Farmacopea Tradicional Boliviana, dentro de las Normas para Medicamentos
Naturales Tradicionales y Homeopaticos, sefiala a la especie (Galipea longiflora) “Evanta”
como una planta con actividad Leishmanicida con valor etnofarmacolégico, usado por el
grupo étnico “Chimanés”, esta actividad Leishmanicida se debe a la presencia de 13
alcaloides quinolinicos presentes en la corteza, raices y hojas, sus moléculas activas son
quinolinas, cuatro de estas se denominas chimaninas (A,B,C y D) en homenaje a la etnia
Chimané y estan protegidas mediante una patente internacional (IBBA / ORSTOM .1990-
1992).

De la corteza de Galipea longiflora se han aislado 9 alcaloides quinoleicos', siendo la
2- fenilquinolina y la Chimanina D (presente en las hojas), los mas activos frente a las
formas promastigote y amastigotes de Leishmania amazonensis, Leishmania venezuelensis

y Leishmania donovani (15).

m\/\ m\
N7 NG

2-n-propilquinolina ChimaninaD
0
N S
| Z

2-Fenilquinolina

2.1. DESCRIPCION BOTANICA Y QUIMIOSISTEMATICA DEL GENERO
ANGOSTURA LONGIFLORA KRAUSE KALLUNKU “ EVANTA”
La Angostura longiflora Krause, es conocida con el hombre de “Evanta o yuruma

huana epuna” (20).

Es un arbusto o arbol de 10 a 15 m de altura difusamente ramificado, de madera muy

dura, corteza frecuentemente palida, presenta hojas trifoleadas alternas o superpuestas
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sobre la misma rama, conocida en Bolivia en las selvas tropicales de los Yungas, en

los departamentos de La Paz y Beni (21, 22).

2.1.1. Clasificacion Taxonémica ( Killen y col. 1993)

Division : Magnoliophyta

Sub clase : Rosidae

Orden : Sapindales

Familia : Rutéaceas

Género . Galipea

Especie : longiflora krause

Sinénimo : Angostura longiflora ( Kallunki pirani,1998)
Nombre comun : Yuruma huana epuna

Usos tradicionales : leishmanicida, antianémico

Vermifugo y amebicida

Fuente: Killen y col. 1993, “Guia de arboles de Bolivia”

2.1.2. Caracteres Generales

El reconocimiento vegetal del género Galipea es generalmente por la puntuacién
glandulosa, con olor a citrico, caracterizado por sus troncos y hojas espinosas. Las hojas
varian de simples a unifoliadas, compuestas, palmadas, pinnatifoliadas o bipinnatifoliadass,

opuestas o alternas aun en el mismo género.

Las flores varian de pequefas y uniformes hasta enlargadas con pétalos blancos o
rojos. Los frutos pueden ser pequefios, bayas redondas grandes y carnoso con pulpa

comestible (23).

La especie Galipea longiflora Krause presenta flores de mayo a junio y frutos de junio
a julio, en los bosques humedos de llanos y montafia, se caracteriza el género como
compuestos de arboles pequefios o arbustos, hojas alternas u opuestas, flores encimas,

panicula o racimos, el fruto una capsula esquizocarpica ( 21).

Las moléculas descubiertas son quinolinas (compuestos de la familia de la quinina).

A nivel del segundo atomo de carbono lleva (una cadena de tres carbonos cadenas
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alquilicas o arilicas). Cuatro fueron denominadas Chimaninas (A,B,C,D), éstas

moléculas son caracteristicas de la Rutaceas especialmente del género Galipea (15).

2.2. LEISHMANIASIS

Son infecciones humanas producidas por protozoarios del género Leishmania, sus
formas clinicas son: lesiones a nivel cutaneo, mucocutaneo y visceral). Estas infecciones
son transmitidas por la picadura de un insecto vector: el fleb6tomo, cuya hembra es la Unica

que transmite el paréasito. La enfermedad se conoce con el nombre de “lepra blanca”.

Morfolégicamente la Leishmania se presenta en 2 formas:
» Promastigote: Forma movil flagelada que se encuentra en el vector.
» Amastigote: Forma inmdvil intracelular no flagelada, se encuentra en el hombre vy

mamiferos (24).

2.2.1. Epidemiologia
La Organizacién Mundial de la Salud sefala que en todo el mundo existen 1.500.000
personas afectadas por las diversas formas de Leishmaniasis con incidencia de 600.000

casos nuevos declarados cada afo, distribuidos en 88 paises (14).

En Bolivia la enfermedad prevalece en las llanuras amazoénicas hasta la cordillera
andina oriental (15). Sin embargo Mufioz (16) detalla la incidencia en los
departamentos de Pando, Beni, La Paz (en provincias Nor y Sud Yungas), en Santa Cruz

(Chiquitos y Nuflo de Chavez), Cochabamba (Chapare) y Chuquisaca (Acero).

En Bolivia, la especie de Leishmania brasiliensis que provoca la lesidbn conocida
como “Espundia” es considerada la mas importante y es el parasito mas frecuentemente
aislado en lesiones humanas en América de Sur, la gravedad del tipo de Leishmaniasis que
produce esta especie, es el riesgo de evolucién hacia lesiones metastasicas en mucosas
en un 2 — 7% de los pacientes, en un tiempo variable de 6 meses a 30 afios, después de la

lesion primaria (25).

Las diferentes cepas de Leishmania se clasifican de acuerdo a la patologia que

producen: Leishmaniasis cutanea, Leishmaniasis mucocutanea y Leishmaniasis visceral.
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CUADRO N°1

Clasificacion de la Leishmaniasis y Leishmania

Leishmaniasis Leishmaniasis Leishmaniasis
Cutanea Mucocutanea Visceral
L. Tropica L. mexicana L. donovani
L. major L. amazonensis L. infantum
L. aethiopica L. brazilensis L. chagasi

Desjeux y Torres han aislado e identificado de 1982 a 1988, dos cepas de Leishmania:
Leishmania (V) brazilensis, en la region amazoénica que es agente de la Leishmaniasis
Cutaneo Mucosa (LCM) y Leishmania (L) amazonensis agente de

Leishmaniasis Cutdnea (LC) y Cutaneo Difusa (LCD) ; a partir de un caso humano en el

Departamento de Santa Cruz (14, 24).

Se ha registrado 6 casos de Leishmaniasis visceral en Bolivia en el Departamento de
La Paz (Yungas) ademas de Leishmaniasis canina. ElI fleb6tomo peridoméstico
predominante es Luxomia longipallis que se ha encontrado infectado naturalmente en 0,2 a

4,0% de los ejemplares examinados (17).

2.2.2. Quimioterapia y Tratamiento Tradicional

El tratamiento que se da para la Leishmaniasis cutdnea y la Leishmaniasis
mucocutidnea es usando derivados pentavalentes de antimonio, Glucantime, anfotericina B,
Aminosidina, SSG (Pentostam 7).  Todos estos medicamentos producen efectos
secundarios que muchas veces no son tolerados por el paciente, ademas de su elevado
costo (15).

En nuestro Pais, donde la Leishmaniasis es endémica, la infraestructura sanitaria
inapropiada, ademas del elevado costo del tratamiento, ha obligado a los comunitarios usar

diferentes especies vegetales para combatir la enfermedad y las formas de aplicacion son:
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sobre la piel cataplasma de las hojas. Por la informacion recolectada de los Chimanés
se ha descrito 3 plantas utilizadas en las diferentes formas de Leishmaniasis, donde se
utilizan en forma de cataplasma la corteza de los troncos molida, las cuales son: Galipea
longiflora (Rutacea), Pera benensis (Euphorbiaceae) y Ampelocera edentula (Ulmaceae)
(26).

2.3. DESARROLLO DE FORMAS FARMACEUTICAS
La finalidad de la disciplina denominada como: Farmacia Galénica es la
transformacion de drogas y principios activos en medicamentos facilmente administrables al

organismo y que proporcionen una adecuada respuesta terapéutica.

La problematica del medicamento se puede representar en el siguiente esquema

donde se sefiala las fases mas significativas:

Génesis de un » Desarrollo » Elaboracion pAdministracion __jRespuesta
Medicamento
(producto Natural o

sintesis quimica)

Segun Cadorniga, se puede comprender que existen 3 areas que configuran la
preparacion y manipulacién de los medicamentos: area quimica, area tecnoldgica y area
biolégica (27).

El proceso de transformaciéon de un principio activo en medicamento implica la
incorporacién de una serie de sustancias auxiliares, denominadas excipientes, y de una
serie de procesos que a su vez estan constituidos por operaciones llamadas: operaciones

unitarias u operaciones basicas.

Los excipientes son sustancias o mezclas de sustancias que por si mismas no tienen
actividad farmacoldgica pero que usadas conjuntamente con un principio activo, facilitan la
preparacion y empleo del medicamento, ademas también posibilita la obtencion de una
determinada forma de dosificacion o forma farmacéutica, estos excipientes ademas ayudan

a mantener la integridad del principio activo (27).
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2.3.1. Estudios de preformulacion

Son etapas que se deben seguir para la obtencion de un medicamento seguro y
eficaz. Esto abarca el conocimiento de las caracteristicas basicas tanto biofarmacéuticas
como fisicoquimicas, que influirdn en la eleccion y desarrollo de la forma farmacéutica final

del medicamento.

CUADRO N° 2
ASPECTOS QUE AFECTAN EN EL DESARROLLO DE UN MEDICAMENTO

CONSIDERACIONES PREVIAS

Propiedades Farmacodindmicas:

Finalidad terapéutica Efectos toxicos

Reacciones adversas Dosis

Caracteristicas farmacocinéticas

Frecuencia de administracion

Caracteristicas de los enfermos a los que se dirige:

Aceptacion y comodidad del medicamento

Coste del medicamento
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CONSIDERACIONES BIOFARMACEUTICAS

Biodisponibilidad

Via de administracion

Caracteristicas biofarmacéuticas de la formulacion

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y FARMACOTECNICAS

Cristalinidad y polimorfismo Estabilidad
Punto de Fusion Compactabilidad
Solubilidad

Fluidez

Fuente: VILA, J.L.( 2001). Tecnologia Farmacéutica, Vol. Il. Madrid. Ed. Sintesis

2.3.2. Metodologia para el estudio de Plantas Medicinales como
Materia Prima Farmacéutica
La siguiente guia metodoldgica es publicada por el Ministerio de Salud Publica de

Cuba y Direccion de Ciencia Técnica (Abril,1998)

CUADRO N° 3
METODOLOGIA PARA ESTUDIAR PLANTAS MEDICINALES COMO MATERIA PRIMA

Etapa 1.- Contempla la Revision bibliografica que permite la
Car_acter!za_LC|on identificaciéon botanica de la planta a estudiar y su
Fitoguimica

Preliminar composicion. Tamizaje fitoquimico que es una

investigacion preliminar quimica, para determinar




principales grupos quimicos que presenten reacciones
generales lo suficientemente sensibles como para ser

utilizadas en pequefias cantidades en los medicamentos.

Etapa 2.-
Establecimiento de
las especificaciones
de calidad del
material vegetal y
de sus extractos

El reconocimiento del compuesto debe ir gradualmente
dirigido hacia la especificidad de los métodos de extraccion
y caracterizacion.

Una vez reconocido el metabolito responsable de la
actividad farmacolbgica, se desarrollard un método de
analisis quimico que nos permita cuantificar el mismo,
técnicas tales como: volumétricas, cromatograficas y
espectrofotométricas, que cumpliran con los criterios de

validacion de un método analitico.

Etapa 3.-
Establecimiento de
las especificaciones
de calidad del
fitomedicamento

Esta etapa contempla todos los aspectos importantes de la
calidad de los fitomedicamentos en conformidad con las
practicas adecuadas de fabricacién, donde se determinara
la forma farmacéutica mas aconsejable de acuerdo con el
uso terapéutico para el cual se destine, luego se procedera
a desarrollar los métodos analiticos que permitan
calidad del

medicamento con vistas a su normalizacién y registro, una

establecer las especificaciones de

vez que se haya desarrollado el proceso tecnolégico

adecuado para la elaboracion del mismo.

Etapa 4.-
Aislamiento y
elucidacion
estructural del
principio activo

Esta etapa de profundizar el conocimiento del principio
activo y / o de la elucidacion de la estructura quimica se
ejecutara si se considera de interés por los resultados
alcanzados y por la factibilidad del mismo.

Fuente: Guia metodoldgica para Investigacion Fitoquimica en plantas medicinales (12)

2.3.3. Estudios en Producto semi terminado

27
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2.3.3.1. Metodologia para el Desarrollo de las Investigaciones Tecnholdgicas
en Formas Farmaceéuticas terminadas
La siguiente guia metodoldgica es publicada por el Ministerio de Salud de Cubay

Direccion de Ciencia Técnica (Abril,1998).

CUADRO N° 4
METODOLOGIA PARA DESARROLLO DE INVESTIGACION
TECNOLOGICA EN FORMAS FARMACEUTICAS TERMINADAS

Etapa 1.-Revision Comienza con una revision de la literatura relacionada
Bibliografica con el tema a desarrollar.
Etapa 2.- Estudios de Estudios de las caracteristicas fisico quimicas del o de
preformulacion los farmacos que componen la formula a desarrollar

Estudios de compatibilidad (principios activos-
sustancias auxiliares, principios activos — envase y
sustancias auxiliares — envase)

Concepcion y desarrollo del método analitico a utilizar

en el disefio de formulacion.

Etapa 3.- Estudios Comprobar la resistencia a la contaminacion
microbiolbgicos microbiana.
Etapa 4.- Estudios Se realizaran pruebas preliminares toxicologicas,
Bioldgicos cronicas y agudas de irritabilidad dérmica y oftalmica

si asi se requiere, ademas de otros ensayos como

sustancias presoras Yy toxicidad indebida que




aparecen reportados en farmacopeas para algunos
preparados inyectables.

Etapa 5.- Estudios
tecnologicos de

formulacioén

Comprobacion de la formula y la técnica de
preparacion concebida
Estudios de estabilidad de la forma farmacéutica en

el tiempo.

Etapa 6.- Estudios de
estabilidad quimica del
principio activo en la

formulacién

Del o de los principios activos que componen la
férmula, utilizando el método acelerado(isotérmico)
durante 6 meses y el método de vida de estante por lo
menos 1 afio si es que no se hizo el acelerado,
ademds de métodos estadisticos se utilizaran en vida
de estante, para abreviar el tiempo de estudio y

predecir la fecha de vencimiento.

Etapa 7.- Comprobacion de
la estabilidad
microbioldgica
seleccionada en funcién del

tiempo

Comprobacion de la efectividad antimicrobiana del

agente o sistema de agentes antimicrobianos.

Etapa 8.- Comprobacion
del comportamiento
bioldgico de la formulacion

en funcion del tiempo

Analizar si los estudios biologicos realizados con la
formulacién en estudio en la etapa de preformulacion,
es conveniente efectuarlos con la formulacion

seleccionada.

Etapa 9.- Verificacion del
método analitico
desarrollado, utilizando la

formulacién en estudio

del
desarrollados para controlar la calidad del producto.

Verificacion o de los métodos analiticos

Etapa 10.- Escalado piloto

Consiste en elaborar 1 6 3 lotes del medicamento que
se propone, en un volumen no menor del 10% del
tamafio del lote que se pretende fabricar a nivel

industrial.

Etapa 11.- Pruebas clinicas
(ensayo clinico,
biodisponibilidad,

Se realizard en aquellos medicamentos que lo
necesiten como requisito para la aprobacién de su

registro.

29
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bioequivalencia)

Debe ser de 3 lotes, se debe tomar muestras
Etapa 12.- Escala Industrial suficientes para utilizarlas en el estudio de vida util del

medicamento.

Etapa 13.- Confecciéony Se realizarA con toda la informacion recopilada
presentacion del generada durante el cumplimiento de todas las etapas
expediente de Registro de de investigacion anteriormente descritas.

Medicamentos

Fuente : Guia metodoldgica para Investigacion Fitoquimica en plantas medicinales (12)

3. DISENO METODOLOGICO

La metodologia empleada cumple las especificaciones para medicamentos a base
de preparados vegetales, Normas técnicas y procedimientos para formas farmacéuticas
semisdlidas, Guia metodologica para investigacién fitoquimica en plantas medicinales,
Norma oficial Mexicana NOM-039-SSA1,1993, Norma Cubana NC90-13-13, NRSP312 y
NRSP309,1992, Técnicas y procedimientos en formulaciones magistrales dermatoldgicas y

aspectos fundamentales de los sistemas farmacéuticos “estudios de preformulacion”.
Todos los reactivos quimicos utilizados son de linea “Biopack”, los solventes se
purificaron por destilacién con ebullicion controlada, los medios de cultivo utilizados son de

Laboratorio “Britania”, las estufas de secado y cultivo son de marca “Faeta” Argentina.

3.1 Materiales, reactivos y equipo

Medio de cultivo Agar Nutritivo Alcohol cetilico, estearilico
Medio de cultivo Agar Saboraud Vaselina sélida, glicerina
Dimetil sulféxido p.a. Laurilsulfato de sodio
Caldo peptonado, tetrationato Propilénglicol

Agar Manitol, cetrimide, makonkey Propilparabeno

Agar salmonella y shiguella (SS) Metilparabeno

Gentamicina Acido Etilendiamin tetracético



Diclorometano, éter de petroleo
Trietanolamina
Polisorbato 80
Estufas
Balanza analitica
Cémara de flujo laminar
Termometro
Placa de cultivo microplaca TC24
Tips para micropipetas

Tubos de ensayo

Viales de vidrio

Espatulas

Viscosimetro de Brokfield

Sol. 0, ANy 1IN &cido clorhidrico
Acetato de etilo

Refractometro

Reactivo Fischer

Materiales de vidrio aforados
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Carbopol 940
Aceite de oliva
Agua destilada
Autoclave
Rota evaporador
Espectrofotometro UV/ VIS
Cajas petri
Micro pipetas de 50, 200, 1000 uL
Probetas graduadas

Matraces Erlen meyer

Percoladores acero inox.

Bafio Maria, bafio de arena
Potenciometro Metrohm Herisau E 510
Sol. 0,1N hidroxido de sodio
cromatoplaca

Cémara para estabilidad controlada
Picnémetro

Filtro millipore Swinnex-25



3.2. ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

El proceso que se siguid para el desarrollo de las formulaciones propuestas
fue el siguiente:

Recoleccién de muestra, secado y
molido de la especie Galipea
longiflora Krause "Evanta”

gt

. Obtencion del Obtencion de .
Validacion de Extracto concentrado Validacion de
Act. Bioldgica <:> diclorometa- <:> de Alcaloides <:> Act. Bioldgica

nico de corteza totales

U U

» Establecimiento de
Seleccion de \J/‘:‘> especificaciones o ficha técnica
Informacion de del extracto activo y concentrado

Investigaciones de alcaloides totales
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3.3. Estudios fitoquimicos
3.3.1. Recoleccién de muestra, secado y molido

La colecta de la planta en estudio, se hizo de diferentes regiones del norte
de La Paz, provincia Iturralde y el Beni provincia Ballivian, perteneciente a la region
Amazonica Andina (28). Se colectd de tres areas que pertenecen al parque Nacional
Madidi Beni, Santa Rosa de Maravillas (ubicada a 75 Km de San Buenaventura) y
comunidad Santa Rosa de Maravillas en (Agosto 2004) , se hizo el reconocimiento del
lugar por un grupo calificado del I.I.F.B., entrenado para este fin y comunarios
originarios de la zona de las poblaciones o manchas. Se eligieron regiones al azar y
se tomaron coordenadas con GPS, la identificacion morfolégica y taxonémica de la
Galipea longiflora Krause (Rutaceae) se hizo en el Herbario Nacional de La Paz,
donde se encuentra registrada como AS49, Caquiahuara, SD17, Santa Rosa de
Maravillas.

El secado de la planta se realiz6 en ambientes adecuados y temperatura

ambiente, el molido de la corteza (muestra) en un molino de cuchillas.

3.3.2. Preparacion del extracto

Para el estudio se utilizé la corteza molida, se someti0 a maceracion en
percoladores de acero inoxidable 316 L, con (CH, Cl,) purificado por destilacién con
ebullicion controlada por 72 horas, a temperatura ambiente, luego se filtré y se
evapord en un rotavapor “Laborata 400 Heidolph” a 25 °C hasta sequedad. ( Unidad
Fitoquimica- 1IFB, 2005).
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3.4. Estudios bioldgicos
Los extractos han sido evaluados en la unidad de quimioterapia experimental

de parasitologia del Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas I.I.F.B.

3.4.1. Valoracion Actividad Bioldgica (in vitro)

En la valoracién de la actividad biologica, se utilizé6 formas promastigotes de
Leishmania: L. donovanni: (MHOM/ 74/ PP75), L. braziliensis: (MHOM/ BR/ 75/
M2903) y L.amazonensis : (IFLA/ BR/ 75/ PH8), técnica estandarizada por la unidad
de quimioterpia experimental y parasitologia 1.I.F.B.(2004) (29)

3.5. Estudio quimico
3.5.1. Extraccion de alcaloides de la corteza con Acido clorhidrico

El procedimiento de optimizacion para la extraccion de los alcaloides
quinolinicos de la Evanta ( Angostura longiflora Krause Kallunki ) se encuentra en
proceso de publicacién como articulo, en la revista BIOFARBO Organo Oficial del
colegio de Bioquimica y Farmacia de Bolivia.
(Unidad de Fitoquimica; I.1.F.B. 2005)

3.5.2. Estudio cromatogréfico

Las muestras del extracto de corteza y concentrado de alcaloides quinolinicos
que para este estudio se utilizaron como materia prima o principio activo en las
diferentes etapas del estudio, fueron sometidas a cromatografia en capa fina
utilizando como sistema de elucion (éter de petroleo — acetato de etilo) (90 — 10), la
muestra se aplico a la cromatoplaca previamente disuelta en diclorometano, se dejo

secar a la corriente de aire y se observo bajo una lampara UV 254-366nm.

Para lecturas al espectrofotdmetro se prepard concentraciones de (0,0133
mg / mL) de muestra en soluciéon 0,1N de &cido clorhidrico, y se leyd en cubetas de
cuarzo al espectrofotometro UV / VIS marca “CINTRA 5 GBC” a longitud de onda de
234 y 262 nm. Como referencia se utilizé el mismo extracto diclorometanico como tal,
y el concentrado de alcaloides quinoleinicos, muestras que no fueron sometidas a
ningun stress fisico y fueron resguardadas a la luz, con los que se hizo una curva de
calibracion (Unidad de Fitoquimica, I.I.F.B. 2005).
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3.6. Estudios de preformulacion
3.6.1. Caracteristicas Farmacotécnicas del extracto activo y concentrado de
Alcaloides quinoleinicos
3.6.1.1. Caracteres organolépticos
Las Determinaciones se hicieron en base a la norma NRSP 312 para extractos
fluidos y tinturas (30).
Como parametro de referencia se empled el mismo extracto diclorometanico vy
concentrado de alcaloides quinoleinicos, que no fueron sometidas a ningin stress

fisico y se resguardaron a la luz.

3.6.2. Caracteristicas Fisicas
3.6.2.1. Determinacion de Sdlidos totales

Determinacion en base a la Guia metodolégica para Investigacion
fitoquimica en plantas medicinales y la Norma 309 para Medicamentos de origen
vegetal (12, 31).

3.6.2.2. Estabilidad piloto acelerada del extracto activo y concentrado de
alcaloides quinoleinicos
Para esta fase se utiliz6 cromatografia en capa fina TLC, [ampara UV
254 — 366nm, el sistema de elucidn fue: éter de petrdleo — acetato de etilo (90 — 10)
respectivamente y las lecturas al espectrofotémetro UV / VIS marca CINTRA 5 GBC,

con lecturas a 234y 262 nm de longitud de onda.

Cada mes se extrajo de las muestras una determinada cantidad, para

someterla a los diferentes estudios.

Para estabilidad a la luz, temperatura y humedad se utiliz6 la cAmara- estufa
marca BINDER modelo KBWF 720 de laboratorios INTI.

3.6.2.3. Estabilidad a la temperatura y humedad
En un vial de vidrio transparente sin tapa, se introdujo 0,5 g. del extracto
y en otro 0,5 g. del concentrado de alcaloides, se colocd en una estufaa temperatura

de 45°C a una humedad de 75% por el lapso de 3 meses.
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Como referencia se pesé 0,5 g. de cada muestra en viales de vidrio, se

sellaron las tapas y se conservaron a 4°C en el refrigerador, por 3 meses.

Los resultados se compararon con los obtenidos de las muestras conservadas
a 4°C en el refrigerador y con la muestra de referencia que no fue sometida a ninguin
stress fisico y se resguardo de la luz, el estudio se realiz6, a los tres meses.
( Unidad de Fitoquimica, I.I.F.B. 2005)

3.6.2.4. Determinacion del contenido de agua: Humedad
Se determind por el método quimico de valoracion Karl Fischer, semi
micro determinacibn de cantidades de agua por debajo del 0.1%, acorde a las

farmacopeas USP y Espafiola (Laboratorios INTI).

3.6.2.5. Determinacion de Refractometria y Residuos Sdélidos

La determinacion se realizé en Laboratorios INTI, para tal caso se utilizé un
refractometro, se prepar0 la muestra a una concentracion de 2,66 mg/ mL en
soluciéon 0.1N de acido clorhidrico, 1 mL de la solucibn muestra se colocd sobre la
placa del refractometro y se realizé la lectura, la numeracion superior corresponde al
valor del indice de refraccién (ND) y la numeracion inferior corresponde a la lectura

de residuos sdélidos.

3.6.2.6. Estabilidad a la Luz

La muestra separada para el estudio de estabilidad a temperatura y
humedad sefalada en el punto (3.6.2.3), se expuso a luz ultra violeta, dentro de
una camara de estabilidad a temperatura controlada de 45°C y humedad de 75%
(Laboratorio INTI).

Para lectura al espectrofotbmetro y cromatografia en capa fina, se procedié

con la misma técnica que se describe en el punto (3.5.2).
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El estudio se realizo a los 3 meses, comparando con la muestra de control
oscuro (Unidad de Fitoquimica, I.I.F.B. 2005).

3.7. Estudios de Compatibilidad

Para este propdsito se evaluaron en muestrds de emulsiones cremas y
lipogel, preparadas a partir del extracto activo y concentrado de alcaloides,
paralelamente con los estudios de estabilidad en producto terminado, donde se

analizé las posibles interacciones y cambio de fases.

3.8. Estudios en Producto semi terminado “Emulsion Cremay Lipogel”
3.8.1. Metodologia de elaboracion para “emulsion cremay lipogel “

La preparacion de las muestras fue a escala laboratorio, por tanto el material
utilizado en la preparacién de la emulsién crema y lipogel, fueron vasos de acero
inoxidable de 250 cc, probetas de vidrio, espatulas de plastico, termdmetro, hornilla

eléctricay balanza electrénica.
Emulsion crema

Se pes6 exactamente todas las materias primas por separado, fase
oleosa y fase acuosa.

Se calent6 la fase oleosa y acuosa por separado a 70°C.

Se afiadi6 la fase acuosa lentamente a la fase oleosa, en agitacion e
inmediatamente se incorporé el extracto activo 6 el concentrado de
alcaloides quinoleinicos previamente calentado a una temperatura de

no mas de 30°C, y se agitd constantemente hasta el enfriamiento.
Lipogel

Se pes6 exactamente todas las materias primas por separado, fase

oleosa y fase acuosa.
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En un vaso de precipitado se dejé en reposo durante una hora,
el carbopol en agua destilada.
Se calento por separado ambas fases a 70 °C.
Una vez disuelto el carbopol, se afiadio la fase acuosa a temperatura
determinada agitando lentamente, luego la fase oleosa junto con el
extracto activo & el concentrado de alcaloides quinoleinicos
previamente calentado a una temperatura de no mas de 30°C,
finalmente se afiadi6 la trietanolamina y se completo el resto con agua
destilada, se mezclé sobre bafio de agua fria hasta que tomo

consistencia.

3.8.2 Ensayos Fisicos en producto semi terminado
3.8.2.1. Determinacion de las caracteristicas Organolépticas
Determinacion en base a la Norma NRSP 312, MIN SAP - Cuba (30).

3.8.2.2. Determinacion de pH
Se hizo la lectura en un potenciémetro calibrado marca “Metrohm
Herisau E 510" (Laboratorio INTI) (33).

3.8.2.3. Determinacioén de la densidad
Se utilizé un pequefio picnémetro de vidrio, donde se introdujo la

muestra semisolida, se tapo y se peso.

Se registrd el peso del picnémetro vacio
Se registrd el peso del picnémetro mas la muestra
Se registro el peso del picnémetro mas agua
Y se realizé el célculo.
(Laboratorio INTI).

3.8.2.4. Determinacion de Viscosidad “Brookfield”



Se utilizé el viscosimetro de Brookfield, modelo LVF serie 57822
para esto se tomo una probeta de vidrio y se llené con la muestra + / - unos 200 cc ,
se eligi6 el husillo o aguja mas adecuada, de tal manera que la lectura no salga de los
parametros, se utilizé la aguja N° 4 , el ensayo se inici6 con la menor velocidad, se
dejé rotar durante 3 minutos y se tomo la lectura y asi sucesivamente hasta la
velocidad mas alta, luego se dejo reposar durante 15 minutos y se realiz6 nuevamente
el ensayo en sentido inverso, de la velocidad mayor a la menor, se realizo los calculos
y se construy6 la grafica de viscosidad aparente, esfuerzo de corte vs velocidad de

deformacion.

Para realizar la grafica o reograma se hizo los siguientes célculos:
Se hizo la conversion de rpm a radianes

Para el célculo del esfuerzo de corte se utilizo la siguiente relacion:

t=2p x w [1/1-K* ]
t = esfuerzo de corte
M = viscosidad calculada por el equipo

w = radianes

R = radio de probeta
r = radio del husillo

y = velocidad de deformacion

3.8.2.5. Determinacion del tipo de emulsion
Se carg6 un vaso de precipitacion con 30 mL de agua destilada, se afadio

1 g de la muestra semisélida, se agité levemente y se observo, sila emulsiéon se
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difunde en el agua, la emulsion es fase externa acuosa (o /w), si no se difunde y

gueda en la superficie, la fase externa es aceite (w/0) (34, 35).

3.8.2.6. Determinacion de Extensibilidad

Se marcé los extremos de un portaobjetos sobre un papel milimetrado y
se traz0 sus diagonales para obtener la interseccion como punto central de referencia,
se colocd el portaobjetos sobre el papel milimetrado justo donde se marcO los
extremos, luego se depositd en el centro unos 25 mg de emulsion, se colocé otro
portaobjetos (de peso conocido) suavemente por encima de la muestra, se esperé 1
minuto y se anotd los 2 didmetros del circulo formado, respecto al punto de

interseccién de las diagonales trazadas, se calculd el valor medio y se dividio entre 2.

Se obtuvo el radio medio del circulo, se siguié el mismo procedimiento a

intervalos de 1 minuto, utilizando 2 pesas de 2 g y finalmente 1 pesa de 5 g.

Con los radios obtenidos se calcularon las superficies correspondientes, el

ensayo se realizd a temperatura ambiente y por triplicado.

Finalmente se calcul6 la media de cada grupo de determinaciones y se realizd
la gréfica de extensibilidad, en el eje de ordenadas se situdé los valores medios de
extensibilidad y en el eje de las abscisas, los distintos pesos situados en el

portaobjetos superior (35,40)

3.8.2.7. Controles de estabilidad piloto acelerada

Test de estabilidad acelerada, de acuerdo a las Normas ICH y los
esquemas propuestos en el trabajo “ Disefio y Formulacion de emulsiones” elaborado
por la Q.F.MSc. Ponce D‘Leo6n.L.F. y Q.F. Rodriguez . H. A.

Se hizo una parte en laboratorio INTI y la otra parte en el Instituto de

Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB).

3.8.2.7.1. Test de Estabilidad Fisica acelerada
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» La emulsién no debe presentar signos visibles de separacion de las fases
dentro de 60 a 90 dias cuando se almacena entre 45°C y 50°C.
El tiempo de estabilidad debe incrementarse entre 5 y 6 meses, cuando la
temperatura de almacenamiento es de 37°C.
El producto no debe presentar signos de inestabilidad después de un mes de
almacenamiento a 4°C.
Una emulsion debe resistir por lo menos de 6 a 8 ciclos de calentamiento
(45°C) y enfriamiento (refrigerador), manteniendo el producto por no menos de
48 horas en cada condicion.
Una emulsion aceptable no debe presentar serios signos de inestabilizacion

cuando se somete a centrifugacién entre 2000 a 3000 rpm.

Durante el periodo de los ensayos descritos, las muestras se observaron

cuidadosamente y se evaluaron los siguientes parametros:

v
v
v

Cambio en la viscosidad

Recuento microbiano

Cambio de inestabilidad fisica, mediante el indicador cualitativo (cromatografia
en capa fina)

Aspecto (36).

Para lecturas al espectrofotometro, se preparé concentraciones de 0,013 mg / mL

de las muestras semisdlidas, se afadié un medio 4cido para separar las fases, luego

se filtré por filtro millipore

swinnex- 25 “ se ley0 en cubetas de cuarzo al

espectrofotometro a longitud de onda 234 y 262 nm (Unidad de Tecnologia
Farmacéutica- I.I.F.B. 2005).

3.9.3. Ensayos Biolégicos
3.9.3.1. Limite microbiano
3.9.3.1.1. Determinacién cualitativa de bacterias

Se tomdé 2 mg de muestra semisdlida y se diluyé en 500 uL DMSO

(dimetil sulfoxido).

41



Se prepar6é 15 mL de medio de cultivo agar Nutritivo (segun prospecto del
envase), luego de sacar del autoclave, se esper6 que se atempere a 45°C, se afiadio
inmediatamente la muestra diluida, se mezclé y se vaci6 en cajas petri (estériles) de
un didmetro de 10 cm aproximadamente, se dejo solidificar el medio y finalmente se
incub6 a 25°C por 48 horas.

El crecimiento bacteriano se evalu6 por la formacién de colonias (29).

3.9.3.1.2. Determinacion cualitativa de hongos

Se tomo6 2 mg de muestra semisdlida y se diluyé en 500 ul DMSO.

Se prepard 15 mL de medio de cultivo agar Saboraud ( segun prospecto
del envase), luego de sacar del autoclave, se esperé que se atempere a 45°C, se
afiadio inmediatamente la muestra diluida, se mezcl6 y se afiadié (gentamicina) como
antibiético 75 ul x 100 ml de medio de cultivo, se mezcl6 y se vacid en cajas petri
(estériles) de un didmetro de 10 cm aproximadamente, se dejo solidificar el medio y se
incubo a 25°C por 7 dias (29).

3.9.3.1.3. Ensayo para Staphilococcus Aureus y Pseudomona Aeruginosa
Se peso6 10 g de muestra, se diluyé en 90 ml de caldo peptonado, se

dejoé por 24 h a 35°C , para Staphilococcus aureus se utilizé agar manitol, luego de

24 horas a 35°C no se observd colonias tipicas, para confirmar la ausencia se hizo

la tincién de: gram y prueba de la catalasa.

Para Pseudomona aeruginosa se utiliz6 agar cetrimide, para confirmar la

ausencia de alguna colonia, se hizo las pruebas bioquimicas: gram, oxidasa (37).

3.9.3.1.4. Ensayo para Escherichia Coli y Salmonella
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Se peso 10 g de muestra, se diluyé en 90 ml de caldo peptonado, se
dejo por 24 h a 35 °C, para Salmonella se utilizé caldo tetrationato y agar salmonella
shiguella (SS) y luego de 24 h a 35 °C para confirmar la ausencia, se hizo repiques

en agar nutritivo y las pruebas bioquimicas: Gram, TSI.

Para Escherichia coli se utiliz6 agar Makonkey, para confirmar la ausencia se

hizo las pruebas bioquimicas: Gram, Indol, TSI (37).

3.9.3.2. Estudio Toxicolégico in vivo: determinacion de irritabilidad
dérmica
3.9.3.2.1. Prueba del Parche
Se utilizaron conejos albinos hembras, adultos jévenes, con un peso
no menor de 2 Kg, se aclimataron los animales a las condiciones de laboratorio 5
dias antes del ensayo, el acceso a alimento y agua fue ad libitum.

Se us6 3 animales para el analisis de las muestras semisolidas.

Un dia antes del ensayo se rasuran los conejos en un area de 14 x 10 cm?.

Se utilizé 3 sitios por cada muestra, los sitios de aplicacién se cubrié con una
gasa de 2.5 x 2.5 mm? y se ajust6 al animal mediante el empleo de un esparadrapo
hipoalérgico. La muestra semisélida se dejé en contacto con la piel por 4 horas. Al
final de éste tiempo se removié las paredes y se marco el sitio expuesto. El material
se eliminé con agua, como blanco se utilizd la emulsidon crema y lipogel, base (sin

bioactivo)

Se anotd la reaccion de la piel en cada sitio a las 5, 10, 24, 48, 72 horas

después de la remocion del parche (38,39).



3.9.4. Valoracion Actividad Bioldgica (in vitro)
Se evaluo siguiendo el mismo procedimiento de la técnica descrita en el punto
(3.2.1).

4. PRESENTACION DE RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados de estudios de preformulacion en el extracto activo y

alcaloides quinoleinicos

Los estudios se iniciaron con el extracto diclorometédnico y concentrado de
alcaloides totales que quimicamente se denominan: quinolinas alquilicas - arilicas
como materia prima, en los cuales se determinaron algunos ensayos que se
adecuaron al tipo de muestra vegetal y se disefid la ficha técnica de especificaciones,

tal como se puede ver a continuacion

CUADRO N° 5

CARACTERES ORGANOLEPTICOS DEL EXTRACTO ACTIVO Y ALCALOIDES
QUINOLEINICOS- ARILICOS

Extracto Pastoso semisdlido Café pardo A tierra Picante
diclorometanico con amargo
de corteza presencia de aceitoso

cristales y liguido




aceitoso a
temperatura de
30°C
Concentrado de Sdélido a Caféclaro caracteristico Picante
Alcaloides temperatura de amargo
totales 15°C vy liquido
aceitoso a
temperatura de
30°C

Como se puede observar en el cuadro N° 5 y 6, las muestras presentan
caracteres organolépticos y caracteristicas fisicas diferentes, principalmente en su

aspecto.

CUADRO N° 6

CARACTERISTICAS FISICAS DEL EXTRACTO ACTIVO'Y ALCALOIDES
QUINOLEINICOS (ALQUILICOS — ARILICOS)

Contenido de agua- Humedad Karl Fischer 3.1975 % Kart Fischer 2.3685%
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Ablandamiento 25°C 25°C

Sélidos Totales 8,69 473

Residuos sélidos 2,0 0,9
Refractometria/ indice de 1,3359 1,3342

Refraccién (ND)

Analizando los caracteres organolépticos y fisicos, el extracto activo presenta
un aspecto pastoso semisolido con cristales muy finos en la superficie y propiedades
fisicas diferentes tal como se puede ver, ademés se debe tener muy claro que se
trata de un extracto de origen vegetal, diclorometanico cuyo solvente se ha eliminado
por rotaevaporacion es decir, es una mezcla de alcaloides y otros componentes
tipicos de un vegetal, sin embargo el concentrado de alcaloides quinolinicos por el



proceso mismo de extraccion y por los tres lavados con solucién de acido
clorhidrico hasta obtener la fase organica completamente seca por rotaevaporacion
tiene un aspecto mas seco, compacto y duro por eso la variabilidad de sus
caracteristicas organolépticas , si tomamos como parametro el punto de
ablandamiento, no se puede saber a que componente se debe el comportamiento
del extracto activo, pues simplemente con el calor de la manipulacion ya empieza a
cambiar de aspecto convirtiéndose en un liquido aceitoso color café marrén, al igual
que el concentrado de alcaloides totales que al tener un aspecto mas seco y duro ,

también se convierte en un liquido aceitoso de similares caracteristicas.

4.2. Resultados de pruebas bioldgicas en el extracto activo y alcaloides
quinolinicos
En el extracto organico de corteza, se comprob0 la actividad antiparasitaria in
vitro frente a promastigotes de tres cepas de Leishmania , obteniéndose un IC g
entre 82,7 y 101,19 ug/mL

En los alcaloides totales (quinoleinas alquilicas — arilicas) se obtuvo valores de
ICso entre 15,9 y 25,8 ug/ mL

CUADRO N° 7
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Evaluacion de la Actividad Bioldgica in vitro sobre promastigotes de Leishmania en

el extracto activo vy Alcaloides quinoleinicos

NO

Compuesto

LEISHMANIA
IC 50 (ug/ml)

PH8( L. amazonensis)

M2903( L. brasilensis)

PP75(L. donovani)

47

extracto / Corteza
101,19 82, 69 86, 9
Alcaloides/
Quinoleinas
(Alquilicas —Arilicas)
de corteza 15,9 25 25, 8
Alcaloides Totales
de corteza (BLANCO) 21,8 22,1 26,5
Fuente: Unidad de Quimioterapia Experimental — I.I.F.B.

Como se puede observar la actividad bioldgica en los alcaloides quinolinicos

frente a tres cepas de Leishmania, presenté mayor actividad comparado con el

extracto diclorometanico, principalmente frente a la cepa de L. amazonensis y con

valores incluso menor o igual a

la concentracion inhibitoria de 50%

(|C50) del

blanco que se toma como referencia, esto significa que los alcaloides quinolinicos

extraidos del extracto diclorometanico con solucion de acido clorhidrico, son los mas

adecuados como principio activo para la elaboracion de formas farmacéuticas.

CUADRO N° 8
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Evaluacion de la Actividad Bioldgica in vitro sobre promastigotes de Leishmania

en Control Oscuro

NO

Compuesto

LEISHMANIA
IC 50 (ug/ml)
PH8( L. amazonensis) M2903( L. brasilensis) PP75(L. donovani)

Alcaloides totales
(quinoleinas) de
corteza Control
oscuro 6 meses

26, 6 48, 8 27,08

Alcaloides totales
quinoleinas
(alquilicas- arilicas) de
corteza
BLANCO

21,8 22,1 26, 4

Fuente: Unidad de Quimioterapia Experimental — I.I.F.B.

El concentrado de alcaloides totales de corteza como control oscuro por el

lapso de 6 meses presentan muy buena actividad frente a las tres cepas de estudio,

especialmente para la cepa L. amazonensis , con valores cercanos al IC 5 del

blanco que se toma como control de referencia.

Con este enfoque es que se tomaron mas en cuenta los resultados obtenidos

de los alcaloides quinolinicos, ademas de utilizar como blanco una muestra del mismo,

asi la evaluacion de la actividad bioldgica a los 6 meses dan como resultado una vision

general de su estabilidad, pues analizando y comparando con los resultados a tiempo

cero y del blanco, vemos que los valores son relativamente constantes.



4.3. Resultados de estudios de estabilidad acelerada en el extracto
activo y alcaloides quinolinicos
4.3.1. Estudios cromatograficos
La placa fina demuestra que aparentemente la elucién de las muestras
(extracto activo y quinoleinas alquilicas- arilicas) fue uniforme y el valor del factor de
retencion (Rf) fue reproducible para ambas, el extracto activo con Rf de 0,52 ; 0,33y
0,19 cm, la distancia de migracion del disolvente de 3,6 cm, para las tres manchas de

cada una de las muestras.

En los alcaloides quinolinicos el valor del factor de retencion (Rf) fue de 0,59,
0,39 y 0,23 cm para las tres manchas de cada una de las muestras, siendo la
distancia de migracion del disolvente 4,2 cm, tal como se puede observar en las
figuras, (Anexo N° 1, Figura N° 3 y 4) por tanto se puede predecir que cualitativamente
no hubo cambios en las muestras luego de ser sometidas a los ensayos de

estabilidad fisica acelerada.

Por tanto, la migracion de las tres manchas en el extracto activo y alcaloides
quinolinicos, demuestra la presencia de tres, de los cuatro alcaloides, que estan en
mayor concentracion, de los 9 alcaloides presentes en la corteza, sin embargo se ha
determinado que una mezcla (70/30) del sistema de elucién da lugar a una separacion

mas clara de las manchas en la placa cromatografica.

Como es de conocimiento, segun revision bibliografica, esta planta fue
estudiada por investigadores franceses y por el IBBA (Instituto Boliviano de Biologia de
la Altura) de donde se conoce la presencia de 13 alcaloides quinolinicos presentes
en las hojas , corteza y raices, identificados espectroscopicamente como alcaloides
quinolinicos, con sustitucion en el carbono 2, de todos estos, 4 alcaloides fueron
denominados Chimaninas (A,B,C,D), en la corteza estan presentes 9 alcaloides
siendo la 2-fenilquinolina la de mayor concentracién 47,7% vy la Chimanina A en
2,4% (Patente PCT/ FR)"/ 00903) (6).
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4.3.2. Lecturas al espectrofotdmetro

GRAFICAN° 1

ESTABILIDAD ACELERADA DE

ALCALOIDES TOTALES (QUINOLINAS ALQUILICAS- ARILICAS)

La gréfica corresponde al ensayo de estabilidad fisica acelerada realizada por

el lapso de 3 meses, en condiciones de : humedad 75%, temperatura 45°C, en

camara acondicionada para estudios de estabilidad, con lampara ultra violeta.

ALCALOIDES QUINOLEINICOS ALQUILICOS - ARILICOS
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Espectros de absorcion de alcaloides quinoleinicos: barrido en el intervalo de

180 — 400 nm sobre muestras a (0.013mg/ mL)
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TABLAN° 1
RESULTADOS DE ALCALOIDES QUINOLINICOS
LUEGO DEL ENSAYO DE ESTABILIDAD

Alcaloides Alcaloides Alcaloides Alcaloides Alcaloides
Quinolinicos Quinolinicos Quinolinicos Quinolinicos Quinolinicos
Control en fase 2° Mes 3° Mes 4°C
oscuro
Absorbancia
234 nm 1,67 1,48 1,41 1,81
Absorbancia
262 nm 1,11 1,04 0,97 1,19
Dilucién 0,0133 mg/mL 0,01331 mg/mL 0,0135 mg/mL 0,0136 mg/mL
Rendimiento 98,4 % 101,5% 102 %

%

Se ha elegido para la lectura de absorbancias las longitudes de onda de 234 y 262
nm, considerando los espectros de absorcion de los alcaloides quinolinicos, se ha

evaluado la variacion porcentual en el tiempoy la temperatura de las muestras.

Los datos del alcaloide quinolinico al 2°y 3° mes leidos a longitud de onda
de 234 y 262 nm, no revela una disminucion significativa de los valores de absorcion
en relacion al control en fase oscura lo que significa que no se ha producido ninguna

alteracién durante los tres meses de control.

Mientras que la muestra sometida a 4° C por el lapso de tres meses tampoco
revela un aumento significativo de la absorcion a las longitudes de onda de 234 y 262
nm Yy en todo el intervalo del espectro considerado, tal como se puede observar en la
grafica N° 1 las tres muestras mantienen el mismo perfil a través del tiempo, lo que

denota que no hay alteracion (descomposicion) de los alcaloides quinolinicos.
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Para el célculo de rendimiento porcentual se utilizé la siguiente relacion:

C MUESTRA

C PATRON

Y/o

C MUESTRA AbS MUESTRA

C patrRON ADBS parron
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GRAFICA N° 2
ESTABILIDAD ACELERADA DEL EXTRACTO ACTIVO DE CORTEZA
La grafica corresponde al ensayo de estabilidad fisica acelerada realizada por

el lapso de 3 meses, en condiciones de: humedad 75%, temperatura 45°C, en

camara acondicionada para estudios de estabilidad, con lampara ultra violeta.

EXTRACTO ACTIVO DE CORTEZA

ABSORBANCIAS
w

180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

LONGITUD DE ONDA. nm

fffff ESTHMSIO - - - - 2° MES 3° MES 4°C
(AZUL (ROSADO  (AMARILLO (CELESTE

Espectros de absorcion del extracto activo de corteza, barrido en el intervalo de 180 —

400 nm sobre muestras a (0,013 mg/mL)

Los espectros de absorcion indican de forma general que no hay ninguna
modificacion gradual en el tiempo, pues mantienen el mismo perfil en todo el intervalo

del espectro considerado.



TABLA N° 2
RESULTADOS DE EXTRACTO ACTIVO DE CORTEZA
LUEGO DEL ENSAYO DE ESTABILIDAD

Extracto Extracto Activo | Extracto Activo | Extracto Activo | Extracto Activo
Activo de de Corteza de Corteza de Corteza de Corteza
Corteza Control en fase | 2°Mes 3° Mes 4°C
oscuro

Absorbancia
234 nm 1,19 0,85 1,09 1,42
Absorbancia
262 nm 0,74 0,57 0,70 0,91
Dilucién 0,0133 mg/mL 0,0135 mg/mL 0,0134 mg/mL 0,0139 mg/mL
Rendimiento 101 % 101,7 % 104 %

%

Considerando las variaciones porcentuales en el tiempo y temperaturas,
respecto a los valores de absorcidbn que corresponden a las lecturas a longitudes de

onda de 234y 262 nm, se reporta que no hay cambios en el periodo de estudio.

La muestra sometida a 4°C revela el mismo comportamiento, no hay variacion
porcentual significativa respecto a los valores de absorcion, sin embargo estos datos

dan una visién general del comportamiento del extracto activo y alcaloide quinolinico.

La eleccién de muestras para lecturas al espectrofotometro y el criterio para

trabajar con longitudes de onda 234 y 262nm fue optativo, por que al hacer un
barrido con los controles oscuros y tomar en cuenta concentraciones entre 0,05 y
0,379 mg/ mL report6 R? entre 0,97 y 0,99, como se puede ver en las graficas N°3
y N° 4 y (Anexo N° 9) ademas de la relacién de absorbancias (tabla N° 3) que dio un
enfoque mas claro para trabajar con esas longitudes de onda, por tanto se puede
decir que no hubo ningdn cambio cuantificable o degradaciéon en el extracto activo

y alcaloides quinolinicos luego de los ensayos de estabilidad fisica acelerada,



Entonces, estariamos confirmando de que se trata de un compuesto
fisicamente y quimicamente estable, como se puede observar en los espectros de

absorcion.

Para el célculo de rendimiento porcentual se utilizé la siguiente relacion:

C MUESTRA

C PATRON

Y/o

C MUESTRA Abs MUESTRA

C patrRON ADBS parron
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GRAFICAN° 3
ESPECTRO DE ABSORCION DEL EXTRACTO ACTIVO CONTROL
Bioextracto A 234
y = 8,6324x + 0,2688
3 R2=10,9741
G 2
Q0
< 1
O | | | | |
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
[mg/mL]
Bioextracto A 262
5 y = 5,3944x + 0,1446
R?=0,9851
1,5 -
1 |
0,5
O [ [ [ [ [
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Concentracion [mg/mL]

Espectro de absorcion del extracto a longitud de onda de 234y 262 nm como se

puede observar cumplen la Ley de Lambert y Beer, presentan un r* de 0,97 y 0,98
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GRAFICA N° 4
ESPECTRO DE ABSORCION DE ALCALOIDES TOTALES
QUINOLINAS (ALQUILICAS — ARILICAS) CONTROL

Alcaloides Totales (Quinoleinas alquilicas
arilicas) A 234

y = 3,537x + 0,3851
O

2
2,5 R==0,987

O I I I I I
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

[mg/mL]

Alcaloides Totales (Quinoleinas

alquilicas arilicas) A 2@% 2,1271x + 0,3249

5 R* = 0,9754
1,5
1 |
0,5
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Espectros de absorcion de los alcaloides quinolinicos a longitud de onda de 234 y
262 nm , como se puede ver cumplen la Ley de Lambert y Beer, presentan un r’ de
0.987 y 0.97

TABLA N°3



RELACION DE ABSORBANCIAS DEL EXTRACTO ACTIVO CONTROL

A LONGITUDES DE ONDA DE 234, 262, 331 nm

abs 234 abs 262
[c] nm nm Relacién
0,05 0,82 0,48 1,7
0,111 1,37 0,8 1,7
0,176 1,88 1,14 1,6
0,25 2,29 1,43 1,6
0,379 2,71 1,83 1,5
0,538 2,96 2,15 1,4
0,666 3,05 2,31 1,3
abs 234 abs 331
[c] nm nm Relacion
0,05 0,82 0,39 2,1
0,111 1,37 0,67 2,0
0,176 1,88 0,96 2,0
0,25 2,29 1,23 1,9
0,379 2,71 1,63 1,7
0,538 2,96 1,95 1,5
0,666 3,05 2,16 1,4
abs 262 abs 331
[c] nm nm Relacion
0,05 0,48 0,39 1,2
0,111 0,8 0,67 1,2
0,176 1,14 0,96 1,2
0,25 1,43 1,23 1,2
0,379 1,83 1,63 1,1
0,538 2,15 1,95 1,1
0,666 2,31 2,16 1,1
abs 234 abs 262 abs 331
[c] nm nm nm Relacion
0,05 0,82 0,48 0,39 4.4
0,111 1,37 0,8 0,67 2,6
0,176 1,88 1,14 0,96 1,7
0,25 2,29 1,43 1,23 1,3
0,379 2,71 1,83 1,63 0,9
0,538 2,96 2,15 1,95 0,7
0,666 3,05 2,31 2,16 0,6
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La relacion entre absorbancias a longitudes de onda de 234 y 262 nm
muestran diferencia entre 1.4 y 2.1 y relacionando las tres longitudes de onda 234,

262, 331nm vemos que la relacion no es constante.



A longitudes de onda a 262 y 331nm se ve una relacion casi uniforme, sin
embargo para las lecturas en el trabajo, se tomd en cuenta la relacién de
absorbancias a longitudes de onda de 234 y 262 nm que también presentan una

relacidn casi constante.

4.4 Resultados de pruebas preliminares de control de calidad en producto
semiterminado

4.4.1. Formulaciones
En el siguiente cuadro se detalla las formulaciones seleccionadas preparadas

a partir del extracto activo y alcaloides quinolinicos, por presentar mayor grado de
estabilidad.

Las fichas técnicas de las materias primas ( Anexo N° 5)

CUADRO N° 9 , ,
MATERIAS PRIMAS UTILIZADAS EN LA FORMULACION DE LA EMULSION
CREMA Y LIPOGEL

FORMULA A B
Alcohol Cetilico 5540 59
Alcohol Estearilico 550 8¢
Laurilsulfato de Na 250 -
Vaselina sélida 550 -
Propilenglicol 10g 69
Metilparabeno 0,29 0,29
Propilparabeno 01lg 01lg
EDTA 0,0lg -
Carbopol 940 - 0,19
Trietanol amina - 0,79
Aceite de oliva - 59
Extracto activo 0
concentrado de 59 59
alcaloides quinolinicos
Twen 80 - 249
Agua destilada Csp. Csp.

100g 100g

La formulacion A. cualitativa y cuantitativa, corresponde a la “emulsion
crema” preparada a partir del extracto activo y concentrado de alcaloides totales.
La formulacion B. cualitativa y cuantitativa, corresponde al “lipogel”

preparado a partir del extracto activo y concentrado de alcaloides totales.
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En los estudios de la etapa de preformulacién, se toma como referencia las
concentraciones ya trabajadas (7) tomando como parametro el valor de 5% obtenido a
través de estudios preclinicos toxicogenéticos en modelo ‘“ratas”, los resultados
demostraron que la dosis 5 g/ kg peso por via sistémica no es toxico, entonces

mucho menos sera por via tdpica.

Se trabajé a esta concentracién para las formulaciones, mientras se tenga
resultados de trabajos de investigacion que se estan procesando, para conocer mas
sobre el comportamiento farmacocinético del extracto diclorometanico como tal y del
concentrado de alcaloides quinolinicos como: liberacion, distribucién, metabolizacion,
eliminacion (LADME), coeficiente de reparto, difusion constante o pasiva, solubilidad,

gque son factores que afectan la transferencia percutanea.

La elaboracién de las formulaciones fue pequefia a escala “laboratorio”, una
produccibn de 200g debido principalmente a la disponibilidad de extracto
diclorometanico y concentrado de alcaloides quinolinicos, se utiliz6 envases de
polipropileno con contratapa y tapa rosca, la eleccion de este envase primario fue a
prueba y, por los resultados reportados se puede considerar como una opcion, sin
embargo aun falta respaldar estos resultados con los ensayos de estabilidad a largo
plazo, que se encuentran en proceso de estudio, cabe aclarar que, durante la medicion
del extracto activo y alcaloides quinolinicos al ser los mismos de naturaleza oleosa y
viscosa puede manifestarse errores de variabilidad en la concentracion declarada en la

formulacion.
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4.4.2. Resultado de controles organolépticos
Las caracteristicas organolépticas en la emulsion crema y lipogel, se

evaluaron al inicio y final de los ensayos de estabilidad.

CUADRO N° 10

CONTROLES ORGANOLEPTICOS EN PRODUCTO SEMI TERMINADO
EMULSION CREMA'Y LIPOGEL
EXTRACTO ACTIVO

Producto | Aspecto Color Olor Textura
Emulsion | Homogéneo | Amarillo | Caracteristico | Refrescante,
crema pastoso verdoso a tierra levemente

untuosa
Lipogel | Homogéneo | Amarillo | Caracteristico | Refrescante
cristalina a tierra

Como se puede observar en el cuadro N° 10 y N° 11, los productos presentan

caracteristicas organolépticas propias de esos sistemas fisicoquimicos.
CUADRO N° 11
CONTROLES ORGANOLEPTICOS EN PRODUCTO SEMI TERMINADO

EMULSION CREMA Y LIPOGEL
QUINOLINAS ALQUILICAS ARILICAS

Producto | Aspecto Color Olor Textura
Emulsién | Homogéneo | Amarillo | Caracteristico | Refrescante,
crema pastoso claro atierra levemente

untuosa
Lipogel | Homogéneo | Marfil | Caracteristico | Refrescante
a tierra

Caracteristicas aceptables en base a las referencias béasicas para determinar los
mismos, segun las normas técnicas de Calidad para formas semisoélidas y su
apreciacién a través de los 6érganos de los sentidos que nos permiten determinar

ciertas caracteristicas

61



GRAFICAN° 5

EXTENSIBILIDAD - CREMA EXTRACTO ACTIVO

GRAFICA DE EXTENSIBILIDAD CREMA
BIOEXTRACTO
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GRAFICA N° 6
EXTENSIBILIDAD- LIPOGEL EXTRACTO ACTIVO
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ensayo de extensibilidad es una prueba reologica, se realizé

la

grafica con: valores medios de extensibilidad vs. peso empleado, a intervalos de un

minuto
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GRAFICAN° 7

EXTENSIBILIDAD - CREMA ALCALOIDES QUINOLINICOS

GRAFICA DE EXTENSIBILIDAD CREMA
ALCALOIDES QUINOLEINICOS
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GRAFICA N° 8

EXTENSIBILIDAD - LIPOGEL ALCALOIDES QUINOLINICOS

GRAFICA DE EXTENSIBILIDAD LIPOGEL
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Con el valor del radio medio del circulo, se calcula la superficie que corresponde

a los valores medio de extensibilidad



La extensibilidad de una forma farmacéutica semisélida depende de la
composicion de la formulacion ya que dependiendo del nimero y de la cantidad de
sustancias incorporadas puede variar la viscosidad, densidad, humectacion, facilidad
de aplicacion, penetrabilidad topica (absorcidén), por otra parte, cuanto mas acuoso
sea un sistema mas se facilitard su distribucién en ciertas superficies, pudiendo
presentar en la piel una sensacion de frescura, y un sistema oleoso puede dejar una

capa grasosa en la superficie que ocluya los poros y dificulte su absorcion.

Tomando en cuenta que no existe bibliografia que sefiale pardmetros de
referencia respecto a la extensibilidad, fue necesario definir especificaciones propias a
los productos, por tanto se concluye que analizando los resultados obtenidos
ciertamente se puede decir que los valores de extensibilidad para las cremas estan
entre 0,81cm y 1cm al aplicarse un peso de 5g por el lapso de 1 minuto. Para los
productos lipogel entre 0,60 cmy 1,65 cm al aplicarse un peso de 5g por el lapso de

1 minuto.

Valores que, aparentemente, revelan que los productos son materiales

viscosos que sin embargo al aplicarse sobre la piel se extienden sin dificultad.

La reologia como ciencia que estudia la deformacion y el flujo de la materia y
principalmente el campo de la biorreologia que enfoca el estudio en materias
semisotlidas y fluidos viscosos, analizando el comportamiento o propiedades
intermedias que pertenecen a un conjunto muy amplio conocidos genéricamente como
viscoeldsticos o elasticoviscosos (40) se ha determinado también en los productos

una propiedad reoldgica como la viscosidad.
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GRAFICAN° 9
REOGRAMA DEL “LIPOGEL” DE ALCALOIDES QUINOLEINICOS

REOGRAMA DE LIPOGEL -
ALCALOIDES QUINOLEINICOS
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La grafica representada por el Esfuerzo de Corte (t) vs Velocidad de
deformacién, revela que al decrecer la velocidad de deformacion (Y) la viscosidad
se recupera como se puede observar, ambas curvas la ascendente y la
descendente, coinciden.

El valor de viscosidad no sélo incluye la informaciéon de la rapidez de
deformacién a la que corresponde, sino también de si corresponde a la curva
ascendente o descendente(40)

Por tanto haciendo una relaciéon, tomando como base las caracteristicas
viscosas y como variable independiente la rapidez de deformacion se ha clasificado
al producto lipogel elaborado a partir de los alcaloides quinolinicos, como un fluido
pseudoplastico por que su viscosidad disminuye al aumentar la velocidad de
deformacién, y al ser un fluido que su viscosidad depende de la velocidad de
deformacién, se concluye que también que el fluido tiene comportamiento no
Newtoniano.
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Controles farmacotécnicos
Las caracteristicas farmacotécnicas en la emulsion crema y

evaluaron al inicio y al final de los ensayos de estabilidad

lipogel, se

CUADRO N° 12

CONTROLES FARMACOTECNICOS EN PRODUCTO
SEMI TERMINADO
EMULSION CREMA Y LIPOGEL
EXTRACTO ACTIVO Y QUINOLEINAS ALQUILICAS — ARILICAS
AL INICIO DEL ESTUDIO

Producto pH pH Tipo de Aspecto Microbiologia
extracto Quinoleinas emulsion Hongos/
activo alquilicas — bacterias
arilicas
Emulsion 6,2 6,9 W/0 Homogéneo Ausencia
crema pastoso
Lipogel 8 8,6 0/W Homogéneo Ausencia
CUADRO N° 13
EVALUACION DE PARAMETROS FARMACOTECNICOS
EN EMULSION CREMA Y LIPOGEL
DESPUES DE SER SOMETIDOS AL ESTUDIO DE
ESTABILIDAD FISICA ACELERADA
Parametros Emulsion Lipogel Emulsion Lipogel
crema Extracto crema quinoleinas
Extracto Activo Quinoleinas Alquilicas —
Activo Alquilicas — Arilicas
Arilicas
Conteo Sin Sin Sin Sin
microbiano | contaminacion | contaminacién | contaminacion contaminacion
Aspecto Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna
modificacion modificacion modificacion modificacion
visible visible visible visible
Densidad 0,496 0,960 0,870 0,960
g/mL
pH 6,2 8 6,9 8,6




Se observé también que en los productos crema y lipogel, no hay presencia
de exudados en la superficie que es lo mas frecuente cuando se presenta una
inestabilidad fisica que ademas se acelera, cuando se conserva a temperaturas

elevadas .

Los valores de pH al inicio y final del ensayo no han tenido ningn cambio, el
producto emulsién crema es levemente 4cido, sin embargo para los productos lipogel,

reportan un pH alcalino, esto se debe a la presencia de trietanolamina y carbopol.

Los valores de densidad para el producto lipogel elaborado a partir del extracto y
alcaloides quinolinicos, son iguales, sin embargo resultaron mas viscosos los
productos emulsion crema, debido a la presencia de componentes oleosos en mayor

proporcion.

La presencia del laurilsulfato de sodio en la “crema” es uno de los factores
gque incrementa esta viscosidad, por ser un emulsificante forma complejos interfaciales
con los alcoholes grasos de la fase oleosa y por tanto modifica su consistencia y
propiedades reologicas, Yy la presencia del petrolato o vaselina blanca como

espesante aumenta la viscosidad (27).
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4.4.3. Resultado de controles de Estabilidad Fisica acelerada en producto
semiterminado

Las lecturas al espectrofotometro de los productos crema y lipogel, se

evaluaron con el mismo criterio que para el extracto activo y alcaloides quinolinicos, a

longitudes de onda 234 y 262 nm.
GRAFICAN° 10
ESTABILIDA FISICA ACELERADA EN

CREMAY LIPOGEL DE QUINOLINAS ALQUILICAS — ARILICAS
FRENTE A SUS BLANCOS
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Espectros de absorcidon de los productos “crema y lipogel” elaborados a partir
de alcaloides quinolinicos, frente a sus patrones, luego del Test de estabilidad

acelerada, leidas en el intervalo de longitud de onda entre 180 y 400 nm.

68



GRAFICA N° 11

ESTABILIDAD FISICA ACELERADA EN
CREMAY LIPOGEL DEL EXTRACTO ACTIVO
FRENTE A SUS BLANCOS
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Mediante el grafico 9 y 10 se han obtenido los espectros de absorcion de las
muestras patron y de cada una de las muestras en estudio, sometidas al ensayo de

estabilidad fisica acelerada en condiciones de:

temperatura de 45°C por 3 meses
temperatura de 4°C por 1 mes

8 ciclos de (48 horas) a 45°C y 4°C
Centrifugacién a 3000 rpm / 1 hora

YV V V V



LOS BLANCOS DESPUES DEL ENSAYO DE ESTABILIDAD FiSICA

TABLANC 4
RESULTADOS DE PRODUCTOS
EMULSION CREMA'Y LIPOGEL, PREPARADOS A PARTIR DEL
EXTRACTO ACTIVO Y DE ALCALOIDES QUINOLEINICOS, FRENTE A

70

Blanco Blanco Prod. Prod. Prod. Crema Prod.
Extracto activo | Alcaloide Crema Lip.Gel Alcaloides Lip.Gel
sin Stress quinoleinico Extracto | Extracto | Quinoleinicos Alcaloides
Sin Stress + Stress | + Stress + Stress Quinoleinicos
+ Stress
Absorbancias | Cre: 0,66 Cre: 0,67
234 nm L.G: 0,97 L.G: 1,09 0,99 0,85 0,66 1,22
Cre: 0,45 Cre: 0,51
0,69 0,58 0,49 0,91
262 nm L.G: 0,65 L.G: 0,85
Cre: 0,014mg/mL | Cre:
Dilucién 0,01396mg/ml
Lip.Gel: 0,01392 0,01393 0,01396 0,01391
0,01392mg/mL Lip.Gel: mg/mL | mg/mL mg / mL mg / mL
0,01395mg/mL
Rendimiento
% 99,4 % 100 % 99,98 % 99,7 %
Como blanco o patron se utilizd una muestra del mismo producto que no fue

sometido a ningun ensayo de estabilidad.

Considerando los espectros de absorcién de los productos frente a sus

blancos, se ha evaluado la variacion porcentual en la concentracion luego del test

fisico de estabilidad, respecto a los valores de absorcion que corresponden a las

longitudes de onda 234y 262 nm.
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De hecho, las muestras de los productos crema y lipogel no han sufrido
variaciones cuantificables de absorcién, analizando los resultados, ciertamente
confirmamos la estabilidad de los productos, ya que la concentracién del extracto
activo y alcaloides quinolinicos, mantienen la concentracion establecida de 90y 110
% parametros que sefiala la farmacopea USP respecto a las concentraciones de

principios activos en formulaciones farmacéuticas.

4.43.1. Escala de evaluacion de la Estabilidad fisica acelerada en

Emulsion Cremay Lipogel

La siguiente escala se ha adoptado para calificar el Test de estabilidad acelerada:

Ninguna modificacion visible, producto estable
Leve evidencia de falta de homogeneidad
Inicio de separacién de fases

Separacion marcada de fases

o~ w0 NP

Separacion total de fases

CUADRO N° 14

EVALUACION DE ESTABILIDAD FISICA ACELERADA EN EMULSION
CREMA Y LIPOGEL DEL EXTRACTO ACTIVO

Ensayo Emulsién crema | Lipogel
90 dias a 45°C 1 1
6 meses a 37°C 1 1
1 mes a 4°C 1 1
8 ciclos(48 horas) a 45°Cy 1 1
Refrigeracion
Centrifugacion a 3000 rpm / 1 hora 1 1

Como se puede observar los productos elaborados a partir del extracto activo,
son fisicamente estables por que segun la escala de evaluacidon, no presentaron

ninguna modificacion visible.



CUADRO N° 15

EVALUACION DE ESTABILIDAD FISICA ACELERADA EN EMULSION
CREMA Y LIPOGEL
QUINOLINAS ALQUILICAS - ARILICAS

Ensayo Emulsion crema | Lipogel
90 dias a 45°C 1 1
6 meses a 37°C 1 1
1 mes a 4°C 1 1
8 ciclos(48 horas) a 45°Cy 1 1
Refrigeracion
Centrifugacion a 3000 rpm / 1 hora 1 1

Los resultados de estabilidad fisica de los productos elaborados a partir del
concentrado de alcaloides totales (quinolinas alquilicas — arilicas), segun la escala de

evaluacién, no han tenido ningun cambio.

La calificacion obtenida en los productos, confirma el resultado cualitativo
obtenido en los espectros de absorcién, donde se puede observar que los espectros
de las muestras y los patrones son similares, por tanto se confirma también que hubo
compatibilidad entre (principio activo-excipientes-envase) (27) pues no se reportd

ninguna interaccién o cambio de fases.
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4.5. Resultados de ensayos bioldgicos in vivo e in vitro en producto
semiterminado

Los ensayos de irritabilidad dérmica aplicados a los productos “emulsion
crema y lipogel” elaborados a partir del extracto activo y concentrado de alcaloides
totales se calificd segun los resultados obtenidos, para los cuatro productos como: no

irritantes para el caso de las cremas y ligeramente irritantes para los productos lipogel

En el siguiente cuadro se detalla los resultados de los ensayos biolégicos

CUADRO N° 16

PARAMETROS BIOLOGICOS EN EMULSION CREMA

LIPOGEL
Parametros Emulsion Lipogel Emulsion crema Lipogel
crema Extracto Concentrado de Concentrado de
Extracto Activo  Alcaloides Totales Alcaloides
Activo Totales
Bacterias Ausencia = Ausencia Ausencia Ausencia
Hongos Ausencia = Ausencia Ausencia Ausencia
Irritabilidad No irritante No No irritante ligeramente
dérmica (in irritante irritante
Vivo)

Este cuadro detalla por separado la emulsion crema y lipogel, preparados a

partir del extracto activo y del concentrado de alcaloides totales.



CUADRO N° 17

Evaluacion de la Actividad Bioldgica in vitro sobre promastigotes de Leishmania en

producto semiterminado
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LEISHMANIA
N° Compuesto IC 50 (ug/ml)
PH8( L. amazonensis) M2903( L. brasilensis) PP75(L. donovani)
Emulsion crema /
Extracto activo
72,6 100, 9 125

Lipogel / Extracto
Activo 51,6 55,5 68,0

Emulsién crema/
Alcaloides Quinolinas

(Alquilicas-Arilicas) 67,3 37,5 67, 3
Lipogel/ Alcaloides

Quinolinas
(Alquilicas- Arilicas) 12,5 12,5 21,8

Alcaloides Totales de
corteza BLANCO 21,8 22,1 26,4

Fuente: Unidad de quimioterapia experimental I.1.F.B.

Tomando en cuenta los valores de ICsq (concentracidn inhibitoria) del blanco
como referencia, vemos que los productos lipogel, principalmente el que esta
elaborado a partir de los alcaloides totales, presentan buena actividad biolégica e

incluso con valores por debajo de la concentracion inhibitoria.



CUADRO N° 18
ACTIVIDAD BIOLOGICA IN VITRO EN EMULSION CREMA ELABORADA A
PARTIR DE UNA
MEZCLA DE EXTRACTO ACTIVO DE CORTEZA Y EXTRACTO ACTIVO DE HOJA
(25 / 5)

LEISHMANIA

Compuesto IC 50 (ug/ml)
PH8( L. amazonensis) M2903( L. brasilensis) PP75(L. donovani)

Emulsiéon crema /
Extracto Mezcla
(extracto de corteza —
extracto de hoja)

42,7 42,7 55,7

Alcaloides Totales de
Corteza BLANCO 21,8 22,1 26,4

Fuente: Unidad de quimioterapia experimental- I.I.F-B.

Resultados obtenidos de una muestra de prueba que se hizo solo con el
extracto diclorometanico donde se mezclé una relacion de 25 /5 de extracto de
corteza / extracto de hojas y como se puede observar la actividad es buena frente a
las tres cepas en estudio, con valores cercanos al IC 5o del blanco que se toma como

referencia.

A manera de comparar, el aumento de la actividad biol6gica del producto
crema elaborado a partir del extracto mezcla (cuadro N° 18) y extracto puro de
corteza (cuadro N° 17), se debe a que en las hojas se encuentran los alcaloides con
mayor concentracion y actividad, sin embargo, una limitante para elegir esta emulsion
crema, fue el color verde intenso, propio de la clorofila presente en las hojas de la
planta, pero no se descarta la opcion de que una vez que se consiga separar la
clorofila del extracto de hoja, sea la combinacion ideal como extracto activo, para
elaborar las formas farmacéuticas propuestas, trabajo que aun se halla en proceso en
el L.I.F.B.



CUADRO N° 19
ANALISIS MICROBIOLOGICO EN PRODUCTO CREMAY LIPOGEL
( ALCALOIDES QUINOLINICOS)
MUESTRAS LLEVADAS A RURRENABAQUE Y SANTA ROSA DE MARAVILLAS

CREMA EVANTA QUINOLINAS (Alquilicas — Arilicas 5%

RESULTADO
MEDIO DE CULTIVO

Agar Nutritivo Crecimiento de colonias pequefias,
blanquecinas.

Tinciéon Gram: bacilos gram negativos.

Agar Salmonella — Shiguela No se observa crecimiento
Agar Manitol Salado No se observa crecimiento
Agar Mac Conkey Crecimiento de colonias grandes rojas

Tincién Gram: bacilos gram negativos.

Agar Cetrimide No se observa crecimiento

Prueba Bioguimica de Colonia proveniente de Agar Mac Conkey

TSI Lactosa (+), Glucosa (+),

SH, (-) con gas

SIM Sulfuro -
Indol +
Motilidad +

Comentario: Se observd crecimiento en medio nutritivo y en medio Mac Conkey, de
colonias caracteristicas de E. Coli, al realizar las respectivas pruebas bioquimicas y

tinciébn de gram, se concluye que se trata de Escherichia coli.




LIPOGEL DE EVANTA QUINOLINAS (Alquilicas — Arilicas) 5%

MEDIO DE CULTIVO

RESULTADO

Agar Nutritivo

Crecimiento colonias incoloras y
transparentes y pequefas

Tincion Gram: bacilos gram negativos

Agar Salmonella — Shiguela

Crecimiento colonias incoloras y
transparentes y pequefas

Tincion Gram: bacilos gram negativos

Agar Manitol Salado

No se observa crecimiento

Agar Mac Conkey

Crecimiento colonias incoloras vy
transparentes y pequefas
Tincion Gram: bacilos gram negativos

Agar Cetrimide

No se observa crecimiento

Prueba Biogquimica de Colonia proveniente de Agar S-S

TSI Lactosa (-), Glucosa (+), SH, (-) con o
sin gas
Lisina Alcalina (color purpura) en la superficie

inclinada.

- Acida (amarillo)) en el fondo.
- Sin Produccion de SH2 (ennegrecimiento
del fondo del tubo).

Comentario: Por las caracteristicas presentadas en el cultivo en Agar S-S- y Mac

Conkey, resultados de pruebas bioquimicas y tincion de gram se concluye la presencia

de Shigella sp. ( en muestras que se llevaron para prueba a la zona de Rurrenabaque

y Santa Rosa de Maravillas)
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CUADRO N° 20

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE
(EXTRACTO ACTI
EN MUESTRAS QUE SE LLEVARON A

PRODUCTO CREMAY LIPOGEL
VO DE CORTEZA)
RURRENABAQUE Y SANTA ROSA DE

MARAVILLAS

CREMA EVANTA EXTRACTO ACTIVO DE CORTEZA

5%

MEDIO DE CULTIVO

RESULTADO

Agar Nutritivo

No se observa crecimiento

Agar Salmonella — Shiguela

No se observa crecimiento

Agar Manitol Salado

No se observa crecimiento

Agar Mac Conkey

No se observa crecimiento

Agar Cetrimide No se observa crecimiento
LIPOGEL EVANTA EXTRACTO ACTIVO DE CORTEZA 5%
RESULTADO
MEDIO DE CULTIVO
Agar Nutritivo Crecimiento de colonias pequefias,

blanquecinas.

Tinciéon Gram: bacilos gram negativos.

Agar Salmonella — Shiguela

No se observa crecimiento

Agar Manitol Salado

No se observa crecimiento

Agar Mac Conkey

Crecimiento de colonias grandes rojas

Tincion Gram: bacilos gram negativos.

Agar Cetrimide

No se observa crecimiento

Prueba Bioguimica de Colonia proveniente de Agar Mac Conkey

TSI Lactosa (+), Glucosa (+), SH, (-) con gas
SIM Sulfuro -

Indol +

Motilidad +

Comentario: Se observa crecimiento en medio nutritivo y en medio Mac Conkey, con

colonias caracteristicas de E. Coli, al real

tincibn de gram, se concluye que se trata d

izar las respectivas pruebas bioquimicas y

e Escherichia coli.
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Respecto al andlisis microbioldgico de productos (cuadros N° 19 y N° 20), se
presentd colonias tipicas de Escherichia coli, cuya presencia es una sefial de alerta,
pues la contaminacion proviene del producto ya terminado, que ya viene condicionado
principalmente por la manipulacién inadecuada de los productos, pues el extracto
activo y concentrado de alcaloides quinoleinicos, antes de la preparacion de los
productos “ crema y lipogel”, presentaron un nivel minimo de contaminacion
microbiologica “contaminacion microbioldgica de alerta (x)” (cuando el contenido
bacteriano es > x pero < 6 = a 5x/g los hongos y levaduras han de ser ensayados) y se
realizé ademas, el ensayo de ausencia de organismos indicadores tal como sefiala la
farmacopea Europea 1997 y la revista Forum. Volumen 18, N° 14, Julio 1992, para
ingredientes naturales, excipientes y principios activos, ya que es un requisito
sefialado en farmacopeas que la calidad microbiolégica que deben cumplir los
medicamentos a base de plantas, sefiala ausencia de organismos indicadores, sin
embargo, como control inicial de proceso del material vegetal, seria importante realizar
un lavado en agua potable y desinfeccién con hipoclorito de sodio el momento de la
colecta de la planta misma, ya que la presencia de estos microorganismos se debe
también al lugar de origen donde se cultiva la planta, métodos de desecacion
(artesanal), temperatura de secado generalmente menor a 30°C, inadecuado
almacenamiento de corteza, hojas y 6érganos de la planta en general, y para aclarar, la
presencia de Shiguella en uno de los productos se debe también una contaminacion
post- proceso, pues se trata de muestras que fueron llevadas a la zona de
Rurrenabaque y Santa Rosa de Maravillas, y que fueron sometidas a un stress fisico
por los comunarios de la zona, para que periddicamente las expongan a medio
ambiente “como manipulan normalmente cuando se aplican algun producto” sin
embargo la presencia de Escherichia Coli y Shiguella no se consider6 como carga
microbiana importante, justamente por el origen de la contaminacion, ademas debe
destacarse la actividad antiparasitaria que tiene el extracto diclorometanico activo
como tal, frente a las amebiasis, sin embargo, serd importante tomar en cuenta la
forma de aplicacion sobre la piel, para garantizar la accién y la eficacia, al igual que

cualquier otro medicamento de uso topico.
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CUADRO N°21
EVALUACION DE PRUEBA DE IRRITACION EN PIEL DE CONEJOS
(PRUEBA DEL PARCHE)

Producto en estudio Eritema | Edema | Prurito | Categoria
Emulsion crema
Extracto activo de corteza 0 1 0
Lipogel Extracto activo 0 1 1
de corteza
Emulsion crema
Alcaloides quinoleinicos 0 1 0
Lipogel
Alcaloides quinoleinicos 0 2 11-2

INTERPRETACION DE RESULTADOS

EVALUACION PRUEBA DE IRRITACION EN PIEL DE CONEJOS ( PARCHE)

CATEGORIA ESCALA
0-1 No irritante
1,1-2 Ligeramente irritante
2,1-5 Moderadamente irritante
51-6 Irritante de moderado a severo
6,1-8 Irritante severo

CRITERIO DE ACEPTACION

En cuanto a los ensayos de irritabilidad dérmica realizados con los productos

se pudo observar que 2 conejos reaccionaron a la sensacion de prurito, durante la

primera hora, sin llegar a provocarles “stress” pero, esto dio lugar a que a las 24 horas,

se presente un eritema bien definido que desaparecié a las 72 horas, esta reaccién de
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prurito se presenté con mayor intensidad en el producto “lipogel” elaborado a partir de
los alcaloides quinolinicos esto se debe a que tienen un pH més alcalino debido a la
presencia de la trietanolamina y el carbopol y a la presencia misma de los alcaloides
y para las “cremas” la sensacion de prurito fue muy leve, casi imperceptible, sin
embargo esto no significa que los productos “lipogel” sean irritantes, es mas, esa
reaccion pudo deberse a que la piel del conejo es extremadamente sensible y muy
delgada y como para realizar el ensayo se rasura dejando la zona libre, es posible
que haya quedado ciertas abrasiones en la piel del conejo, pero si tomamos en
cuenta un proceso de Leishmaniasis cutanea donde la piel en esa region esta
dafiada, y como en todo proceso donde hay un dafio en las capas epidérmica y
dérmica, entonces las terminaciones nerviosas y corpusculares obviamente estan
dafadas, por tanto una reaccion de sensibilidad al producto sera levemente

irritante.
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4.6.

Cumplimiento de los Objetivos planteados

OBJETIVO GENERAL

RESULTADO DE LA INVESTIGACION

Estudio de preformulacion a una
“emulsion crema” y “lipogel” de uso topico
para el extracto activo de corteza y
concentrado de alcaloides totales
(quinolinas alquilicas — arilicas) de la
especie vegetal: Galipea longiflora krause
“Evanta”

Se consiguid  realizar el estudio de
preformulacién en la “ emulsién crema” y
“lipogel” de uso topico

OBJETIVOS ESPECIFICOS

RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

Evaluar la actividad biologica | Se ha presentado buena actividad en
(antiparasitaria) in vitro sobre | los alcaloides quinolinicos, frente a las
promastigotes de tres cepas de|cepas de estudio y el blanco como
Leishmania en el extracto | también con relacion al extracto
diclorometanico y concentrado de | diclorometanico de corteza.

alcaloides totales de la Galipea longiflora

krause “evanta”.

Realizar estudios fisico- quimicos al | Se realizaron satisfactoriamente los

extracto diclorometanico y concentrado
de alcaloides totales de la Galipea
longiflora krause “evanta”.

ensayos correspondientes al extracto y
concentrado de alcaloides totales y se ha
determinado  que aparentemente son
fisicamente estables.

Desarrollar formulacibnes semisélidas
“emulsion crema” y “lipogel” a escala
laboratorio preparada a partir del
extracto activo y concentrado de
alcaloides totales.

Se consiguid preparar la crema y
lipogel, estable fisicamente elaborada a
partir del extracto y alcaloides
quinolinicos.

Determinar: estabilidad fisica, parametros
organolépticos, farmacotécnicos,
microbiologicos, evaluar la actividad
biolégica in vitro, ensayos biolégicos in
vivo a la emulsion crema y lipogel
segun especificaciones.

Se realizaron todos los ensayos, los

resultados demostraron gue son
productos gue cumplen con las
especificaciones para formas
semisolidas.
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4.7. Validacion de la hipoétesis

Al trabajar este proyecto de investigacion con un producto natural Galipea
longiflora krause Kallunki “Evanta”, se comprobd satisfactoriamente la actividad
biolégica in vitro, frente a promastigotes de Leishmania, del extracto organico activo
y alcaloides quinolinicos y se pudo desarrollar de manera correcta las formas
farmacéuticas semisolidas (emulsiéon crema y lipogel) para uso tépico, que conservan

ademas su actividad biolégica y estabilidad fisica.
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5. CONCLUSIONES

Analizando los parametros fisicos, quimicos y evaluando la actividad bioldgica
in vitro, del extracto diclorometanico y alcaloides quinolinicos, ciertamente podemos
confirmar la estabilidad fisica y terapéutica, cuando nos referimos a la actividad

biolbgica, por definicion internacional.

Los espectros de absorcion del extracto activo y alcaloides quinolinicos como
control, barrido en el intervalo de 180 y 400 nm respecto a los valores de absorbancia
Vs concentracion, cumplen la ley de Lambert y Beer, por que presentan un “r 2” de

0,98 y 0,99, por tanto, serviran de base para los estudios de estabilidad quimica.

Los datos obtenidos en relacion al extracto activo y alcaloides quinolinicos en
general, dan como resultado una vision mas amplia y serviran de base para ulteriores

estudios en el desarrollo de la Fitotecnologia

Considerando los resultados que emergen de las formulaciones estudiadas, se

concluye que son buenas formulaciones y que presentan resultados satisfactorios.

Cabe aclarar que no se realizaron algunas pruebas complementarias para
conocer mas sobre el extracto diclorometanico activo y alcaloides quinoleinicos 'y
para completar el estudio de preformulacién, debido a la falta de experiencia ,
tiempo, ademas principalmente por la cantidad de muestra disponible para el

estudio.

La elaboracion de las formulaciones fue a escala laboratorio y experimental
como principio del desarrollo galénico, por tanto, el método de elaboracion no esta
validado, los resultados obtenidos son solo indicativos, no representativos por que se
elabord cantidades muy pequefias y como “ el tipo de informacion necesaria, dependera de la
forma de dosificacion que se vaya a desarrollar” se concluye que: el presente trabajo es una
base de informacién técnica vy cientifica para la manipulacién y formulacion de

futuros estudios aplicados en el &rea de la Fitotecnologia.
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Considerando que como toda técnica de laboratorio, tiene un porcentaje de
error de aproximadamente un 2% (materiales, trabajo de operador, condiciones de
ambiente, equipos, etc) se concluye que el (extracto activo y alcaloides
quinoleinicos) en los productos “crema y lipogel” puede tener una desviacion de
+/- 5 %.

Los esquemas de estudios de estabilidad fisica acelerada realizados en el
presente trabajo cumplen la normativa elaborada por el Comité Internacional de
Armonizacion (ICH) , relativas a las condiciones en las que deben llevarse a cabo los

estudios de estabilidad de nuevos principios activos y medicamentos.

Se concluye ademas que los productos lipogel elaborados a partir del
extracto activo de corteza Yy alcaloides quinolinicos principalmente, son la eleccion
indicada, para la forma farmacéutica, por que presentan mayor actividad biologica

que los productos crema, son estables fisicamente aunque ligeramente irritantes.

Ambas formulaciones fueron estables fisicamente en el periodo de estudio y
cumplen las especificaciones para formas semisdlidas, sin embargo exceptuando el
lipogel elaborado de alcaloides quinolinicos, los demas productos presentan cierto

grado de viscosidad, razon por la cual no se pudo realizar sus respectivos Reogramas.

Para concluir, este tipo de estudios sistematizados, permite conocer y
manejar la tradicion etnobotdnica de nuestras culturas que constituye un orgullo

para el pueblo Boliviano.

Ademés promueven el desarrollo de la fitotecnologia, principalmente en paises

como el nuestro donde los recursos naturales son la fuente principal de desarrollo.

85



6. RECOMENDACIONES

Se sugiere que los estudios farmacocinéticos se realicen en el
concentrado de los alcaloides quinolinicos y / o del alcaloide que presente mayor
actividad bioldgica, por que trabajar sobre un extracto crudo de origen vegetal, resulta
muy complejo por la presencia de otros componentes que de alguna manera

interfieren en los resultados, lo cual hace su valoracion extremadamente inexacta.

Se sugiere conocer mas sobre las caracteristicas fisico quimicas del extracto
y / o alcaloides quinolinicos, conociendo ademéas la constante y grado de
ionizacién, coeficiente de particidn que es la medida de la lipofilia de un compuesto, y
los factores que afectan la transferencia percutdnea, condicionan la dosis y la forma

farmacéutica final como las caracteristicas biofarmacéuticas.

La informacion de estabilidad acelerada debe incluir resultados de los estudios
a largo plazo donde se incluira resultados de por lo menos 3 lotes elaborados a escala

piloto, por esta razon se recomienda continuar con el presente estudio.

También sera importante desarrollar un método de andlisis quimico para
cuantificar el principio activo, que necesariamente debera ser estandarizado para que

sea repetible y reproducible y por tanto, validado.

Se sugiere ademas que para las evaluaciones de actividad bioldgica in vitro,
frente a promastigotes de Leishmania se utilice también como blanco o patrén una
muestra de extracto activo de corteza para que la apreciacion de los resultados sean
mas exactos, ademas de establecer como en todo método analitico el error porcentual
de variabilidad, para asi valorar los resultados de la actividad biolégica in vitro con

mayor exactitud.

86



El tipo de trabajo realizado marca el inicio del desarrollo tecnoldgico por
parte de la universidad que en base a la informacion etnobotanica y medicina
tradicional, valida cientificamente el uso de plantas medicinales, lo importante seria
gue se siga financiando y se continle con las investigaciones y de esta manera la
universidad pueda aportar informacion tecnolégica cientificamente desarrollada de
las especies vegetales, con propiedades farmacoldgicas, a la Industria Farmacéutica
Nacional y ésta a la vez, desarrollar fitomedicamentos potencializando el mercado
Nacional con productos eficaces, seguros y a precios accesibles, no solo con la
finalidad de lucro sino por el hecho de que paises como el nuestro en vias de
desarrollo y donde la Leishmaniasis es endémica, seria de mucho valor contar con un
fitomedicamentos cuya finalidad sea erradicar este tipo de enfermedad y a la vez

ofrecer garantia a los turistas.

Para concluir, el tratamiento para la Leishmaniasis mucocutanea vy
Leishmaniasis visceral es por via sistémica, debido a que el parasito se aloja en los
cartilagos del macizo facial y en las visceras ( higado, bazo) por lo que el tratamiento
debe ser por via sistémica y complementado por via topica para el caso de la
Leishmaniasis mucocutanea, por tanto, la forma farmacéutica propuesta en el
presente estudio, es un coadyuvante para el tratamiento de la Leishmaniasis
mucocutdnea y cutanea ,aunque en esta Ultima la erupcion en la piel, muchas veces

Seé cura esponténeamente.
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APENDICE N° 1

FICHA TECNICA O EXPEDIENTE DEL EXTRACTO DICLOROMETANICO ACTIVO

DE CORTEZA
IEB ESTUDIO FISICO -QUIMICO
Instituto DEL EXTRACTO DICLOROMETANICO DE
Investigacion CORTEZA
Farmaco -
Bioquimico

DATOS DE PREFORMULACION

Investigador / es:

Fecha de inicio:

Nomenclatura
Nombre INN del compuesto: _ Galipea longiflora Krause_"evanta” _

Nombre quimico: Quinoleinas Alquilicas - Arilicas_
Numero de lote: 0001 corteza

Férmula estructural:
Al tratarse de un extracto orgénico, diclorometanico, es una mezcla de todos los

compuestos propios de de una especie vegetal



Alcaloides presentes en la corteza:

2- fenilquinoleina 47, 7%
4- Metoxi-2- fenilquinoleina 2.8 %
2- ( 3, 4 — dimetoxifeniletilquinolina 1,1 %
2- (3, 4 — metilen dioxifeniletilquinolina 10,2 %
4 — metoxi- 2 - (3", 4’ - dioxifeniletil 3,1%
4 — metoxi- 2- n- pentilquinolina 1,0%
2 — n — pentilquinolina 2,4 %
2 — n — propilguinolina 1.3%
Chimanina A 2,4 %

CARACTERES ORGANOLEPTICOS DEL EXTRACTO ACTIVO

Aspecto y Color:

Material pastoso, semisolido a temperatura ambiente, con presencia de cristales,
color café pardo y liquido aceitoso a temperatura de 30°C

Olor:

Caracteristico a tierra

Sabor:

Picante, amargo, aceitoso

CARACTERES FISICOS DEL EXTRACTO ACTIVO

Ablandamiento:

Caracteristicas especiales de ablandamiento: A temperatura ambiente (15°C) tiene
consistencia pastosa, a temperatura de 25— 30 °C se diluye, transformandose en un
liguido café — pardo, aceitoso.

Contenido en agua : (humedad Karl Fischer):  3,1975 %

Solidos totales: 8,69

Residuos solidos: 2,0

indice de refraccion: 1,335
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Cromatografia en capa fina TLC :
El extracto debera diluirse en dicloro metano para la aplicaciébn en cromatoplaca y

el sistema de elucion debe ser éter de petrdleo / acetato de etilo (9/1) 6 (7/3).

Cromatografia por Espectroscopia :
La concentracidén Optima para observar el espectro de absorcion a las longitudes de
onda de (234, 262, 331) nm deberd ser: 0.01333 mg/ mL vy el barrido sera en

intervalos de longitudes de onda de 180 — 400 nm.

Evaluacion Estabilidad acelerada

Temperatura, humedad y diferentes medios

— 3
Condlplf),n Tiempo % Recupe(a}do % Productos Aspecto
Exposicion Degradacion

45°C /75 %H 3 meses - - Sin cambio
37°Ce 6 meses Sin cambio
4°C 3 meses - - Sin cambio

Estabilidad a la luz

Lampara U.V.
Aspecto Sin  cambio
aparente
% bioactivo: -
% Prod. Degradacion: -

Conclusiones



APENDICE N° 2
FICHA TECNICA O EXPEDIENTE DEL ALCALOIDE QUINOLEINICO

IIFB ESTUDIO FISICO QUIMICO
Instituto DE ALCALOIDES QUINOLEINICOS
Investigacion ( ALQUILICOS - ARILICOS)
Farmaco -
Bioquimico

DATOS DE PREFORMULACION:

Investigador / es:

Fecha de inicio:

Nomenclatura

Nombre INN del compuesto: _ Galipea longiflora Krause "evanta”

Nombre quimico: Quinoleinas Alquilicas - Arilicas _

Numero de lote: 0001 concentrado de alcaloides quinoleinicos
(‘alquilicos — arilicos)

Férmula estructural:
Al tratarse del concentrado de los alcaloides totales de la Galipea longiflora Krause “
Evanta” se considera también una mezcla de todos los alcaloides presentes en la

corteza
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ESTRUCTURAS QUIMICAS DE LOS ALCALOIDES PRESENTES EN LA

CORTEZA
~ | = |
N N
| \/ CH 3
2-fenil-quinolina 4 -Metoxi-2-n- pentil-quinolina

©ﬂ\/\
NN
\N

2-(3,4- Dimetoxifeniletil)- quinolina

[:ij/OCHs
~N
OCH,

2-(3,4-Metilendioxifenil-etil)-quinolina

©fl/\/\ @%
SN CH, Y

2-n-pentil- quinolina 2-n-propil-quinolina

CH
3

OCH3 OMe
@f/j\/\ D
I~ -
N H ~ _ OCH
OCH
CHIMANINA - A 2

4-metoxi-2-n-(3',4’metilendioxifeniletil)quinolina

/ T
3/

4-metoxi-2-fenilquinolina
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CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Aspecto y Color:

material sélido - pastoso seco a temperatura ambiente de 15°C, con presencia de
cristales color café amarillento, y a temperatura de 25 © - 30° C tiene consistencia
liquida, color café pardo, aceitoso

Olor: caracteristico picante

Sabor: picante amargo

Fotografia de concentrado de alcaloide totales (quinoleinas alquilicas — arilicas)
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CARACTERES FISICOS

Ablandamiento:
Caracteristicas especiales de ablandamiento: A temperatura ambiente 15°C
tiene consistencia pastosa, seca, a temperatura de 25° — 30 °C se diluye,

transformandose en un liquido café pardo, aceitoso

Contenido en agua ( humedad Karl Fischer): 2,37 %

Sélidos totales: 473
Residuos Soélidos: 0,9
indice de refraccion: 1,334

Cromatografia en capa fina TLC :
El concentrado de alcaloides totales ( quinoleinas alquilicas- arilicas) debera
diluirse en dicloro metano para la aplicacion en la cromatoplaca, el sistema de elucién

debe ser éter de petréleo / acetato de etilo (9/1) 6 (7/3)

Cromatografia por Espectroscopia :
La concentracion Optima para observar el espectro de absorcibn a las
longitudes de onda de (234, 262, 331) nm. debera ser : 0.0133 mg/ mL y el barrido

sera en intervalos de longitudes de onda de 180 — 400 nm.

Evaluacion Estabilidad acelerada

Temperatura, humedad y diferentes medios
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EXxposicion Degradacion
45°C | 75 %H 3 meses - - Sin cambio
37°C 6 meses - - Sin cambio
4°C 3 meses - - Sin cambio
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Estabilidad a la luz

Lampara U.V.
Aspecto Sin  cambio
aparente
% bioactivo:
% Prod.
Degradacion:

Conclusiones



APENDICE N° 3
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FICHA TECNICA GENERAL DE PRODUCCION “ LIPOGEL”

I.I.LF.B. - UMSA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES FARMACO BIOQUIMICAS
AREA DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA

FICHA TECNICA DE PRODUCCION

PRODUCTO :Lipogel de Evanta (Galipea longiflora Krause) LOTE : 001
PRESENTACION : Pomo de 42g FECHA : 02 — 05

HOJA N°:
CODIGO DE PRODUTO : LGE LOTE : 200 cc.(5 pomos) 1

FORMULA MAESTRA N°2:

PROD.: Escala Lab.

FORMULA Cualitativa 100 cc.

NO
CODIGO MATERIA PRIMA CANTIDAD CONTROL

Alcohol Cetilico 50 %

Alcohol Estearilico 8,0 %

Carbopol 940 0,1%

Propilenglicol 6,0 %

Metillparabeno 0,2%

Propilparabeno 0,1%

Aceite de oliva 5,0 %

Trietanolamina 0,7 %

Extracto activo 6

alcaloides quinolinicos 5,0 %

Polisorbato 80 2,0%

Agua Destilada C.S.p.

MATERIAL PESADO POR:

MATERIAL IDENTIFICADO SI

NO

PRECAUCIONES :
Mantener las condiciones de higiene recomendadas
Acondicionar las etiquetas después de produccion
Emplear normas BPM durante el proceso de produccion

MATERIALES :

Vasos precipitados de acero inoxidable de capacidad adecuada

Pipetas de vidrio de 1, 5, 10 ml.
Probetas de 50 y 100 ml.




APENDICE N° 4
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FICHA TECNICA GENERAL DE PRODUCCION “EMULSION CREMA”

I.I.LF.B. - UMSA

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES FARMACO BIOQUIMICAS
AREA DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA

FICHA TECNICA DE PRODUCCION

PRODUCTO : Emulsién Crema Evanta(Galipea longiflora Krause) LOTE : 001
PRESENTACION : Pomos de 42 g. FECHA : 02 — 05

HOJA N :
CODIGO DE PRODUTO : ECE LOTE : 200 cc.(5 pomos) 1

FORMULA MAESTRAN°1:

PROD.: Escala Lab.

FORMULA : Cualitativa para 100 cc.

NO

CODIGO MATERIA PRIMA CANTIDAD CONTROL

Alcohol Cetilico 55 %

Alcohol Estearilico 55 %

Laurilsulfato de Sodio 25%

Vaselina Sdlida 55%

Propilenglicol 10,0 %

Metilparabeno 0,2%

Propillparabeno 0,1%

EDTA 0,01 %

Extracto activo 6

Alcaloides quinolinicos 50%

Agua Destilada C.S.p.
MATERIAL PESADO POR:
MATERIAL IDENTIFICADO : Sl: NO:

PRECAUCIONES :

Mantener las condiciones de higiene recomendadas
Acondicionar las etiquetas después de produccion
Emplear normas BPM durante el proceso de produccion

MATERIALES :

Vasos precipitados de acero inoxidable de capacidad adecuada
Pipetas de vidrio de 1, 5, 10 ml.

Probetas de 50 y 100 ml.
Espatulas

Termémetro (De 0 a 100 °C)

Hornilla
Varillas




APENDICE N° 5
FORMULA MAESTRA “EMULSION CREMA”

CREMA - EXTRACTO ACTIVO DE EVANTA

PROTOCOLO DE MANUFACTURA

Realizar la limpieza de todo el material a utilizar
Realizar el pesaje de los excipientes

Separar los excipientes de fase oleosa

Separar los excipientes de fase acuosa

Preparar y pesar el bioactivo

Calentar ambas fases a temperatura de 70°C

Afnadir lentamente la fase acuosa sobre la fase oleosa

Afadir el extracto activo, previamente calentado a no més de 30°C

© ©® N o o bk w0 DdPRE

Agitar constantemente hasta enfriamiento
10. Acondicionar los envases plasticos y afiadir la emulsion crema
11. Controlar el peso

12. Identificar los envases con las etiquetas

Observaciones: La preparacion de la ” emulsion crema” es a escala laboratorio, por
tanto el material a utilizar, excipientes, forma de preparacion, etiquetas, envases, son

a prueba, hasta confirmar con los estudios a escala piloto.
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ACONDICIONAMIENTO

El envase primario es de polipropileno, pomos x 40 g, tapa rosca,

ESPECIFICACIONES DE LA CREMA DE EXTRACTO EVANTA

Producto: Emulsién crema
Bioactivo: extracto activo de corteza
Lote N°: 0001

Envase: pomo x 40 g




Aspecto: semisolido

Color: amarillo verdoso

Olor: caracteristico a tierra

pH : 6,2
Viscosidad: 6661,66 cps
Densidad: 0,496 g/L

Parametros Organolépticos

Parametros fisico quimicos

Identificacion del principio activo: (en proceso de desarrollo)

Valoracion microbioldgica
Escherichia Coli

Salmonella

Pseudomona aeruginosa
Staphylococcus Aureus.

Hongos /lev.

Limites microbianos
* Ausenciaenlg
* Ausenciaen 10 g
** Ausenciaen 1g
*Ausenciaenl g
* Menor a 10* UFC / g

* Farmacopea Europea 1997, productos a base de plantas

** Parametros microbiolégicos para productos farmacéuticos ( disposicion ANMAT

3908 / 98 anexo 1)

Actividad Bioldgica: LEHISMANIA IC 50 ug/ml

PH8 ( L. amazonensis)

72,6

M2903 (L. brasilensis ) PP75 ( L. donovani)
100, 9 125
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PRUEBAS PRELIMINARES DE CONTROL DE CALIDAD
CREMA DE EXTRACTO ACTIVO DE EVANTA

Parametros organolépticos:
Aspecto: Ninguna modificacion visible
Color:  amarillo verdoso

Olor: caracteristico a tierra

Parametros fisico quimicos
pH : 6,2
Viscosidad: 6661,66 cps
Densidad: 0,496 g /L
Identificacion del principio activo: ( en proceso de desarrollo)

Valoracion microbiolégica Limites microbianos
Escherichia Coli ausencia
Salmonella ausencia
Pseudomona Aeruginosa ausencia
Staphylococcus Aureus ausencia

Hongos / lev. ausencia




APENDICE N° 6
FORMULA MAESTRA “LIPOGEL”

LIPOGEL - EXTRACTO DE EVANTA

PROTOCOLO DE MANUFACTURA
. Realizar la limpieza de todo el material a utilizar
. Realizar el pesaje de los excipientes
. Separar los excipientes de fase oleosa
. Separar los excipientes de fase acuosa
. Preparar y pesar el bioactivo
. Remojar el carbopol en agua 30 minutos antes
. Calentar ambas fases a temperatura de 70°C

. Afadir lentamente la fase acuosa sobre la fase oleosa

© 00 N O 0o A W DN PP

. Afadir el extracto activo de corteza previamente calentado a no mas de 30°C
10. Afadir trietanolamina
11. Agitar constantemente hasta enfriamiento
12. Acondicionar los envases plasticos y afiadir el lipogel
13. Controlar el peso
14.1dentificar los envases con las etiquetas
Observaciones: La preparacion de " Lipogel " es a escala laboratorio, por tanto el
material a utilizar, excipientes, forma de preparacion, etiquetas, envases, son a

prueba, hasta confirmar con los estudios a escala piloto.
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ACONDICIONAMIENTO

El envase primario es de polipropileno,(plastico) pomos x 40 g, tapa rosca,

ESPECIFICACIONES DE LIPOGEL DE EXTRACTO ACTIVO DE EVANTA
Producto: Lipogel
Bioactivo: extracto activo de corteza
Lote N°: 0001
Envase: pomo x40 g
Parametros organolépticos:
Aspecto: semisolido
Color:  amarillo claro
Olor: caracteristico a tierra
Parametros fisico quimicos
pH : 8,0
Viscosidad: 193,66 cps
Densidad: 0,960 g/L

Identificacidn del principio activo: ( en proceso de desarrollo )

Valoracion microbioldgica Limites microbianos
Escherichia Coli * Ausenciaenlg

Salmonella * Ausenciaen 10g

Pseudomona aeruginosa ** Ausenciaenl g

Staphylococcus Aureus. *Ausenciaenl g

Hongos /lev. * Menor a 10* UFC / g

* Farmacopea Europea 1997, productos a base de plantas
** Pardmetros microbiolégicos para productos farmacéuticos ( disposicion ANMAT
3908 /98 anexo 1)

Actividad Bioldgica: LEHISMANIA IC 50 ug/ mi
PHS8 (L. amazonensis) M2903 (L. brasilensis) PP75 ( L. donovani)
51,6 55,5 68,0
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PRUEBAS PRELIMINARES DE CONTROL DE CALIDAD
LIPOGEL DE EXTRACTO ACTIVO DE EVANTA

Parametros organolépticos:
Aspecto: Ninguna modificacion visible
Color:  amarillo claro
Olor: caracteristico a tierra
Parametros fisico quimicos
pH : 8,0
Viscosidad: 193,66 cps
Densidad: 0,960
Identificacion del principio activo: (en proceso de desarrollo )

Valoracion microbiolégica Limites microbianos
Escherichia Coli ausencia
Salmonella ausencia
Pseudomona Aeruginosa ausencia
Staphylococcus Aureus. ausencia

Hongos / lev. ausencia

108




APENDICE N° 7
FORMULA MAESTRA “EMULSION CREMA”

CREMA — CONCENTRADO DE ALCALOIDES TOTALES
(QUINOLEINAS ALQUILICAS-ARILICAS)

PROTOCOLO DE MANUFACTURA
. Realizar la limpieza de todo el material a utilizar
. Realizar el pesaje de los excipientes
. Separar los excipientes de fase oleosa
. Separar los excipientes de fase acuosa
. Preparar y pesar el bioactivo
. Calentar ambas fases a temperatura de 70°C

. Afadir lentamente la fase acuosa sobre la fase oleosa

0 N o o B~ WDN P

. Afiadir el concentrado de alcaloides quinoleinicos previamente calentado a no
mas de 30°C

9. Agitar constantemente hasta enfriamiento

10. Acondicionar los envases plasticos y afiadir la emulsion crema

11. Controlar el peso

12. Identificar los envases con las etiquetas

Observaciones: La preparacion de la ” emulsion crema” es a escala laboratorio, por
tanto el material a utilizar, excipientes, forma de preparacion, etiquetas, envases, son

a prueba, hasta confirmar con los estudios a escala piloto.
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ACONDICIONAMIENTO

El envase primario es de polipropileno, pomos x 40 g, tapa rosca,

ESPECIFICACIONES DE LA CREMA ALCALOIDES QUINOLEINICOS
Producto: Emulsién crema
Bioactivo: Concentrado de alcaloides totales(quinoleinas alquilicas arilicas)
Lote N°: 0001

Envase: pomo x40 g

Parametros organolépticos:
Aspecto: semisolido
Color:  amarillo claro cristalino
Olor: caracteristico a tierra

Parametros fisico quimicos
pH : 6,9
Viscosidad: 5588,33 cps
Densidad: 0,870 g/L

Identificacidn del principio activo: ( en proceso de desarrollo)

Valoracién microbioldgica Limites microbianos
Escherichia Coli * Ausenciaenlg

Salmonella * Ausencia en 10 g
Pseudomona aeruginosa ** Ausenciaen lg
Staphylococcus Aureus. *Ausenciaenl g

Hongos /lev. * Menor a 10* UFC / g

* Farmacopea Europea 1997, productos a base de plantas

** Pardmetros microbiolégicos para productos farmacéuticos ( disposicion ANMAT

3908 /98 anexo 1)

Actividad Bioldgica: LEHISMANIA IC 50 ug/ mi

PH8 (L. amazonensis) M2903 (L. brasilensis) PP75 ( L. donovani)

67,3 37,5 67,3

110



PRUEBAS PRELIMINARES DE CONTROL DE CALIDAD
CREMA ALCALOIDES QUINOLEINICOS

Parametros organolépticos:
Aspecto: Ninguna modificacion visible
Color:  amarillo claro cristalino
Olor: caracteristico a tierra

Parametros fisico quimicos
pH : 6,9
Viscosidad: 5588,33 cps
Densidad: 0,870

Identificacion del principio activo: (en proceso de desarrollo )

Valoracion microbiolégica Limites microbianos
Escherichia Coli ausencia
Salmonella ausencia
Pseudomona Aeruginosa ausencia
Staphylococcus Aureus ausencia

Hongos / lev. ausencia
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APENDICE N° 8
FORMULA MAESTRA “LIPOGEL”

LIPOGEL — CONCENTRADO DE ALCALOIDES TOTALES
(QUINOLEINAS ALQUILICAS- ARILICAS)

PROTOCOLO DE MANUFACTURA
. Realizar la limpieza de todo el material a utilizar
. Realizar el pesaje de los excipientes
. Separar los excipientes de fase oleosa
. Separar los excipientes de fase acuosa
. Preparar y pesar el bioactivo
. Remojar 30 minutos antes, el carbopol en agua
. Calentar ambas fases a temperatura de 70°C

. Afadir lentamente la fase acuosa sobre la fase oleosa

© 00 N O 0o A W DN P

. Afiadir el concentrado de alcaloides quinoleinicos previamente calentado a no
mas de 30°C

10. Afadir trietanolamina

11. Agitar constantemente hasta enfriamiento

12. Acondicionar los envases plasticos y afiadir el lipogel

13. Controlar el peso

14. Identificar los envases con las etiquetas

Observaciones: La preparacion de " Lipogel” es a escala laboratorio, por tanto el

material a utilizar, excipientes, forma de preparacién, etiguetas, envases, son a

prueba, hasta confirmar con los estudios a escala piloto.




ACONDICIONAMIENTO

El envase primario es de polipropileno,(plastico) pomos x 40 g, tapa rosca,

ESPECIFICACIONES DE LIPOGEL- ALCALOIDES QUINOLEINICOS
Producto: Lipogel
Bioactivo: concentrado de alcaloides totales(quinoleinas Alquilicas- Arilicas)
Lote N°: 0001
Envase: pomo x40 g
Parametros organolépticos:
Aspecto: Semisolido
Color:  marfil
Olor: caracteristico a tierra
Parametros fisico quimicos
pH : 8,6
Viscosidad: 186,66 cps
Densidad: 0,960

Identificacidon del principio activo: (en proceso de desarrollo)

Valoracion microbioldgica Limites microbianos
Escherichia Coli *Ausenciaenlg

Salmonella * Ausenciaen 10 g

Pseudomona aeruginosa ** Ausenciaen lg

Staphylococcus Aureus. *Ausenciaenl g

Hongos /lev. * Menor a 10* UFC / g

* Farmacopea Europea 1997, productos a base de plantas
** Pardmetros microbiolégicos para productos farmacéuticos ( disposicion ANMAT
3908 /98 anexo 1)
Actividad Bioldgica: LEHISMANIA IC 50 ug/ml
PHS8 (L. amazonensis) M2903 (L. brasilensis) PP75 ( L. donovani)
12,5 12,5 21,8
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PRUEBAS PRELIMINARES DE CONTROL DE CALIDAD
— LIPOGEL ALCALOIDES QUINOLEINICOS

Parametros organolépticos:
Aspecto: Ninguna modificacion visible
Color:  marfil

Olor: caracteristico a tierra

Parametros fisico quimicos
pH : 8,6
Viscosidad: 186,66 cps
Densidad: 0,960

Identificacion del principio activo: ( en proceso de desarrollo )

Valoracion microbiolégica Limites microbianos
Escherichia Coli ausencia
Salmonella ausencia
Pseudomona Aeruginosa ausencia
Staphylococcus Aureus ausencia

Hongos / lev ausencia
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APENDICE N° 9
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PLANILLA DE REGISTRO DE DATOS DE ESTABILIDAD FISICA
DE EMULSION CREMA ( EXTRACTO)

Producto: emulsion crema
Bioactivo: extracto activo de corteza
Lote N°; 0001

Concentracion: 5%

Envase: pomo x40 g

Fecha inicial: 15-03 — 2005
Tiempo: 3 meses

Analista:

Condiciones de almacenamiento

Temperatura: 37°C, 45°C, 4°C,

Humedad : 75%

Aspecto: Ninguna modificacion visible

Color: amarillo verdoso
Olor: caracteristico a tierra
pH : 6,2

Identificacidon del principio activo: en proceso de
desarrollo

Valoracion microbioldgica: cumple

Comentarios:




APENDICE N° 10

116

PLANILLA DE REGISTRO DE DATOS DE ESTABILIDAD FISICA
DE LIPOGEL (EXTRACTO)

Producto: Lipogel

Bioactivo:  extracto activo de corteza
Lote N°: 0001
Concentracion: 5%

Envase: pomo x 40 g
Fecha inicial: 15-03 — 2005
Tiempo: 3 meses

Condiciones de almacenamiento

Temperatura: 37°C, 45°C, 4°C,

Humedad : 75%

Aspecto: Ninguna modificacion visible

Color:  amarillo claro

Olor: caracteristico a tierra

pH : 8,0

Identificacidn del principio activo: en proceso de
desarrollo

Valoracion microbioldgica: cumple

Comentarios:




APENDICE N° 11

117

PLANILLA DE REGISTRO DE DATOS DE ESTABILIDAD FISICA
DE “EMULSION CREMA” DEL CONCENTRADO DE ALCALOIDES TOTALES
(QUINOLEINAS ALQUILICAS- ARILICAS)

Producto: emulsién crema
Bioactivo: Quinoleinas alquilicas - arilicas
Lote Ne: 0001

Concentracién: 5%

Envase: pomo x 40 g
Fecha inicial: 15-03 — 2005
Tiempo: 3 meses

Condiciones de almacenamiento

Temperatura: 37°C, 45°C, 4°C,

Humedad : 75%

Aspecto: Ninguna modificacion visible

Color:  amarillo claro cristalino

Olor: caracteristico a tierra

pH : 6,9

Identificacidon del principio activo: en proceso de
desarrollo

Valoracion microbioldgica: cumple

Comentarios:




APENDICE N° 12
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PLANILLA DE REGISTRO DE DATOS DE ESTABILIDAD FISICA
DE “ LIPOGEL” DEL CONCENTRADO DE ALCALOIDES TOTALES
(QUINOLEINA ALQUILICAS- ARILICAS)

Producto: Lipogel
Bioactivo: Quinoleinas alquilicas - arilicas
Lote Ne°: 0001

Concentraciéon: 5%

Envase: pomo x 40 g
Fecha inicial: 15-03 — 2005
Tiempo: 3 meses

Condiciones de almacenamiento

Temperatura: 37°C, 45°C, 4°C,

Humedad : 75%

Aspecto: Ninguna modificacion visible

Color:  marfil

Olor: caracteristico a tierra

pH : 8,6

Identificacion del principio activo: en proceso de
desarrollo

Valoracion microbioldgica: cumple

Comentarios:
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ANEXO N° 1
FIGURAN® 1
PERCOLADORES DE ACERO INOXIDABLE 316 L

.|

Laboratorio |.I.F.B. Departamento de Fitoquimica

FIGURA N° 2
ROTAEVAPORADOR

Laboratorio I.I.F.B. Departamento de Fitoquimica
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FIGURAN® 3
CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA TOMADA BAJO LUZ UV
DE LOS ALCALOIDES TOTALES (QUINOLEINAS ALQUILICAS — ARILICAS)
CONTROL OSCURO, 1° MES, 2° MES, 3° MES, y a 4°C

FIGURAN° 4
CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA DEL EXTRACTO ACTIVO TOMADA BAJO
LUZ UV CONTROL OSCURO, 1° MES, 2°MES, 3°MES, y a 4°C




FIGURAN°5
REFRACTOMETRO

o
Gentileza Laboratorios INTI

FIGURA N° 6

CAMARA PARA ESTUDIOS DE ESTABILIDAD
CON CONTROL DE TEMPERATURA, HUMEDAD, Y LAMPARA ULTRA VIOLETA

Gentileza Laboratorios INTI
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FIGURA N® 7

CAMARA DE ESTABILIDAD VISTA POR DENTRO CON MUESTRAS
EXTRACTO ACTIVO Y CONCENTRADO DE ALCALOIDES TOTALES
QUINOLEINAS ALQUILICAS — ARILICAS

Gentileza Laboratorio INTI

FIGURAN° 8
POTENCIOMETRO METROHM HERISAU E 510

Gentileza Laboratorio INTI
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FIGURA N° 9

VISCOSIMETRO DE “BROKFIELD”

Gentileza Laboratorio INTI
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FIGURA N° 10

DETERMINACION DE EXTENSIBILIDAD EN LAS MUESTRAS

Laboratorio I.I.F.B.

FIGURA N° 11

FILTRO MILLIPORE SWINNEX — 25

Laboratorio I.I.F.B.
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FIGURA N° 12

CEPOS QUE SE UTILIZARON PARA EL ENSAYO DE
IRRITABILIDAD DERMICA

Bioterio Facultad de Bioquimica —Farmacia — UMSA



127

ANEXO N° 2
FICHA TECNICA
PROPILEN GLICOL

¥ TELCHI vaa. &

b3
Certificado de Anilisis
PROPY LENE GLYCOL USP

Quantity ; 5940 Ky

Lot Mo TOI00LTT

Dhate of manufacture Jan, 03

Re — Test Date Feh 04

THIS 15 TO CERTIFY THAT THE QUALITY OF SUBIECT MATERIAL 15 AS FOLLOWS
|r ITEM RESULT |
[ Acid value 10 ) . ) il

DPG DO % w |

Wler 0,017 %% wi |

Colour { Aphi) < 5 |

Specific gravity Complics

Iron Max 050 ppm

Ashes — | M 0 ppm

Chlorides Max 1D ppm

Arsenic Max 10  ppm

Heavy metals | Maox 3.0 ppm

Sulfate Mox 600  ppm

Purity HED % wi

CONCLUSION:
THE SUBJECT MATERIAL CONFORMS TO THE REQUIRED STANDARDS
Notn-  Todos bos dates mencinados en dicho certificado de analises, s los proporcionados por

litel T
Laboratorie Industrial Farmacia ¥ Drogueria
K= Scon an o Chba | Ay Peiodnio Libwrios 1644
fl.- 39 5505 « Foii | 5913 | 53 0604 Tul - b 5555 « Fow: | 5317 | FIWTTH
weal |l@conm com b e ek hilookn com b
Plg: Wb sraee tulchs com b Far T
Soma Crer, Babn Py, Wk wancimichi com.bo

Son Tiuz, Bolevia
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ANEXO N° 3
FICHA TECNICA
ALCOHOL CETILICO

¥ TELCHI via. 8P

&4

Certificndo de Analisis

ALCOHOL CETILICO

Determinnciin Método Resultndo
Contenido de alcohol i Gh6 %

Color din 33409 5 hazen
Valor esicr GO0 — 33 026 mg koh/g
Walowr seido 600 - 31 000 mg koh/g
Comterido de axua din 7T LU

Walor de vodo GO0 - 39 0.14 mg koh'mg

Mot Tedog los datos mencionados en dicho certificado de analizia, son los proporcionados por

litel & provesdaor

Laboratorio Industrial Farmacia v Drogueria
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ANEXO N° 4
FICHA TECNICA
LAURILSULFATO DE SODIO

Y TELCHI 1. £

Certilbcada de Anilisis

SODIUM LAURYL SULFATE POWDER

Chimatity 00 Kgs

Packing in 20 Kys oet krafi
paper hag

Cirignn P R-Chiina

Diate of manufscture auy 2003

Date reponted aug 12, 2003

An per pontragt Mo, £XG03390

THIS 15 TO CERTIFY THAT THE QUALITY OF SUBJECT MATERIAL 15 AS FOLLOWS

ITEM [ STANDARD RESULT
White or dight yellow
W [ Poindi, wok b Fins
Active matier Wh¥omin | M6 %
Unsuiffated material 10% max 0%
Sodiim chigride 3.0% mox 03%
Senlmtin sulf 10 % miax 0N %
Wier 20 % man 4%
PH value (1% in waler} R 15-95 BE |
White degree RS man L 1
| Weigh Conform to the samdard Fine
Indication |_Conform to the siandard Fing
CONCLUSION:

| THE SURIECT MATERIAL CONFORMS TO THE REQLIRED STANDARDS

MNota- Todos les datos mecsmades en dicho cenifecady de maliss, son o proporcionados por

litel A

Laboraterio Industrial Farmacia ¥ Droguerin
B 5 pon grl p T, B Pipedbin kel Tl
PR L LR R B RN = P

ennl eSooos com be
Pho. Wb wraria Baleh e li
Sonig Craz., Duden




ANEXO N° 5
FICHA TECNICA
GLICERINA

ﬁ' TELCHI ywa. @

t’.‘:ﬂiﬁnd? l_:ll Meilinls

GLICERINA USP MIN 99.5%

Peso netn

; MO Kiles
Batch Mo I G 130401
Manufherinng Dte 10-0:8-200:4
Shucllf life | yoar

THIS IS TO CERTIFY THAT THE QUALITY OF SUBIECT MATERIAL IS AS FOLLOWS;

I SPECTFICATUON RESULT ]
| Bryytatal decrption ) Clear_ calom mh!m: )

Acifizy | alkamicy {ml)
@mm;.. E '-
[ ety 630 - '
| ¥ N o ]
Chionde (ppm) [ s |
| Colowar | . [ |
(Estemsimli o0
| Halogenated compoonds (ppm) <30
ey matals (ppomd 3
| At ity [ et tusl

| it o dhmtlvydime iveol and relatod compounds (%) | eSS test

Rifractive mdex i 14739
| Susgar nogmtive |
‘Sulphate agh (Ta) < (1,04

Water (el 204 -
Additional USP roquiresments.
| Py scids and gsters (ml) =1
hﬂ:_ﬂ_w‘li‘l.m : =4

| Specific gravity 25 € (giemd] 1.250

Suiphate (ppm) e =m

CONCLUSHN;
THE ABDVE FRODUCT COMPLIES WITH REQDLUIRED STANDARD.

Nota- Todow lon dation menclonadas en dicho certificada do analisrs, son los proporcimada por

litel e

Laborajorio Industrial Farmacin v Drogaeria
" i, i Cldnl . A Misidisn libmted S
[ .-irljl-ﬁ-u-;“il‘ll 0 T Tl 38 5558 e o | AR ) RIS

wriind i Moo oo b wrenl bbbl bap

Py Vil vy nlcte eevm e a )

Sontn Caar, Bolivig I I e B
= B Tnag Basker=
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ANEXO N° 6
FICHA TECNICA
VASELINA SOLIDA

¥ TELCHI 1., €

Certilicado de Anilisis o
VASELINA BLANCA SOLIDA

Mimere de pedido STTES
Factura Mo 1344033
Cantadad : 15210 tm
Mo, De lote 1035218
Fecha de tabwicacion 05 - 03 -~ 2004
Fecha de vencmaeni. 05 — fiF — 2009

CERTIFICAMOS (UTE LA CALIDAD DEL MATERIAL ES COMO LO DETALLAMOS

M ! RESULT
I'J.H'I‘II.J de solidificacion en el termametm 55.0°0
TOLaLiw o —_—
T —— o
Penetracitn e cono 25°C 155 mm10 |
 Viscosidad cinermitica 100°C 7.1 s |
I:'_'ullu' Emdbund v B 0.0
_LISP24 NFZI Corresparide
COMCLUSHON:
EL MATERIAL ESTA SUFETO CONFORME A NORMAS REQUERIDAS

Nota-  Todis bos dseos mencunsdes on decho comificnido de pnaliss, son los proporcsonadios par

litel rRe—.

Laboratorio Indusirial Farmacian v Drogueria
Em 2o anl o Ol A Pabeskon I|I1|II||’||
Tl - 510505 & o | 5210 | 53 S50 Td £ |

wma: Mailcnis, com
L5+1 L) pr'b A ety
..alluf_.u [L55 Wag. Wil e el l.-.-'| I.4.

Serriny Com, Bokerat




ANEXO N° 7
FICHA TECNICA
ALCOHOL ISOPROPILICO

N TELCHI vua. &

'C_-f_ﬂ_l_lhdlm

ALCOHOL ISOPROPILICO 99.7%

Accosding to Our contyeet 4830
Your cemiract Mo LIT 53572003

THIS 15 TO CERTIFY THAT THE QUALITY OF SUBIECT MATERIAL 1S AS FOLLOWS

PARAMETER UNIT SPECIFICATION
Purity i min_ 99,7
Initis] boiling poing " min. 8l
Diensity 2004 0,783 - 0. 786
Colour Apha max. 0
Dp C mai. 53
Wiiter b max. 02
Non volatile matber _51.,1 ma. 20
Acidity (85 scetic acid) ppm max. N

CONCLUSION
THE ABOVE PRODUCT COMPLIES WITH REQUIRED STAKDARD

Mot Todos los datos. mencionados e diche céntificade de anilisis, won koe proporcomdos por

litel i

Laboratorio Industirial Farmacia ¥ Drogueria
Fm 5o o, 8 Chixs | A Pariociio Llanind 62
W 539508 o Fom | 3017 ) 53 9606 Wl O 5555 e« Fou [ 5500 LR
srmi. beiooes oo bic i eri@commoon bm

Wi s iy o b

Bema L, Bchan )

Péng. Vih: s iudch scom bo
S Lmr Bl
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, ANEXO N° 8
EVALUACION PRUEBA DE IRRITACION EN PIEL DE CONEJOS

133

CONEJO No. 1

CONEJO No. 2

ERITEMA

o1l

HORA

24
HORAS

72

HORAS

ol

HORA

24
HORAS

72

HORAS

No eritema

= O

Eritema ligero
apenas
perceptible

Eritema bien
definido

Eritema de
moderado a
severo

Eritema
severo ( Rojo
betabel )

CALIFICACION
MAXIMA

PROMEDIO

CONEJO N° 3

EDEMA

ol
HORA

24
HORAS

72

HORAS

No edema

=

Edema ligero
apenas
perceptible

Edema ligero
con bordes
sobresalientes
con elevacion
definida

Edema
moderado,
elevacion
1mm

de

Edema
Severo,
elevacion
mayor a 1 mm

CALIFICACION
MAXIMA

PROMEDIO




FORMULA DE CALCULO DE IRRITACION PRIMARIA

CALCULO DE

IRRITACION PRIMARIA = PROMEDIO DE ERITEMA + PROMEDIO DE EDEMA

INTERPRETACION DE RESULTADOS

EVALUACION PRUEBA DE IRRITACION EN PIEL DE CONEJOS ( PARCHE)

CATEGORIA ESCALA
0-1 No irritante
1.1-2 Ligeramente irritante
21-5 Moderadamente irritante
51-6 Irritante de moderado a severo
6.1-8 Irritante severo

CRITERIO DE ACEPTACION
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ANEXO N° 9

CURVAS DE CALIBRACION




136

N




137

i

=




138

Al
1 !!

= — i
=
i

|ﬁ'
TR
HHH e —
—r
ifini=

=t =[] e B ) e s
A i BEt] B EREEf 7.-_. l-::.: — !
S ; : =it ::-.. ::';' M

=
O - =S
i} = i i
.___' . _| I - iri.
== h 1 i _ Il
- = Il il i
-'-‘-_- _—:li I.|I 1 i .I-'
T = =T H (L
T | E] [1] WiE II— | | | e :
L1 R 1 it
:_E-i—j g ':"...-'.. 2 e
I BN == | | =
II | | | |_ : i M =
S v T =l i = e
E “zi‘:'h e ” | St 4 —t H
=1 . | ; 1 il o — } =1 {24 1
= irsteis e i - 11 SR e B
] | e R B g : L 1 S = 3
= cth ===t ST O 1 T 1 = = —— i b0
] 1 I 1) I 1 =+ | T —= It |I | X £
I| e Ll I| , ||‘ shllESE \'S H —F7edc
l“l- == jur——=gllli= ]| ||| i = = = | ! PRE:
1= i E==u =—— i == =—— Wil b
; o (e (= =1 i L H
SN 1 i i J I 181 i i ——a
e I . 11 ===11S ="
1 B SEE Tihe— = [ HHiI==s G
1 13 I T3 :I_||| I._ = ' + - At ‘_-__l'?
I | syurio] v FE S G & el I
...... i k



ANEXO N° 10

GLOSARIO

Fitoterapia
Es la ciencia del tratamiento del tratamiento de las enfermedades por las
plantas medicinales, basada en la investigacion, el estudio y la experimentacion

clinica.

Metabolito
Cualquier sustancia que es producida por metabolismo o0 por un proceso

metabdlico.

Bioextracto - Bioactivo

Solucién extractiva de fitocomplejos de plantas medicinales obtenidos por
maceracion o percolacion de la droga en un solvente (agua, alcohol, etc.) y posterior
concentracion de la solucién por evaporacion parcial o total del disolvente, que tiene

actividad bioldgica confirmada.

Extracto organico
Solucién extractiva de fitocomplejos de plantas medicinales obtenido por
maceracion o percolacion de la droga en un solvente organico (etanol, éter,

diclorometano).

Tecnologia Farmacéutica
Se ocupa de todos los aspectos relacionados con el disefio, elaboracién,

evaluacion de las formas de dosificacion.

Principio activo o farmaco

Sustancia responsable del efecto farmacoldgico.
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Excipientes
Sustancias 0 mezclas de sustancias carentes por si mismas, de actividad
farmacologica, se usan juntamente con el principio activo para facilitar la preparacion y

empleo del medicamento.

Preformulacion
Etapa a seguir para el desarrollo de un medicamento seguro y eficaz. Abarca
conocer las caracteristicas basicas biofarmacéutica y fisicoquimicas, que influiran en

la eleccion y desarrollo de la forma farmacéutica final del medicamento.

Lipogel
Forma farmacéutica semisélida que se presenta en forma gelificada y que

contiene en su formulacién una fase oleosa (lipidica).

Emulsion crema

Sistema hétero disperso, emulsificado, no oclusivo y segun la orientacion o/w
(aceite / agua) 6 w/ o (agua / aceite), sus propiedades fisico quimicas son diferentes,
termodinadmicamente inestable debido a la diferencia en las densidades de las dos
fases que la componen y al gran nimero de energia superficial (por la combinacién de

la tension superficial y la fase dispersa) es un sistema difésico.

Semisolido
Término que denota un comportamiento reolégico plastico, es decir retiene su

forma hasta cuando una fuerza externa causa su deformacion que es permanente.

Reologia

Es la ciencia que estudia la deformacion y el flujo de la materia, como parte de
la fisica es una disciplina o especialidad que no supera los 75 afios de existencia,
nacio oficialmente el 29 de abril de 1929 al formarse la Sociedad Estadounidense de

reologia, en Columbus, Ohio.
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