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I INTRODUCCION

La necesidad de establecer las condiciones para valorar la
talidomida, es la de emplearla adecuadamente debido a la efica-
cia que presenta en la actualidad al utilizarla en pacientes -=-
con reacciones leprosas (1) .

Esta reaccién es impredecible y el desconocimiento de su -
etiopatogénia ha evitado contar con recursos efectivos contra -
los sfntomas tan molestos que se presentan. En realidad los re-
cursos terapéuticos de que se disponen para el tratamiento so--
bre la reaccifn leprosa no han tenido bases cientificas y se -~
han usado por afios en forma empfrica y poco a poco han ido evo-
lucionando como se ha hecho filtimamente con la talidomida (2).

A partir de 1966 el Dr. Jacobo Sheskin (3) emplea la tali-
domida en la terapéutica de la leprorreaccién, dando asf{ a congo
cer los efectos milagrosos de estf y en 1967 empicvza a utilizar
se nuevamente constatando los r&pidos y efectivos resultados pa
ra la reaccidén leprosa de los casos lepromatosos. Una observa--
cibén importante y que habria que hacer notar es lo referente a
que la talidomida a partir de 1973 va incrementando su interés
en el campo de la investigacién dermatolégica, al descubrir que
este farmaco también puede ser utilizado con eficacia par» a2l -

tratamiento de otras enfermedades.



Londofio, F. y Canan (4) en 1273 prueban la talidomida en
el prurigo solar obteniendo excelentes resultados; para 1977 -
Eravelly (5) y colaboradores reportaron una enfermedad conocida
como Weben-Christian gue cede con el uso de talidomida; Gltima-
mente se ha utilizado en otras enfermedades tales como hiperti
roidismo, transtornos gdstricos, asma bronquial y epilepsia --
con resultados variables. ’

Por otro lado, la talidomida estimula la adopcién de medi
das estrictas para el ensayo de nuevos medicamentos, también -
dirige la atenci6n hacia el potencial teratbgeno de otros far-
macos empleados durante el embarazo. Los médicos en la actuali
dad son mis cautos en el empleo de toda clase de medicamentos
durante el primer trimestre de embarazo; en una palabra la ta-
lidomida ha marcado la pauta para un mejor manejo en la admiw-
nistracién de otros medicamentos (8)

Por tal motivo nos inclinamos aGn mis a su estudio ya que
contra lo que se cree y en base a los informes oficiales, no -
hay menos lepra en México, sino m&s cada dfa; se descubren nue
vos enfermos tanto en el Instituto Dermatolfgice Pascua (7) en
la Ciudad de México y aln en las unidades mbSviles existentes -
en circulacién. Por lo que es necesario continuvar las investi-
gaciones sobre el uso terapfutico de la talidomida en la --
reaccibn leprosa con el objeto de poder incluirse nuevamente -~
en el cuadro bisico de medicamentos, ya que resulta eficaz en

un 91.76 % de los casos obtenidos a la fecha (8) .



Los dos finicos inconvenientes que presenta son gue no es -
fécil administrarla a mujeres en edad de concebir sin el peli--
gro de sus efectos teratfgenos y que tampoco es f&cil obtenerla
porque su usc estd limitado (1) .

En 1961 se report6 {9) que la talidomida provoca efectos -
teratogénicos por lo que se retiré del mercado a finales de ese
afio; en base a esto y en vista de la importancia actual del fdr
maco, €l presente trabajo se concreta a la sintesis, identifica
cién y establecimiento dec condiciones para su valoraci6én como -
materia prima y asf enriquecer el estudio de la talidomida en -
el area quimico analftica, debido a que en las referencias ofi-
ciales no se reportan métodos para efectuar su valoracifn.

£l método de sintesis a seguir es con modificaciones de -
ciertas variables, sobre todo en el aspecto de los reactivos a
utilizar ya que se trata de encontrar una via alterna para la -~
obtencién de la talidomida con caracteristicas y especificacio
nes adecuadas. La importancia del método de sintesis empleado -
es la obtencibn de productos intermedios de reaccifn como el --
fcido anhfdrido N-ftalil glutfmico ( reactivo de importacibén ),
que es el reaccionante principal en la sintesis de talidomida.

Una vez sintetizada la talidomida se siguen los pasos nece
sarios para llevar a cabo la identificacibén de la materia prima.
Entre los pasos generales para conocer el compuesto esta la de-
terminaci6én del peso y f6rmula molecular; asf como la deteccién

de la presencia o ausencia de sus grupos funcionales; siendo -~



los instrumentos mds utilizados para identificar su estructura
molecular los espectros, como el Infrarojo ( IR ) y el de Reso-
nancia Magnética Nuclear ( RMN ) (10) .

El espectro IR, se considera como la propiedad del compues
to que da m4s informacifn acerca de su estructura, por ser in-~-~
dispensable en la investigacién, andlisis quimico o el control
de calidad. En los Gltimos 40 anos el'eSpectro iR es aceptado
como una constante fisica m&s del compuesto en cuestifén (11) .

La RMN ayuda al estudio de la estructura y conformacién -
de la molécula del producto sintetizado, la proporcionalidad -
directa entre intensidades integradas y nfimero de protocnes en
la muestra significa que se puede utilizar la RMN como una tég
nica analftica cuantitativa (12) .

Otra propiedad empleada para llevar a cabo la identifica--
cién de la materia prima es el espectro de masas, que se utili-
za como prueba confirmadora de identidad.

Por otro lado, a la fecha, los conceptos de Control Total
de Calidad, de Validacién y la normativa Internacional sobre —--
Prdcticas Correctas de Manufactura son, sin lugar a dudas, ---—
herrramientas que nos permiten conocer mejor nuestros productos
y los factores que afectan su calidad y esto nos lleva a lograr
que el producto elaborado cumpla con caracteristicas de calidad
apropiadas.

Validar un determinado proceso significa comprobar, a tra-

vés de un procedimiento formal y documentado que, en condiciones



preestablecidas y con todos los parémetros significativos bajo

control, se obtiene un producto de calidad diseifiada, por lo gque
se considera importante desarrollar una metodologfa especifica

para el producto gque se desea validar (13) .

Por lo tanto, tomando en cuenta las propiedades del fdrma-
co, su metabolismo, biodisponibilidad, farmacocin&tica y otros
aspectos de importancia se considera para llevar a cabo su valg
raci6n el método espectrofotométrico ultravioleta que proporcig
na rapidez y buenos resultados para la determinacifn de la tali
domida. En 1961 Green y Benson (14) describen un método espec~--
trofotométrico ultravioleta para evaluar la talidomida.

Asf, con lo expuesto y las investigaciones bibliograficas
con que se cuenta se inicla una etapa importante dentro del ani
lisis del férmaco, con el fin de incrementar su fInteres y con--

trol .



a}

b}

c)

ITI OBJETIVOS

Sintetizar la talidomida con la modificacidén de
algunas variables de los procesos de produccitn

establecidos.

Identificar la materia prima mediante la evalua
cién de sus propiedades fisicoquimicas como:

Solubilidad, Humedad, Punto de Fusién, Cromato-
graffa en Capa Fina, Espectro Infrarrojo, Resg

nancia Magnética Nuclear y Espectro de Masas.

Establecer las condiciones para valorar la tali

domida como materia prima.



II1 GENERALIDADES

1. MONOGRAFIA DEL FARMACO

1.1 Nombre comfin : Talidomida

1.2 Nombre qufmico : 2-ftalimido glutarimida; 2-{(2,6 di--
3-piperidinil)-1H-Isoindol-1,3(2H)-diona; N{2,5-dioxo-3-piperi
4il) Ftalimida; 2,6-dioxo-3-ftalimido piperidina; N~-ftalil --
glutarimida; Imida del Acido N~-ftalil glutimico. En el Chemi -
cal Pbstract: lH-Isoindol-1l,3(2H) diona, 2-(2,6~dioxo-piperidi-
nil) $0-35-1 .

1,3 PSrmula ¥ peso molecular (PM) :

¥ Cqq4H, N0

137107274
0 N [

PM : 258.26 g/mol

1.4 Apariencia, color y sabox : Polvo cristalino blanco
que cristaliza en forma de agujas, insfpido.
1.5 Solubilidad :; En la Tabla No. 1 se reportan las solu-

bilidades para la talidomida .



~‘Soiventel e e Clarke (15) Index Merck(16)
Aéua ngeraménte soluble Poco soluble
Dimetilformamida T e—- Muy soluble
Metanol -—— Poco soluble
Etanol Liqeramente soluble Poco ‘'soluble
Cloroformo Pricticamente insoluble| Insoluble
Eter Pricticamente insoluble Insoluble

TABLA No. 1

Solubilidad de Talidomida en diferentes solventes

1.6 Intervalc de Fusi6n : De 269 - 271%¢

1.7 Propiedades espectroscSpicas:

a} Espectro Ultravioleta (UV) : El espectro de absorcitn -
UV de talidomida en HCl1 0.1 N exhibe méximos a 220 nm y 299 nm
¥ la concentracién de talidomida pucde medirse con alta sensibji
lidad usando el primero de estos dos picos donde Eq 1%, lcm) =
1.950. En etanol absoluto el espectro muestra cambios menores,
la longitud de onda m&xima aparece a 218 nm { F , 1%, lem =
2,010 ) y 292.5 nm. Cuando soluciones de talidomida en cualquie
ra de los dos solventes son tratadas con alcali, resulta una --
disminucién en su coeficiente de extincidn; estd disminucién -

es proporcional a la concentracién de talidomida presente y --



provee ﬁn% base para un ensayo de. esta ‘s’ust'a:hcié"('ld)' O

4.0
§ 3.0,
o
—
W, 240
g ~— en agua
-
«sse@n NaOH 0.1 N
1.0 7 ___en HCL 0.1 N ( soln. alcalina-acidificada )
1 i 4 — t
- ' - ——t
210 230 250 270 290 310
nm

FIGURA No. 1

Espectro UV de la talidomida (17)
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) b)‘ Espectro Infrarreojo ( IR ) : Los principales picos se
Vprésente;n a los ntmeros de onda de : 1681, 727, 1205, 1250, ---
1316, 1110 cuando las muestras se preparan en Nujol (15).

En lé Figura No. 2 se presenta el espectro IR de talidomi-
da en Bromuro de Potdsio ( KBr ) y en la Figura No. 3 el espec-

tro IR de talidomida en Nujol.

JOINT COMMITTEE ON ATOMIC AND MOLECULAR PHYSICAL DATA
EVALUATED INFRARED REFERENCE SPECTRUM

N-12,6-D1oxo-3-piperidy! Iphthalimtde 5022
CraH1oN204 GRNBLT PREH G i njsc | NSAIG - COMLENTZ (LASS 111
R R e e e e PRTH REGION LOLVENT STRUCTURE NOT
VERIFIED
STAYL

_ M P 269-271'8.P.
SPECTAOMETER MAXE ¢ MODEL FC—D-EIPIIBU"NS LAB
TERKIN-FLMER 21

FILTER AT AUOUT 10 MICRDS

DATE RECORDED 7.23,62

3

L )

FIGURA No, 2

Espectro IR de Talidomida en KBr
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JOINT COMMITTEE ON ATOMIC AND MOLECULAR PHYSICAL DATA

EVALUATED INFRARED REFERENCE SPECTRUM
7984
- 12, 6-Dloxa-0-plperidy | Iphthal txlde
ymhjn&lﬁu PREF T jol mull WSROS-COBLENTZ CLASS I |
13t M0y . REGIOH  SOLVENT structure veritied
o
STATE
C\/L-n (See 3027 ror peiieny N.P. a.r
o=_ =0
H o SPECCTROMETER CONTRIGUTOR
" Perkin-Elmer 21 sutth, Kline & Prench
NaCl priss DAYE RECORDED B8.27.57

WAL IS H O
e . o

HACINT taseaTtany

[P S NP S

FIGURA No.

3

Espectro IR de Talidomida en Nujol

c)

la talidomida son a

Espectro‘de Masas :

76, 173, 104,

111,

169, 130

148, 50,

Los principales picos a m/z para -

(15) .
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1.8 Degradaci6n y estabilidad : En estudios realizados -
(18) en la férmula de la talidomida se ha encontrado que esta -
da origen a productos de hidrSlisis. La hidr6lisis del anillo -
ftalimidico puede ser determinada espectrofotométricamente; la
apertura del anillo es sequida de una caida en extincién a 220
nm que es proporcional a la cantidad hidrolizada.

En experimentos realizados a diferentes pHs, se ha encon--
trado que la talidomida es estable en soluciones a pH muy por -
cebajo de 6.0; con valores superiores a pH 6.0 ésta se hidroli~
za espontineamente y el grado y la velocidad de hidrélisis au--
menta al aumentar el pH.

1.9 Sintesis : Un método para la obtencién de derivados -
de piperidinediona es el tratamiento de los anhfidridos ciclicos
correspondientes por fusibn con urea. Usualmente para la obten~
cién de talidomida 0.1 mol de anhidrido N~ftalil glutfimico es -
completamente mezclado con 0.05 mol de urea y calentado a 180°%c.

La mezcla de reaccién es mantenida a esta temperatura has-—
ta detenerse el desprendimiento de CO,; después de enfriarse el
- producto es recristalizado con dcido acético glacial o dioxano
(13) . En la Figura No. 4 se muestra la sintesis de talidomida

por este método.
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"
a 0 N .0
CO NI, 3
180°C
4]
Anbfdride. N-ftalil Talidomida

~mi o glutmico
B FIGURA No. 4,

Sintesis de Talidomida

Sabiniewiles, S. (20) propone la sintesis de la talidomida
en dos etapas :

Etapa 1) 5.2 g de dcide anhfdrido d,1 ~ N-ftalil glutdmi-
co es disuelto en 5 ml de hidréxido de amonio al 26 % a 5°C y -
mantenide en estas condiciones por 20 minutos; la solucién for-
mada es acidificada con HCl concentrado a pH 3.0; posteriormen-
te se adicionan 3.5 ml de agua y 0.5 g de carbdn activado for--
mandose una masa gue se calienta a ebullicién y se filtra.

En esta etapa se obtienen cristales que corresponden a la -
¥ - amida del dcido dl - N-ftalil glutémico, los cristales son
lavados con agua; el rendimiento es de 2.6 g eguivalente al --

46,8 % con un punto de fusién de 194-195°C .
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Etapa 2) 7.65 g de 1a ! - amida del &cido dl -N-ftalil
glutémico se funden a 200°C, se enfria a 120°% y entonces son -~
adicionados 40 ml de ciclohexanona formandose una masa gue se —
calienta hasta ebullicién. Se adicionan 0.5 g de carbén activa-
do y se calienta por algunos minutos; la masa es filtrada, el -
producto obtenido es lavado con metanol.

El rendimiento de talidomida en esta etapa es de 3.9 g ---
equivalente al 55 % y el punto de fusi6én de 270-271%.

La Chemical Grinenthal de Alemania establece que la talido
mida es preparada por condensacién alif&tica de &cidos dicarbo-~
xilicos con urea para la obtenci6n de productos ciclicos (21) .

En la Figura No. 5 se muestra el proceso de sintesis propuesto
por la Chemical Grinenthal a partir de glutamato de sodio y  --
anhfdrido ftilico como una primera etapa para la obtencibn de -

talidomida.



Etapa ‘1)

0 + NaOOCCHZCHZCHCOOH

NHZ

Anhidrido Ftilico Glutamato de
sodio

0 0, ~0-0
N _U 4 comkyl,

Acido ftalil glutdmico Urea

p.£f. 180°C

Sintesis de

zOOC/Zhrs.ED:;—(j

N /acetato etilo

Acido ftalil glutémico

H
° o 0o ~N__o
180°C / 1l,5hrs.
ETE———p N
N 0

le]
2

Talidomida

P.£. 269-271°C

FIGURA No., 5

Talidomida (21)

ST



16

2. FMCOMGIA

La talidomida es considerada como hipn6tico del grupo de -
ias piperindiona con accién semejante a los barbitGricos.

2.1 Propiedades farmacolfgicas : La talidomida es una sus
tancia que inicialmente fue empleada en la terapSutica como un
sedante hipnético y tranqguilizante; al inicio de las investiga-
ciones sobre sus propiedades farmacol6gicas se encontro que es-—
te fdrmaco no produce efectos tdxicos cuando se administra oral-
mente & animales en dosis masivas. A nivel experimental, la ta-
lidomida produce con dosis elevadas ( 5g9/kg ) depresién del sis
tema nervioso central (SNC) (22) que se manifiesta principalmen-
te por una disminuci6n de la actividad motora; a diferencia de -
los barbitfricos, la talidomida no causa una excitaciGn inicial
en el rat6én, incoordinaci6n o narcosis. Esta potencializa la -
accidén de otros depresores del SNC y antagoniza a los estimulan
tes cerebrales; la accifn potencializada de la talidomida en --
combinacién con otros f&vmacos de actividad central no es uni--
versal, pero asegura una potencializacidn de actividad central.

El mds destacado efecto farmacolSgico en animales es la po
tencializacién de una certera induccién del f&rmaco causante de
efectos calmantes, por lo que otros aspectos farmacoldgices no
pueden explicar esta potencia come una induccién de agentes del
suefio en humanos. Por estas hipStesis, se asume que el cambio =
de insomnio por sueciio es asociado con la presencia de algunos -

endSgenos o de sustancia metabSlicas; esta teoria explica las



'f'grandes d omida gue pfbdﬁéen solamente una depresién
:fllmitada

'6m5rse,en56denta que 'los ‘sedantes - hipnéticos y alin

1‘ranquxlizantes ‘usuales en dosis adecuadas producen la pér-

,3dida de los reflejos derechos de los animales; ahora bién, la -

'Ttalidomida es de gran intéres farmacolbgico porque carece de -
esté efecto en los animales de laboratorio pero es sin embargo,
uﬁ agente inductos del sueiio efectivo en el hombre con una po--

~tencia comparable a los barbitGricos de accién corta (23) ,

En estudios recientes se le atribuye a la talidomida una -
acci6n antiinflamatoria a nivel del l6bulo anterior de la hip6-
fisis y estimulaci6n por aumento de Hormona adrenocorticotréfi-
ca ( ACTH ) de la produccién cortical de esteroides. Roath y co
laboradores apoyan la tcorfa de una accién inmunosupresora al -
observar que este medicamento inhibe la transformaci6n blé&stica
de linfocitos (24) .

2,2 1Interaccién con drogas

a) Combinaci6n con analgésicos : Se reporta gque la talido
mida potencializa las propiedades analgé€sicas de la Aspirina --
Fenacetina - Cafefna en animales. Demostrando que la talidomida
no altera significativamente la actividad analgé&sica de la mor-
fina o codeina en el ratén

b) Combinacién con anticonvulsivantes : En combinaci6n ==
con anticonvulsivantes, la talidomida no tiene actividad poten-

cial anticonvulsivante pero un dato sobre difenilhidantofna —-~-
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ilustra que la potencializacién es independiente sobre la dosis
de talidomida, con 100 mg/kg de talidomida el efecto anticonvul
sivante es potencializado con un factor de 2.3 .

¢) Combinacién con antipsicS8ticos : El efecto depresor de
la cloropromazina se potencializa con la talidomida, con una no
significante alteracién de estos efectos sobre la anulacién con
dicional de la respuesta (23) '

2.3 Mecanismo de accidn

a} Se han llevado a cabo estudios esperimentales ( en ra-
tas o enfermos de lepra ) que han demostrado que la accitn de -
la talidomida reside en la sintesis de anticuerpos IgM (25) .,

b) Morales y Shannod se refieren a la acci6n antiinflama-~
toria y exponen gue el f&rmaco inhibe la quimiotaxis de los neu

tr6filos humanos in vitro " en respuesta a factores quimiotdc
ticos (7).

c¢) En la supresién de la reaccibén leprosa la talidomida -
inhibe probablemente el mecanismo inmunolSgico o bién produce -
la estabilizacibn de los lisosomas (25) .

2.4 Farmacocinética y metabolismo : La talidomida se ab--
sorbe en el intestino y pasa a la sangre donde alcanza su mdxi-
mo nivel sanguinco a las 4 horas, se metaboliza en el higado y
se elimina después de las 24 horas en su mayor parte por la ori
na {68%), en forma de metabolitos (98%) y en menos cantidad --
por las heces (10.5%) ({24) .

Cuando se administra oralmente a ratas el nivel miximo en
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sangréyse da a los 15 minutos después de su administraci6n, --

indicativo de una rdpida absorci6n del tracto gastrointestinal,
mientras que en el cerebro la concentracifn méxima ocgurre entre
30 -~ 60 minutos; se ha comprobado que la talidomida no se acumu
la en ningGn 6rgano o sistema .

Estudios sobre su metabolismo han demostrado gue la talido
mida suministrada al hombre o a los animales de laboratorio da
origen a productos metabblicos y s6lo una parte de esta se eli-
mina inalterada con la orina y las heces .

De la orina de conejos tratados con talidomida se aislarcon
en forma cristalina 12 metabolitos junto con upa pequenia canti-
dad de talidomida; mediante extracciones con solventes, cromato
graffa en columna y capa fina de alumina, La orina de estos --
animales contenfan también una serie de compuestos que son pro-
bablemente derivados de los &cidos 3 y 4 hidroxiftdlicos .

El encuentro en la orina de todos los productos posibles -
de hidr6lisis de la talidomida sugquieren que se pueden formar -
por hidr6lisis espontdnea, la presencia de ciertos metabolitos
en la orina depende de su valor de pH. Por ejemplo en la orina
de animales cuyo pH es mayor de 7.0 { conejo, cuyo y ratén )} —-—
contienen en mayor concentracifn respecto de otros productos de
hidr6lisis el dcido 4-ftalimido glutar&mico, mientras que en ra
tas cuyo pll es inferior a 7.0 elimina principalmente la e<-{car
boxibenzamido) qlutarimida, al iqual que en la orina de perro,

mientras que en el hombre es el dcido 4-ftalimido glutardmico -
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(18). 105 metabolitos de la talidomida pueden actuar como anta-
gonistas vitamfnicos o antimetabolitos; de sus metabolitos, el
¢~ amino glutarimida es el Gnico que tiene propiedades sedati
“vas e hipn6ticas como la talidomida

los metabolitos de la talidomida son derivados del &cido -
D-glutd&mico en lugar de la forma L-natural; un metabolito, el -
dcido N-(o-carboxibenzoil) glutémico es similar al &cido f6lico;
los metabolitos de la talidomida pueden actuar como antagonig-—-
tas ¢el &cido f6lico y pueden ser usados como antineopldsicos -
(26} .

2.5 Usos terapéuticos y toxicidad clinica : La talidomida
tiene utilidad en el manejo del eritema nodoso leproso ( ENL ),
actua sobre dos de los signos principales de esta enfermedad, -
la fiebre y las lesiones de la piel; la dosis se ajusta para --—
aliviar las molestias intensas pero no para eliminar todo signo
de reaccifn. Siendo la talidomida mds apropiada que los corti--
costeroides y en dosis apropiadas pueden suprimir completamente
el ENL, por lo que presenta un avance en el manejo del ENL (27).

En 1965 también se le usc como agente inmunosupresor dado
que Hellan, Duke y Tucker observaron en ratas que la talidomi--
da aumenta el tiempe de scbrevida de homo inicrtes de piel y se

"

evita el " rechazo a Srganos transplantadoé (24) .
En 1973 Londofic y Calnan (4) prueban este fdrmaco en el -
prQrigo solar y lupus eritematoso crénico obteniendo excelentes

resultados. Basados en el hecho de que existen otras ———
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ehferﬁedades de tipo inmunoldgico afin no bien conocidas.

En el tratamiento con talidomida se requiere una vigilan--
cia constante del paciente para juzgar correctamente la dosis ¥y
evitar reacciones téxicas serias. No hay efectos colaterales --
importantes, se ha constatado constipacién, somnolencia, pruri-
to, nausea, sequedad de mucosa oral y nasal, edema, Inapetencia
y una leuccpenia inicial transitoria; manifestaciones fugales -
que no requieren la suspensibn del f&rmaco; algunos de estos -—
efectos tienden a desaparecer espontdneamente sin suspender el
tratamiento semanas o meses después .

A pesar de su potencia hipnética su toxicidad es tan baja
que seria imposible suicidarse tomando este fdrmaco dado su mar
gén de seguridad, asociado con una baja incidencia de efectos -
producidos de una restringida disponibilidad del férmaco; utili
zando dosis de hasta 210 mg en total, unicamente se ha presenta
do suefio {6,28) . Se ha especulado que su falta de toxicidad es
asociada con su absorcién limitada dada la insolubilidad de es-
ta en agua (29}

Christian y Sellen fallaron en la reproduccién de los =---
efectos teratbgenicos de la talidomida en animales y se comprobf
la dificultad en que se encuentra la teratologfa experimental;-
por las diferentes respuestas afin en una misma especie.

2.6 Preparados, dosis y vias de administracién : La tali-
domida se presenta en tabletas ranuradas conteniendo 100 mg de

N-ftalil glutarimida en frasco con 100 tabletas (30); este ---
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medicaﬁehﬁo es de importacifén por lo que su usé se encuentra 1i
mitado (25) .

Aunque la dosis oral diaria comln es de 50 mg en nifios y -
de 100 mg en adultos, nuevos conceptos terap8uticos incluyen -~—
una dosis inicial de 200-300 mg ( tabletas de 100 mg ) al dia -
{en 1 & 2 tomas } como dosis de inicioc y de 25 6 50 mg al dia
como dosis de mantenimiento sobre todo en pacienteé con reaccio
nes subintrates (2); en casos especiales la dosis es de 400-500
mg en 24 goras {(30) .

Se puede administrar por afios sin interrumpir la terapia -
antileprosa especifica con diamino difenil sulfona ( DDS ), -~
otras veces se puede suspender la administracién de talidomida
sin que haya recafdas (25) .

En el prfirigo solar se recomienda una dosis de 100-300 mg

en una o dos tomas oral.
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3. V#LI DACION

Una vez que se desarrolla una té&cnica analitica, es comGn
que el analista fundamente la linearidad, precisién y exactitud
del método, por medio de reglas o condiciones establecidas para
asegurar la garantfa de los resultados gue se obtengan con el -
mencionado método, es decir debe validarse.

Sin embargo, no hay un conjunto bién definido de reglas o
condiciones de validacién; tomaremos los siquientes puntas de -
validacién como los més adecuados y minimos aceptables para la
validacién de un métode analftico para materia prima por espec
troscopfa ultravioleta.

3.1 BEspecificidad

Se denonina especificidad 1 la medicidén debida s6lo a la -
sustancia gue es determinada y no a otra u otras sustancias gue
interfieren en el andlisis, como son los productos de degrada--
cifn y sustancias relacionadas con el proceso de fabricacién .

3.2 Linearidad

La linearidad es otra medida de la especificidad, esto as,
el método debe dar resultados que presenten un comportamiento -
lineal. La estimacibn de la linearidad, se obtiene haciendo un
grdfico de cantidad determinada contra cantidad adicionada y --
calculando los siguientes pardmetros :

L.~ Pendiente : La recta de regresién de los datos obteni

dos debe tener pendiente de = 1.0
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i.- Ordenada al oriqén : La misma recta anterior debe te-
ne¥ su ordenada al origen de = 0.0

3.~ Factor de correlaci6n : La misma recta de regresifn -
anterior, debe tener un factor de correlacién de =~ 1.0

4.~ Cada grupo de datos ( o cada nivel de concentracién )
debers tener un coeficiente de variacifn de no mas de
1.5 % .

Nota 3

X 100

Coeficiente de variacién = 995!:;559419§’

X

3.3 Precisién

Se determina empleando una sustancia de referencia; los -
resultados no varfan bajo las mismas condiciones y equipo. El -
coeficiente de variacidn { C.V ) no debe ser mayor de 1.5 & .

3.4 Reproducibilidad

Es el grado de concordancia mutua entre los resultados in-
dividuales; se expresa principalmente como la desviacién estin-
dar relativa o C.V que no deberd ser mayor de 2.0 %.

Serd determinada con no menos de seis anflisis por dia, al
nivel del 100 % por duplicado emplecando el método con dos ana -
listas.

3.5 Exactitud

Bs una medida de la concordancia promedio entre un determi-
nado valor experimental y ¢l valor de referencia { muy préximo

al 1006 ¥ )}, obtenido al aplicar cl m&todo sobre muestras del --
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férmaco en presencia de excipientes adecuados. Se acostumbra ~~;
determinar la exactitud aplicando el método en muestras del f&r
macc a niveles del 80, 100 y 120 % de la cantidad etiquetada, -
seis veces cada nivel, y cada una de ellas por duplicado. Cada
conjunto de datos de cada nivel, debe presentar un coeficiente

de variaci6n de no mds del 2 % .,
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IV PARTE EXPERIMENTAL

1. EQUIPQ, MATERIALES Y REACTIVOS

1.

1 Egquipo y materiales

Espectrofotémetro UV / Visible Bausch E Lomb modelo 2000
equipado con graficador y celdas de cuarzo de 1 cm de es
pesor.

EspectrofotBmetro Infrarrojo Perkin Elmer modelo 1310
Espectrofot6metro Infrarrojo Perkin Elmer modelo 3%9 B
EspectrofotSmetro Resonancia Magnética Nuclear Varian --
modelo EM -~ 390 90 MHz

EspectrofotSmetro de Masas Hewlett Packard modelo 5985 B
Balanza Analftica Mettler modelo H 15

Termémetro de 0-400°C marca Taylor

Placas de vidrio de 10 x 20 cm cubiertas con una suspen--
$i6n de Silicagel GF,g, { Merck )

Cdmara para cromatograffa

Gabinete obscuro equipado con fuente de luz ultravicleta
de 254 nm

Microjeringa Hamilton de 50 microlitros

Agitador magnético Solbat

Tubo de Thiele marca PYREX

Material de vidrio marca KIMAX y PIREX

Tanque comercial de nitrSgeno de 99 % de pureza (INFRA)
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1.2 PReactives

- Dimetilformamida,Agua destilada, Cloroformo, Eter, Acido
Clorh{drico, Acetato de butilo y metanol bajo en acetona
grado reactivo ( marca J.T. Baker } .

~-Acetona, Alcchol Etflico y Aceite de Parafina grado reac-
tivo ( marca Merck)

- Bromuro de Potdsio reactivo cristal ( marca J.T, Baker }

- Hidr6xido de sodio lentejas grado reactivo { marca J.T.
Baker )

- Dimetil sulféxido reactivo para espectrofotometria (mar-
ca J.T. Baker )

- Nujol grado reactivo ( marca Merck )

- Urea grado reactivo ( marca J.T. Baker )

- Glutamato de sodio grado reactivo ( marca Sigma )
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2, DESARROLLO

Se lleva a cabe la sintesis de dos lotes de talidomida y -
la evaluacibn de algunas de sus propiedades fisicoguimicas. Se
realiza un estudio espectroscépico para confirmar su identidad
y asegurar con ello el uso de esta en los estudios realizados -
tomando como estindar a uno de los lotes ( Lote 2 ) gue cumple
satisfactoriamente con las especificaciones ;eportédas ( 14, 16,
26, 33 ) .

2.1 Sintesis : El proceso de sintesis efectuado (21) para
la obtencién de talidomida se realiza en dos etapas :

Etapa 1) Se peuaron 249 g de glutamato de sodio y 250 g -
de anhfdrido ft&lico, la mezcla se calienta a 200°C con agita--
cién constante y burbujeo de nitrfgeno manteniendo estas condi-
ciones nor 2 horas.

Posteriormente la mezcla de reacrifin se disuelve en aceta-
to de etilo y se filtra., En esta etapa se obtiene como producto
el &dcido ftalil glutfimico el cual se microniza.

Etapa 2) 277 g de Acido ftalil glutémico se mezclaron -
con 60 g de urea, se calienta a 180°¢ por 1.5 horas con agita--
ci6n y burbujeo de nitrégeno .

2l término de la reaccién se alcanza una temperatwra de --
220-225%; la mezela se enfrfa a 35-40°C. Se recristaliza con -
unAa solucidén hidroalcohdlica ( 2:1 ) adicionando 0.3 g de car--
bén activado y se calienta nor algunos minutos, la mosa es fil-

trada y el producto es lavado con metanol.
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2.2 Determinacidén de propiedades fisicoquimicas :

a) Solubilidad : Se determind la solubilidad de la materia
prima en agua y étanql a 259¢; para esto se disuelve el s6lido
"hasta saturaci6n a 30°C y se deja enfriar a 25°c, manteniendo -
la temperaturé empleando un bafic maria hasta gque precipita el -
exceso de soluto ( agitar para favorecer la precipitaci6n ) y =~
después de una hora se filtra, desechando las primeras porcio--
nes del filtrado, La concentracién de soluto en el filtrado se

determina por evaporacién a sequedad.

b) Humedad : Se pesaron exactamente 100 mg de los dos ---
lotes utiliéados, se determina la humedad de las muestras em --
pleando el método Karl Fischer.

c) Punto de Fusién : Para la determinacién de esta propie
dad se empleS el tubo de Thiele.

d) Cromatograffa en Capa Fina :

Preparacitn de la muestra : Se disolvieron 100 mg de la sus
t;ncia en 0.3 ml de hidr6xido de sodio 1 Ny 1.2 ml de metanol.

Soporte empleado : Silicagel GF,54

Sistema de disolventes : Dimetilformamida ~ metanol -agua
{35 :60 : 5) .

e} Métodos espectroscSpicos :

1,~ Espectro Infrarrojo : Se prepararon las pastillas de
la siguiente manera :

Lote 1 . Se mwezclaron 1.3 mg de sustancia con 260 mg de --

bromuro de potssio .



Lote 2., se mezélarbnil.O hg‘de:susténeié coh-ZSO mg de --
bromuro de potdsio. ‘ ) " ‘AA
. Se-determiné el espectro Infférrojo (IR) en estas condicig
nes para ambos lotes. Realizando tamﬁién la determinacién en -—
Nujol.

2.~ Resonancia Magnética Nuclear : Para la determinacién
del espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para ambos -
lotes, se disolvieron 20 mg de sustancia en dimetil sulféxido

deuterado ( DMSO. )

d

3.- Espectro de masas : Se emplean 10 mg de sustancia, --
para obtener su espectro, la muestra se funde dentro de la cama-
ra del aparato y se hace incidir sobre esta una energfa de 70 ~
electrovolts ( ev ) .

4.- Espectroscopfa Ultravioleta ( UV )} : Se determiné la
concentracifén donde se tengan valores entre 0.2-0.8 de absorban
cia. Para esto se disolvieron 16 mg de sustancia en 100 ml de -
solvente { agua, etanol v 8cido clorhfdrico 0.1l N ), se toma un
ml de cada solucién y se aforar a 50 ml con el mismo solvente.

Nota :

Se determiné ¢l punto de méxima absorbancia en agua,
etanol vy dcido clorhfdrico 0.1 N para elegir el sol-
vente y la longitud de onda adecuados para realizar

las determinaciones en ultravioleta.
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2,3 MEtodo espectrofotom&trico UV para la valoracibn de
talidomida como materia prima .

a) Curva de calibraci6n para ambos lotes : Se prepar§ una
solueifn acuosa saturada de talidomida, a 9 ml de esta solucifn
se le afadio 1 ml de dimetilformamida midiendo la absorbancia -
de esta solucifén a 299 nm . Tomando en cuenta que para una so--—
lucidn al 10 % w/v en dimetilformamida el £ ( 1 ¢, lom ) a --
299 nm es 93.2, este valor es usado para calcular la concentra-
cifn de talidomida en la solucién preparada.

Se efectuaron diluciones de la solucifn acuosa saturada --
con dcido clorhidrico 0.1 N para obtener soluciones con una con
centracién de 1, 2, 3, 4y 5 pg/ml, se determina la absorbancia
de estas a 220 nm .

b) Curva de calibraci6n para ambos lotes en etancl : Se
pes6 exactamente la cantidad de talidomida para preparar solu--
ciones con una concentracién de 1, 2, 3, 4 y 5 ug/ml en etanol
absoluto; se midi6 la absorbancia a la longitud de onda méxima
obtenida para este solvente .

2.4 Validaci6n del método espectrofotométrico UV para

talidomida como materia prima .

a) Especificidad

Para determinarla, se midieron las absorbancias de solucio
nes de talidomida en etanol que habfan sido incubadas a 37% por
24 horas, se tornaron muestras a 1, 6 y 24 horas y se calcula su

grado de hidrélisis.
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La concentracién de las soluciones empleadas es de 3.2
Pg/ml y la absorbancia se determiné a 218 nm .

b) Linearidad de la muestra { Lote 1)

Para obtener la linearidad, se prepararon soluciones que
contenfan 5, 10, 15, 20 y 25 mg de talidomida en etanol midien-
do su absorbancia a 218 nm .

c) Precisién

Se realizd evaluando la desviaciSn esténdar de los resulta-
dos obtenidos de seis determinaciones de la muestra con una con
centracién de 3.2 pg/ml .

d) Reproducibilidacd

Se realizé efectuando seis determinaciones por duplicado -
de la muestra a una concentracién de 3.2 pg/ml, se emplearon --—
dos analistas por dos dias, con el mismo equipo pero cada uno -
de ellos lo acondicioné y preparé adecuadamente e independiente

mente uno del otro .
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v RESULTADOS

1. Sintesis : A partir del proceso de sintesis efectuado
se obtiene un rendimiento de talidomida de 185 g equivalente al
67.86 % ,

2, Determinacién de propiedades fisicogquimicas :

Descripecifn : Polvo cristalino de color blanco

a) Solubilidad : En la Tabla No. 2 se muestran las solu--

bilidades obtenidas para cada lote en agua y etanol a 25%¢C .

T
Solvente Iote U Lote 2

Agua 0.08 mg/ml 0.08 mg/ml

Etanol 0.125mg/ml 0.125mg/ml

TABLA No. 2

Solubjilidad de talidomida en agua y etanol
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En la Tabla No. 3 se reportan los resultados obtenidos pa-
ra Porciento de Humedad, Punto de fusién y los valores de Rf -

que representan el promedio de 5 determinaciones .

Determinacién Lote 1 Lote 2
% Humedad 0.6240 0.5016
Punto de

269 - 270.2 269.4 - 270.6
Fusién (°C)

Rf 0,641 0,656

TABLA No. 3
Promedio de 5 determinaciones de Humedad, Punto de

fusifn y Rf para talidomida
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- 3. M&todos. espectroscépicos :
a) - Espectro Infrarrojo : Se obtuvieron las siguientes fre

cuencias caracterfsticas de absorcién Infrarroja .

- A parte de la banda carbonflica entre 1600-1688 em !
las amidas presentan absorcifn en la regi6én de 3050-3550
cm-l debicdo al alargamiento del enlace N - H y absoycifn
debida a la flexi6n del enlace N - H en la fegién de -~
1600-1640 cm L .

- Ademds un anillo aromdtico revela alargamiento del enla-
ce C ~ H a 3000-3100 en”t y absorcién debida a la flexidn
del enlace C - H en la regi6n de 675-870 an 1,

- Un enlace C = H alifdtico revela alargamiento a 2850~

1

2960 cm * y absorci6n debida a la flexién del enlace --

€ - Ha 1350-1470 em™l .

-~ Una amida sustituida o no, presenta la absorcién debida
al enlace C = 0 en la regibn 1690-1760 cm-1 .

~ El enlace del tipo C = C para la porcién del anillo aro-
mitico revela alargamiento en la regidn de 1500, 1600
an .

- El enlace de tipo C - N presenta un alargamiento en la -
regi6n de 1180-1360 cm'l, caracterizado por dos bandas -
debido a cue se trata de un enlace tipo arom&tico.

En la Figura No. 6 y 7 se muestran los espectros Infrarro-~

jo para los dos lotes en KBr y en la Figura No. 8 y 9 en Nujol.
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Espectro Infrarrojo del Lote No. 1 en KBr
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Espectro Infrarrojo del Lote No. 1l en Nujol
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Espectro Infrarrojo del Lote No. 2 en Nujol
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b) Resonancia Magnética Nuclear : Para disolver las mues
tras se emplec dimetil sulféxido deuterado ( DMS0 4 ) debido a -
la solubilidad de las muestras. En los espectros se observa pa-
ra ambos lotes un multiplete a 2.5 ppm que se asigna al disol--
vente debido a que cuando es deuterado de un 100 % solo se ob--
tiene en un 80 % (31) .

En la Figura No. 10 se muestran las regiones donde se lo--
caliza la respuesta debida al DMSOd y el agua presente en la =--

muestra analizada.

DMSOd

2 T™HS

FIGURA No. 10

Respuesta del DMSO, en RMN

d
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ZVSe obtuvieron las siguientes respuestas caracteristicas
al realizar el espectro de RMN :
- En los espectros de los dos lotes se observa un singule-
te ancho con un desplazamiento en ppm de 7.9-8.1 que ---
corresponde a los protones de tipo aromdtico, de las po-

siciones 3-6 de la molécula .

V'
o N a
& e (]
5 )] f) 10
w—8 tH
4 8/ 3
3 0

- El multiplete que se presenta en 5-5.3 ppm se asigna al
protén de la posici6n 9; a partir de esta sefial se reali
za la integracidén de sefiales obtenidas, para establecer
el nmero y los diferentes tipos de hidrégeno presentes
en la molécula.

- La sefial que se tiene a 3.3 ppm correspcnde a los hidrg-
genos de las posiciones 12 y 13 .,

~ El protén del nitrbgeno de la posicién 2 no se observa
por presentar senal arriba de 10 ppm .

En la Figura No. 11, 12 y 13 se muestran los espectros de

Resonancia Magnética Nuclear para los dos lotes de talidomida.
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Egspectro de RMN del Lote 1
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PIGURA No. 12
Espectro de RMN del Lote 1 -~ Integracisén -

£y



N

B P Y

Amplitud espectro : 3000 Piltro : abierto Referencia Cero : TMS
Solvente : DMSOd Temperatura muestra : 25°C Nucleos :

144

FIGURA No., 13
Espectro de RMN del Lote 2

PRI R

T O YOOI P
L

LN

[



45

¢) Espectroscopia de masas :

El espectrfmetro de masas ejerce tres funciones :

- Produce una fuente de iones de la sustancia muestra

- Clasifica estos iones de acuerdo con su relacifn masa /

carga ( m/z )

- Registra la abundancia relativa de cada especie de ion

En el espectrémetro de masas, se detecta el ion molecular
( mt ) y otros iones derivados de el:; el Mt corresponde al peso
molecular de la sustancia dado que cada tipo de ion tiene una -
razén de m/z y pata la mayorfa de los iones z = 1 por lo que ~
m/z representa la masa.

Los datos que se obtienen con ¢l espectro de masas son las
intensidades relativas, al pico mds intenso ( Pico base ) se le
asigna el valor de 100 y las intensidades de los demds picos se
expresan con relacién a este.

En la Figura No. 14 se muestra el ion molecular de la tali
domida y en la Tabla No. 4 se reportan las intensidades y picos

principales del espectro de masas de la talidomida .

—tj —— 27 + ((CygHygN0, )

m/z = 258
Ion Molecular
FIGURA No. 14

Ion molecular de la Talidomida
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Princigaliizpicos Intensidad relativa

258.2 3.2

273.1 100.0

76.1 60.1

104.1 53.4

148.1 42.0

111.1 40.0

50.0 22.5

TABLA No. 4
Intensidades y picos principales del

gspectro de masas de la talidomida
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d) éspectroscopfa Ultravioleta { UV ) : Se efectub el ===~
barrido espectrofotométrico para obtener el punto de mé&xima ab-
sorbancia-y elegir el sclvente mis adecuado para la preparacién
de las muestras y poder realizar las determinaciones analfticas.

Las muestras se prepararon a una concentracién de 3.2 npg/ml
a la cual se tienen valores de absorbancia que son confiables,
por encontrarse dentro de io establecido segln la iey de Beer
(12) .

La longitud de onda mé&xima obtenida para la talidomida en
los tres solventes se reportan en la Tabla No. 5 y la Figura --
No. 16 muestra el barrido espectrofotométrico de la talidomida
en Etanol, Agua y Acido Clorhfdrico 0.1 N a una concentraci6n

de 3.2 pg/ml .

Longitud de onda
Solvente 1
mixima max)
Etanol 218 nm
Agua 220 nm
Acido Clorhfdrico 0,1 N 220 nn

TABLA No 5

A‘max. para la talidomida en Etanol, Agua y HCl 6.1 N
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‘v4~;’ M&todo véébéetrofotométrico para la evaluacién de talido
mida como materia prima
,:'a) Curva de calibracifn para ambos lotes en HCl 0,1 N
La figura No, 17 es la representacién de la curva de cali-
bracién para los dos lotes de talidomida en HCl 0.1 N y la Ta--
bla No. 6 representa los resultados del andlisis estadistico

(32) de la curva de calibracién de talidomida en HCL 0.1 N.

1,0
0.8 |
]
g o Lote 1
5 0.6 ¢ s Lote 2
2
Q
0
2 0.4
0.2

PIGURA No. 17
Curva de calibracién para los Lotes 1y 2

en HCl 0,1 N
a 220 nm



: Parametrqs Estadisticos

Lote 1 lote 2
Nfmero de observaciones 5 5
Ordenada al origen 0.0 0.0096

Intervalo de confianza para
la ordenada al origen (95%)
Pendiente ( ml/pg )

Intervalo de confianza para

la pendiente (958%)

088

- =1,0022 a 1.0198
0.1752

- =0.1296 a 0.4800

-1.0476 a 1.0668

0,1826

~0.1359 a 0.5011

Coeficiente de correlacién ( r ) 0.99838 0.99962

Coeficiente de determinacifén ( rz ) 0.99677 0.99924

Error estdndar de regresién 0.63537 0.66445

t 0.95 (teSrica ) 3,18250 3.18250

tordenada al origen 0.02770 0.02890
TABLA No. 6

Anglisis estadfstico de la Curva de Calibracién

de talidomida en HCl 0.1 N

s
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b) Curva de calibracién para ambos lotes en etanol

La Figura No. 18 representa los resultados de la curva de
calibracién de ambos lotes de talidomida en Etanol; en la Tabla
No. 7 el resumen del estudio estadistico de la curva de cali--

bracién en Etanol para los lotes de talidomida.

1.0 ’I

0.8
" . lote 1
ksl .6
v 0 a Lote 2
o
a
R
]

0.4
2

0.2 |

1 2 3 4 5

FIGURA No. 18
Curva de calibracifn para los Lotes 1 y 2

en Etanol a 218 om



Parémetros Estadfstico Iote 1 Lote 2
Numéro de obse-vaciones N 5 5
. 0.0045 0.0080

Ordenada al origen

Intervalo de confianza para

la ordenada al origen (95%}
Pendiente ( ml/ug )

Intervalo de confianza para

la pendiente (95%)

Coeficiente de coxrelacién ( r )
Coeficiente de determinacibn ( r%
Error esténdar de regresién

t 0.95 (teSrica)

£ ordenada al origen

-1.001 a 1,010
0.1837
~-0.1342 a 0.5016

6.99981
0.99962
0.66330
3.18250
0.01357

-1.0502 a 1.0662

0.1832

-0.1357 a 0.5021

0.99399
0.99998
0,66650
3.18250
0.02406

TABLA No. 7

Andlisis estadfstico de la Curva de Calibracién

de talidomida en Etanol

€5
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' 5. Validacién del mé&todo espectrofotométrico UV para
talidomida como materia prima

Para llevar a cabo el andlisis de este punto, se considert
el Lote 2 como referencia, por cumplir completamente con las es
pecificaciones reportadas (15) como son punto de fusibn, espec-
troscopfa Infrarroja, masas, Resonancia Magnética Nuclear y Ul-
travioleta; no conociendo su pureza eXacta por no‘contar con -
un est&ndar debido a que solo se obtiene de importacién y su —-
uso esta limitado, por lo que al obtener resultados satisfacto-
rios con las determinaciones anteriores se establece que el Lo-
te 2 presenta una pureza considerable.

a) Especificidad

Antes de llevar a cabo la validacidén del método UV se pro-
cedié a demostrar su especificidad. Con este fin se sometieron
muestras de materia prima de ambos lotes a condiciones de de ~--
gradaci6én. Las condiciones fueron: incubacién a 37°% por 24 ho-
ras en etanol y muestreando a 1,6 y 24 horas.

Los resultados dec esta determinacidn se presentan en la --
Tabla No. 8 y en la Tabla No. 9 se muestra el Porciento de hi-=-

drélisis de ambos lotes.
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Tiempo incubacién
( hr. ) lote = 1 lote 2
1o 0.5430 0.5590
g 0.4630 0.4890
: -5‘24"' 0.1060 0.1180

TABLA No. 8

Resultados de absorbancia de lote 1 y 2

para especificidad a 218 nm

Tiempo incubacién
{ hr. ) Lote 1 Lote
1 8.89 % 6.21 %
6 22.31 % 17.95 %
24 82.21 ¢ 80.20 ¢
TABLA No. 9

Grado de HidrdSlisis de lote 1y 2 en

etanol




b) Linearidad
Los resultados
en la Tabla No. 10,

diente. En la Tabla

56

de la muestra ( Lote 1)

de la, linearidad para el lote 1 se muestran
en la Figura No. 19 la gré&fica correspon --

No. 11 se reporta el estudio estadfstico .

mg adicionados

mg recuperados

% recuperado

10
15
20
25

5.06
10.08
14.95
19,81
25.06

101.20
100.890
99.66
99.05
100.12

TABLA No. 10

Resultados de Linearidad de la muestra
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10 15 20 25
mg adicionados

PIGURA No. 19

Linearidad de la muestra
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Parimetros Estadfsticos lote 1
NGrmero de observaciones 5
Ordenada al origen 0.0730

Intervalo de confianza para
0.0487 a 0.0973
la ordenada al origen (95%)

Pendiente 0.9946
Intervalo de confianza para

0.98924 a 0.99996
la pendiente (95%)

Coeficiente de correlacién (r) 0.99991
Coeficiente de determinacién(rz) 0.99982
Error esténdar de regresién 19.11300
t 0.95 ( tebrica ) 3.18250
t ordenada al origen 0.00764

0.00937

£ pendiente

TABLA No, 11
Andlisis estadistico de la Linearidad

de la muestra { Lote 1 )
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¢) Precisién
En la Tabla No. 12 se dan los resultados obtenidos de --

seis determinaciones de la muestra ( ILote 1 } con una concentra

cib6n de 3.2 pg/ml .

Determinacidn Cantidad Cantidad Porciento
No. adicionada|recuperada |Recuperado
1 8.0 mg 7.95 mg 99,375 ¢
2 8.0 mg 7.98 mg 99,750 %
3 8.0 mg 7.90 mg 98.750 %
4 8.0 mg 7.93 mg 99,125 ¢
5 8.0 mg 7.88 mg 98.500 %
6 8.0 mg 7.90 mg 98,750 %
Media aritmetica 99.0416 %
Desviacién estdndar 0.4654
Coeficiente de variacién 0.4699 %
Intervalo de confianza

98.5978 - 99,4853 %
para media poblacional

FABLA  No. 12

Pesultados de la Precisibn
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d)  Reproducibilidad

Se analizd el Iote 1 efectuando seis determinaciones por -
duplicado, utilizando dos analistas en dos diferentes dias. En
la Tabla No. 13 se muestran los resultados y par@metros encon--

trados al realizar el anilisis estadfstico .
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bia Analista 1 Analista 2
100,000 % 100.312 ¢
100,125 ¢ 99.812 %
99,625 100.500 %
N 100,812 % 100.500 %
100,125 % 100¢.125 %
100,090 % 100,812 %
100,500 % 100.500 %
100,125 ¢ 100.125 %
100.500 ¢ 100.312 %
2 100.812 ¢ 101.000 %
100.812 % 100,500 %
100.625 § 99,625 %
Media 100.341 3%
besviaci6n esténdar (DS} 0.3803
Coeficiente de variaci6n 0.3790 %

TABLA No. 13

Reproducibilidad del método
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VI’ : DISCUSTON,

Tomando en cuenta las. referencias (19,20,21) para la sin-
“tesis de talidomida, se parte del glutamato de sodio y anhfidri
"do ft4lico para obtener el dcido anhfdrido ftalil glutdmico --

que es el reactivo principal en los procesos de siﬂtesis repoxr
tados; el cual no es fdcil adquirir en México por ser de impor
tacién .

Otra justificacién del proceso de sintesis realizado es -
el rendimiento que se obtiene ( 67.86 % } comparado con el re-
portado por Sabiniewics {(20) que es de 55 %

Con la espectroscopfa infrarroja, se obtienen los princi-
pales picos a la longitud de onda que se reporta (15) para ta-
lidomida tanto en las preparaciones en bromuro de potdsic como
en Nujol. Ademds al comparar los espectros te6ricos con los ob
tenidos se observa que se superponen alGn en la zona denominada
" Huella Dactilar " del compuesto gue se considera el criterio
de mayor significancia para establecer que se trata de un mis-
mo compuesto . El espectro infrarrojo ayudS a identificar la =--
estructura indicando los grupos funcionales de la molécula.

El espectro de Resonancia Magnética Nuclear ( RMN ) nos

indicé las regiones donde se localizan los diferentes tipos
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de hidrSgeno que contiene la talidomida dependiendo esto de la
fuerza del campo magn&tico, con lo que se realizé la identifi-
cacién de la molécula .

Los principales picos obtenidos en el espectro de masas
corresponden a los reportades (15), el espectro de masas re--
sulté ser la prueba confirmadora de la identidad de la mate --
ria prima empleada,ayudandonos también a conformar la estructu
ra de la talidomida indicando la presencia de ciertas unidades
estructurales en la molécula del compuesto.

La concentracién de trabajo se determiné en base a repor-—
tes publicados (14) acerca del coeficiente de extincibn y el -
comportamiento del compuesto, ademds, de que se encuentra den-
tro de los lfmites de linearidad propuesto por la ley de Beer
{12} .

En cuanto a los pardmetros de operacifn seleccionados, no
hay duda de que la eleccifn de estos de manera experimental --
fue la mds accesible debido a los xeportes consultados (14,17},
basandose en la determinacifn de datos bibliogr&ficos del com-—
puesto y de allf se parte con ciertos lfmites, hacia experimen
tos de ensayo — error que se propone por tratarse de una mues—
tra de sintesis y de un compuesto que fue retirado del mercado
sin haberle realizado amplios estudios en el area quimico ana-
lfitica.

Con el establecimiento de cendiciones para la valoracién
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de talidomida con el mé&todo espectrofotométrico UV se obtie
ne un coeficiente de variacién de 0.4699 % siendo el limite
de 1.5 3%, resultado de un an&lisis estadistico con lo gue -
se comprobé la precisi®n y reproducibilidad del método.

El método no se consideri del todo especifico ya gue a
pésar de gue se presenta una disminucién en la absorbancia
al haber mis degradaciln, no se puede afirmar que éste efec
to sea causado solo por la talidomida, sino que se puede --

deber a sus metabolitos .
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VII CONCLUSIONES

 Coh el proceso de sintesis empleado ademds de obtener

un: buen rendimiento se evita el empleo de reactivos -

de importacién.

Se identificd la materia prima a partir de sus propie
dades fisicoquimicas, con lo que se puede decilir con -

seguridad que se trata de Talidomida .

El trabajo realizado da inicio a.la posibilidad de --
poder incluir a la talidomida en el cuadrxo b&sico de

medicamentos, dada la importancia que tiene en el tra
tamiento de las reacciones leprosas y otras enfermeda
des que han sido tratadas con este farmaco con resul-

tados satisfactorios bajo estricto control médico .

A través del presente trabajo se dan a conocer las —-
condiciones de valoracién para talidomida como ﬁate -
ria prima; pues se trata de un método que a la vez ~
que es rdpido, es también muy sencillo puesto gue no
implica preparaciones complejas ni tardadas en ningu-

no de sus pasos .
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Sa considerd que el método espectrofotométrico puede
emplearse para evaluacién de talidomida como materia

prima y servir como base para estudios posteriores.
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