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RESUMEN

En el presente trabajo se integran conocimientos para la preparacién de un medicamento y la
valoracién del principio activo. Para su mejor comprensién, el estudic realizado se describe
en tres partes.

En la primera se realizé la sintesis a escala (150 g) del 5-cloro-2-metiltio-6-(1-naftiloxi)-1/4£
bencimidazol (fesciolicida alfa) segin una ruta propuesta previamente. Los compuestos
infermedios fueron caracterizades por sus constantes fisicas, espectroscépicas de IR,
RMN 'H y espectrometria de masas, las cuales correspondieron con las estructuras

esperadas.

La segunda etapa consistié en el desarrello de una forma farmacéutica adecuada para la
dosificacidn del Tarmace al ganado, asi como el desarrolio del Procedimiento Normatizado de
Operacién (PNO) de manufactura de dicha forma farmacéutica. Se tomd la decisidn de que
fuera una suspensién. Entre los distintos excipientes empleados se enctentran algunos
polimeros naturales vy semisjnté‘ricos como la pectina, carbopol (974F vy 971P),
carboximetilcelulosa {alta, media y baja viscosidad) y arcillas naturales como el caolin, Las
distintas  formulaciones preparadas fueron caracterizadas por sus propiedades
organolépticas y fisicoquimicas (pH, viscosidad y densidad); ademds de la observacién de su
estabilidad fisica. La fermulacién que obtuve los mejores resultados se fabricd bajo el PNO

TF-A-002-Manufactura (ver apéndice-PNQ's),

Por dltimo, la tercera parte del trabajo fue el desarrollo de un método para la extraccidn
del principio activo de la suspensién y su cuantificacién por medio de cromatografia de
liquidos de dalta resolucidn (HPLC). El compuesto alfa se arslé de la suspensidn con acetato
de etilo @ pH 8; la concentracidn se calculd al extrapolar el valor de la absorbancia en una

curve promedio; obteniendo 9B % del contenido esperado,
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La fasciologis es una zoonosis parasitaria causada por el trematodo Fasciola hepatica, es
responsable de grandes pérdidas econdmicas en todo el munde y aunque su distribucidn es
cosmopolita, se encuenfra preferentemente en los paises con climas tropicales y
subtropicales. Esta zoonosis se relaciona con la falta de condiciones sanitarias en los
criaderos y granjas, lo cual se presenta con mucha frecuencia en los paises en vias de
desarrollo como es el caso de México. Cuando este pardsito se encuentra ya alsjado en el
higado del hospedero (habitualmente ganade bovine y ovino), causa trastornos digestivos.
Esto conlleva a una disminucion o falta de aumento de peso en animales en desarrolio y de
engorda, con la consecuente baja produccién de carne. También se reduce la produccién de
leche y lana, lo que puede repercutir en lo salud de las crias; ademds de que el indice de

abortos es mayor y puede conducir a infertilidad precoz.'***

£l control de la infeccién puede lograrse:

1) Atacando dal caracol del género Limnaea (intermediario en el ciclo biolégico del pardsito),
al desecar aguas estancadas o instalar sistemas de drenaje adecuado en las zonas
afectadas, o bien, por el use de molusquicidas.

2) Por medio de antihelminticos en el tratamiento de los animales.

El control del caracol es bastante dificil y costoso, ademds de que algunos molusquicidas son
letales para otro tipo de animaies; es por elio que la quimioterapia es el procedimiento
elegido para el control y/o eliminacidn del trematodo £ hepafica en les zonas

endémicas R

La mayoria de fos fasciolicidas disponibles en la actualidad son eficaces contra las formas

maduras del pardsito; sin embargo, solamente el triclabendazol (Fasinex®)y el diamfenetide

{Coriban®) han demastrado tener eficacia contra los estadios juveniles del pardsito. 013
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En el caso del Coriban® se ha reportado que su eficiencia decrece a medida que el pardsito

12,31

alcanza su medurez, Para el triclabendazol, el fasciolicida mds ampliamente usado para el

tratamiento de esta infeccién, se han reportado casos de F£. Agpatica resistente a este

principio activo en ganado ovino y bovine. ¥

Con el objeto de estudiar mds moléculas que puedan convertirse en una aifernativa
terapéutica para esta zoonosis, se disefi¢ el 5-cloro-2-meftiltio-6-(1-naftiloxi)-14-
bencimidazel (fasciolicida alfa)* que hasta el momente ha mostrade resultados
prometedores contra los estadios juveniles y adultos de la £ Agpatica en las pruebas tanto

in vitro e in vivo, como en las pruebas farmacocinéticas

H
o N
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FASCIOLICIDA ALFA

"Grupos de investigacion del Departamento de Farmacia (Lab 122) de la Facultad de Quirmnica y el
Departamento de Parasitologia de Ia Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecria, Universwdad Nacional
Autbrioma de Mexco,

[
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Este trabgjo tiene como objeto llevar a cabo el escalamiento de la sintesis det fasciolicida
aifa y desarrollar una forma de dosificacidn adecuada que sea fabricada en forma
consistente (bajo PNO's) y con ello poder continuar con las pruebas de esta nueva molécula,

entre otras, los toxicoldgicas.
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3 ANTECEDENTES

3.1 Fasciolosis

3.1.1 Definicién

La fasciolosis es una zoonosis parasitaria causada por Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) y F.
gigantica (Cobbold, 1856). Estes trematodes producen cuadros sistémicos y fendrmenos
alérgicos durante su migracién en el huésped definitiva (mamiferos herbivoros y el hombre),
asi como lesiones, de leves a graves, en conductos biliares.? Algunos otros nombres de la
fasciolosis son: Distomatosis hepdtica, Higado podrido, Mal de botelia, Palomilla y Conchuela

del higado picado.!

3.1.2 El Agente: F. hepatica

La F. hepatica (ver figura 1) es un gusano hermafredita que mide hasta 3 cm de longitud y
cerca de 1.5 de ancho, es de color café blanquecino, su tegumento estd formado por unag
capa ci‘toplasmdﬂéa continua sin limites celulares y cuyos nicleos se localizan por debajo de
la capa muscular superficial. La superficie del fegumento tiene numerosas espinas. Tienen
una forma caracteristica debido a la presencia en el extremo anterior de un cono cefdlico;
ligeramente por encima y debajo de éste se encuentran las ventosas oral y ventrdl
{acetdbulo), esta dltima muy prominente le sirve come drgano de fijacidn, Debajo de la
ventosa ventral se abre el poro genital. El tiempo de vida de la F. hepatica oscillaentre 3y 5
afios ?

Figura 1. Fasciola hepatica®
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3.1.3 Ciclo Bislégico

En el ciclo de vida de la £ figpatica (ver figura 2), el hombre se infesta al ingerir berros,
lechuga, alfalfa, etc.; los cuales llevan adherides las metacercarias, que son le forma
infestante del pardsito. También puede infestarse al beber agua de mananticles y

posiblemente al consumir higados semicrudos de animales infestados con formas juveniles

de la fascicla en migracién*

Una vez en el animal infestado la fasciola se aufofecunda y produce huevecillos que son
expulsados en las heces fecales llegando al agua y madurando en una o dos semanas, dentro
de ellos una larva ciliada, el miracidio, empuja el opérculo y sale al exterior donde se moviliza
activamente en busca del huésped intermediario. Este infermediaric es un caracol
pulmonade de agua dulce del género Limnaed*, ol que invade utilizando acciones mecdnicas e
histoliticas; ya en su inferior se convierte en esporogquiste; el que por el principio de
poliembrichia {de un sole embrién se derivan muchos) produce la primera generacidn de
redias, aproximadamente 20 dias después. Una semana después las redias producen una
segunda generacidn, que al transformarse en cercarias abandonan el caracol y maduran en el
agua (un miracidio se transforma en alrededor de 500 cercarias). Las cercarias pierden la
cola, se redondean y enquistan en plantas acudticas y en material inerte como los pldsticos y
el cartdn, transformdndose en metacercarias (forma infestante para los animales

herbivoros y el hombre).

Cuando las metacercarias son ingeridas por el hombre, al llegar al ducdenc se desenquistan y
se convierten en formas juveniles o distomas, las cuales atraviesan la pared celular hasta
llegar a la cavidad peritoneal. De esta dl¥ima migran hasta alcanzar el higedo, perforan la
tdpsula hepdtica, se introducen y contindan su camine por el parénquima hepdtico causando a
veces serios dafios, hasta penetrar en los conductos biliares en donde se convierten en
adultos unos dos o tres meses mds tarde.

*De acuerdo con Euzeby —1971- se escribe Limnaea y no Lymnaes, ya que el origen griego de |a palabra es Limnaios

¥ o Lymnains
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Algunas formas juveniles se extravian durante la migracién vy se alojan en el peritoneo,

donde suelen causar cuadros muy graves. También pueden parasitar en forma errdtica otras

estructuras como el pdncreas, pulmén y tejido subcutdneo.!

Figura 2. Ciclo de vida de la 7. hepatica’

D

A: Huevos en heces: B: Huevos en medio hidrico; C: Miracidio; D: Caracol
huésped (El esporoguiste y las redias se forman dentro del caracol); E:

Cercarias; F: Metacercarias.
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3.1 4 Distribucidn

La fasciolosis es de distribucién cosmopolita (ver figura 3) y prevalece en los paises
criadores de ovejas y bovinos que constituyen los huéspedes habituales, aunque puede
enconfrarse también en una gran variedad de herbivores, particularmente rumiantes.
bisontes y bdfalos, en equinos, caprinos, cerdos, elefantes, venados, entre otres. La
infestacién en el hombre por fasciolosis ha sido observada en el Norte de Asia, Norte de
Africa, Australia'y Europa; siendo un problema grave en lugares como: Brasil, Paraguay, Perd,
Venezuela, Chile, Argentina, Colombia, México, Nueva Zelanda, Pakistan, China, Indenesiay

Japdn, entre otros 2118

Figura 3. Distribucién geogrdfica de la £, hepatica’
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3.1.5 Pérdidas Econdmicas

La importancia de las pérdidas causadas por la fasciolosis depende de la intensidad de a
infestacién, se pueden dividir en directas e indirectas. Las directas son aquéllas en que la
enfermedad aparece bruscamente ocasionande mueries, Estas pérdidas ya considerables

pueden ser superadas por las indirectas.

Los animales can fasciolosis crénicas frecuentemente no presentan signos muy marcades que
hagan sespechar al duefic de un problema importante de los trastornos digestivos mds o

menos pronunciados,

Las alteraciones hepdticas conducen, segin la intensidad de la enfermedad, a una
disminucién del peso o a una falta de aumento de peso en animales en desarrollo y en
engorda; disminuye la produccidn de leche y lana. Algunos trabgjos han demostrade que la
produccién de leche puede disminuir entre 5% en vacas con fasciolosis crénica, hasta 70 6
100% en animales caguécticos (extremon adelgazamiento) y mermar hasta en un 39% la
produccidn de lana. La infertilidad precoz y los abortos retrasan el intervalo entre parto y
parto. La produccién insuficiente de leche repercute también en la cria, ya que retarda el
crecimiento entre 30 y 50% y aumenta la susceptibilidad a otras enfermedades infecciosas
y parasitarias. Hay que agregar a las pérdidas econdmicas, mayor consumo de alimento,
debido a la deficiente digestidn y el decomiso del higado en los mataderos.'

La fasciolosis, es responsable de cuantiosas pérdidas econdmicas en la produccién ganadera
en todo el mundo, ademds de que el hombre puede verse infestado tombién por este

pardsito
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3.1.6 Medidas de Prevencién-Lucha-Control

Para atacar ala fasciolosis en el dmbito humane se debe realizar e diagndstico adecuado de
la enfermedad en los habitantes de la zona de riesgo, asi como organizacion de sistemas de
reporte de casos. Una vez que se detectan individuos con fasciolosis, tratarlos y darles
seguimiento mediante diagndsticos de control, para poder con ello evaluar la efectividad de
las medidas tomadas, También es importante vigilar el transporie y manejo de vegetales
acudticos y semiacudticos a los centros de consumo, para evitar que cantengan a las formas

infestantes de la F. hepatica.

Para evitar la propagacién y/o llegada de la enfermedad en las granjas, se debe contar con
abrevaderos libres del caracol intermediario, llevar a cabo el diagnéstico adecuade y hacer
un reporte de casos, En cuanto al fratamiento a seguir, se recomienda idealmente realizar
cuatra por afio; sin embarge, si esto no es posible al menos debe hacerse uno -finalizando las
lluvias-. Al igual que en los humanos, se recomienda llevar a cabo un diagndstico de control a
los animales tratados para evaluar la evelucidn de la endemia y la efectividad de las medidas

de control. En las aduanas se debe tener un control de los animales importados.®

Otra medida que se puede adoptar para hacer frente a la fasciclosis, es la lucha contra el
huésped intermediario {caracel del génere Limnaeq), la cual se basa en actividades como la
desecacidn de agua estancada y el uso de sistemas de drengje adecuades en las zonas
infestadas. Otra opcidn es el empleo de molusquicidas como e! sulfato de cobre
(considerado como el molusquicida cldsica), pentaclorofenato de sodio (para tratamiento de
aguas estancadas), cianuro de calcio {este producto se usa como fertilizante), cloruro de
cobre y bromuro de Athexadecil-AMMNA-trimetilamonio.! El control del caracel es bastante
dificil y costoso de llevar a eabo, ademds de que los compuestos de cobre son lefales para
otro tipo de animales: es por ello que la quimioterapia {(use de compuestos quimices para el
tratamiento de alguna enfermedad) es el procedimiento elegide para el cantrol de las zonas

endémicgs

10
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3.1.7 Tratemiento

El uso de fdrmacos es la medida mds frecuentementie empleada para el tratamiento de la

fasciolosts, los de uso comdn en la actualidad (o en un pasado reciente) se clasifican en 5

principales grupos (tabla 1):7

> Fenoles halogenados: Bitionol (Bitin, Actamer), hexaclorefeno (anteriormente liamado
Bilevon -chora es cbsoleto-), niclofolan (Bilevon -en la actualided-}, notroxilin (Trodax).

» Salicilanilidas: Brotianide (Dirian), closantel (Flukiver, Seponver, Supaverm, Cosicare),
oxiclozamda (Nilzan, Zanil}, rafoxanida (Flukanide, Ranizole).

» Bencimidazoles: Albendazol (Valvazen), mebendazol (Telmin, Vermox, Supraverm),
triclabendazo! (Fasinex), Luxabendazol (Fluxacur).

» Sulfonamidas: Clorsulon (Curatrem €, Tvomec Plus).

» Fenoxialcanos: Diamfenetide (Coriban).



(4%

Tabla 1. Eficiencia comparativa de diferentes farmacos vs F. hepatica’

; Dosis Mdxima | Indice de seguridad Edad ménima dei pardsito en la |

j Fdrmaco Ruta de Dosis Recomendada Tolerada para ovejas a la dosis cual el fdrmaco presenta una

} Administracién {mg/Kq) (mg/Kag) recomendada efictencia 290% {semanas)

: Ovejas Vacas Ovejas Vacas

= Bitienol Oral 75 30 75 1 »12 >12

1 Hexaclorofeno Oral 15 20 40 2.6 12 12

% Niclefolan Oral 4 3 12 3.0 f2 >12

I Nitroxilin Subcutdnea 10 10 40 40 8 0|

E Brotianide Cral 5.6 NR 27 48 12 NR

] Closante! Oral 7.5-10 NR 40 4.0 8-6 NR

! Oxiclorazenida Oral 15 3 60 49 12 >14
Rafoxanida Oral 75 13-16 45 6.0 6 2 )
Albendazol Cral 475 7.5 30 8 »12 12

; Triclabendazol Oral 10 12 200 20-40 1 8

a Clorsulon Oral NR 7 100 5 NR 1

: biamfenetide Oral 80-120 100 400 3350 1 dia-6 semanas | 1 dia-7 semuna

.

NR: Neo Reportado.
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3.1.8 Triclabendazol

Ei triclabendazol (TCBZ), 5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-2-(metiltic)-14-bencimidazol cuyo
nembre comercial es FASINEX® de Ciba Geigy (1981), es un compuesto que posee una alta
eficiencia contra los diferentes estadios de la F. Aepatica vy es bien telerade por el
hospedero *** El TCBZ ha presentado una actividad del 99-100% contra la 7. Aepatica, la
dosis usualmente empleada para su eliminacién fanto en su forma adulte como en la inmadura

es de 5-10 mg/Kg en borregos y cabras, y de 12 mg/Kg en ganado vacuno "

El triclabendazel ha sido el farmaco mds amphiamente usade debido a que presenio ventajas
sobre otros fasciolocidas, por ejemplo, a dosis de 5 y 10 mg/Kg ha resuitado ser ligeramente
mds efectivo contra la forma adulta de la £ hepatica que el niclofolan a desis de 3 ¢ 3,75
mg/Kg: ademds, este (ltimeo, al parecer presentd signos de toxicidad en una de las pruebas,

mientras que el TCBZ fue bien tolerado por ovejas y cabras'®*.

A pesar de la alta eficiencia que el TCBZ presenta contra la £, hepatica, también se ha
reportado su baja actividad contra los nematodos y cestados, pardsitos que son Tipicamente
sensibles a los bencimidazoles. El hecho de que el TCBZ no tenga actividad nematicida,

sugiere que éste actiic de manera diferente a los otros bencimidazoles antiheiminticos®

Después de administrarse el TCBZ por via oral a los diferentes animales en estudio (ovejas,
cabras, vacas, caballos, dromedarios v bifalos), solamente se detectan en plasma ios
metabolitos sulfdxido de triclabendazol (TCRZ-50) vy sulfona de triclabendazol (TCBZ-5G:).

Se ha encontrado también que el TCBZ-SO es farmacoldgicamente activo.”



ANTECEDENTES

B e e e

3.1.9 Fasciolicida Alfa

3.19.1 Disefio

El disefio del fasciolicida alfa se llevd a cabo en la Facultad de Quimica, como parte de un
proyecto amplio denominada: “Sintesis y evaluacion bioldgica de nuevos bencimidazoles”
Este proyecto tiene la finalidad de obtener informacidn sobre los requerimientos
estructurales de les bencimidazoles para ejercer su accidn antihelmintica y antiprotozoaria,
Asi como investigar el mecanismo por el cual lo realizan, pretendiendo encontrar relaciones
cuantitativas entre la estructura y la actividad, para asentar las bases del disefio racional de
nuevas moléculas con actividad bisldgica, tante para su uso en la medicina veterineria como

en la humana; ademds que sean de fdcil preparacién y bajo costo.

Un conjunto de compuestes tomd como base al triclebendazol, que hasta la fecha es el
fdrmaco de eleccidn en el tratamiento de la fasciolosis y entre otros fueron sintetizados el
5-cloro-2-metiltio-6-(I-naftiloxi}-1+-bencimidazel (compuesto ALFA) y el B-clare-2-
metiltio-6-(2-naftiloxi)-1--bencimidazol (compuesto BETA), cuya variacién con respecto al
triclabendazol es el sustituyente en la posicién 5. Esta variacidn se realizé con la finalidad
de encontrar un iséstero del grupo 2,3-diclorofenoxi del triclabendazol en dicha posicidn,

que pudiera ejercer un efecte similar al del grupo original.

Después de lfevar a cabo las pruebas de actividad bioldgica -las cuales se discutirdn
posteriormente- se encontrd que el compuesto denominado ALFA tuvo actividad contra la £
hepatica en los fases adulta e inmadura de su desarrcllo. Esta es una de las principales
caracteristicas que han llevado al triclabendazol a ser el fdrmaco de eleccién contra la

fasciolosis.

14
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3.192 Solubilidad

Une de los puntos mds importantes al momento de desarrotlar una forma farmacéutica de un
nuevo compuesto es su solubilidad, en el caso del fesciolicida aifa éste ya se habia
determinado (métode de Yalkowskiy. En la tabla 2 se muestran los resuttades obtenidos
para la prueba de solubilidad, de ésta se puede apreciar la hidrofobicidad que presenta

nuestro compuesto.

Tabla 2. Solubilidad del fasciolicida alfa 37 °C.

Disolvente Solubilidad {mg/mL}
Solucidn amortiguadora de fosfates pH=7.4 >0.00002
Solucién amortiguadora de fosfatos pH=6.0 £.00047
Solucién amortiguadora de fosfatos pH=2.2 0.0038
Solucién amortiguadora de fosfatos pH=1.3 0.0062 “
NaOH 0.IN 0.00032 ]
|HCI 0.IN 0.010
Acetonitrilo 0.009
Acetona 0038
Propilenglical 0.041
Hexano 0.062
Metanol 0.10
Dimetilsulféxido 0.21

3.1.9.3 Estudios de Actividad

A continuacidn se hard referencia a algunos estudios realizades hasta e! momento del
fasciolicida alfa:

La eficiencia in witro (ver tabla 3) se evalué a diferentes concentraciones, utilizando
metacercarias de £ hepafica desenquistadas. La evaluacién tomd como pardmetro la
supervivencia de los helmintos después de cuatre dias de exposicidn, calculands el
porcentaje de eficiencia en comparacién con un control positive (metacercarias sin el

compuesto dlfa).’

15
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Tabla 3. Resultados para las pruebas in vitro del compuesto alfa vs metacercarias de £,
hepatica,

Concentracién [ma/L]| Eficiencia % |
0.37 0
i1 0
3.33 775 §
I 10 100
50 100

El primer estudio /n vivo se llevd a cabo en tres grupos de ovinos de & individuos cada uno,
dos de ellos fueron tratados con el producto alfa a dos diferentes concentraciones (por via
oral} y el otro sirvié como control. Los resultados mostraron una eficiencia de 80.6 % para
la dosis de 10 mg/kg y 86.9% para o de 15 mg/Kg. Con este esiudio el compuesto alfa

mostré una muy promisoria actividad como fasciolicida.®

Un estudio posterior se lievé a cabo contra las fasciolas de 4 y 8 semanas en 50 ovinos
criollos (ver tabla 4), a los cuales se les administraron oralmente 200 metacercarias de la ~.
hepatica. Pasadas 4 semanas los animales fueren reinfestados con 200 metacercarias; y
después de 8 semanas de la infestacién inicial los animales se dividieron al azar en 5 grupos
de 10 individuos cada uno. A cuatro grupoes se les traté con 5, 15, 22.2 y 30 mg/Kg del
compuesto alfa y el quinto grupo fungid coma control sin tratamiento, Dos dias después de
la administracidn del compuesto alfa, los animales fueron sacrificados con el fin de evaluar
la actividad, mediante el conteo de las fasciolas en el higado para la obtener el porcentaje
de reduccién.”

Tabla 4. Resultados obtenidos para el estudio de actividad del compueste alfa vs £ hepatica

en ovinos.
| Desis % de Eficiencia
[mg/kg] 4 semanas 8 semanas Promedic
10 Bz2.2 817 820
15 87.2 88.1 87.6
22.2 50.8 87.2 Bo.2
30 943 90.0 92.4

18
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1.9.4 Estudios Farmacocinétices en Ovinos

on la finalidad de conocer el comportamiento (movimiento v condiciones que lo afectan) del
1sciolicida alfa en el organisme de los animales, se realizé un estudio de la farmacocinética
1 ovinos (ver tabla B} usando una dosis de 12 mg/kg administrada por via oral. El
Xperimento se realizé menitoreando, por medio de HPLC (High Performance Ligquid
hromatography ), los concentraciones del compuesto alfa y su metabelito sulféxido en
asma a diferentes tiempos. El compuesto aifa no fue detectado como tal, lo que significa
te sufrié un metabolismo extenso. Sin embarge se enconird que el metabolito sulfoxide,
resentd una farmacocinética descrita por el Modelo Abierto de Dos Compartimentos

WADC) cuyos pardmetros se presentan a continuacisn ?

abla 5. Valores de los pardmetros farmacocinéticos obtenidos para el fasciclicida alfa en

vinos,
Pardmetros farmacocinéticos Valores medios
+1 absorcidn 6.17 h
1y eliminacién 18.9 h
Tmax 114 h |
Cmax 8.0 ng/mL
ABC 238.4 pg*h/ml
Vol. de distribucidn 58.6 L
Depuracion 68.8 mL/min. j

ty: Trempo de vida media, Cmax: Concentractdn méx:ma aleanzada
Tmax: Trempoe requeride pare alcanzer Cmax;:

ABC: Area baio la curva
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Se ilevé a cabo en 7 bovinos (3 machos y 4 hembras) con un peso de entre 186 y 254 Kg, y se

les administré una dosis oral de 12 mg/kg. La metodologia fue similar a la que se siguié al

Estudios Farmacocinéticos en Bovinos

llevar a caba la farmacecinética en ovinos.
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En este estudio tampoco fue posible defectar al compuesto alfa; sin embargo, fueron

cuantificadas (HPLC) las concentraciones plasmdticas de los metabolitos sulféxido (a-SO) y

sulfona (0-50,).% En la tabla 6 se muestran los resultades obtenidos.

Tabia 6. Valores de los pardmetros farmacocinéticos obtenidos para et fasciolicida alfa en

boviros,

Pardmetros Sulféxido Sulfona _[

farmacocinéficos {valores medies + DE) | (valores medios x D.E)

+is aparicidn 943 +510h 2626+ 2.73h

Ty eliminacion 2582 +235h 3473 £836h

Tmax 33.43+4.37h 6343+542h

Cmax 5.01+1.02 ng/mlL 10.19 + 1.90 pg/mL

ABCq.: 238.63 £ 4258 735,44 £ 176.53
ug*h/mlL ug*h/mL

ABCg... 24913 + 43.13 ug*h/mL 855.89 + 21255

pg*h/ml

!

D.E.: Desviacién esténdar,
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3.2 Suspensiones

Al desarroliar un medicamento debe elegirse una forma farmacéutica adecuada para su
administracién. Las suspensiones pueden ser una opcidn para resolver el problema de la
administracién de fdrmacos poco solubles, éstas deben ser lo suficientemente viscosas para
mantener las particulas del principio activo separadas unas de otras, pero también lo
suficientemente fluidas para permitir su fdcil administracién. La viscosidad requerida
depende de la Tendencia del principio active a sedimentar, que a su vez depende del tamafio

de particula y de la densidad del poivo.*®

3.2.1 Definicién
Una suspensidn es un sistema heterogéneo consistente en dos fases, una es continua o

externa que es generalmente un liquido o semisélide v la otra es dispersa ¢ interna que es

insoluble en {a primera.’®

La definicién anterior es muy general ya que seglin ésta los geles y las lociones se podrian
clasificar como suspensiones, es por ello que existe la necesidad de una terminologia mds
especifica. Para los preparados farmacéuticos que se conocen como suspensiones se debe
hacer hincapié en que es un sélido disperso en un liquide, y que el estado de subdivisién del
mismo tiene come limite inferior aproximadamente de 0.1 pm, hasta particulas que decantan

o sedimentan durante el reposo.”*

Una suspensidn aceptable debe poseer ciertas cualidades deseables, por ejemplo, que la fase
dispersa no debe sedimentar rdpidamente, las particulas que sedimentan no han de formar
un sélide dificil de resuspender ("cake o torta") con agitacidn y se debe formar nuevamente
una mezcla uniforme y homogénea a la vista. La suspensidn no debe ser demasiado viscosa

para que pueda ser vertida fdcilmente y no se dificulte su administracion.®**

19



ANTECEDENTES
R

La mayoria de las suspensiones se llegan a separar con el tiempo; sin embargo, el objetivo
principal al desarrollar una formulacidn no es evitar esta sedimentacidn, sino bajar al
mdximo su velocidad de sedimentacidn, permitir la fdcil resuspensién del sélido y evitar que

se aglomeren las particulas formando "cake".”®

Ademds de las propiedades fisicas adecuadas, las suspensiones han de contar con éptimas
propiedades quimicas y farmacoldgicas, para lo cual el tamafic de particula, el drea
superficial especifica, la inhibicién del crecimiento de cristales y los cambios polimérficos

tienen una importancia especial

Finalmente es deseable que el producto contenga ingredientes fdciles de adquirir, que
puedan incorporarse a la mezcia con cierta facilidad y que pueda ser preparado usando

métodos y equipos estandarizados.”®

3.2.2 Componentes

Los principales componentes de uha suspensisn son el principio active {por lo gral
compuestos hidréfobos), surfactantes y los agentes suspensores. Los surfactantes se usan
para reducir la tensidn superficial entre las particulas sélidas y el vehiculo, lo que permite el
desplazamiento de aire de la superficie del material hidréfobe, para que el liguido {por lo
general agua) que rodea a las particulas las humecte y se forme una dispersion adecuada. Si
se decide usar un surfactante hay que tener en cuenta que al reducir la tensién superficial

entre las particulas se promueve la defloculacién#?*

Los agentes viscosantes actian como coloides protectores, que a concentraciones alfas
modifican considerablemente la viscosidad y reducen la velocidad de sedimentacidn de las
particulas defloculadas, o bien, proporcionan estabilidad a una suspensién fleculada. La

eleccidn de un agente viscosante apropiado depende de la finalidad de uso del producto.
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En las suspensiones de administracidn oral la fase externa generalmente consiste en agua;
sin embargo, puede considerarse el uso de otros liquidos polares como el alcohol (EtOH) o la
glicerina para contrelar la solubilidad, estabilidad y sabor. Ademds deben incorporarse

agentes conservadores adecuados para reducir el riesgo de contaminacién microbiena.*

3.2.3 Ventajos y Desventajas

El desarrollo de una suspensién como forma de dasificacidn, constituye una de las vias mds
usadas, esto debide a que permite la administracién de fdrmacos que presentan baja
solubilidad en agua. Enfre lus ventajas de estas formas farmacéuticas se encuentran a
flexibilidad en la dosificacién -puede ajustarse segiln las necesidades del paciente-,
facilidad de administracién, buena estabitidad quimica -por no tener al principio active en

solucidn-, eficiencia farmaceldgica, ademads de ser de fdcil manufactura en comparacion con

otras formas farmacéuticas.6?*

Entre las desventajas que presentan este tipe de formas farmacéuticas destacan la
dificultad para obtener la uniformidad de contenido, siendo necesaria la agitacién previa a la
administracion; la formacién del sedimento provoca un aspecto desegradabie, lo que obliga a
usar contenedores opacos y si no se cuenta con un dosificador adecuado puede presentarse

variacién entre las distintas cantidades administradas durante el tratamiento.

3.2.4 Estabilidad Fisica

Las suspensiones son relativamente fdciles de preparar; sin embargo, los problemas se
presentan en el momento de monitorear su estabilidad fisica. Para propésitos farmacéuticos,
la estabilidad fisica de una suspensién puede ser definida como la condicidn en la que las
particulas no se agregan y permanecen uniformemente distribuidas en el medic de
dispersion. Como rara vez ocurre esto, se ha agregado una condicién mds, que dice que en
cagso de sedimentar, las particulas deben resuspenderse fécilmente por agitacion

moderada ®-*
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Entre las pruebas para el control de calidad referentes a la estabilidad fisica de las
suspensiones se destacan la sedimentacién, apariencia, olor y vertibilidad: las cuales, deben
ser verificadas periddicamente.”® La estabilidad fisica puede establecerse mediante la
determinacién de la sedimentacidn, viscosidad, densidad y realizacién de pruebas

microbioldgicas ¢

3.2.5 Aspectos Fisicoquimicos en el Desarrollo de una Suspension

3251 Propiedades Interfaciales

Como ya se menciond, una suspension consta de dos fases, una de ellas formada por un sélido
insoluble y la otra por un liquido que actiia como fase externa o continua, de la inferaccidn

de éstas depende la estabilidad de una suspensién.

El aumento del drea superficial de las particulas insolubles como resultado del decremento
del didmetra, estd asociado @ un oumento en la energia libre superficial: esto trae como
resultado un sistema termodindmicamente inestable Lo que significa que las particulas
mientras mds pequefias, tienen una mayor energio y tienden a reagruparse de manera que

decrezca la energia libre superficial.

Las particulas de una suspensién liquida pueden formar los llamados fléculos (conglomerados
ligeros y esponjosos que estdn unidos por débiles fuerzas de van der Waals), o bien, bajo
¢iertas condiciones (p.e. un “cake” compacte) las particulas pueden estar adheridas por
fuertes fuerzas que forman los llamados agregados. La formacidn de cualquiera de los dos
aglomerados (fldculos o agregades), es considerada come una medida de la tendencia del

sistema a alcanzar un estado termodindmicamente estable.
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El incremento en la energia libre superficial del sistema debido al aumento del drea
superficial de la fase dispersa, como consecuencia de la divisién del sélido se expresa en la
ecuacion siguiente:
AG= Y5 *AA
En donde A& es la energia libre superficial, AA el drea superficial total y ys. es la

tensidn superficial entre el medio liquide y las particulas sélidas.

Para que el sistema se acerque al equilibrio (AG=0) existen dos posibilidades, una es reducir
lo tensidn superficial y la ofra es disminuir el drea interfacial; esta ditima conduce a lo
formacién de agregados o fideulos, La tensidn superficial puede ser disminuida por un
surfactante; sin embargo, una suspensién de particulas insolubles posee un valor finito

positivo para la tengién superficial,

Las fuerzas de repulsién y atraccidn de la superficie de las particulas afectan el grado de
floculacion y aglomeracién en una sugpensidn. Las fuerzas de atraccidn son del tipo van der
Waals; mientras que las de repulsidn surgen de la interaccidn de la doble capa eléctrica que

rodea a cada particula,

La energfa potencial entre dos particulas es funcién de la distancia que las separa, en la
grdfica 1 se muestra esta relacién y en ella se puede observar que cuando la energia de
repulsion es alta, la barrera energética también lo es, evitando la colisién de las particulas;
quedando asi el sistema defloculade. Sin embargo con el paso del tiempo ocurre la
sedimentacidn, en la que las particulas mds pequefias (lentas para sedimentar) son
presionadas por las mds grandes: rompiendo asi la barrera energética. Al romperse esta
barrera las particulas tienen un contocto cercane y forman un paquete compacto,
conformado por pequefias particulas que llenan los espacios generados por las mds grandes.

Ahgra bien, para resuspender estas particulas se tiene que vencer nuevamente una gran
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barrera energética, fo que no es fédcil por agitacién ya que las particulas estdn muy

fuertemente unidas unas con otras formando el llamado “cake”.

Cuando las particulas estdn floculadas, la barrera energética es grande y ne puede ser
vencida, asi las particulas residen en el segundo minimo de energia (gréfica 1), el cual estda
una distancia minima de aproximadamente 1000 a 2000 A, esta distancia es suficiente pora

formar fléculos.

En pocas palabras las particulas floculadas estdn débilmente unidas, sedimentan rdpido, no
forman "cake” y son fdcilmente resuspendidas, mientras que las particulas defloculadas
sedimentan lentamente y eventualmente forman un sedimento en el cual la agregacidn ocurre

y como resultado se forma un fuerte "cake” que es muy dificil de resuspender.’”

Gréfica 1. Curvas de energia potencial vs distancia para las particulas de una suspension.”

Fnergia de
imeraccion Curea de energia
de una sugpensiin
floewlada
urva de
+) repulsion

. >
Particula [F

Curva de
atraccion

9

Distancia entre
particulas

1

Curva de energia patencial para las
particulas de una suspension floculada.
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3.2.5.2 Identificacién de Sistemas Floculades y Defloculados

Para poder identificar una suspensién floculada o defloculada de una manera sencilla y
rdpida, se puede hacer el andlisis del sobrenadente que aparece en las primeras etapas de la
sedimentacién. En este método se establece que en un sistema floculado el liquido que estd
sobre el sedimento es claro, debido a que las pequefias particulas del sistema estdn
asociadas con los fléculos; en el caso de las suspensiones defloculadas por el contrario, el

sebrenadante es turbio por un periodo considerablemente largo de tiempo.

El hecho de que en los sistemas defloculados. las particulas mds pequefias enturbien la parte
superior del mismo, estd de acuerdo con la ley de Stokes en la que se establece que las
particulas mds grandes sedimentan mds rdpidamente que las pequefias. Con base en lo
anterior se puede decir que las caracteristicas del sobrenadante durante el estado inicial de

la sedimentacién, es un buen indicador de las condiciones de flaculacién o defloculacién del

sistema.”

3.25.3 Pardmetros de Sedimentacidn
Para determinar la sedimentacion de una suspensién se usan dos pardmetros que son: el
volumen de sedimentacién y el grado de floculacidén. El volumen de sedimentacién (F) estd
definido como la razén del volumen final a un tiempo dado (V¢) entre el volumen inicial (V,),
su expresién matemdtica es: F=Vi/V, (F<1)
El pardmetro mds usado en la determinacidn de la sedimentacidn es el grade de floculacién-
B. Siconsideramos una suspensién que estd completamente defloculada {usada como punte
de comparacién), el dltimo volumen de sedimentacion serd relativamente pequefio,
representando este volumen como Ve y Vo como el volumen inicial, el volumen de
sedimentacién de la suspensidn defloculada (Fec) se define, como:

Fac=Va/Vo
asi el grado de flogulacién (B} estd dedo por:

B<F/Fx 0 B=Vy/Ve
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3.254 Tameafio de Particula y Viscosidad

El tamafio de particula de la fase interna y la viscosidad del medio son de los pardmeiros de
mayor importancia en el desarrollo de una suspensidn, yo que la variacién de éstos
proporciona una herramienta muy Gfil a la hora de tratar de alcanzar el propésito que se
busca al desarrollar una suspensién, que es prevenir la sedimentacién ¢ disminuir ol mdximo
la velocidad con la que las particulas sedimentan. Existe una expresién matemdtica que
relaciona la viscosidad y el didmetro de las particulas con la velocidad de sedimentacidn, y se
conoce coma la ley de Stokes, que se expresa como:

V={d® (p1-p2)g)/18n

V= velocidad de sedimentacién (cm/seg).

d= didmetro de la particula (cm).

pi=densidad de la particula {g/mL).
pz=densidad dei medic de dispersién (g/ml.).
g= aceleracién de la gravedad (980.7 cm seg™?).
1= viscosidad

En esta ecuacién se puede observar que el cuadrado del didmetfro es directamente
proporcional a la velocidad de sedimentacidn lo que significa, que las particulas pequefias
sedimentan mds lentamente que las particulas grandes. En la prdctica; sin embarge, la
reduccién del tamafio de particula resulta ser un pase limitante debide al tiempo y a los

costos del equipo involucrado.

Es importante resaltar que la ecuacién es vélida para suspensiones diluidas (menor a 2g/100
mL), particulas esféricas (con una dispersién homogénea) y ademds que no presente
interacciones moleculares. Es evidente que con las limitaciones antes mencionadas la ley de
Stokes no properciona datos precises, aunque en la mayoria de los cases, es de gron ayudo
para entender las técnicas usadas para desarroliar una suspensién, Otro limite para esta ley
se presenta si el tamafio del fdrmaco es menor a 3 pm y su densidad ne difiere en mds de un

20 % de la del vehiculo, ya que estas particulas presentan movimientos Browniano y
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frecuentemente producen agregados y posteriormente “cake® con lo cual la

resuspendibilidad resulta prdcticamente imposible,

Para los sistemas en los que el tamafio de particula es uniforme y la forma puede variar, la
ecuacidn de Stokes se escribe de las siguiente manera:
v'=ve"
En donde v' representa la velocidad de sedimentacion corregida; v la velocidad segln
la ec. de Stokes: & la fraccién inicial de la suspension mezciada uniformemente (0-1} y

n es la medida de las interacciones del sisfema y es propia para cada sistema.

La ley de Stokes también establece que al aumentar la viscosidad del medio de dispersién
habrd una disminucién de la velocidad de sedimentacién, sin embarge, hay que tener en
cuenta que suspensiones demasiado viscosas son dificiles de admmnistrar y que un alto grado

de viscosidad no garantizard que no se dé la formacién de "cake* 516191925
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OBJETIVCS

OBJIETIVOS:

Con este trabajo se busca

-

Sintetizar de 150 a 250 g del fasciclicida alfa {5-Cloro-2-metiltio-6-(1-naftiloxi)-1/-

bencimidazel).

» Desarrollar una forma farmacéutica estable del fasciolicida aifa, que permita su fécl

dosificacién para el ganado,

AT

Asentar los Procedimientos Normalizados de Operacién {PNO's) pare la preparacién de

dicha forma farmacéutica.

> Extraer el principio activo de la forma farmacéutica. y desarrollar un método andlitico

por ¢cromatoegrafia de liquidos de alta resolucién (HPLC), capaz de cuantificarlo.
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5 DESARROLLO EXPERIMENT AL
5.1 Sintesis

5.1.1 Instrumentacion

Los puntos de fusion (Pf) se determinaron en un aparato Biichi® modelo B-540 y no estdn
corregidos,

Los espectros de IR se deferminaron en un espectrofotémetro Perkin Elmer® de
transformadas de Fourier modelo FT-IR-1600 en pastilla de bromuro de potesio; las sefiales
se reportaron en cm’™,

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén (RMN 'H) se determinaron en un
espectrometro VARIAN® modelo Unity Inova de 300 MMz, utilizando tetramefiisilano
{TMS) como referencia interna; deuterocloroforme (CDCl;) y/o dimetilsuiféxido (DMSO)
como digolventes y agua deuterada (D:0) para el intercambio de hidrdgeno. Los
desplazamientos quimicos (8) se dan en partes por millin {ppm), y se sefialan los singuletes
(s) y multipletes (m).

Los espectros de masas se determinaron en un espectrémetro de masas (EM) JEOLR®
Modelo TMS-5X102A acoplade de un cromatégrafe de gases (CG) HP® 5830 Serie II,
usando la técnica de impacto electrénico (IE). La simbologia manejada es: m/z

{maso/carga), M+ (ién molecular), M+ly M+2 (picos isotdpicos).

5.1.2 Equipo

Para concentrar las seluciones se empleé un evaporador rotatoric marca Biuchi® modelo R~
114, con vacio generado por una bomba GAST® modelo 0523-V47-6582DX ajustada a
50mmHg y un condensador enfriado por un refrigerador YWR Scientific® modelo 1107.
Para efectuar las reacciones a temperatura cohstente se empleé una parrilla automdtica
IKA® modelo IKAMAG® RET bdsica con sensor de femperatura modelo IKATRON ® ETS-
D4fuzzy.
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5.1.3 Cromatogrofia

El seguimiento del progreso de las reacciones se realizé per cromatografia de capa fina
(ccf). Para ello se emplearon placas de vidrio recubiertas con gel de Silice 60 F-254 de la
casa Merck®. Los compuestos orgdnicos se visualizaron con luz UV y por exposicién a

vapores de yodo,

5.1.4 Sistemas de Elucidn
En la cdmara de elucién se usaron 10 mlL del Sistema en cuestién. La composicidn vy

proporciones de los Sistemas utilizados fueron las siguientes:

SISTEMA COMPOSICION PROPORCION |
[ Hexano-Cloroformo-Acetato de Efilo. 50:35:15
I Cloroformeo-Metanol. 9G:10
IIr* Claroformo-Metanol. 98:2
v Cloroformo-Metanol. 99:1

*Mds dos gotas de hidréxide de amonto concentrado.
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5.1,5 Ruta de Sintesis

*ara la sintesis del 5-clore-2-metiltio-6-(1-naf tilexi}-1+-bencimidazol (fasciolicida alfa) se
partié de materias primas sencillas y de fdcil adguisicién como la 3,4-dicloroaniling y se
siguid la secuencia que se muestra en el Esquema 1.

Esquema 1: Secuencia de sintesis para la obtencién del compuesto Alfa (a).

cl NH; A Cl NHCOCH; c NHCOCH,
B
O
ci c cl NO,
1
ArQ NHZ ArQ NH2 Ci NH2
cl NH, CI’. : :NOZ cr: /\: :Noz
6 5 4

F

*f’ )
ArQ ArQ N
L = L
C N Cl N
7 8

{a) Arzl-naftil
AYAC,0/ AcQH B, S04 HNG/H, 50, C}CH, EYOH D)y-nattal, K.COs, DMF

EYsnCly2H,0 E1OH; F)CS2, KOH ETOH 60-70°C  6)CH;L KOH ETOH,5-10°C

a3
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5.1.6 Descripcién de las Reacciones

B.1.6.1 3,4-Dicloroacetanilida (2)

cl Ny cl NHCOCHz
Ac20/CH3CO0K,
(PM 102,09, d 1.082)
cl cl
PM 162.02 PM 204,07
1 2

En un vaso de precipitados de 2 L, acondicionado con termémetro y varilla de agitacién, se
colocaron 500g (3.086 mel) de 3 4-dicloroanilina (1) y 130 mL de deido acético. Esta mezcla
se enfrié con bafio de hielo/agua y se agité vigorosamente mientras se afiadieron 364 mlL
{3.8579 mol: 393.85g, 1.25Eq) de anhidrido acético (Ac0). La adicidn del Ac,O se hizo de
tal forma que la temperatura de la reaccidn no excediera los 70°C. El términe de la
reaccidh se detecté por cef {Sistema I), y fue después de 15 minutos. A la mezcla
semisdlida fermada se le adiciond 1 L de agua fria, se agité y el precipitado blanco se separd
por filtracidn al vacio, lavdndose repetidas veces con agua hasta pH neutro y luego se secé
en la estufa a 85 °C durante 24 h. Se obtuvieron 620.87g (98.6%) de un polve blanco, con
una sola mancha por cef (Rf 0.31, Sistema I). De una muestra recristalizada de

CH3COOH/H20 se lograron cristales blancos con Pf 121-122°C [Lit. 120.5°C1 %

Para todas las reacciones los pesos moleculares (PM) estan dados en gimol y las densidades (d)
en gicrm®
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b.16.2 4,5-Dicloro-2-nitroacetanilida (3)

a NHCOCH; cl NHCOCH;
HaS04/HNG;
——
H32504 concentrado
Cl NO>
PM 20407 PM 24907
2 3

En un vaso de precipitados de 4 L, acondicionade con termdmetro, agitacién mecdnica,
embudo de adicidn y bafio de hielo-sal granular, se disolvieron 615.4g {3.0156 mol) de 3 4-
dicloroacetanilida (2) pulverizada, en 1300 mlL de H;S0, concentrade, a una temperatura de
10°C. A la solucién dmbar-oscuro formada se le gotearon 500 mL de mezcla sulfonitrica
(H2504-HNO3, 1:1), previamente enfriada a -5°C con hielo seco/acetona. La adicién se hizo
de tal forma que la reaccién se mantuviera entre 17 y 20°C. Terminada la adicién se retird
el bafio de hielo y se mantuvo la agitacién por 30 minutos mds. Después de comprobarse por
ccf el consumo total de la materia prima, la mezcla de reaccidn se vertié sobre 15 Kg de
hielo. Esta mezcla se agité y filtrd, el residuo amarillo se lavé repetidas veces con agua
hasta pH neutro, Se reunieron los filtrados y fueron neutralizados con sosa industrial para
ser desechados. £l producto crudo de la reaccidn mostré dos manchas por ccf {Sistema I).
La purificacién se logré por maceracidn y agitacién del crude de la reaccidn en metanol
{MeOH) helado y filtracién, Esta operacién se realizé dos veces. El sélido amarillo claro
obtenido (638.49g, 85%) mostrd una mancha principal por ccf y una pequefia impureza de
mayor polaridad. Una muestra se recristalizé de MeOH/H0 v se obtuvieron cristales

amarillo-clare con R 0.65 (Sistema I)y Pf 121-123°C [Lit. 123-1241%,
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5.1.6.3 4 5-Dicloro-2-nitroanilina (4)

¢ NHCOCH; a NH,
KOH/E1OH
PM 5611
¢ NG, < NO,
PM 24907 PM 20702
3 4

En un matraz de 5 L con fres bocas esmeriladas 24/40, acondicionade con agitocién
mecdnica, condensador en posicién de reflujo, embudo de adicién y canasta de
calentamiento, se disolvieron 400 g (1.606 mol} de 4,5-dicloro-2-nitroacetanilida (3} en 2 L
de etanol (EtOH) en caliente, Después, se retird la fuente de calor y se dejé enfriar a 60°C.
Entonces se agregd por goteo una solucidn de 114 g (2.0317 mol; 1.265 Eq) de KOH en 200
ml de H2Q; después, se reanudé el calentamiento a reflujo por espacie de 25 minutos.
Comprobada la finalizacidn de la reaccién por ccf (Sistema I), la mezcla de reaccidn se
vertié sobre un vaso de precipitados y se dejé en reposo hasta el dia siguiente. Luego se
filtré v el precipitade amarillo-naranja se suspendid en CHsCOOH:HzO y se agité en frio
por una hora. Se filtrd y se lavé repetidas veces con HzO hasta lograr un pH neutro. Se
obtuvieran 236.06 g (71%) de cristales amarillo claro con Rf 0.63 (Sistema TV} y Pf de 177-
178°C [Lit. 177-1791%%%

34



DESARROLLO EXPERIMENTAL{Y)

5164 4-Cloro-5-(1 -naftiloxi)- 2 -nitroanilina (5)

al NH, ArC NHy
1-naftol (PM 144.17)

K. €O, (P 138.21
i NO; DMF

PM 20702
4

Cl NG,
PM 35 1473

En un matraz de bola de 3L acondicionado con agitacidn mecdnica, termémetro vy befio de
aceite, se colocaron 250g (1.207 mol) de 4 5-dicloro-2-nitroanilina (4), 2509 (1.809 mol;
15 Eq) de K2CO3 y 175 g (1.2138 mol; 1.0052 Eq) de ,-naftol. Luego, se afiadieron 905 mL
de dimetilformamida (DMF} y se inicié el calentamiento cuidando que la temperatura no
sobrepasara los 117°C ni bajara de 115°C. 5e apagd la parritla después de tres y media
horas de reaccién y se dejé enfriar hasta el dia siguiente. Se filtré con succidn y el
filtrado se concentré a presidn reducida en un rotaevaporador. Se obtuvo un liguide viscoso
de color café obseuro muy intenso, Para llever a cabe la purificacidn de la mezcla de
reaccién se agregd MeOH helado v agité mecdnicamente, con lo que se formd precipitado
naranja obscuro, al que se le repitid el lavado con MeOH frio. De esta manera se obtuvieron
269.71g (71%) de un polve naranja obscuro. Una pequefia muestra de este sdlido se
recristalizé de 4olueno con carbén activade. Los cristales formados presentaron un Pf de

145-146°C y un Rf de 0.56 (Sistema IV).
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5165 4-Cloro-5-{1-naftiloxi)- 1, 2-fenilendiamina (6)

ArO. NHz  sncle-ziHe0 ArO NH,
(PM 225.63)
EtOH
o} NGO2 CALOR cl Mz
PM 31473 PM 284 73
5 6

En un matraz de bola de 5 L, acondicionado con bafio de aceite, termémetro, condensador en
posicion de reflujo, agitacién magnética y atmésfera de nitrégeno, se afiadieron 250 g
(0.794mol) de 4-clore-5-(1-naftiloxi)-2-nitroaniling (5), 1075 g (4.76 mol; 6 Eq) de cloruro
estaneso dihidratado (SnCl2H:0) pulverizado como agente reductor y 1.6 L de EtOH
absolute. La mezela anterior se calenté hasta alcanzar el reflujo, el cual se mantuvo
durante dos haras. Se dejd enfriar a 60°C, se puso en un vase de precipitados de 4 L. Se
enfrié con baito de hielo y llevé a un pH de 8 con una solucidn de NaOH concentrada. Con el
ajuste del pH, la solucién que era de color café obscuro se torna rosa claro y se hizo tan
viscosa, que fue necesaria la agitacién manual. Este producte de color rosado se llevd a
sequedad en el rotaevaporador y se obtuvo un sélido arenoso al que se le extrajo con
acetato de etilo (4 x 1200 mL) v agitacion mecdnica el producto formade. El acetato de
etilo se lavé dos veces (400mL) con Brine (solucién saturada de NaCl) y una vez con agua
{400 mL), después se secd con Na; SO, anhidro v luega se filtré. Se concentrd a sequedad

en el rotaevaperador y se obtuvieron 224 g (99.08%) de un liquido viscoso color café: que en
ccf presenté una mancha principal con un Rf de 0.30 (Sistema ITT). Este producto sin

posterior purificacidn se semetié a la siguiente reaccidn. Para obtener sus espectros se
formo el diclorhidrato correspandiente mediante el burbujeo de un excese HC {gas) o una

solucidn en éter del compuesto 6.
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5.1.6.6 5-Cloro-~2-mercapto-6-(1-naftiloxi)- 1 H-bencimidazol (7)

H
ArQ, NH; €S [PM 76.14,d 1266) ArO ;1]
KOH (PM 56.11
(PM ) > SH
Fron Y
CI NHZ 60_7006’ Cl N
PM 28473 PM 326.89
6 7

En un matraz de bola de 2 L con fres bocas, acondicionado con agitacidn magnética, bafio de
aceite, condensador de doble pared en posicién de reflujo, tepdén de hule en una boca vy
afmésfera de nitrégeno, se mezciaron 180 g {0.632 mol) del producto crudo de reduccidn
anterior (6), 825 mL de EtOH, una solucidn de 53.72 g {0.957 mol; 1.51 eq) de KOH en 70
mb de H:0 v 57.4 mL (72.67 g, 0.954 mol; 1.5 eq) de €S;. La mezcle de reaccién se calentd
y se mantuvo a reflujo por espacio de una hora, Después de verificarse la desaparicién de la
materia prima (6) per ccf, la mezcla de reaccidn se retiré del bafio de aceite para dejarse
enfriar hasta el dia siguiente. Se formd un precipitado de color amarillo, el cual se separd
por filtracién y resuspendid en agua para ajustar el pH a 6 con una seolucién de AcOH al 20%
{a las aguas madres se les traté de igual manera). A continuacion se lavd con EYOQH:HO v se
dejé secar durante dos dias en la estufa, ebteniéndose 160 g (77.4 %) de un sélido de color
café pdlide. 35 g del producto crudo se trataren con carbdn activada en isopropanol: el

sélido obtenido presentd una mancha principal en ccf con un Rf 0.40 (Sistema IT} y un Pf
273-275 °C.



DESARROLLO EXPERIMENTAL()

5.167 5-Cloro-2 -metittio-6-{1 -naftiloxi)-1//-bencimidaze! (8)

*r |
ArQ N CH3I ArQ N
(PM 141.94, d2.28)
/>‘5H KOH (PR 5611) 7 5CHs
PM 326.81 PM 340 83
7 8

£n un matraz de 2 L con tres bocas esmeriladas 24/40, adaptado con agitacién magnética,
termémetro, embudo de adicidn v bafio de hielo-agua-sal, se suspendieron 160 g {04896
mol) del compuesto 7 en 500 mL de E+OH; luego, se afiadid una solucién de 33 g (0.5881 mol;
1.2 eq) de KCOH en 200 mL de EtOH, bajo atmésfera de N.. La solucién resultante, de color
café obscure se agité por 30 minutos y cuande llegé a 0°C se gotearon 30.48 mL (69.49 g, 1
eq) de CH;I. La adicidn se hizo de tal forma que la temperatura no fuera mayor de 10°C.
Después de haber agregade 27.43 mL (0.9 eq) de CH;I se analizé una muestra por ecf
{sistema III) y se comprobd la desaparicion del compuesto 7. S5e procedié entonces a
neutralizar la mezcla en frie, con una solucién de HEl al 20%. La solucién se concentrd
rotaevaporador y el sélido obtenido se suspendié en agua, se agité y se separd por
filtracién. Se formé un sélide de color crema, el cual se disolvié en exceso de acetato de
etiloiacetona (70:30) vy se tratd con carbdn activedo. Después de agitar durante 30 minutos
a reflujo, se filtré y la solucién de color amarilie paja resultante se concentrd a la fercera
parte de su volumen, luego se agregd un volumen igual de MeOH v se enfrié en bafio de hielo
con agitacién, Se formé un sélide que se separd por filtracion, después se lavd con MeOH
helado. Se obtuvieron 150 g (89.9%) de un sélido blanco, con una sola mancha en ccf (Rf

0.39, sistema IIL) y Pf 181-182°C,
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5.2 Desarrdlio de una Forma Farmacéutica

5.2.1 Eleccidn de la Forma Farmacéutica a Desarrollar

Una vez concluida la primera parte del proyecto, la sintesis del principic activo se procedié
al desarrolio de una forma farmacéutica (f.f.) adecuada para la administracion de éste al
ganado. La primera pregunta que surgié al empezar este segundo periodo experimental fue
¢Qué forma farmacéutica es la mds conveniente para la dosificacién del fasciolicida aifa>
Para poder elegir entre las distintas posibilidades y tomar una decisién acertada, se tomaren
en cuenta algunas caracteristicas con las que tenia que contar la f.f. a desarrollar v asi
optar por la mejor. Entre las caracteristicas que se buscaron destacan: la flexibilidad en la

dosificacidn, la estabilidad (fisica y quimica), de fabricacidn sencilla, rdpida y de bajo costo,

Como ya e ha mencionads, el fasciolicida alfa se obtuva como un polvo insoluble en agua.. Su
alta insolubilided en ague impidié el uso de una f.f. en la que el fasciolicida alfa estuviera
disuelto en agus, como jarebes, una solucién oral o inyectable, o bien polves para
reconstituir. Las cdpsulas de gelatina dura, fabletas y suspensiones son f.f.'s que permiten
la adminisfracion de este tipo de compuestos insolubles en agua: sin embargo, las dos
primeras presentan la caracteristica de la dosificacién dnica que para el case del compuesto
Alfa resulta ser una desventaja, pues para su administracidn se debe ajustar la dosis al peso
del animal. Ademds la fabricacién de una suspensién es sencilta, rdpida y no requiere de
equipo muy costoso, sumade a esto las suspensiones favorecen la estabitidad quimica del
farmaco, por no tener al mismo en solucién. Con base en lo planteade anteriormente, se

tomé la decisién de que fuera una suspensidn, y no una forma farmacéutica sélida.

Con relacién a la formulacién de la suspensidn per desarrollar se contaba con des
antecedentes. En el primero, se probaron cuatro distintas formulaciones y con base en la
eficiencia mostrada {porcentaje de desaparicién de las fasciolas en ammales), se Vlegé a lo
conclusidn de que la llamada formulacidn 1 {pdg. 43) fue la que presentd mejores resultados.

El otro antecedente para ¢l uso de suspensiones fueren las pruebas farmacocinéticas de des

I}
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distintas formulaciones que fueron usadas: una en bovinos (formulacién 2) y ofra en ovinos
(formulacidn 3) -pdg. 44-. Sin embargo, no existe evidencia documental de todo el proceso
de su manufactura ni de las caracteristicas que presenfaron ninguna de las tres
formulactones citadas. Ademds, estas suspensiones fueron administradas al poce tiempo de

su fabricacién por lo que no se tiene registro de la estabilidad fisica de dichas

suspensiones.s‘a‘20

A continuacidn se describe ei desarrollo de una forme farmacéutica fabricada acorde a las
Buenas Prdcticas de Fabricacidén; ya que es indispensable asegurar que la forma
farmocéutica no sea una variable en las pruebas i vivo vy los resultades que aporten éstas

sean significativos, confiables, representativos y objetivos.

5.2.2 Desarrollo de un PNO para las Formulaciones 1, 2y 3
Esta fase tuvo como meta desarrollar un PNO para la fabricacién de las formulacicnes
prehminares (1, 2 y 3), y poder determinar sus propiedades (pH, viscosidad, densidad y

apariencia), ast como realizar la cbservacién de su comportamiento a corto plazo.

52.2.1 Bisqueda de un Substituto para el Fasciolicida Alfa

La cantidad de principio activo con la que se conté (150g), no era suficiente para probar
estas tres formulaciones preliminares y finalmente proveer a lag instancios
correspondientes’ con suficiente cantidad de fasciolicida alfa formulade, para iniciar las
pruebas de toxicidad. Tomande como base lo anterior, se realizaron algunas pruebos
inicialmente con ofres principios activos para poder usar un substituto que preporcionara
informacidn acerca del comportamiento que podiamos esperar del fasciolicida alfa. Para
encontrar diche substifuto fueron probados el mebendazol (en dos diferentes

presentaciones denominadas A y B) y metronidazol, a los cuales se les determinaron los

" Facuitad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM,
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pardmetros reoldgicos bdsices para su caracterizacién. Los resultados obtenidos se

muestran a continuacion:

Tabla 7. Reologla de los posibles sustitutos del fasciolicida alfa.

Fdrmaco Densidad Aparente  Densidad Compactada % de Compresibilidad
fa/mL} fg/mi] {Indice de Carr)
Mebendazol "A” 0.32 0.54 40,7
Mebendazol "B" 1.0z 133 233
Metronidazol 0.71 0.83 144
Fasciolicida alfa 0.41 054 24.1

Mebendazal "A": Polvo armarillo muy fine,

Mebendazol "B": Polvo café de consistencia granular,
Metranidazal: Cristales color amarillo muy tenue.
Fasciolicida alfa. Polvo blance fino, con algunos grumos,

Grafica 2: Digtribucidn del tamafio de particula para el mebendazol "A”.

Distribucidn del tamafio de particula para el mebendazol
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Grafica 3: Distribucidn del tamafio de particula para el metronidazel.
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Gréfica 41 Distribucidn del tamafio de particula para el fasciolicida alfa.
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De las determinaciones reoldgicas se tiene que el mebendazol A" fue el de mayor similitud

en lo que a la densidad aparente se refiere, con 0.32 g/mL comparada con los 0.41 g/mlL del

fasciolicida alfa (tabla 7) en cuanto a la distribucién del tamafio de particula el

mebendazol “A" (gréfica 2) concentrd el 78% entre la malla 60 y 100, siendo para el

fasciolicida alfa el 73% en el mismo intervalo de mallas. Las estructuros del mebendazoly

fasciolicida aifa se presentan a continuacion:
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Analizados los resultados obtenidos, asi como el comportamiento de los fdrmacos durante
las determinaciones reoldgicas y la similitud de sus estructuras quimicas, se seleccioné el

mebendazol “A" como principio activo para realizar las suspensiones preiiminares.

Una vez que se decidié usar e! mebendazol "A”, se propuse el proceso de fabricacién de las

suspensiones con las formulaciones 1, 2 y 3 llamade: PNO TF-A-001 (ver anexo-PNO's),

Formulacién 1.%°
Compaonente Cantidad Funcidn

Fasciolicida alfa 0g Principia activo
Pectina 159 Agente suspehsor
CMC *(baja viscosidad) 059 Agente suspensor
CMC {media viscosidad) 05g Agente suspensor |
Sacarina sddica USP 024qg Edulcorante artificial |
Metilparabeno 05¢g Conservadar
Propilparabeno 0034 Conservador
Agua purificada c.b.p. 100 mL Medio de dispersidn

Después de 24 h de fabricada la suspensidn anterior se encontrd un precipitade cristaline,
el cual se separé por fittracion al vacio y lavé con H:O fria. Al analizar los componentes de
la formulacidn y sus proporcicnes se encontré que los parabencs (principalmente el
metiiparabeno) estaban por encima de las concentraciones recomendadas. Fue realizada una
ccf comparativa para confirmar esta sospecha y se encontré que el metilparabens erg el
responsable de la fermacion del precipitade. Por lo tante se redujo la cantidad de log
conservadores a los recomendadas: 0.18g/100mL y 0.02g/100mb de metilparabene vy

proptiparabeno respectivamente.'®

*CMC = Carboximetilcelutosa
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Formulacién I'(modificada). Segiin PNO TF-A-001,

Componente ] Cantidad
Mebendazol 10g
Pectina 1.5g
CMC (baja viscosidad) 059
CMC (media viscosidad) 059
Sacarina sédica USP 0.24g
Metilparabeno 018 ¢g
Propilparabenc 0024
Agua purificada ¢ b.p. 100 mL

Formulacidn 2. Segin PNO TF-A-001.°

Componente Cantidad
Mebendazol 79
Pectina USP 05¢g
CMC {mediaviscosidad) 25¢g
CMC (afta viscosidad) 08549
Sacarina sédica USP 02g
Agua purificads ¢.b.p. 100 mb

Formulacion 3. Segtin PNO TF-A-001*

r Componente Cantidod
Mebendazol 59
Pectina USP 05¢g
CMC (media viscosidad) 25g
CMC (altaviscosidad) 0.85 g
Sacarina sédica USP 02g
Agua purificada cb.p. 100 ml

Después de una semana de haber sido preparadas las suspensiones anteriores se observd

que la formulacién 1 presenté un sedimento dificil de resuspender (cake), y las

formulaciones 2 y 3 eran demasiado viscosas, dificultdndose con ello su manejo. Por lo

anterior, se decidid usar otros excipientes con el fin de encontrar una suspensién que no

presentara cake y con una viscosidad tal que facilitara su manejo y por consiguiente su

administracion.
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5.2.3 Pruebas con Diferentes Excipientes

Como se menciond, el fasciolicida alfa presenta una similitud extracrdinaria con el
triclabendazol -Fasinex®-, por fo que se trabajé con los excipientes que reportan Boray y
cols.” para esta suspension, Obviamente las proporciones de los compenentes no estdn bien
definidas asi que se redlizaron algunas pruebas, para las que se continué usandoe el substitute

antes mencionado y segin los lineamientos del PNQ TF-A-002 (ver cnexo-PNO's) propuesto.

Formulacidn 4. Segin PNC TF-A-002,

Componente Contidod Funcién ]
Mebendazol 10g Principio activo
Aerosil 200 1g Agente suspensor
Caolin coloidal 5¢ Agente suspensor
Sacarina sédica USP 02g Edulcorante artificial
Metilparabeno Q1B g Conservador
Propilparabeno 0.02¢g Conservador
Agua purificada c.b.p. 100 mL Medio de dispersién

Formulacidn 5. Segtin PNO TF-A-002,

Componente Cantidad Funcién
Mebendazol 10g Principio activo
CMC (baja viscosidad) 05¢g Agente suspensor
CMC (medla viscosidad) 054 Agente suspensor
Aerosil 200 1g Agente suspensor
Caolin coloidal 5¢g Agente suspensor
Sacarina sédica USP 02¢g Edulcorante artificial
Metilparabeno 0.18 g Conservader
Propilparabeno 0.02¢g Conservader

(Agua purificada c.b.p. I 100 mL Medio de dispersion
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Formulacién 6. Segiin PNO TF-A-002.

Componente Cantidad
Mebendazol 10g
CMC (baja viscosidad) 05¢g
CMC (media viscosidad) 059
Aerosil 200 t5¢g
Caolin coloidal 754q
Sacarina sédica USP 0.2g
Metilparabeno 0.18¢g
Propilparabeno 002g
Agua purificada ¢.b.p. r 100 mL

Por dltimo se realizaron algunas pruebas usando un cosolvente (propilenglicol) y como

agenfes suspensores se ufilizaron dos distintos tipos de carbopol (971P y 974P). Estas

(itimas suspensiones se prepararon de acuerde a lo descrito por el PNO TF-A-003

(ver anexo-PNO's).

Formulacién 7. Segiin PNO TF-A-003.

Componente Contidad Funcidn
Mebendazol i0g Principio activo
Propilenglicol 2ml Cosolvente
Carbopol 974 P 054 Agente suspensor
Metilparabeno 0.18 g Conservador
Propilparabeno 002g Conservador
Agua purificada c.b.p. 100 mlL Medio de dispersidn

Formulacidn 8. Segdin PNO TF-A-003.

Componente Cantidad
Mebendazol 10g
Prapilenglicol 10 ml
Carbopol 574 P 0bg
Metilparabeno 0.18g
Propilparabeno 002g

| Agua purificada cbp. Weml
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Formulacién 9. 5egiin PNO TF-A-003.

Componente Cantidad
Mebendazol 10¢g
Propilenglicol 10 mi
Carbopol 974 P 02g
Metilparabeno Q.18g
Propilparabeno 0024
Agua purificada c.b.p, 100 mL

Formulacidn 10. Segin PNO TF-A-003,

Componente Cantidad
Mebendazol 1G9
Propilenglicol 5mbL
Carbopol 974 P 02g
Metilparabeno 0.18¢g
Propilparabeno 0.02 g
Agua purificada cb.p, 100 mL

Formulacidn 11. Segdn PNO TF-A-003.
| Componente Cantidad |
Mebendazol 10g
Propilenglicol 15 ml
Carbopol 971 P 02g
Metilparabeno 0.18¢
Propilparabeno 00249
Agua purificada c.b.p, 100 mL

Formulacién 12. Seguin PNO TF-A-003.

: Companente Cantidad l
Mebendazol 10 g
Propilenglicol 10mL
Carbopol 974 P Q02g
Metilparabeno 0.18¢g
Propilparabenc 0029
Agua purificada c.b.p. 100 mi.
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Formulacién 13. Segin PNO TF-A-003.

Componente Cantidad
Mebendazol 0g
Propilenglicol 10mL
Carbopol 974 P Qlg

| Metilparabeno 0.18¢g
Propilparabeno 0.02g
Agua purificada ¢.b.p. 100 mL

Formulacidn 14. Segiin PNO TF-A-003.

| Componente Cantidad
Mebendazol 10g

| Propilenglicol 10 mL
Carbopol 574 P 0l5¢g
Metilparabeno 018 ¢
Propilparabeno 002g
Agua purificada ¢.b.p. 100 mL

De todas las formulaciones probadas con el mebendazol, las que presentaron las mejores
caracteristicas de apariencia, manejo y estabilidad fisica fueron las formulaciones & y 13.
Asi, estas dos formulaciones fueron las que se prebaron con el fasciolicida Alfa en una
escala de 10 g. A su vez, los mejores resulfados los mostré la formulacién 6 -Hlamada

formulacidn 6(a)-, ya que el compuesto Alfa no pudo ser incorporado en la formulacién 13.
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5.3 Valoracién del fasciolicida alfa en la suspensién

Con la finalidad de comprobar la cantidad de principio active en la suspensidn del fasciolicida
Alfa (formulada bajo el PNO TF-A-002, ver apéndice-PNO's), se desarrellé un métode de
extraccion y se ajustd la metodologia propuesta previamente para la cuantificacion del
compuesto Alfa por HPLC*® Asi, podriamos tener la certeza de que siguiendo lo descrito en
el procedimiento de manufactura, se puede obtener una suspensién con caracteristicas

adecuadas para la administracién del principio active,

5.3.1 Reactivos

v

Fasciolicida alfa

Metano! grado analitico -R.A.~ (Baker)
Acetato de etilo grado analitico -R.A - (Baker)
Metanol grade cromatogrdfico (Mallinckrodt)

Acetonitrilo grado cromategrdfico (Mallinckrodt)

v Vv Vv VYV ¥

Agua bidestilada y desionizada

v

Brine (solucién acuosa saturada de Nacl) ajustado con NaHCO; a pH 8.

5.3.2 Intrumentaciéon

> Cromatégrafo de liquides de alta resolucion (HPLC) Schimadzu equipado con bomba
LC-10AT, automuestreador SIL-10A, detector SPD-10AV, controlador del sistema
SCL-10%, con software acoplado en la integracion.

» Balanza analitica Sartorius
5.3.3 Equipo

% Bafio de ultrasonido modelo MF, Mettler Electronics

> Propipetas automdticas de 3000, 1000y 500 pL
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5.3.4 Condiciones cromatogréficas

-

v ¥V ¥V Vv V¥V ¥ ¥

Fase mdwl: Metanol:AcetonitriloiAgua en una proporcion de 40:30:30 respectivamente.
Los volimenes fueron medidos con una probeta de 1L y la mezcla se colocé durante 30
min en el ultrasonido.

Columna: Water spherisorb® 55 OD5D: 4.6 x 250 mm Analytical column.

Velocidad de flujo: 1.5 mL/min.

Volumen de inyeccidn: 50 (4

Temperatura: Ambiente

Presién maxima alcanzada: 198-200 Kg/cm®

Longitud de onda: 304 nm.

Tiempo de corrimiento: 8.4 min.

5.3.5 Curva de calibracion

Se pesaron lo mds cercano posible a 0.0500 g del fasciolicida alfa y se transfirieron

cuantitativamente a un matraz volumétrice de 50 mL. Luego se disolvié completamente con

MeOH (R.A.) por medio de agitacién y se llevé al aforo. Para formar la solucidn "stack” se

tomaron 5 mL de la solucidn anterior y se aford a 10 mb con fase mévil para tener al final

una concentracién de 500 pg/ml. Para obtener la curva de calibracidn, las soluciones se

prepararon a las siguientes concentraciones:

Alicuota (mlL) Aforo {mL)* Conc. final (ug/mL)
1.0 5 100
0.5 5 50
0.5 10 25
0.3 10 15
0.2 10 10

*E\ aforo se realizd con fase movil,

El procedimiento se repitié tres veces para la construccién de tres curvas de calibracién

independientes entre si (pesadas independientes).
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5.3.6 Extraccion del fasciolicida alfa de {a suspensidn

Después de agitar vigoresamente la suspensioh durante un minuto, se transfirié una alicuota
(3 mL), equivalente a 300 mg de fasciolicida alfa a un embudo de separacién de 80 mL. Se
agregaron 17 ml de fase acuosa (Brine pH = 8) y se realizaron tres extracciones con 30 mL
acetato de etilo (R.A). agitando tres minutos en cada ocasién. Las fracciones de la fase
orgdnica se cdlectaron en un matraz volumétrico de 100 mL, aforando con el mismo

disolvente utilizado en las extracciones.

De la solucidn anterior se tomd un ml, se transfirié a un matraz velumétrico de 10 mb vy se
evapord el disolvente por medio de vacio. El sélido formado se disolvid y aforé a 10 mL con
fase movil. Luego se realizd una dilucién 1:10 de esta dltima solucion para llegar a la

concentracién adecuada de inyeccidn (30 pg/mL).
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6 RESULTADOS
6.1 Sintesis
Las constantes fisicas de los compuestos sintetizades, rendimientos dz lag diferentes
reacciones y disolventes de recristalizacidn se muestran en la tabla 8, De los compuestos
2,3 v 4 sdlo se calcularon sus constantes fisicas (P y Rf), debido a que son compuestos ya
reportados.

Tabla 8. Constantes fisicas y rendimientos.

COMPUESTO |Rf Pf (°c) % Rend. | Disolvente(s) de |Ref.
Encontrade | Reportade cristalizacidén

1 012t -— - -— -— -—
2 0.3 121-122 1205 98.6 EtOH 22
3 065" 121-123 123-124 85.0 MeOH:HO 22
4 063" 177-178 177-179 710 CH3COOH:H;O 22,23

’_ 5 0.56™ 145-146 136-138 70.9 Tolueno 31
6 0.30™ - — 99.1 - 31
7 0407 | 273-275 273-275 774 | Isopropanol:Hz0 31
8 0391 181-182 172-175 899 -—- 31

*Se formé el diclorhidrato.

El rendimiento global de la sintesis del fasciolicida Aifa (8) a partir de la 4 5-dicloro-2-
nitroaniling (4) fue de 48.9 %: la cual se prepard en tres etapas con un rendimiento global

de 59.5%.

Para confirmar la obtencién de los intermediarios 5,6,7 y 8 se realizé su caracterizeciin
por espectroscopia (IR, RMN) y espectrometria (EM). Lainterpretacion de estos espectros

se presenta a continuacidn:

> 4-Cloro-5-(1-raftiloxi)-2~nitroanilina (5)

Su espectro de TR (No. 1) presenté dos bandas agudas correspondientes ¢ la amina
aromdtica (Ar-NHz) en 3347 vy 3462 em las bandas del anille aromdtico de 1990-1700 cm™
{Ar) v la banda del éter aromético (Ar-O-R) en 1225 cm™. El espectro de RMN'H {(No. 2)
mostrd sefiales en 59 (s, 1H, H en &), 6.0 (s, 2 en -NH,, intercarmbig con D0}, 7.2-8.0 (m,
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7H en naftaleno) y 8.3 (s, 1M, H en ;). El espectro de Masas (No. 3) presentd m/z 314 (M,
100%) correspendiente al peso molecular, 316 (M+2, 34%) debida af cloro, 279 {[M~+ -35],
72%)y 233 ([279-46], 93%).

» 4-Clore-5-(1-naftiloxi}-1,2-fenilendieming {6)

Este compuesto es muy inestable, asi que para poder obtener sus especiros se formé el
clorhidrato correspondiente. El espectro de IR (No. 4) dio dos bandas en 3345y 3462 cm™
de las aminas aromdticas (Ar-NHz), en 2567 y 3047 cm™ aparecieron las sefidles propias del
clorhidrate (-NH3%), 2000-1700 el anillo aromdtico (Ar)y en 1228 cm™ la banda del éter (Ar-
O-R). Su espectro de RMN'H (No. 5) presenté sefiales en 3.3 ( s, 4H de -NH,,
intercambiables con D;0), 6.5 (s, IH, H en C3), 6.8 (s, 1H, H de &s) y 6.6-8.4 (m, 7H de
naftaleno). El espectro de Masas (No. 6) fuve m/z de 284 (M+, 100%) que corresponde con
el peso molecular, 284 ([M+-36], 87%), 232 ([248-16], 62%) vy 157 ([M+-127], 12%) y 127
(naftil).

» §-Clore-2-mercapto-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol (7)

En su espectro de IR (No. 7) mostré una banda en 3053 cm™ de la amina secundaria (-NH),
2600 cm™ del mercapto (-SH), 2000-1660 cm del anillo aromdtico (Ar) y 1229 cm™ (Ar-O-
R). El espectro de la RMNH (No8) presentd scfinles de 4.0-50 2H de Ny 5,
intercambiables con D,0), 6.9 (s, 1H, H de €4), 6.4 (s, IH, H de C7), 6.6-8.2 {m, 7H del
naftaleno). El espectro de Masas (No.9) tuvo m/z de 326 (M+, 100%) concordante con el
peso molecular, 328 (M+2, 49%) y 291 ([M+-35], 63%)

> B-Cloro-2-metiltio-6-(1-naftiloxi)-14-bencimidazol (8)

El espectro de IR (No.10) del fasciolicida alfa mostré una sefial muy ancha en 3402em™ que
corresponde a la amina secundaria (-NH), de 1980 a 1680 cmt las bandas del anillo
aromdtico (-Ar) y la banda del éter (Ar-0-R) en 1224cm™. En el espectro de RMN'H (No.11)
aparecieron sefiales en 3.0 (s, 3H del metilo), 7.2 (s, 1H, H de C4), 7.9 (s, IH, H del (7). 6.7-
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8.3 (m, 7H del naftalenc) y 9.0-9.5 (H del N). En el espectro de Masas (No.12) las m/z
fueron de 340 (M+, 100%) que corresponde a su masa molecular, 342 (M+2, 35%) y 305

(IM+-35), 43%).

6.2

Desarrollo de la Forma Farmacéutica

Las resultados de las determinaciones analiticas aplicadas a las formuiaciones 1 a é se

presentan en las tablas 9y 10.

Tabla 9. Determinaciones organolépticas v fisicoquimicas de las formulaciones 1,2y 3

Formulocién | Viscosidad |  Densidad pH Aspecto
[eps] 25°C | [g/ml]25°C
1 82 1.0180 4.1 | Suspensidn color amarillo clare de fdcil mane)e
y buen flujo.
rd 3310 0.9950 42 Suspensidn homogénea muy viscosa, color
amarillo claro, de dificil flujo
3 2960 0.9830 40 | Suspensidn muy viscosa, calor amarillo claro, de
dificil flujo

Solo se prebaren con el mebendazol.

Tabla 10, Determinaciones organolépticas v fisicoquimicas de las formulaciones 4,5y 6

Farmulacidn | Viscosidad | Densidad pH Aspecto
[eps] 25°C | [g/mlL] 26°%C
4 - —— 5.6 | Suspensidn homogénea, color amarille clare de
muy fécil flujo.
5 30 1.0594 5.6 | Suspension homogénea, color amarille clare, de
fdcil flujo.
] 260 1.0867 54 | Suspensién color amarilio claro, con muy buen
fiujo v fdcil maneyo,
6le) 164 1.0803 5.2 | Suspensién color blanco, con muy buen flujo y
fdcil manejo.

La formulacion é(a) fue la definitiva y los datos que aparecen se refieren a los obtenidos con

el fasciolicida alfa.

La formulacién 1 después de 4 dias {96 h), formé un sedimento dificil de resuspender (cake).
y conforme siguid transcurriendo el tiempo, éste fue aumentando, haciendo prdcticamente

imposible el homogeneizado de la suspensién.

54



RESULTADOS

L —— ——— . —— — ——————————

En cuanto a las formulaciones 2 y 3, su manejo resultd muy dificil debido a la alta viscosidad
que presentaron, Tres meses después no formaron “cake”. El aspecto de estas
suspensiones en general es mejor que el de la formulacién 1, pues éstas son mas homogéneas.
La formulacién 4 después de 24 h, presentaba un volumen de sedimentacién de 40 mlL (de
una muesira de 100mL), debido a fal velocidad de sedimentacién, dicha formulacidn fue
descartada como posible alternativa para formular al compuesto Alfa, pues se pretendia que

el volumen de sedimentacion fuera de cero después de la primera semana, posterior a la

preparacién,

La formulacién 5 después de 24 h presenté un volumen de sedimentacidn de 98 mL, el cual
se mantuvo constante a lo largo de 120 h. Después de 3 meses esta formulacién presentd

una exceiente r‘esuspendibilidad..

Para la formulacién 6 se inicié la sedimentacidn dos semanas después de su fabricacién, el
volumen de sedimentacidn después de 1 mes fue de 95 mL, el sobrenadante de la misma ere

de aspecto claro y después de 3 meses su resuspendibilidad fue excelente.

La formulacidn 6(c) -que incarpord al compuesto alfa- inicid su sedimentacidn a las tres
semanas posteriores a su fabricacin y su volumen de sedimentacién después de un mes fue
de 92 mL. El sobrenadante fenia un aspecto claro, es decir, sin pequefias particulas

dispersas en é1 y su viscosidad permitié un facil manejo.

Las formulaciones 7 a 14 al estar en reposo presentaron una viscosidad considerablemente
méds alta, se “gelificaban“. Sin embargo, después de una ligera agitacion volvian a su
condicién liquida (comportamiento tixotrépico). Ninguna presentd sedimento después de 3

meses de su manufactura.
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6.3 Vadloracién del Fasciolicida Alfa en la Suspensién

E! método analitico utilizado para fa cuantificacidn del alfa fue reportade por Vertiz, 5.65 v
por Del Rivero®. Dado que en este trabajo no se pretendia cuantificar ningln metabolito del
alfa como en el caso de los antes citados, se decidié reducir el tiempo de retencién del
compuesto. Asi el tiempo de refencién del fosciolicida alfa bajo las condiciones antes

mencionadas fue de 8.4 min.
La integracién de las dreas para la curva y para las muestras fue calculada por la integracién
del software; en las tablas 11 y 12 se muestran los datos de la curva promedio y los

pardmetros de la regresidn lineal de la misma,

Tabla 11, Resultados de la curva de calibracién (triplicade)} del fasciolicida alfa.

Concentracion [pg/ml] Areas Promedio D.E. CV.
100 6 689 082 123 439 1.85
50 3 161 690 115 121 3.64
25 1592 272 11 465 072
15 983 118 25 413 2.58
10 643 149 29030 4.51 |

Tabla 12. Datoes para la curva de calibracidn,

Pardmetro Valor obTenidil
Pendiente 67010
Ordenada -66544

R? 0.9991
R [ 0999

Las dreas obtenidas para las distintas extracciones fueron extrapoladas en la curva de
calibracion (ver grdfica 4) y los porcentajes de contenido del fasciolicida alfa en la
extraccion se muestron en la tabla 13, El porcentaje promedic de las tres extracciones es

de 98.6%.
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Tabla 13. Datos de las extracciones realizadas.

Extraccidn Concentacitn Porcentaje

{pg/ml}

1 29.7 98.9

2 295 98 4

3 29.6 98.6

Promedio 296 98.6
D.E. 6817
cV. 0.36

Curva de Calibracidn.
8000000 — - e

7000000
6000000
5000000

y = 67010x - 66544

= 0.9991
4000000

Areas

3000000
2000000
1000000

0 20 40 60 80 100

¢ Curva PROMEDIO ——Lineal (Curva ?ROMEDIO) Concentracién [Mg/ml]

Grdfica 5. Curva de calibracidn promedio para la cuantificacién del fasciolicida alfa.
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7 DISCUSION

La fasciolesis -enfermedad parasitaria causada por el helminto £ Aepatica- en animales de
granja es un problema no solo en México, sino también en el dmbito mundiat?? En la
actualidad selamente el triclabendazol ha presentado resultados satisfactorios contra los
estadios juveniles y adultos de este pardsito.” Sin embargo, los recientes hallazgos del
desarrollo de resistencia de la < hepafica ante el tratamiento con iriclabendazal en

Australia, Irlanda, Escocia y Holanda hacen necesario el estudio de nuevas moléculas. 23

Ef fasciolicida alfa, disefiado como resultade de un gran proyecto multidisciplinario,
(destinado al estudio de la relacidén existente entre la estructura y la actividad de diversos
bencimidazoles), mosird logros importantes en las pruebas in vitro e i1 vive slendo las
tltimas donde se comprobé su potencial para eliminar tanto formas juveniles como adultas

de la F. hepatica®’

La sintesis del fasciolicida alfa se pudo llevar a cabo siguiendo una metodslogia previamente
descrita, asf como incorporando algunos cambios para hacer posible el escalamiento, Al final
de la sintesis se lograron obtener 150 g del B-cloro-2-metiltio-6-{1-naftiloxi)-1/+

bencimidazol (fasciolicida alfa) con un buen rendimiento global (48.9%).

La diferencia en los puntos de fusién del compuesto 5 obtenido y el reportade (ver tabla 8)
se debe posiblemente a la diferencia en los disolventes de recristalizacion, los cuales
pudieron haber dade pie a la formacién de cristales con distintas propiedades fisicas.
También es posible la existencia de polimerfos dada la estructura; esto pedria explicar los

" diferentes puntos de fusidn por diferente acomodo del a-naftilo en la molécula.

De acuerdo con los resuitedos obtenidos, la separacién de los dos productas resultantes de

la nitracién (4 5-dicloro-2-nitroacetanilida y 3,4-dicloro-2-nitroacetanilida), es uno de los
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pasos criticos de esta sintesis, ya que de no hacerlo ésta podria tomar rumbos muy

diferentes. En este paso de hitracién habria que estudiar el proceso a menar temperatura,

por ejemplo a 0°C.

El dgislamiente de la 4,5-dicloro-2-nitroacetanilida, ne se pudo realizar solamente por el
lavade con MeOH helado del crudo de la reaccién de nitracién, sino que también hubo fa
necesidad de realizar un iavado posterior al producto de la reaccién de hidrélisis, razén por

la que el rendimiento de esta ditima fue bajo.

En el paso siguiente, la sustitucién nucleofilica con a-nafiol, fue importante el control de la
temperatura, fa cual se mantuvo entre 110-115 °C; de otra forme se obtienen productos
secundarios dificiles de eliminar. El éter se purificé por maceracién con metanol después de

destilar la DMF a presidn reducida.

Una variable que se aplicd para pader realizar la reduccidn de la 4-cloro-5-(1-naftilaxi})-2-
nitroanilina en un solo lote, fue el uso de cloruro estanoso dihidratado, ya que con el equips
que se cuenta para la hidrogenacidn catalitica con Pd/C no es posible reducir lotes mayores

a 40 g; ademds se corre el riesgo de hidrogendlisis del cloro.

En la dltima reaccidn de la ruta sintética se llevé a cabo una metilacidn, en la cual se tuvo que
vigilar cuidadosamente la temperatura y la cantidad de yoduro de metilo adicionado, ya que

un exceso de reactivo, 0 un aumento en la temperatura, lleva a la dimetilacidn.

La purificacidn del praducto final representd tal vez el paso de mayor dificubtad. pues
aunque se habian realizado algunas pruebas, no se obtuvo el éxito deseado. Hasta este
momento el tratamiento del producto de reaccidn con carbdn activado a reflujo y posterior

precipitacién con MeOH helado es la mejor opcidn.
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Con relacion a la formulacién del compuesto Alfa, se establecieron Procedimientos
Normalizado de Operacidn para cada tipo de formulacion (ver anexo 1, -PNQ TF-A-001, PNQ
TF-A-002, PNO TF-A-003), siendo el PNO TF-A-002 el que proporcions la suspension de

mejores caracteristicas para la dosificacidn del fasciolicida alfa.

La formulacitn 1, utilizada previamente para estudios en ovines, presentd la formacién de
una aglomerodo gque no fue posible resuspender, por lo que se presume que se trata de una

suspensién defloculada 6"

La formulacion 6{c), presenté los caracteristicas mds adecuadas para la dosificacion del
fasciolicida alfa. La estabilidad fisica, asi como las caracteristicas del sobrenadante hacen
pensar que se frata de una suspensién floculada; o cudl, se afribuye o lo adicién del caolin
coloidal y del aerosil.*® Esta suspensién tuvo una excelente apariencia y un muy buen manejo,

lo cual facilita la administracién para el ganado.

El pH de las formulaciones 1, 2 y 3 -PH = 4.1-, fue en promedio una unidad menor que el de
las formutaciones 4, 5, 6 y 6{ct) -pH = 5.4-, lo cual favorece que los parabenos lleven a cabo
su funcién como conservadores en estas dltimas, ya que estd reportado que ejercen su

accion como conservadores a pH entre 4y 8.

Las fermulaciones 7 a 14 incluyeron entre sus excipientes propilenglicol y carbopol, lo que
dic lugar a suspensiones con propiedades tixotrépicos que permiten mantener al fdrmaco
dispergo cuando estd en reposo y ser vertido fdcilmente una vez que se agita. Se probaron
tres distintos porcentajes de propilenglicol {PEG) 2. B y 10 %, siendo el dltime el mds
adecuado. En lo que se refiere a los distintos fipos de carbopol usado (574P vy 971P), el
974P fue el que produjo las suspensiones de aspecto mds homogéneo. La formulacién
alternativa para el mebendazol (formulacién 13) presentd este comportamiento; sin

embargo, al intentar aplicar el PNO TF-A-003 al fasciolicida alfa, fos resultados no fueron
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safisfactorios, pues se formé un precipitado ol cfiadir la solucién de los parabenos al

fdrmaco previamente humectado en PEG.

El uso de un principio active substituto {mebendazol) del fasciolicida Alfa fue de
considerable ayuda, en la caracterizacidn y la investigacién inicial de las diferentes
fermulaciones que se probarian con el compueste Alfa. Sin embargo, no fue del todo
extrapolable, pues no fue posible fermular al fasciolicida Alfa segtin la formulacidn 13, coma

lo fue para el mebendazol.

En la parte de la cuantificacion del fasciolicida elfa se encontrd que la fase orgdnica mds
conveniente para lo extraccion fue el acetato de efilo, y que el uso de 20 mL de fase acuosa

saturada de sal y a pH de 8 permiti¢ extraer al principio activo de la suspensidn.

El resultado de la valoracion del principio activo en ia suspensidn (98 %) cae perfectamente

dentro de log limites que permite la USP para las suspensiones de mebendazol y albendazol
(90-110 %) 34

La valaracidn del fasciolicida alfa da soperte al PNO de manufactura del alfa, ya que con los
resultados obtenidos de la valoracidn se confirma que el PNO efectivamente produce una

suspension que contiene fa cantidad de farmaco que presume.

En este trabejo se integran los conocimientos adquirides durante la carrera para peder
sintetizar un compueste de interés farmacéutico, para después desarrollar una forme
farmacéutica estable y conveniente para su dosificacién y por Gltimo se aplicé un método
analitice para su valarecién. Estos hechos aparte de ser importantes son muy satisfactorios

en la formacion profesional,
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8 CONCLUSIONES

» El fasciolicida alfa, resultade del disefio racional de nueves férmacos hechos en nuestro
pais, es una molécula relativamente nueva, que puede en un futuro cercano convertirse en

una buena opcidn para el tratamiente de la fasciolasis.

¥ El escalamiento de la sintesis a 150 g del 5-Cloro-2-metiitio-6-(1-naftiloxi)-1+-

bencimidazol (fasciolicida alfa} fue realizado segun la ruta propuesta inicialmente.

> Una suspension fue desarrollada como la forma farmacéutica mds conveniente para la
dosificacién del fasciolicida alfa al ganado y fue establecido un Procedimiento

Normalizads de Operacién para la fabricacién de ésta.

> 5Se obtuve una formulacién alternativa para la dosificacién del mebendazol.

» Este trabajo puede ayudar a resolver uno de los problemas que atafien directa y
gravemenie al ganado, pudiendo evitar las cuantiosas pérdidas econdmicas a causa de la

fasciolosis.

Con base en los resultados obtenidos por el fasciolicida alfa en las pruebas in vitro, invivo,y
farmacocinéticas, se puede considerar al alfa coma un posible sustituto del triclabendazol
en el tratamiento de la fasciolosis veterinaria y humana. Lo cual es alentador para continuar
los estudios de toxicidad; ademds, se propone llevar a cabo las pruebas de estabilidad y las

determinaciones microbiolégicas de la suspensidh.
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9.1 PROCEDIMIENTOS NORMALIZADOS DE OPERACION

SUSPENSION DE MEBENDAZOL PNO TF-A-001 Manufactura
Formulacion 1 A-001 I Pag 1de5
Escrita por Revisado por: Aprobado por: Enwgar: Qctubre del 2000
0 Tamaye E. M. 5. Alpizar R. Cashillo B.
Sustituye a: Nuevo

Fecha de inicio: Producto:

Fecha de término: Lote:

Cantidad:

1 -Tamafic estdndar del lote: 1L

2 -Descripcién: Suspensién coler amarille claro, homogénea, con un pH

de enfre 40 y 5.0, una
viscosidad de 74-90 ¢ps, y achvidad antihelmintica.

3.-Formulacién:

No. Clave No Andlisis Compaonente £/100 mL p/il
Metilparabene 0024 02g¢g
Propilparabeno 0l8g 184
Sacaring sédica USP 0.2 g 20g
Pecting USP 15¢g 150¢g
CMC (bajo viscosidad) 05 g 50¢g
CMC {media viscosidad)0.5 g 50g
Mebendazol 10049 100.0¢g
HzO purificada c.b.p. 100 mL 1L
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SUSPENSION DE MEBENDAZOL PNO TF-A-00t Manufactura
Formulacidn 1 A-001 Pag. 2 de 5
Escrita por: Revisado por: Aprobado por: En vigor: Octubre del 2000
D. Tamayo E. M. 5. Alpizar R. Castille B
Sustituye a: Nuevo

4. Material y Equipo:

VY VVVY VYV VVYYYY¥YYY

1 vaso de precipitados de vidrio de 2 L (PYREX)

3 vasos de precipitedos de vidrio de 100 mL (PYREX).
1 vaso de precipitados de vidrio de 500 mL (PYREX).
Espdtula,

Pipeta Pasteur.

Termémetre de -10°C a 100°C,

Parrilla (Corning PC-420).

Agitador magnético { 5 cm).

Agitador de vidrio.

Balanza (Mettler PK 36).

Potencidmetro (Hanna instruments, HI 8014).
Viscosimetro (Brookfield, Modelo RVT).
Ultra-turrax (JANKE & KUNKEL T-45),

Piendtetre (25 ml)

5. Seguridad:

El perseonal involucrade en la manufactura y el controel de la suspensidn, debe portar bata (blance, en
buen estado, impia y abotonada), cofia, cubrebocas y guantes de ldtex.

No debe de portar mngiin fipo de maquillaje o joyeria y ha de usar zepatos cerrades. Debe seguir
cuidadosamente todas las instrucciones e indicaciones de seguridad del equipo utilizado.

6.-Procedimiento:

6.1.Verificar el orden y limpieza de la central de pesada.

Vo. Bo. Operador Vo, Bo. Control de
Calidad

6.2 Verficar o identidad de cada uno de los materios

primas.

Vo, Bo, Operador  Vo. Bo Control de
Calidad

6 3. Verificar &) control de calidad de las materias

primas.

Vo, Bo. Operador  Va. Bo. Control de
Calidad
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SUSPENSION DE MEBENDAZOL

PNC TF-A-G01 Manufactura

Formulacidon 1

A-001 Pag. 3 de 5

Escrita por:
D. Tamaye E.

Revisado por:
M. S. Alpizar

Aprobado por:
R. Castillo B.

En vigor: Octubre de! 2000

Sustituye a: Nuevo

6.4 Verificar las pesadas de cada wna de las materias

primas.

6.5.Identificar cada una de las materias primas

pesadas.

Vo. Be

. Operador  Vo. Bo. Control de
Cahdad

Vo. Bo

6.6.Registrar el peso exacto de un vaso de precipitados

de2L.

. Operader  Vo. Bo. Control de
Calidad

Vo. Bo. Operador  Vo. Bo. Control de

6.7 Verificar el orden y lo limpieza del cubiculo de

pesadas, una vez terminado el proceso.

Calidad

Vo, Bo

6.8.Regresar las materias primas al anaquel de origen,

en el almacén de materia prima aprebada.

6.9 Verificar el orden y limpieza del cubiculo de

fabricacion.

. Operador  Vo. Bo. Control de
Calidad

Vo. Bo

. Operador  Vo. Bo. Control de
Calidad

Vo. Bo

.Operador  Vo. Bo. Control de
Calidad

6.10.€n el vaso de precipitados de 2 L (del que se registré el peso) se colocan 700 mL de agua
purificada, calentar a una temperatura de 70-75°C, agregar el menl y propilparabenc; agitando
magnéticamente (aproximadamente 700 rpm) hasta obtener la disolucidn total de los cristales.
La parrilla se apaga y se agrega la sacarina sédica a dicha solucidn, mantemendo la agitacién
hasta la total disolucién de ésta. La solucidn formada (A) se retira de la parrilla y deja enfriar a
una tempergtura de 40-45°C,

Vo. Bo, Operador Vo, Bo. Control de

Calidad
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SUSPENSION DE MEBENDAZOL PNO TF-A-001 Manufactura
Formulacion 1 A-001 Pag. 4 de 5
Eserita por- Revisado por: Apraobade por. En vigor: Octubre del 2000
D. Tamayo E. M, 5. Alpizar R. Castillo B
Sushtuye a: Nuevo

6.11.En un vaso de precipitades de 100 mlL se depositan 100 mL de agua purificada y adiciona la

pecting. Agitande manualmente se humecta diche sdlide hasta la desaparicidn total de los
grumos.

Vo, Bo. Operador  Vo. Bo. Control de
Cahdad

6.12.Una vez que la solucidn A se encuentra ¢ una temperatura entre 40-45 °C, se coloca una vez
mds sobre la parrilla (manteniendo este intervalo de temperatura), y se le adiciona la pecting
humectada {paso 6.11). Agitar con el Ulire-turrax {oproximadamente 8000 rpm) hasta que los
grumos de la pectina desaparezean completamente (mezcla B).

Vo Bo Operador  Vo. Bo. Control de
Calidad
6.13 En ofro vaso de precipriados de 100mt se coloca la CMC de baja viscosidad con 5C mb de agua
purificada. Mezclar manualmente hasta la deseparicién tetal de los grumos.

Vo, Bo. Operader  Vo. Bo. Contfrol de
Calidad
6.14. Agregar la CMC de baja viscosided humectada (paso 6.13) a la mezcla B. Mezclar con el Ultra-
turrax (aproximadamente 8000 rpm) hasta que los grumes de la CMC desaparezcan
completamente (mezcla C).

Vo Bo. Operador  Va. Bo, Control de
Calidad

6.15.En un tercer vaso de precipitados de 100 mL se coloca la CMC de mediana wscosidad con 50 mlL
de agua purificada (40°C). Mezclar manualmente hasta la desaparicién total de los grumes.

Vo. Bo, Operador  Vo. Bo. Control de
Calidad
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SUSPENSION DE MEBENDAZOL PNO TF-A-001 Manufactura

Formulacién 1 A-00t [ Pag. 5 de B

Eserta por: Revisado por: Aprobado por: En vigor: Octubre del 2000
0. Tamayo E. M. 5. Alpizar R. Castllo B Sushtaye @ Nueve

6.16. Agregar la CMC de mediana viscosided humectada (pase 6.15) a la mezcla €. Agitar con el

Ultra-turrax {oproximadamente 8000 rpm) hasta que los grumos de la CMC desaparezcan
completamente (mezcla D).

Vo. Ba. Operador  Vo. Bo. Control de
Calidad

6.17. Agregar lentamente el principio activo a la mezcla D y mantener la agitacién del Ultra-turrax
{aproximadamente 8000 rpm) hasta obtener su completa ncorporacion al medio. Aforar por peso
a 1L con agua purificada. Hamaogeneizar con el Ultra-tureax (800Q rpm) por 15 min. Para calcutar
el peso del aforo, la densidad de la suspensidn es de 1.0180g/mL.

Vo. Ba, Operader  Vo. Bo. Control de

Cahidad

7.-Registros del aforo:
Peso del vaso de precipitades de 1L:
Aforoall: d=10180g/mlL *1000 mL= 1018.04g
Lectura de la balanza = Pese de la suspensicn + Peso del vase de precipitados de 1L

= +
8.-Determinacicnes del producte a granel:
Apariencia
Determinacién Valor Esperade:
Viscogidad: 74 -90 cps
La viscasidad se determina con ia aguja # 1, a 50 rpm
pH 4.0-50
Densidad 09162 - 11198 g/mL.

9.-Observaciones:
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SUSPENSION DEL FASCIOLICIDA ALFA
Formulacién 6(c) A-002

PNO TF-A-002 Manufactura

Pag. 1deb
Eserita por: Revisado por: Aprobado por: En vigor: Septiembre del 2000
D. Tamaye E. M. 5. Al R, Castille B.
Y pzar ¢ Sustituye a: PNC TF-A-001
Fecha de inicio: Producto:
Fecha de término: Lote:
Cantidad:

1.-Tamafio estdndar del lote: 1L

2.-Descripeidn: Suspensidn color blanco, homogénea, fisicamente estable, de viscosidad de 148-

182 ¢ps, y de fdcil manejo y adminisiracién,

3.-Formulacién:

No. Clave  *+ No. Andhsis

Componente p/100 ml
Metilparabeno 002g¢g
Propilparabeno Cl8g

Sacarinag sédica USP 0.2 g
CMC (baja viscasidad) 0.5 ¢

CMC (media viscosidad)0.5 g
Caolin coloidal 75g
Aerosil 200 15¢
Fascielicsda alfa 100g

Hz0 purificada c.b.p. 100 mL

p/iL

0.2g
18¢g
20g
50g
50¢
7509
1509
10004
1L
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SUSPENSION DEL FASCIOLICIDA ALFA

PNO TF-A-002 Manufactura

Farmulacidn 6(o) A-002 L Pag. 2 de B
Escrita por: Revisado por: Aprabado por: £n vigor: Septiembre del 2000
D. Tamaye E. M.S. Alpizar R. Castillo B.

Sushituye a. PNO TF-A-001

4. Material y Equipe:

1 vaso de precipitados de vidrio de 2 L (PYREX).
1 vaso de precipitados de vidrio de 1 L (PYREX).
1 vase de precipitados de vidrie de 500 mlL (PYREX).
Espdtula.

Pipeta Pasteur.

Termémetro de -10°C a 100°C.

Parritla (Corning PC-420}.

Agrtador magnético {5 em).

Agitador de vidrio.

Balanza (Mettler PK 36),

Potenciémetro (Hanna instruments, HI 8014).
Viscosimetro (Brookfield, Modelo RVT),
Ultra-turrax (TANKE & KUNKEL T-458),
Picnémetro (25 mL)

YVVYVYVYVYVVVVYYVYY

5. Seguridad:

buen estado, limpia y abotanada), cofia, cubrebocas y guantes de ldfex.

6.-Procedimiento:

6.1 Verificar el orden y limpieza de la central de pesada.

El persenal invelucrado en la manufactura y el control de la suspensién, debe portar bata (blanca, en

No debe de portar ningin tipo de maquillaje o joyerfa y ha de usar zapatos cerrados. Deben seguir
cuidadosamente todos las instrucciones e indicaciones de seguridad del equipo utilizado.

Vo. Bo. Operador

6.2 Verificar la identidad de cada una de las materias
primas.

Vo. Bo. Contral de
Calidad

Yo, Bo, Operador

6.3.Verificar el control de calidad que las materias
primas.

Vo. Bo. Control de
Calidad

Va, 8e, Operador

Vo, Bo, Control de
Calidad
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SUSPENSION DEL FASCIOLICIDA ALFA
Formulacidn 6(c) A-002 J Pag. 3de 6

PNC TF-A-002 Manufactura

Escrita por:
D. Tamayo E.

Rewisado por:
M.S. Alpizar

Aprobado por:
R. Castillo B

En vigor Septiembre del 2000

Sustituye a: PNO TF-A-001

6.4 Verificar las pesadas de cada una de las materias

primas.

Vo

6 .5 Identificar cada una de las de las materias primas

pesadas.

. Bo. Operador  Ve. Bo, Control de
Cahdad

Vo.

6.6.Registrar el peso exacto de un vaso de precipitados

de2lL.

Bo. Operador  Vo. Bo. Control de
Celidad

Vo.

6.7.Verificar el ordeny la limpieza del cubiculo de

pesadas, una vez terminade el proceso.

Bo. Operador  Vo.Bo. Control de
Calidad

Vo.

6.8 .Regresar los materia primas al anagquel de origen,

en el almacén de materia prime aprobada.

Bo. Operador  Vo. Bo. Control de
Caldad

Ve,

6.9 Verificar el orden y limpieza del cubiculo de

fabricacion.

Bo, Operadar  Va, Ba, Cantrel de
Calidad

Vo.

Bo. Operador  Vo.Bo Controlde
Calidad

6.10En un vaso de precipitados de 1 L se colocan 700 mL de agua purificade, calentor a una
temperatura de 70-75°C, agregar los parabenos; agitando magnéticamente (eproximadamente
700 rpm) hasta obtener la disolucién total de los cristales, La parrilla se apaga y se agrega la
sacaring sédice o dicha solucién, manteniendo la agitacidn hasta la total disolucién de ésta. La
solucisn formada {A) se retira de la parrilla y deja enfriar a una temp, de 40-45°C.

Vo

. Bo. Operader Vo, Bo, Control de
Calidad
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SUSPENSION DEL FASCIOLICIDA ALFA PNO TF-A-002 Manufactura
Formulacion 6{a)| pag. 4 de 5 Pag. 4 de 6
Escrita per: Revisado por: Aprobado por: En vigor Septiembre del 2000
b. TamayoE. M.S. Alpizar R, Castillo 8.
Sustituye a: PNO TF-A-00!

6.11.En un vase de precipitadoes de 2 L {vaso de! que se registré el peso) se colocan las CMC's y 100

mlL de agua purificada. Agitando monuaimente se humecta dicho séhdo hasta la desaparicién
total de los grumos.

Vo. Bo. Operador  Vao. Bo, Control de
Calidad

6121La solucidn A se adicione a ks CMC's humectadas (pase 6.11) vy agitar magnéticamente

{aproximadamente 1000rpm) hasta que los grumos desaparezcan; mantener la mezcla entre 40-
45 °¢C (mezcla B).

Vo. Bo. Operader  Yo. Bo. Control de
Calidad

6.13. Agregar lentamente el Caolin ¢ la mezela B, mantener la agitacidn y temperatura del paso
anterior,

Vo. Bo. Operador Vo, Bo. Cantrol de
Calidad

6.14. Agregar el Aerosil lentamente a la mexcla B con agitacién y manteniendo la temperatura (40-
45°C).

Vo. Bo. Operador  Vo. Bo. Control de
Calidad
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SUSPENSION DEL FASCIOLICIDA ALFA PNO TF-A-002 Manufactura
Formulacion 6{x) A-0C2 Pag. 5 de 6
Escrita por: Revisade por Aprobado por: En vigor Septiembre del 2000
D. Tamayo E. M.S. Alpizar R. Cashllo B
Sustituye a: PNO TF-A-001

6.15. Agregar el principio activo (10%) poco a poco, cesar el calentamiento y mantener la agitacién
magnética (aproximadamente 1000 rpm) hasta obtener su completa incorparacidn al medio.

Vo, Bo. Operador  Vo. Bo, Control de
Calidad

6.16. Aforar por peso a 1 L con agua purificada (para el cdleulo del peso del aforo, la densidad de la
suspensidn debe ser 1012 g/mL). Homogeneizar con el ultra-turrax (6000 rpm), por 15 min, para
evitar el calenfamiento excesivo, colocar el vase en un bafie de agua fria.

Vo. Bo. Operador  Vo. Bo. Conirol de
Calidad

6.17, Dejar enfriar a 25°C y determinar la densidad, viscosidad, pH y apariencia.

Vo. Bo. Operador  Vo. Bo. Control de
Calidad
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7-Registros del aforo:

Peso del vaso de precipitados de 1L:

Aforo a il: 1.0803 g/mk *1000 ml= 10803 ¢

Lectura de la balanza = Peso de la suspensién + Peso del vaso de preciprtado de 1L

= +
9.-Determinactones del producto a granel:
Apariencia
Valor Esperade:
Viscosidad: 148-182 cps
La viscesidad se determina con la aguja # 1, a B0 rpm.
Temp. 20°C
PH 5.0-5.5
Densidad 0,5723-1.1883 g/mlL

Usando el picndmetro,

11.-Observaciones:
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Fecha de niclo:

Fecha de térmno:

3.-Formulacian:

MNo. Clave

1.-Tamafio esténdar del [ote: 1L

Praducto:

Lote:

Cantidad:

No. Andlisis Componente p/100mL.
Metilparabeno 002g
Propilparabeno Gi8g
Sacarna sédica USP Q2 g
Propilenglicol 10mL
Carbopol (971P/974P) 0.16 ¢
Principio activo 00g

Ha0 purificada cbyp. 100 mL

2.-Descripcién: Suspension color amarillo claro que presenta una apariencia gelatinosa antes de ser
agitada, homogénea y actividad antthelmintica,

p/1L

02g
18g¢g
2049
100mL
15¢
10004
1L
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4. Materal y Equipo:

3 vasos de precipitades de vidrio de 100 mL (PYREX).
1 vaso de precipitades de vidrie de 250 mL (PYREX).
Espdtula.

Pipeta Pasteur.

Termémetro de -10°C a 100°C.

Parrilia {Corning PC-420).

Agitador magnético (5 em).

Agitador de vidrio.

Balanza {Mettier PK 36).

Porenciémetro {Hanna instruments, HI 8014),
Viscosimetro {Brookfield, Modelo RVT).
Picnémetro (25 mlL}

VYVYVYVYYVYYVYVYVY

5. Seguridad:

El personal involucrado en la manufactura y el contral de la suspensién, debe portar bata (bianca, en
buen estado, impia y abotonada), cofia, cubrebotas y guantes de I&tex.

No debe de portar ningin tipe de maquillaje o joyeria y ha de usar zapatos cerrados. Debe seguir
cuidadosamente todas las instrucciones e indicaciones de seguridad del equipe utihzado

6.-Procedimiento:

6.1.Verificar el orden y limpieza de la central de pesada.
Vo, Bo. Operador  Vo. Bo, Control de
Calidad
4.2 Verficar la identidad de cada una de las materias
primas.
V0. Bo. Uperader  Vo. BG. Control de
Calided
&.3.Verificar el control de calided de las materias
primas.

Vo, Bo. Operader Vo Bo. Confrolde
Calidad
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6.4 Verficar as pesadas de cadae una de las materas

primas,

6.9.Identificor cada una de Jas materias primas

pesadas.

b.6.Registrar el peso exacto de un vase de preapitados

de 2.

6.7.Verificar el orden y lu hmpeza del cubiculo de

pesadas, una vez terminado el proceso,

.8 Regresar las materia primas al anoque! de origen,

en el almacén de materia prima aprobada.

6.9 Verificar el orden y limpieza def cubicule de

fabricacidn.

Vo. Bo. Operador  Vo. Bo. Contrel de
Calidad

Vo, Bo. Operador  Vo. Bo. Conirol de
Calidad

Vo. Be. Operador Vo, Bo. Control de
Calidad

Vo. Bo. Operador Vo, Bo. Control de
Calidad

Vo.Bo. Operador  Va. Bo, Cantrol de
Calidad

Va, Bo. Operadar  Vo. Bo. Control de

Calidad

6.10. En un vaso de precipitados de 250 mL se colocan 70 ml de agua purificada, calentar ¢ una
temperatira de 70-75°C, agregar los parabencs. agitande magnéticamente (gproximadamente
700 rpm) hasta obtener la disolucién total de los cristales. La parrilla se apaga y la solucién
formeda (A} se retira de la parmile y deja enfriar a una temp. de 40-45°C.

Vo. Bo. Operador Vo, Bo, Conirol de

Calidad
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6.11. En otro vase de precipitades de 250 mL se colocan 10 g del principio active y 10 mL de

propilenglicol (PEG). Agrtando manualimente se humecta dicho séhide hasta la desaparicidn total
de los grumos (mezcla C).

Vo. Bo. Operador  Vo. Bo. Control de
Calidad

6.12,Agregar el Carbopol 974P a la mezcla A, agitar magnéticamente (900 rpm) y mantener a unc
temperatura de 40-45°C. Una vez que se incorpora totalmente el carbopol se retira de la parrilla
{mezcla B).

Vo. Bo. Operador Vo, Bo. Control de
Calidad

613 La mezcla B se adiciona lentamente a la mezcla € {paso 6.11) y se mantiene en agitacién
magnética ([aproximadamente 1000 rpm) hasta que se alcance la homegeneidad,

Vo. Bo. Operadar  Vo. Bo. Cantral de
Calided

6.14. Aforar a 100 mL con agua purificada. Homogeneizar con agitacién magnética por 15 min
(aproximadamente 1000 rpm).

Vo. Bo, Operador  Vo. Bo. Control de
Calidad

6 15, Dejar enfriar a 25°C y determinar lo densidad, viscosidad, pH y apariencia.

Vo. Bo. Operador  Vo. Bo. Control de
Calidad
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Apariencig

8.-Determinaciones del producto a granel:

Determinacion
pH

Densidad,

9 -Observaciones:

Usando el prenémetra.

Valor Esperado:
40-590

0.9221-1.1270 g/mL
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