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El presente trabajo se desarrollo en:

La sintesis de las nuevas fases solidas de fenbendazol, la caracterizacion
fisicoquimica y su evaluacion biofarmaceutica, se realizaron de manera conjunta en
el “Laboratorio 2: Biofarmacia y Farmacia Molecular” de la Facultad de Farmacia,
Universidad Autonoma del Estado de Morelos, bajo la direccion de la Dra. Dea
Herrera Ruiz y en el “Laboratorio 221: Quimica Supramolecular” del Centro de
Investigaciones Quimicas (CIQ), Universidad Auténoma del Estado de Morelos,
bajo la direccion del Dr. Hugo Morales Rojas. Estos laboratorios son parte del
“Grupo Interdisciplinario de Investigacién en Quimica y Farmacia del Estado Solido”.
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Abreviaturas

25DHB Acido 2,5-dihidroxibenzoico

26DHB Acido 2,6-dihidroxibenzoico

ABC Area Bajo la Curva

ABZ Albendazol

ACT Acetona

AEMPS Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
BZ Benzimidazoles

CLAR Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

Cmax cOncentraciones maximas

CYP450 Isoformas de citocromos P450

CSD The Cambridge Structural Database (por sus siglas en inglés)
CV Coeficiente de Variacion

C=0 Carbonilo

DRXMC Difraccién de Rayos X de Monocristal

DRXP Difracciéon de Rayos X de Polvos

DSC Calorimetria diferencial de barrido (Traduccion del inglés)
FBZ Fenbendazol

FBZSO, Sulfona de fenbendazol

FBZ-OH Hidroxido de fenbendazol

FDA Food and Drug Administration (por sus siglas en inglés)

FMO Monoxigenasa de flavina (Traduccién del inglés)

GRAS Generalmente reconocido como seguro (Traduccién del inglés)
H>O Agua

HsPO, Acido fosférico

HCI Acido clorhidrico

IFA Ingrediente Farmacéutico Activo

IR Infrarrojo

IUPAC Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (Traduccion del inglés)



Keut Constante eutéctica

Ksp Producto de solubilidad (Traduccién del inglés)
LC Limite de cuantificacion

Na* Contra ion sodio

NFS Nueva Fase Sdlida

NGE Nematodos gastroentéricos

N-H Amina

NOM Norma Oficial Mexicana

RCOO" lon carboxilato

R2 Coeficiente de Regresion

RBZ Ricobendazol

RCOO" Ion carboxilato

RMN Resonancia Magnética Nuclear

SA Ventaja de solubilidad (Traduccion del inglés)
SCB Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica
TGA Analisis Termogravimétrico (Traduccion del inglés)

UV-Vis Ultravioleta-Visible
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1. Resumen

Las infecciones parasitarias por helmintos son una barrera a la produccion pecuaria,
causando varios gastos en dicho sector. El Fenbendazol (FBZ) es un antiparasitario que
elimina los helmintos inhibiendo los procesos metabdlicos relacionados a la obtencién de
energia. El fenbendazol es un ingrediente farmacéutico activo (IFA) que al momento no ha
generado resistencia al tratamiento, sin embargo, existen los inconvenientes de que es un
farmaco que se absorbe en cantidades limitadas debido a su baja solubilidad y que tiene
una ventana de absorcién estrecha en rumiantes. La generacion de nuevas fases solidas
(NFS) puede ser una alternativa para mejorar sus propiedades biofarmacéuticas. El objetivo
principal de este trabajo fue la obtencion de nuevas fases sélidas de FBZ y evaluar sus

propiedades biofarmacéuticas.

En el presente trabajo, se realiz6 un cribado con 17 coformadores entre moléculas
derivadas de &cidos dicarboxilicos alifaticos, &cidos hidroxicarboxilicos alifaticos y
aromaticos. Se emplearon las técnicas de molienda mecéanica asistida por disolvente y
formacion de pasta asistida por disolvente (slurry), usando agua y acetona. Las NFS de
FBZ con estequiometria comprobada que se obtuvieron fueron: FBZ-acido oxalico anhidrido
(1:1), FBZ-4cido D-tartarico (1:1), FBZ-acido maldnico (1:2), FBZzZ-acido 2,6-
dihidroxibenzoico (26DHB) (1:1), FBZ-acido 2,5-dihidroxibenzoico (25DHB) anhidra (1:1) y
FBZ- &cido 2,5-dihidroxibenzoico (25DHB) sesquihidrato (1:1).

Dichas NFS de FBZ se sometieron a una caracterizacion fisicoguimica mediante difraccion
de rayos X de polvos (DRXP), espectroscopia infrarroja (IR) y dos técnicas térmicas;
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y andlisis termogravimétrico (TGA). De tal modo
que demostraron ser auténticas NFS. Esto mediante la observacion del comportamiento

térmico y espectroscépico de las NFS en contraste con el de las materias primas.

Las NFS de FBZ también fueron sometidas a una caracterizacion biofarmacéutica que
incluyo las pruebas de estabilidad indicativa, transformacién de fase mediada por el
disolvente, solubilidad y disolucién de polvos. La prueba de estabilidad indicativa demostro
que todas las NFS de FBZ son estables a excepcién de FBZ-25DHB sesquihidratada, la
cual sufre una deshidratacion a las condiciones de 40°C, 0% HR y a 50 °C 0% HR. En la

prueba de transformacion de fase mediada por el disolvente, las NFS de FBZ con
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coformadores aromaticos en solucién HCI pH 1.2 presentaron estabilidad durante mas de
24 horas, por el contrario, las NFS alifaticas fueron inestables dentro de las primeras 6 horas
y se transforman hacia FBZ. Para el caso de la prueba en buffer fosfatos pH 6.8 ocurre que
todas las NFS de FBZ presentaron transformacion de fase mediada por la solucion,
transformandose a materias primas, la Unica diferencia es que la transformacion de fase en
las NFS de FBZ con coformadores alifaticos es mas rapida que en las de coformadores
aromaticos. En la prueba de disolucion de polvos bajo condiciones no-sink en solucién HCI
pH 1.2 las NFS de FBZ presentaron una solubilidad muy por encima del FBZ. La ventaja se
determiné por el area bajo la curva (ABC) del perfil de disolucion, la cual en las NFS
presento una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). El orden en el cual se
obtuvo la ventaja de las NFS de FBZ es el siguiente: FBZ-25DHB anhidra> FBZ-25DHB
sesquihidrato> FBZ-26DHB. Este orden también se correlacioné con los valores de
constante eutéctica (Keu) obtenidos: 48.10 FBZ-25DHB anhidra > 28.37 FBZ-25DHB
sesquihidrato> 0.74 FBZ-26DHB. Las NFS en la prueba de disolucién de polvos bajo
condiciones no-sink en buffer fosfatos pH 6.8 no generaron una ventaja de solubilidad frente
al FBZ. Por ello, se recurrié a un polimero inhibidor de la precipitacion Methocell A15. Se
obtuvo una ventaja de solubilidad en las muestras que empleaban Methocell A15 en
comparacion con el FBZ, presentando una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05).

2. Abstract

Parasitic helminth infections are a barrier to livestock production, causing severe expenses
in this sector. Fenbendazole (FBZ) is an antiparasitic drug that eliminates helminths by
inhibiting metabolic processes related to obtaining energy. Fenbendazole is an active
pharmaceutical ingredient (API) that at the moment has not generated resistance to
treatment, however, there are drawbacks as a drug that is absorbed in limited amounts due
to its low solubility and that it has a narrow absorption window in ruminants. The generation
of new solid phases (NSP) can be an alternative to improve its biopharmaceutical properties.
The main objective of this work was to obtain new solid phases of FBZ and to evaluate their

biopharmaceutical properties.

In the present work, a screening was carried out with 17 coformers with molecules derived

from aliphatic dicarboxylic acids, aliphatic and aromatic hydroxycarboxylic acids. The
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techniques of solvent-assisted mechanical milling and solvent-assisted slurry were
employed, using water and acetone. The NFS of FBZ with proven stoichiometry that were
obtained are: FBZ-anhydrous oxalic acid (1: 1), FBZ-D-tartaric acid (1: 1), FBZ-malonic acid
(1: 2), FBZ-2,6-dihydroxybenzoic acid (26DHB) (1: 1), FBZ-2,5-dihydroxybenzoic acid
(25DHB) anhydrous (1: 1) and FBZ- 2,5-dihydroxybenzoic acid (25DHB) sesquihydrate (1:
1).

FBZ NSP were subjected to a physicochemical characterization by X-ray powder diffraction
(XRPD), infrared spectroscopy (IR) and two thermal techniques; Differential Scanning
Calorimetry (DSC) and Thermogravimetric Analysis (TGA). In such a way that they proved
to be authentic NSP. This by observing the thermal and spectroscopic behavior of the NFS

in contrast to that of the raw materials.

The FBZ NSP were also subjected to biopharmaceutical characterization that included tests
for indicative stability, solvent-mediated phase transformation, solubility, and dissolution of
powders. The indicative stability test showed that all the FBZ NSP are stable except for the
sesquihydrated FBZ-25DHB, which undergoes dehydration at the conditions of 40°C, 0%
RH and at 50°C 0% RH. In the solvent-mediated phase transformation test, the FBZ NSP
with aromatic coformers in HCI pH 1.2 solution showed stability for more than 24 hours. On
the contrary, the aliphatic NSP transforms towards FBZ within the first 6 hours. In the case
of the test in phosphate buffer pH 6.8, it happens that all the FBZ NSP presented solution-
mediated phase transformation, transforming into raw materials, the only difference is that
the phase transformation in the FBZ NSP with aliphatic coformers is faster than with
aromatic coformers. In the test of dissolution of powders under no-sink conditions in HCI
solution pH 1.2 the NSP of FBZ presented a superior solubility well above the FBZ. The
advantage was determined by the area under the curve (AUC) of the dissolution profile,
which in the NSP presented a statistically significant difference (p <0.05). The order in which
the FBZ NSP advantage was obtained is as follows: FBZ-25DHB anhydrous> FBZ-25DHB
sesquihydrate> FBZ-26DHB. This order was also correlated with the eutectic constant (Keu)
values obtained: 48.10 FBZ-25DHB anhydrous> 28.37 FBZ-25DHB sesquihydrate> 0.74
FBZ-26DHB. In the powders dissolution test under no-sink conditions in phosphate buffer
pH 6.8, the NSP apparently did not generated an advantage of solubility as compared to
FBZ. Therefore, a precipitation inhibitor, the polymer Methocell A15 was used. A solubility
advantage was obtained in the samples that used methocell A15 compared to FBZ,

presenting a statistically significant difference (p <0.05).
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3. Marco tedrico

3.1. Parasitologia veterinaria

Las enfermedades veterinarias pueden ser de origen no infeccioso o infeccioso. Las
enfermedades no infecciosas pueden ser resultado de defectos genéticos, anormalidades
fisiologicas, disfunciones estructurales o factores externos como; lesiones, radiaciones o
envenenamientos. Por otro lado, las enfermedades infecciosas estan relacionadas con
agentes infecciosos de auto-replicacion, los cuales han evolucionado para ocupar el cuerpo
del animal. Por convencién, el estudio de los agentes infecciosos se divide dentro de la

microbiologia en; bacterias, virus y parasitos.

La parasitologia veterinaria est& constituida por tres distintas disciplinas, cada una con su

propia interaccion hospededo-parasito:

¢ Entomologia veterinaria: El estudio de pardsitos artrépodos, insectos, garrapatas y
acaros

e Protozoologia veterinaria: El estudio de un amplio rango de organismos
unicelulares eucariotas comprendiendo parasitos protozoos

¢ Helmintologia veterinaria: Cubre tres tipos de parasitos principalmente; trematodos,
cestodos y nematodos

Siendo esta Ultima de gran importancia para el Grupo Interdisciplinario de Investigacion en
Quimica y Farmacia del Estado Soélido de estudio debido a todo lo que implica. (Jacobs,
2016)

3.2. Helmintos

De manera general los helmintos en su morfologia son parecidos a los gusanos. Los grupos
clinicamente relevantes se clasifican de acuerdo al huésped que habitan y a su morfologia
externa e interna, considerando sus diferentes estadios como; huevos, larvas y estado

adulto. A continuacion, se describen los tres grupos de helmintos mas relevantes:
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Trematodos: Los trematodos adultos son gusanos planos en forma de hoja. Usando sus
ventosas es que pueden permanecer in situ. La mayoria de los casos son hermafroditas y

dentro de su ciclo de vida incluyen un caracol como huésped intermediario.

Cestodos: Este tipo de helmintos en su fase adulta son como una tipa “cinta”, alargados,
segmentados y planos. Suelen ser hermafroditas y habitan el lumen intestinal de su

hospedero. Las larvas son quisticas o sélidas, suelen habitas tejidos extraintestinales.

Nematodos: Son comunmente conocidas como lombrices, tanto la forma adulta como la
larva son bisexuales. Pueden habitar tanto sitios intestinales como extraintestinales. (Baron,
1996) En la Figura 1 se muestran ejemplos de estos tres tipos de helmintos.

Figura 1 Izquierda, trematodo Fasciola hepdtica. Centro, cestodo Taenia hydatigena. Derecha, nematodo
Toxocaris canis. (Boylu, 2019) (Veterinaria, 2019)

3.3. Helmintiasis

La helmintiasis es una parasitosis causada por helmintos que puede afectar tanto a
humanos como animales, puede alojarse en 6rganos de todo el tracto gastrointestinal,
pulmones, higado, cerebro entre otros, de manera general pueden presentar un cuadro
clinico con los siguientes sintomas: nauseas, dolor abdominal, trastornos del apetito,
malestar general, diarrea, anemia, microbronquitis, bronconeumonia, crisis convulsivas,
epilepsia parcial con o sin generalizacion, entre otras. Cabe mencionar que dentro de las
helmintiasis que mas afectan a los rumiantes se encuentran la nematodiasis y cestodiasis.
(Rodriguez, 2017) (Urquhart, 2011)

La helmintiasis de mayor interés para el ganadero por su impacto, es la provocada por

nematodos gastroentéricos (NGE), (Urqubhart, 2011) la cual lleva por nombre
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“nematodiasis”. La distribucién geogréfica de los NGE es mundial, en México se han
reportado especies de los siguientes géneros Haemonchus, Cooperia, Mecistocirrus,
Ostertagia, Trichostrongylus, Strongyloides, Nematodirus, Bunostomum,
Oesophagostomum y Toxocara, Trichuris, Chabertia y Capillaria principalmente. La
frecuencia y la intensidad varia de acuerdo al clima, sistemas de manejo, importacioén de

animales, entre otros factores.

Las cestodiasis intestinales son ejercidas por la presencia y accion de cestodos adultos que
se localizan en el intestino delgado como Moniezia spp, 0 en los conductos biliares como
Thysanosoma actinioides, la clase de ganado que se ve mayormente afectada son el
bovino, ovino y caprino. La transmision de los cestodos adultos se realiza por la ingestion
de &caros coprofagos. (Quiroz, 2011)

Taenia hydatigena es un cestodo se presenta en el intestino delgado de perros, lobos,
coyotes, zorros y otros canidos, sin embargo, la fase larvaria, conocida como Cysticercus
tenuicollis se presenta en el higado y mesenterio, de bovinos ovinos caprinos y porcinos.
(Quiroz, 2011) (Urquhart, 2011)

3.4, Distribucion geografica nematodos y cestodos

La distribucion geogréfica de los helmintos es extremadamente amplia, esto debido a que
son un grupo enorme de parasitos. Considerando el hecho de que los nematodos vy
cestodos gastroentéricos son los principales causantes de problemas en el sector pecuario,

es que se presenta la siguiente distribucién geografica. (Urquhart, 2011)

En términos generales, los NGE presentes en el ganado no difieren significativamente entre
las regiones. Los animales generalmente estan infectados con una variedad de especies
diferentes. Los siguientes nematodos son los que se localizan de manera mixta;
Haemonchus spp., H. contortus, H. placei y H. similis. La distribucién de este tipo de
helminto es mundial. A continuacién, en la Figura 2 se muestra la distribucion geografica

donde en estudios se ha mencionado “nematodos gastroentéricos en bovinos”. (Over, 1992)

En el caso de los borregos y cabras se presenta el mismo caso que en el ganado, en el
cual la presencia de nematodos gastrointestinales no difiere entre regiones. Los nematodos
mas importantes encontrados en estos animales son: Haemonchus contortus,
Trichostrongylus axei, T. colubriformis, T. vitrinus, T. capricola, Cooperia -curticei,

Nematodirus filicollis y N. spathiger, Bunostomum trigonocephalum, Oesophagostomum
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columbianum y Chabertia ovina, Trichuris spp. y oxyurid Skrjabinema ovis. En la Figura 3
se presenta la distribuciébn geografica donde se han reportado estos nematodos

gastroentéricos en borregos y cabras. (Over, 1992)

Figura 2 Distribucion geogrdfica donde en estudios se ha mencionado “nematodos gastroentéricos en bovinos”
(Over, 1992)

Figura 3 Distribucion geogrdfica donde se han reportado estos nematodos gastroentéricos en borregos y
cabras (Over, 1992)
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Dentro de los cestodos la Taenia solium es la mas importante debido a su impacto
econdmico y social. Su fase larvaria C. cellulosae puede infectar a porcinos y borregos. A
continuacion, en la Figura 4 se muestra la distribucién geografica de este cestodo en fase
larvaria en paises en via de desarrollo. (Over, 1992)
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Figura 4 Distribucion de Cysticercus cellulosae en porcinos (amarillo) y Coenurus spp. en borregos (azul) en
paises en desarrollo. (Over, 1992)

3.5. Impacto econdmico por nematodos y cestodos en el sector pecuario

Las helmintiasis de animales del sector pecuario causan pérdidas econdmicas
significativas. El efecto de la infeccion depende de varias variables como la susceptibilidad
del huésped, patogenicidad de la especie parasita, interaccion huésped/parasito y la carga
de infeccion es la mas importante. Las pérdidas econdmicas estan estrechamente
relacionadas con la producciéon del huésped, esto debido a la reducciéon de tasa de

crecimiento, pérdida de peso, fecundidad reducida e inclusive la muerte del huésped. (Over,
1992)

Dentro de las helmintiasis la nematodiasis es una de las principales causas que tienen
efectos negativos en la produccion pecuaria. (Quiroz, 2011) (Urquhart, 2011) La
nematodiasis afecta principalmente a rumiantes de regiones tropicales y templadas, debido
a que se facilita la continuidad de la infestacion; ademas, son un complejo de agentes cuya
patogenia es muy severa en animales susceptibles que incluso pueden llegar a ser causa
de muerte. (Montalvo, 2006)
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Los animales que sobreviven a la infeccion por NGE, presentan signos de escasa absorcion
de nutrientes, afectando la produccion zootécnica. Por ejemplo, bovinos del tropico sin
desparasitar durante tres meses pierden en promedio 28.8 kg de peso en infestaciones
naturales, y ovinos en las mismas condiciones pierden de 2 a 5 kg de peso al mes.
(Montalvo, 2006) En México en el afio 2013 tan solo en el ganado bovino las pérdidas
ocasionadas por nematodiasis, contemplando la pérdida de peso, la baja produccion de
leche y perdidas de animal, se estimaron en 445 millones de dodlares, considerando que la
produccién bovina en ese afio fue de 32 millones de cabezas de ganado, la pérdida anual
estimada fue de 14 dolares por animal, esto contemplando solo este tipo de parasitosis.
(Rodriguez, 2017) A nivel internacional, en Uruguay en el afio 1996 se perdieron alrededor
de 41.8 millones de délares (mdd) y en Kenia en el afio 199 se notific6 que 26 mdd se
pierdieron Unicamente por causa del nematodo hemat6fago Haemonchus contortus.
(Montalvo, 2006)

Como se habia mencionado antes en el caso de los cestodos, Taenia solium es un parasito
ampliamente estudiado debido a su impacto social y econémico en el sector pecuario. El
cuadro clinico de dicha enfermedad también conduce a una pérdida de la produccion,
siendo los porcinos los que encabezan la lista de mas afectados. (Over, 1992) Tanto asi
que las fuentes bibliograficas de cisticercosis son faciles de encontrar. Tan solo en México
en el afio 2015 las pérdidas relacionadas a cisticercosis porcina fueron estimadas en 19.5
mdd, (Bhattarai, 2019) en paises africanos como Nigeria, Togo y Republica Demdcrata del
Congo en el afio 2010 las pérdidas estimadas fueron de 17.5, 2.1 y 2.1 millones de euros

respectivamente. (Ngowi, 2013)

3.6. Antihelminticos

Los antihelminticos son la primera alternativa para el control tanto de los nematodos en
rumiantes como cestodos en porcinos alrededor del mundo, con gran auge desde la década
de los sesenta para la industria farmacéutica veterinaria, generandose una gran demanda

de estos en el sector pecuario durante todo este tiempo. (Marquez, 2017) (Mkupasi, 2013)

Gran parte de estos compuestos poseen alta selectividad y eficacia contra los diferentes
parasitos que causan helmintiasis; por lo que estos deben ser usados y elegidos
adecuadamente, con fundamentos técnicos para dar como resultado una mejora clinica

durante la enfermedad, sin olvidar la posible consecuencia de resistencia a estos farmacos
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por una eleccién incorrecta. Ademas, estos compuestos se caracterizan por su alta

seguridad, alto espectro y actividad en las diferentes fases de maduracion de los parésitos.

Sin embargo, la efectividad puede verse comprometida por varios factores como

propiedades biofarmacéuticas y farmacocinéticas, las caracteristicas de los animales o del

parasito, 0 también por resistencia antiparasitaria. Existen gran variedad de medicamentos

en el mercado conteniendo a este tipo de farmacos para atacar NGE, para diferentes tipos

de animales domésticos (Tabla.l). Los grupos de los benzimidazoles, las avermectinas y

los agonistas nicotinicos son los mas usados para atacar NGE en rumiantes. (Marquez,

2017) El caso de los porcinos, para combatir la cisticercosis se ha comprobado que los

benzimidazoles, praziquantel y nitazoxanida son eficaces. (Mkupasi, 2013)

Tabla 1 Antihelminticos de amplio y corto espectro contra nematodos en rumiantes (Marquez, 2017)

AMPLIO ESPECTRO

Fijadores de tubulina

Benzimidazoles

Cambendazol
Flubendazol
Albendazol
Fenbendazol
Oxfendazol
Mebedenbazol
Tiabendazol

Parbendazol
Febantel
Probenzimidazoles Tiofanato Levamisol
Netobimin
Bloqueadores Imidazotiazoles Tetramisol
ganglionares Tetrahidropirimidinas Morantel Pirantel

Potenciadores GaBa

Avermectinas

Ilvermectina
Abamectina

Milbemicinas

Moxidectin

Doramectina

CORTO ESPECTRO

Desacopladores de la
fosforilaciéon oxidativa

Salicilanilidas

Cloxanida
Oxicloxanida
Rafoxanida
Closantel

Sustitutos nitrofenilicos

Nitroxinil

Disofenol

Antagonistas de la
acetilcolinesterasa

Organofosforados

Triclorfén
Haloxon
Naftalofos
Diclorvos

24



3.7. Benzimidazoles

La era de los benzimidazoles tiene auge en los afios 60 con la introduccién del tiabendazol,
el cual dio pauta para nuevos benzimidazoles (BZ). El desarrollo de dicha familia fue
sostenido, teniendo como resultado compuestos de mayor espectro y mas potentes, que
actian contra NGE, pulmonares, cestodos y trematodos, alcanzando asi su gran

importancia terapéutica.

En lo general son sustancias cristalinas estables, con punto de fusion alto y se caracterizan
por su baja solubilidad acuosa, la cual puede afectar su eficacia particularmente en
rumiantes. (Marquez, 2017) Los BZ son compuestos aromaticos heterociclicos que
comparten una caracteristica estructural fundamental del benceno fusionado con el
imidazol. Estos compuestos también han presentado actividad terapéutica como:
antidiabéticos, anticancerigenos, antimicrobianos, analgésicos, antivirales 'y

antihistaminicos. (Marinescu, 2019)

Los BZ se clasifican farmacoldgicamente en cuatro grupos de acuerdo a sus sustituyentes
en la estructura; tiazoles, metilcarbamatos, halogenados y probenzimidazoles, como se
muestra en la Tabla 2. (Marquez, 2017) Todos los BZ sufren un proceso de
biotransformacion activador o inactivador. Los probenzimidazoles se metabolizan a etil-BZ
o metilcarbamatos para finalmente ejercer su accion terapéutica. Los BZ metilcarbamato se
pueden metabolizar en sus respectivos sulfoxidos, los cuales pueden o no tener activdad
terapéutica. De manera general la eliminacion de los BZ se puede dar por oxidacién o

hidrélisis mediante orina o heces.(Marquez, 2017) (Sumano, 2006)

Los BZ se unen a g-tubulina, con una constante de inhibicion 25-400 veces mas a la tubulina
de nematodos en comparaciéon con la de los mamiferos. La g-tubulina es una subunidad
proteica de los microtibulos que tienen un papel fundamental y ubicuo en el eje mitético. El
resultado final es una inanicién de los nematodos por disrupcién intestinal e inhibicion de
su produccién de huevos. En el caso de los cestodos ocurre el mismo mecanismo de accion,
pero adicional a ello existe una reduccion del consumo energia en forma de glucosa y un

decrecimiento en glucégeno. (Mehlhorn, 2008)
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Tabla 2 Clasificacion farmacoldgica de los benzimidazoles (Marquez, 2017)

Grupo Farmacolégico Farmacos
Benzimidazoles Tiabendazol
tiazoles Cambendazol
Mebendazol
Oxibendazol
Benzimidazoles Albendazol
metilcarbamatos Albendazol sulfoxido
Fenbnedazol
Oxfenbendazol
Benzimidazoles tioles halogenados Triclabendazol
Tiofanato
Probenzimidazoles Febantel
Netobimin

3.8. Fenbendazol

El Fenbendazol (FBZ) es un antihelmintico veterinario de amplio espectro del grupo de los

benzimidazoles, actuando principalmente contra nematodiasis y cestodiasis, de tipo

gastroentéricos o pulmonares, tanto en estadios juveniles y adultos; es usado en un amplio

grupo de animales domeésticos, destacando también su uso en rumiantes, porcinos y pollos.

Es un sdlido cristalino, no tiene olor, y es insoluble en agua, pero soluble en sulféxido de

dimetilo y en dimetilformida, se presenta la estructura quimica en la Figura 5.(Marquez,
2017), (SENOSIAN, 2019) (PROVET, 2018) Es de resaltar que en México no se ha

encontrado resistencia parasitaria a FBZ, a diferencia de Ivermectina, la cual es también

ampliamente utilizada. (Montalvo, 2006)

O

Figura 5 Estructura molecular Fenbendazol (FBZ)

3.8.1. Ruta metabdlica

Después de la absorcién de una administracion oral, el FBZ es sometido a metabolismo

hepatico, esto se ha demostrado en especies como; ratas, caballos, puercos, borregos,

vacas y perros. Dicho proceso es rapido y reversible, para formar las dos formas
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enantibmeras del metabolito FBZ. Una proporcion de este sufre un segundo paso de
oxidacion (lento e irreversible) para formar el metabolito sulfona de Fenbendazol (FBZSO.)
Figura 6. (Virkel, 2004)

La formacion de FBZSO; se da por la catalisis de dos sistemas enzimaticos microsomales:
la monoxigenasa de flavina (FMO, por sus siglas en inglés) y las isoformas de citocromos
P450 (CYP450) en el higado y de menor contribucion en el intestino. La FMO cataliza el
enantimero (+) FBZSO y mientras que las CYP450 catalizan preferentemente el
enantiomero (-) FBZSO. Los enantidmeros de FBZSO se oxidan hacia el metabolito
FBZSO, catalizado por CYP450.
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Figura 6 Ruta metabdlica del Fenbendazol (FBZ) (Gokbulut, 2007)

Cabe resaltar que los metabolitos también tienen actividad parasitaria, pero se ha
demostrado que la sulfona tiene mayor actividad de inhibicién de tubulina que el sulfoxido.
(Gokbulut, 2007) (Mckellar, 2002) El metabolismo estereoselectivo de un enantiomero u
otro depende de cada especie. Por ejemplo, FBZSO; no fue detectado en caninos, mientras
que en primates, equinos, borregos, porcinos, caprinos, bovinos y conejos si fue
encontrado. El metabolismo oxidativo del FBZ ha sido estudiado en fracciones subcelulares
hepaticas procedentes de higado de ganado, borregos, caprinos, pollos, patos, pavos,
ratas, conejos y pez gato. Todas estas especies produjeron el FBZSO vy el hidréxido de
fenbendazol (FBZ-OH) a excepcion de los borregos. Los caballos pueden metabolizar mas
rapido el FBZ a FBZSO que los rumiantes. (Capece, 2009)
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3.8.2. Espectro de actividad

FBZ es un antihelmintico de amplio espectro eficaz contra helmintos intestinales y
pulmonares, siendo los principales nematodos y cestodos. Sin importar los diferentes
estadios (gusanos adultos, huevecillos y larvas) FBZ es eficaz ante dichos helmintos. A
continuacion, se hace un listado de los helmintos que son susceptibles a FBZ por especie:
(MERCK, 2013) (Mkupasi, 2013)

Bovino:

¢ Nematodos gastroentericos: Haemonchus contortus, Ostertagia ostertagi,
Trichostrongylus axei, T. colubriformis, Nematodirus helvetianus, Cooperia
punctata, C. pectinata, C. mcmasteri, Oesphagostomum radiatum, Bunostomum
phlebotomum, Capillaria spp.

¢ Nematodos pulmonares: Dictyocaulus viviparus

Ovino y caprino:

¢ Nematodos gastroentericos: Haemonchus spp., Ostertagia spp., Trichostrongylus
spp., Cooperia spp., Nematodirus spp., Oesophagostomum spp., Chabertia spp.,
Bunostomumspp., Trichuris spp.

¢ Nematodos pulmonares: Dictyocaulus spp.

e Cestodos: Moniezia spp. (MERCK, 2013)

Porcinos:

¢ Nematodos gastroentéricos: Hyostrongylus rubidus; Oesophagostomum spp;
Ascaris summ; Trichuris suis; Metastrongylus spp.
e Cestodos: Taenia solium (Mkupasi, 2013) (CHEMIE, 2019)

Equino:

¢ Nematodos gastroentéricos: Strongylus edentatus, S. equinus, S. vulgaris, S. asini,
Cyathostomum  spp., Craterostomum  spp., Oesophagostomum  spp.,
Cylicodontophorus spp., Cyliocyclus spp., Cyliocostephanus spp., Cylindropharynx
spp., Triodontophorus spp, Oxyuris equi, Parascaris equorum, Gyalocephalus spp.,
Poteriostomum spp., Strongyloides westeri.

e Nematodos pulmonares: Dictyocaulus arnfieldi. (MERCK, 2013)

Felinos:

¢ Nematodos gastroentéricos: Toxocara cati (formas adultas), Ancylostoma
tubaeforme (formas adultas e inmaduras)

Caninos:
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¢ Nematodos gastroentéricos: Toxocara canis (formas adultas), Ancylostoma
caninum (formas adultas), Uncinaria stenocephala (formas adultas e inmaduras),
Giardia spp. (MERCK SHARP, 2020)

3.8.3. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas

Las caracteristicas y propiedades fisicoquimicas del FBZ se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3 Propiedades fisicoquimicas Fenbendazoles (Alvarez L., 2004) (Chemicalize, 2019) (CHEMIE, 2019)
(DrugBank, 2020) (MERCK SHARP, 2020) (PROVET, 2018) (SENOSIAN, 2019)

Metil-N- (6-fenilsulfanil-1H-

Nombre quimico benzimidazol-2-il) carbamato
Formula condensada C15H13N302S
Peso molecular (g/mol) 299.3
Punto de fusion (°C) 233
Solubilidad en agua (mg/ml) (prediccidn) 0.00609
Log P (experimental) 3.99

pKa 4.2.9.4
Naturaleza Anfotérica
Clasificacién Biofarmacéutica (SCB) Il

Clase terapéutica Antiparasitario
Via de administracién Oral

Polvos, granulados, suspensiones,
Formas farmacéuticas tabletas, pastas y soluciones

El FBZ es una molécula anfétera con pKa's de 9.4 y 4.2. El FBZ es una base débil, por lo
tanto, su solubilidad es pH-dependiente, como resultado se obtiene mayor solubilidad en
pH &cido. Tal como se muestra en el diagrama de distribucion de especies del FBZ Figura
7, a pH acido (pH < 3), el IFA se encuentra protonado (FBZ+), lo que le confiere alta
solubilidad en medios acidos. Conforme se aumenta el pH del medio disminuye la forma
protonada y finalmente a pH neutro se encuentra a FBZ en su forma neutra. (Chemicalize,
2019) De manera general en el tracto gastrointestinal de varios animales domésticos el pH
oscila entre 1.9 y 8.2, encontrandose el FBZ en su mayoria del tiempo en una forma no
ionizada. Cuando transita por el estbmago el pH del medio disminuye y el FBZ se encuentra
en su forma ionizada . (Chemicalize, 2019) (Kararli, 1995 ) De acuerdo a la guia del Sistema

de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB) un ingrediente farmacéutico activo (IFA) que
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presenta solubilidad acuosa <0.1 mg/ml se le considera practicamente insoluble. El FBZ al
tener una solubilidad acuosa de 0.00609 mg/ml es considerado practicamente insoluble.
(FDA, 2017 ) (Kasim, 2013) También se ha puesto a prueba la solubilidad del FBZ con
diferentes disolventes y el orden encontrado fue el siguiente: 1,4-dioxano> acetato de etilo>
acetona> 1-butanol> n-propanol> etanol> metanol> isopropanol> acetonitrilo. (Yang, 2019)
El log P experimental del FBZ es de 3.99. (Alvarez L. , 2004) En estudios sobre el Log Py
la relacion que este tiene con la permeabilidad, se ha encontrado que IFA’s con Log P
mayores a 1.72 se pueden considerar como altamente permeables. (Kasim, 2013) El SCB
se disefi¢ para IFA’s de uso humano, omitiendo dicha parte, el fenbendazol que es de uso
veterinario podemos considerarlo como clase I, debido a su baja solubilidad y alta
permeabilidad. (Kasim, 2013) (FDA, 2017)
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Figura 7 Diagramas de distribucion de especies de FBZ en funcion del pH (Chemicalize, 2019)

3.8.4. Farmacodinamia

El FBZ al igual que todos los BZ actia interfiriendo en los procesos metabdlicos
relacionados a la obtencién de energia del helminto. Ya sea mediante la inhibicion de

reacciones mitocondriales, bloqueando la actividad de la enzima fumarato reductasa, o
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bien, interfiriendo directamente en el transporte de la glucosa. Inhibe la polimerizacion de
los microtubulos al unirse a la tubulina, por consecuencia decrece la absorcion y digestion
de nutrientes siendo el principal la glucosa. Altera la morfologia de los huevos y evita la

eclosion de la larva.

Ambos procesos son de vital impacto para de las funciones de sobrevivencia del parasito
(nematodos y cestodos principalmente). (PROVET, 2018) (SENOSIAN, 2019)

3.8.5. Farmacocinética

La absorcion de FBZ en rumiantes es lenta y limitada, esto debido a que el rumen actta
como depésito de farmaco en el cual el FBZ se absorbe y metaboliza, o se libera
progresivamente en la digesta a los intestinos, contribuyendo asi al reciclaje prolongado del
farmaco original y los metabolitos activos entre los tejidos enterales y parenterales, como
se muestra en la Figura 8; sin embargo, en animales con sistemas monogastricos es mas
rapida la absorcion. (Sanyal, 1995) (EMEA, 2004) (Mehlhorn, 2008)
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Figura 8 Representacion esquemdtica de la disposicion de farmacos benzimidazoles en rumiantes (Hennessy, 1993)

A continuacion, en la Tabla 4 se recopila informacién sobre parametros farmacocinéticos

del FBZ en diferentes especies. Cabe mencionar que las concentraciones maximas (Cmax)
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y biodisponibilidades son bajas debido a que la mayoria del FBZ se transforma en FBZSO,

el cual también tiene actividad antiparasitaria. (Bjelke, 2000) (Sumano, 2006) (Beier, 2000)

Tabla 4 Principales pardmetros farmacocinéticos de FBZ con finalidad veterinaria (Bjelke, 2000) (Beier, 2000)
(FAO, 2020) (Sumano, 2006)

e Dosis_mg/ peso Parémfett:o' VO
animal kg farmacocinético
Cmax 0.11 pg/ml
Bovino 5-10 mg/kg Tmax 12 h
Biodisponibilidad 20.80%
Cmax 0.06 pg/ml
Ovinos 5 mg/kg Tmax 20h
Biodisponibilidad -
Cmax 0.13 pg/ml
Caprinos 5mg/kg Tmax 24 h
Biodisponibilidad 23.50%
Cmax 0.07 pg/ml
Porcinos 5 mg/kg Tmax 3.7h
Biodisponibilidad 27.10%
Cmax 0.28 pg/ml
Llamas 5-10 mg/kg Tmax 28 h
Biodisponibilidad -
Cmax 0.07 pg/mil
Equinos 5-10 mg/kg Tmax 8h
Biodisponibilidad -

Cabe mencionar que la biodisponibilidad se puede ver comprometida por el tipo de dieta,
en ganado se ha observado que la alimentacion con trigo (alimento seco) en comparacion
con la alfalfa (alimento verde) puede promover a un incremento en el area bajo la curva,
ampliar la Cmax y dilatar el tiempo de vida media. (Knox, 1997) En el caso de la
administracién oral de Oxfendazol (Sulfoxido de FBZ) en borregos, se ha demostrado que
la absorcion de este y la transformacion a FBZ y a su sulfona es lenta cuando se da una
dieta seca en comparacion a la fresca. Sin embargo, la dieta seca aumenta el area bajo la
curva de FBZ, por lo cual se cree que la dieta seca en borregos promueve el FBZ cuando
se administra el Oxfendazol. (Oukessou, 1997) También se ha reportado que cuando la
dieta es reducida, se frena el pasaje de FBZ del estbmago al intestino, lo que aumenta la
permanencia de FBZ en rumen y por consecuencia aumenta la permeabilidad. (Junquera,
2020)
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Una vez absorbido se metaboliza en el higado obteniendo 2 metabolitos activos uno es el
silfoxido de FBZ y el otro la sulfona de FBZ. Siendo todo este proceso detallado

anteriormente en la seccién de ruta metabdlica. (Gokbulut, 2007)

La eliminacion del FBZ depende del tipo de especie y la via de administracién. Se han
reportado depuraciones por via intravenosa en porcinos de 1.36 L/h/kg, en ganado de 0.17
L/h/kg, en ovinos de 0.26 L/h/kg, en conejos de 0.60 L/h/kg, en pavos de 0.68 L/h/kg y en
pollos de 1.11 L/h/kg. (Bjelke, 2000)En la via oral los tiempos de eliminacién también se
han reportado en llamas con 120 h, en ganado con 96 h, en caprinos 73 h y ovinos 70 h.
(Beier, 2000)

3.8.6. Efectos adversos y toxicos

En estudios con conejas prefiadas de 7 a 19 dias de gestacion que fueron administradas
con FBZ a dosis de 0, 10, 30 y 45 mg/kg por dia. Los resultados demostraron que no hubo
toxicidad materna, tampoco toxicidad sobre el embrién o algun efecto sobre la morfologia
fetal. Tampoco se demostrd que FBZ tuviera efecto carcinogénico. En este mismo estudio
el comité evaluador determin6 que en ratas el factor de seguridad es de 100. En ovejas el
factor de seguridad es de 1000 para efectos taratogenicos. (Fuchs, 1998) En diferentes
prospectos de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS)
mediante su aplicacién de busqueda de medicamentos veterinarios, CIMAVET, se encontrd

que el FBZ no presenta efectos adversos reportados hasta el momento.

3.8.7. Presentacion comercial

La presentacion comercial en medicamento del FBZ en México, ACTUOL, se ilustra en la
Figura 9 en granulados al 22% y polvo al 4 %, con una féormula en cada sobre y por cada

gramo respectivamente que contienen:

ACTUOL GRANULADO
Fenbendazol.............. 224 g
Excipientes cbp........... 10.22 g

ACTUOL POLVO
Fenbendazol.............. 0.04¢
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Excipientes cbp........... 1 mg

Indicado para parasitosis gastroentéricos y pulmonares, con las siguientes dosificaciones
presentadas en la Tabla 5

E—

Camtrnas ek Lol o 40 ke 14 10

Z

Granulado

Figura 9 Presentacion comercial de Febendazol (Actuol polvo 4% y granulado 22%) (SENOSIAN, 2019)

Tabla 5 Dosificacion Fenbendazol comercial, Actuol granulado 22% y polvo 4% (SENOSIAN, 2019)

Actuol 22% Granulado

Bovinos productores de carne y leche 0.029 g/Kg
Equivalente a 6.5 mg/Kg
Equinos 0.34 g/Kg
Equivalente a 7.5 mg/Kg
Actuol Polvo al 4%
Porcinos 12.5g/kg de peso
Pollo de engorda 1.5Kg/Tonelada de alimento

La dosis total puede ser administrada
en 10 3 dias cada 24 horas

Sugerencia Dosificacién

Kg/Peso g
100 12.5
200 25
300 37.5
400 50
500 62.5
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3.9. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico (SCB) fue propuesto por Gordon Amidon en el
afio de 1995. Es una herramienta que fue desarrollada para la evaluacion de IFA’s,
prediciendo el comportamiento de estos en un sistema in vivo, de esta manera se ayuda a
los organismos reguladores a la aprobacién de nuevos medicamentos y también a la
industria como guia para el desarrollo de nuevos productos. En este sistema para la
clasificacién se toman en cuenta la solubilidad y permeabilidad del IFA, caracteristicas
esenciales en la absorcion oral y por lo tanto a la biodisponibilidad. Se considera que un
IFA tiene alta solubilidad cuando la dosis mas alta se puede solubilizar en 250 ml 0 menos
de medio acuoso en un rango de pH de 1-6.8 a 37+1°C. Por otra parte, se dice que un IFA
es altamente permeable cuando el grado de absorciébn de una dosis determinada en
humanos es igual o mayor al 85%, basado en el balance de masas 0 en comparacién con
una administracion intravenosa. Dentro del SCB existen 4 Clases: |, Il, Il y VI (Figura 10).
(FDA, 2017 ) (Amidon, 1995)

Clase Il Clase |
Solubilidad ¥ Solubilidad A
Permeabilidad A Permeabilidad A

Clase IV
Solubilidad ¥
N EE B ELA 4

PERMEABILIDAD

SOLUBILIDAD

Figura 10 Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico (Amidon, 1995)

Los IFA’s de la clase | tienen buena absorcion, los factores que pueden limitarla son la
velocidad de disolucion y el vaciamiento géstrico. Los de clase Il tienen buena absorcion,
pero la velocidad de disolucién es menor. En la clase lll la permeabilidad es el paso que
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limita la buena absorcién. Por ultimo, la clase IV en donde la liberacion oral presente varios
problemas. (Amidon, 1995)

Siendo una oportunidad de mejora, el 40% de los 200 medicamentos orales mas vendidos
en Estados Unidos de América y Europa, presentan problemas de solubilidad. Otros datos
relacionados a los problemas de solubilidad se presentan en: el 33% de los medicamentos
presentes en la Farmacopea Estadounidense, el 75% de compuestos en desarrollo y el
90% de las nuevas entidades quimicas. (Rodriguez, 2005) Con todo esto surge la
necesidad de mejorar las propiedades de baja solubilidad de los IFA’s ya que esta impacta
la biodisponibilidad. Una de las tantas estrategias que existen para mejorar la solubilidad

es la modificacion del estado sé6lido mediante la ingenieria de cristales. (Morissette, 2004)

3.10. Ingenieria de cristales y nuevas fases solidas farmacéuticas

La ingenieria de cristales se encarga del estudio de las interacciones intermoleculares en
relacién del empaquetamiento cristalino y el manejo de estos para el disefio de nuevos
sé6lidos con propiedades fisicas y quimicas mejoradas aplicadas en el &mbito farmacéutico.
Algunas de las propiedades que se mejoran son: solubilidad, velocidad de disolucion y
biodisponibilidad. (Blagden, 2007) (Gautam, 2013)

La mayoria de los medicamentos en el mercado son formas farmacéuticas soélidas, lo cual
implica que por lo general el IFA se encuentre en un estado sélido cristalino. Un sélido
cristalino es aquel que tiene arreglos regulares de moléculas en tres dimensiones en el
espacio, dichos arregles se les conocen como celdas unitarias. El estado cristalino en un
IFA confiere estabilidad termodinamica, facil aislamiento con alta pureza y preserva sus
propiedades fisicoquimicas. Sin embargo, aun con todas estas bondades el 40% de los
IFA’s cristalinos comerciales y las drogas en investigacion presentan problemas de
solubilidad. Con la finalidad de mejorar las propiedades fisicoquimicas de los IFA’s se ha
recurrido a la modificacion del estado solido ya sea en forma de: amorfos, polimorfos,
solvatos, hidratos, sales y recientemente cocristales (Figura 11). (Datta, 2004) (Karagianni,
2018) (Sheth, 2005)
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Figura 11 Clasificacién de formas sélidas de un ingrediente farmacéutico activo. (Saucedo, 2014)

Un sélido amorfo es aquel que no tiene un arreglo molecular definido y es
termodindmicamente menos estable que un solido cristalino. (Karagianni, 2018) El
polimorfismo en un sélido es la capacidad de existir como dos o mas fases cristalinas que
tienen diferentes disposiciones y/6 conformaciones de las moléculas en la red cristalina.
(Sheth, 2005) Los solvatos son soélidos que dentro de su red cristalina ademas de incluir
moléculas del componente principal también presentan moléculas de solvente. Por otro
lado, y muy parecidos se encuentran los hidratos, en los cuales las moléculas de solvente
son de agua. (Datta, 2004) Las sales son sdélidos que estdn compuestos por un anion y
cation que interaccionan mediante fuerzas i6nicas. (Shaikh, 2018) Los cocristales son
sélidos cristalinos multicomponentes que consisten en dos 0 mas especies nheutras
(coformador) en relacién estequiometrica precisa que estan unidas mediante interacciones
electroestaticas. (Blagden, 2007) Siendo las sales y los cocritales conocidos de manera

general como nuevas fases sélidas (NFS). (Hasa, 2017)

3.10.1. Cocristales farmacéuticos

Los cocristales farmacéuticos son cristales multicomponente compuestos por dos 0 mas
moléculas neutras, el IFA de interés y molécula o moléculas coformadoras. La molécula
coformadora o coformador de preferencia debe ser seleccionada dentro del grupo de
moléculas reconocidas como seguras (GRAS, por sus siglas en inglés). Dentro de la red
cristalina la estequiometria de estos componentes esta bien definida, la formacion es
mediante interacciones no covalentes y los componentes de forma independiente son

sélidos a temperatura ambiente.
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El disefio de fases cocristalinas comprende la formacién de sintones supramoleculares. Los
sintones supramoleculares son unidades estructurales dentro de supermoleculas que
pueden formarse y / 0 ensamblarse por operaciones sintéticas que involucran interacciones
intermoleculares, proporcionando caracteristicas esenciales de una estructura cristalina.
Existen dos tipos de sintones supramoleculares; homosintones y heterosintones. Los
homosintones son aquellos que se conforman por dos grupos funcionales iguales, como lo
pueden ser: acido carboxilico-acido carboxilico y amida-amida. Por otra parte, los
heterosintones estan conformados por dos grupos funcionales diferentes, tales como: acido
carboxilico- amida y &cido carboxilico-piridina. Siendo los heterosintones los que propician
la formacién de cocristales (Figura 12). (Kuminek, 2019) (Bolla, 2016) (Namin, 2014)

ssssssssssi  Pyente de Hidrégeno

O Hidrégeno
(a) = (b) ® Carbono
: . ® Oxigeno
..... .._;‘ .-{_M @ : @® itrogeno

(c) (d)

Figura 12 Homosintones supramoleculares: (a) homosintén de dcido carboxilico como dimeros y (b)
homosinton de amida como dimeros. Heteronsintones: supramoleculares (c) dcido carboxilico-amida (d) dcido
carboxilico-piridina. (Duggirala, 2016)

Los cocristales representan una via util para maodificar las caracteristicas de un cristal. La
cocristalizacion puede mejorar la biodisponibilidad mediante la velocidad de disolucion, la
estabilidad térmica y la higroscopicidad (requeridas en la conservacién del producto final),

la estabilidad quimica y propiedades mecénicas. (Vioglio, 2017)

3.10.2.Sales farmacéuticas

De acuerdo a la IUPAC (por sus siglas en inglés International Union of Pure and Applied
Chemistry) se considera una sal a la “entidad quimica compuesta por la unién de un catién
y anién”. Una sal farmacéutica esta constituida por un IFA ionizable (cation, anion 6
zwitterion) y un contraion que puede ser tanto molecular (mesilato, acetato, etc) como
atomicos (bromuro, sodio, cloruro, etc). Sales conformadas por IFA’s acidos usan por lo

general el contraion sodio (Na+), mientras que para IFA’s basicos el contraion mas
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empleado es el cloruro procedente del &cido clorhidrico. Como principio se debe de cumplir
un balanceo de cargas entre las dos entidades ionizables, es por ello que la estequiometria
debe ser bien definida. Existe una gran variedad de contraiones y estos deben ser utilizados
con la dosis correcta, ya que pueden llegar a tener efectos toxicolégicos tanto de manera
intrinseca, asi como la suma con el IFA. De acuerdo al Orange Book (compendio de
medicamentos aprobados en EUA) clasifica a los IFA’s en tres categorias, de acuerdo a las
sales que forman. (Paulekuhn, 2007) (Saal, 2013) (Vioglio, 2017)

Categoria I: Sales formadas por IFAs basicos (contraion &acido).
Categoria II: Sales formadas por IFAs acidos (contraién basico).

Categoria lll: Agentes sin transferencia de protén (no sales, incluidos los zwitteriones)

Se estima que entre el 65% y 70% de los medicamentos se encuentran en formas
farmacéuticas soélidas, siendo el estado cristalino del IFA el preferido por todas sus
bondades. Dentro de las principales razones para generar sales farmacéuticas estan
mejorar la solubilidad, la velocidad de disolucién, la sobresaturacion, la absorcion del IFA'y
la biodisponibilidad. En la industria farmacéutica la generacion de sales se ha empleado
también para optimizar propiedades fisicoquimicas como higroscopicidad, punto de fusién,
cristalinidad, estabilidad quimica y fisica, perfil de impurezas o habito cristalino.
(Paulekuhn, 2007) (Vioglio, 2017)

3.10.3.Formacioén de una sal o cocristal farmacéutico

Los IFA’s pueden formar tanto sales como cocristales, siempre que se elija la molécula
formadora adecuada (coformador en el caso de cocristales y contraion en el de sales). En
el estudio realizado por Aurora J. Cruz-Cabeza se estudiaron 6465 complejos cristalinos y
se lleg6 a la conclusion de que los valores de (ApKa) entre el IFA y molécula formadora
podrian darnos una posible prediccion sobre la formaciéon de una sal o cocristal. (Cruz,
2012)

ApKa = pKa[base protonada] — pKa[acido]
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Tabla 6 Numero de estructuras cristalinas y porcentajes de AB (cocristal) y A-B+ (sal) dentro de las 3
diferentes zonas ApKa (Cruz, 2012)

Zona ApKa AB A-B+
1 <-1 2076 (99.1%) 18 (0.9%)
2 [-1, 4] 495 (40.7%) 720 (59.3%)
3 >4 26 (0.8%) 3130 (99.2%)

Cuando el ApKa del IFA y la molécula formador es <-1, la predisposicién se inclina mas a
la formacion de un cocristal, por otro lado, si es en un valor >4, la predisposicion se inclina
hacia a la formacién de una sal y existe un intervalo de ApKa, donde la formacion es de un
50/50 la posible formacion de cocristal o sal (Tabla 6). (Cruz, 2012) (Vioglio, 2017)

3.11. Métodos de obtencion de nuevas fases soélidas

La obtencion de nuevas fases solidas es de gran interés para la industria farmacéutica
debido a todas las bondades que conllevan. (Douroumis, 2017) Existe una amplia variedad
de métodos para la generacion de nuevas fases sélidas, estas pueden ser en fase solida,
liquida o gaseosa (Figura 13) (Karagianni, 2018) Dichos métodos presentan ventaja como
el uso minimo de disolventes o en ocasionas nulo, la excelente pureza y calidad de las
nuevas fases formadas, altos rendimientos y en algunas ocasiones tiempos en el proceso
muy cortos. (Douroumis, 2017) Algunas de estas técnicas mayormente empleadas para el
desarrollo de nuevas fases soélidas son: molienda mecanoquimica en seco y asistida con
disolvente, método de formacién de pasta (slurry) y reaccién de cristalizacion. (Douroumis,
2017) (Hasa, 2017)

Evaporacion por
Evaporacon por arddhisshvnnin
3 D
Gaolvenin
Extrussdn de doble

= i ¥ tomdio

Molenda asstida por Metodos de
discivente obtencion de NFS Fluidos supercriticos
J

Malenda en seco

Figura 13 Representacion esquemadtica de los métodos para la formacion de cocristales. (Karagianni, 2018)
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3.11.1.Molienda mecanoquimica en seco y asistida con disolvente

La reaccion mecanoquimica en seco consiste en la formacion de nuevas fases solidas en
cantidades estequiométricas de las materias de partida, mediante fuerza mecanica sin uso
de disolventes, por ello se considera amable con el medio ambiente. En este proceso la
reduccion de tamafio de particula aumenta la superficie especifica entre las materias de
partida para la formacion de interacciones intermoleculares. Los equipos y materiales
empleados en este proceso son: molino de bolas, molino vibratorio y motero con pistilo,
siendo este ultimo el que menor rendimientos ofrece. El molino de bolas es el que ha
reportado mayores rendimientos La molienda asistida con disolvente se basa en el mismo
principio solo que tiene como extra la presencia de un catalizador que en este caso es el
disolvente. Aunque se use disolvente, la cantidad que se afiade es minima y no forma parte
del producto final. Las ventajas sobre la molienda en seco son vastas: mayor rendimiento,
control de la produccién de polimorfos, obtencién de productos mas puros y disminucién de

los tiempos de preparacion. (Douroumis, 2017) (Karagianni, 2018)

3.11.2. Formacion de pasta (slurry)

Este método simple y rdpido consiste en la cristalizacién de las nuevas fases sélidas
mediante la formacién de una suspension con las materias primas; IFA y molécula
formadora de fase, con estequiometria definida en disolvente bajo condiciones de agitacion
constantes. Al final se seca para obtener el polvo. La eleccién de este método depende

principalmente de la estabilidad fisica de la suspension. (Karagianni, 2018) (Akki, 2019)

3.11.3. Reaccion de cristalizacion

Este método consiste en la formacion de la fase sélida cristalina mediante la preparacion
de una solucion supersaturada de las materias primas; IFA y molécula formadora de fase,
con estequiometria definida en disolvente, el cual se va a eliminar poco a poco por medio
de evaporacion. El fundamento de esta técnica se lleva a cabo en tres pasos:
supersaturacion, nucleacion y crecimiento de cristales, donde la supersaturacion es el paso

gue limita la nucleacion y el crecimiento de cristales. Este método tiende a formar

41



monocristales, los cuales pueden mediante estudios de difraccion elucidar el
empaguetamiento cristalino. (Akki, 2019) (Barikah, 2018)

3.12. Técnicas de caracterizacion fisica de nuevas fases soélidas

La caracterizacion de nuevas fases sélidas es crucial para identificar la obtencion. La
caracterizacién se puede hacer en base a dos parametros: la estructura cristalina y sus
propiedades fisicas. La caracterizaciébn estructural cristalina envuelve las siguientes
pruebas: Difraccion de rayos X de polvos (DRXP), Difraccion de rayos X de monocristal
(DRXMC), espectroscopia infrarroja (IR), espectroscopia de Raman y resonancia magnética
nuclear (RMN) de sélidos. Para la caracterizacion de propiedades fisicas se realizan las
siguientes pruebas: calorimetria diferencial de barrido (DSC), analisis termogravimétrico
(TGA) y microscopia. (Karagianni, 2018) (Shaikh, 2018)

3.12.1. Difraccion de rayos X de polvos (DRXP) y difraccion de rayos X de
monocristal (DRXMC)

La Difracciébn de rayos X en polvos (DRXP) y monicristal (DRXMC) son técnicas no
destructivas usadas ampliamente para la caracterizacion de sélidos. La DRXP proporciona
informacién que es complementaria a diversos métodos microscopicos y electroscopicos,
asi como: identificacion de fase, pureza de la muestra, tamafio de cristales y en algunos

casos la morfologia. (Holder, 2019)

La difraccion de rayos X involucra la medicién de la intensidad de los rayos X dispersados
por los electrones de los atomos que componen el sélido. Las ondas dispersadas por los
atomos en diferentes posiciones llegan al detector con un cambio de fase relativo. Por lo
tanto, las intensidades medidas proporcionan informacion sobre las posiciones atomicas
relativa. En la DRXP, la difraccion ocurre a angulos concretos entre la muestra y el haz de
rayos X que cumplen la ecuacion de Bragg: n A = 2d sin 6 (Figura 14). Donde, n es un
namero entero, A es la longitud de onda de los rayos X empleados, d es el espacio
perpendicular entre una serie de planos de la red cristalina y 6 es el &ngulo entre los rayos-

X incidentes y el plano de reflexion. (Dinnebier, 2008)
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Figura 14 Representacion de la geometria utilizada para la derivacion simplificada de la ley de
Bragg.(Dinnebier, 2008)

Los datos obtenidos se presentan como intensidad contra angulo de 26, dando un patrén
de picos unicos que puede considerarse la huella digital de un cristal. El patrén de difraccion
brinda informacion sobre los pardmetros de la celda unitaria, que se puede obtener
mediante el ordenamiento de datos. El tamafio de particula y la morfologia pueden influir
en la intensidad de los picos en un patron DRXP. Se puede elucidar la estructura cristalina
tridimensional a partir de datos de DRXP de alta calidad por medio de un proceso conocido
como Refinamiento de Rietveld. La DRXP se considera como “la técnica de oro” para la
identificacion de polimorfos. Esto debido a que es muy sensible a los parametros de la celda

unitaria, ya que entre polimorfos varian la mayoria de las veces.

En el caso de la difraccidn de rayos X de monocristal (DRXC) comparte el mismo principio
que la DRXP, pero con la diferencia de que la muestra es un cristal Unico. Los datos
monocristalinos proporcionan informacion sobre la conformacién y empaquetamiento
molecular del cristal, las interacciones intermoleculares que actian para la formacién del
cristal tales como puentes de hidrégeno, la presencia de canales y la ubicacion del
disolvente. La DRXC también nos ayuda a la determinar formas polimorficas. (Munson,
2009)

3.12.2.Espectroscopia infrarroja (IR) reflectancia total atenuada ATR

La espectroscopia ATR-IR es una técnica analitica ampliamente usada para la
caracterizacion de sélidos. Es una técnica que goza de muchas bondades como: analisis
rapido y simple, requiere cantidades minimas de muestra, no requiere ser un cristal Unico y
es una técnica no destructiva. La espectroscopia ATR-IR analiza las vibraciones

fundamentales de las especies moleculares y las diferentes regiones en el espectro que
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pueden ser establecidas a grupos funcionales especificos. De esta manera la técnica se
puede usar con un enfoque para explorar la diferencia en las bandas espectrales entre las
materias primas y la fase sélida en estudio. También sirven para reconocer la generacion
de puentes de hidrogeno y para evaluar si la transferencia de protones se ha producido o
no, entre el IFA y en contra ion en el caso de las sales o con coformadores en cocristales,
respectivamente. De manera general se ha observado que en las bandas de los grupos
funcionales que generan puentes de hidrégeno caracteristicos de la cocristalizacion tienden
a un leve desplazamiento, mientras que en el caso de las sales la transferencia del proton
genera cambios drasticos en el desplazamiento de bandas. El espectro IR se puede dividir
en 2 regiones muy importantes, la regién IR cercano que va de los 4000-14000 cm? vy la
region IR medio que va de los 400-4000 cm™*. Dentro de la regién de IR medio se encuentran
dos regiones, donde la regiéon de 400-1000 cm™ se puede considerar como huella dactilar
del espectro, ya que es Unica de un compuesto molecular en especifico. En la otra regién
gue va de 1000-4000 cm™ se encuentran los grupos funcionales. Por ejemplo, el doble
enlace carbono-oxigeno (C=0), como el que se encuentra en muchos grupos funcionales
gque contienen el carbonilo, como lo son: acetona, aldehidos, ésteres y acidos carboxilicos,
los cuales absorben en la regién de 1600-1800 cm™. (Munson, 2009) (Silva, 2016) (Ali,
2012)

3.12.3.Analisis térmico: calorimetria diferencial de barrido y analisis
termogravimétrico

El andlisis térmico es un conjunto de técnicas comuinmente empleadas para la
caracterizacién de soélidos. Dichas técnicas de manera general monitorean cambios fisicos
0 quimicos en las propiedades térmicas de la muestra por medio de un cambio de
temperatura establecido con el paso del tiempo en una atmosfera controlada. La ventaja de
estas técnicas es que requieren cantidades limitadas de muestras (en muchos casos
miligramos). Algunas desventajas son que a temperaturas altas las lecturas pueden variar
de manera significativa en comparacion a cuando se hacen en temperaturas bajas, también
gue son técnicas destructivas. Dentro de las técnicas mas empleadas estan la calorimetria

diferencial de barrido (Por sus siglas en ingles DSC) y analisis termogravimétrico (TGA).
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La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es el método de analisis térmico mas empleado,
principalmente por su velocidad, simplicidad y disponibilidad. El DSC es una técnica donde
la muestra y una referencia son calentadas simultaneamente mientras conservan la misma
temperatura. Con ello se monitorea la cantidad de energia requerida para calentar tanto la
muestra como la referencia, de esta forma se obtiene una diferencia de temperatura (dT/dt)
para después ser graficada en funcion del tiempo o temperatura. La energia asociada a la
técnica se obtiene usando la formula Dg/dt=AT/R, donde Dq/dt es el flujo de calor, AT es la
diferencia de temperatura entre el horno y el crisol que porta la muestra y R es la resistencia
térmica entre el horno y el crisol. Las principales aplicaciones para la técnica de DSC son:
transicion de fase, punto de fusion, transicion vitrea, punto de Curie, determinacion de
cristalinidad, estudios cinéticos, pruebas de transformacion de IFA’s y estabilidad fisica,

huellas dactilares de materiales y control de pureza.

La técnica DSC es una potente herramienta para la deteccién de polimorfos y el estudio de
la estabilidad de polimorfos relativa a cierta temperatura. En el caso de los cocristales la
técnica de DSC sirve para generar diagramas binarios, los cuales muestran informacion
sobre la formacion de cocristales, ayudando asi al cribado y también sobre la estabilidad
del cocristal, siendo asi herramienta de caracterizacion. El punto de fusién del cocristal
difiere de los puntos de fusién de los componentes de partida, IFA y coformador. Teniendo
como comportamiento general que el punto de fusién del cocristal se encuentre entre los
componentes de partida. (Karagianni, 2018) (Munson, 2009) (Pindelska, 2017)

El andlisis termogravimétrico (TGA) es una técnica donde la muestra es colocada en un
crisol abierto para después ser calentada en una rampa especifica de calentamiento. Se
analiza la variacién de masa de la muestra en funcion del tiempo o temperatura. Usualmente
esta técnica se complementa con el DSC para comparar la entalpia de las transiciones con
los cambios de peso resultantes. La técnica es principalmente usada para monitorear la
perdida de solventes, descomposicion de la muestra y predecir la estabilidad térmica. A
partir de los estudios de TGA se puede conseguir informacion sobre la muestra en relacion
a su estabilidad oxidativa, estabilidad térmica, composicion de sistemas multicomponentes
(sean sales o cocristales), cinética de descomposicion, vida util estimada de un producto y

efectos de atmosferas reactivas o corrosivas. (Munson, 2009) (Pindelska, 2017)
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3.13. Técnicas de caracterizacion biofarmacéutica de nuevas fases solidas

La generacion de nuevas fases sdlidas tiene como objetivo mejorar las propiedades
biofarmacéuticas del IFA de partida. Algunas de las pruebas para demostrar que las
propiedades biofarmacéuticas se modifican son las siguientes: estabilidad, solubilidad,
disolucién de polvos o también llamada disolucién bajo condiciones no-sink y estabilidad de

fase mediada por el disolvente. (Pindelska, 2017)

3.13.1.Estabilidad

La estabilidad de un IFA es la propiedad biofarmacéutica mas importante después de la
solubilidad, que puede verse modificada por la generacién de nuevas fases solidas. De
acuerdo con la FDA (Por sus siglas en ingles Food and Drug Administration) un IFA es
estable cuando sus propiedades fisicas, quimicas, bioldgicas, terapéuticas y microbianas
se mantienen a lo largo del tiempo que son almacenados hasta su uso. Existen diferentes
variantes que pueden afectar la estabilidad de un IFA: la temperatura, la cual puede
degradar al IFA; el pH, el cual puede llevar al IFA a la descomposicion o alterar la solubilidad
del mismo; la humedad, porque el agua puede reaccionar con el IFA mediante reacciones
de oxidacién, hidrolisis y reduccién, también el agua puede promover el crecimiento
bacteriano; la forma farmacéutica; la incompatibilidad de IFA’s; la exposicion al oxigeno y
a la radiacion. La estabilidad del estado solido en las nuevas fases soélidas es de gran
importancia y debe ser monitoreado ya sea mediante técnicas directas o indirectas. Las
técnicas mas empleadas para evaluar la estabilidad fisica son DSC y TGA, cabe mencionar
que estas se pueden ver complementadas con técnicas como DRXP y técnicas

espectroscopicas. (Pindelska, 2017)

De acuerdo a la normativa mexicana de la Norma Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2015
los estudios de estabilidad son “pruebas que se efectian a un farmaco, a un medicamento
0 a un remedio herbolario por un tiempo determinado, bajo la influencia de temperatura,
humedad o luz en el envase que lo contiene, para demostrar el periodo de vida util de éstos
y determinan su fecha de caducidad” y los estudios de estabilidad acelerada son “ estudios
disefiados bajo condiciones extremas de almacenamiento para incrementar la velocidad de
degradacion quimica, biolégica o los cambios fisicos de un farmaco, de un medicamento o

de un remedio herbolario”. La NOM-073-SSA1-2015 marca que para un farmaco nuevo las
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pruebas de estabilidad acelerada deben realizarse en 3 lotes piloto por 6 meses, en los
cuales los tiempos de analisis son: tiempo inicial, 3 y 6 meses, bajo condiciones 40 + 2 °C
/75 % HR.

3.13.2.Transformacion de fase mediada por la solucién

Los estudios de estabilidad de fase en el estado sélido son importantes debido a que la
aparicion o desaparicion repentina de una forma cristalina puede amenazar el desarrollo
farmacéutico, teniendo como consecuencias graves efectos negativos en la
biodisponibilidad. Por ello el entendimiento de la cinética y mecanismo de la transformacion
de fase es de suma importancia. Este comportamiento se monitorea mediante el estudio
del sélido en contacto con el medio a diferentes tiempos para después ser analizado por
DRXP. Las transformaciones de fase més frecuentes en el estado solido son; el
polimorfismo, desolvatacion, formacion de un hidrato, la conversién de una forma cristalina
a una amorfa, o bien, en el caso de los cocristales, la transformacién a materias primas.
Para explicar el mecanismo de la transformacion de fase se han propuesto cuatro pasos:
1) desprendimiento molecular de la fase so6lida inicial 2) formacién de una solucién soélida
intermedia 3) nucleacion del nuevo solido transformado 4) crecimiento del nuevo sélido

transformado. (Vippagunta, 2001)

3.13.3.Solubilidad

De manera general la solubilidad se puede definir como la concentracion al equilibrio que
existe en un sistema donde la sustancia sélida pura (soluto) entra en contacto en el seno
del liquido puro (solvente) a temperatura y presion constante. (Connors, 2010) La
solubilidad de un IFA es una de las propiedades fisicoquimicas mas importantes. Esto
debido a que tanto la solubilidad como la absorcién tienen una correlacion directa con la
biodisponibilidad del IFA. En una formulacién sélida una vez el farmaco se encuentre
disuelto en el tracto gastrointestinal este pasa a ser absorbido para después estar
biodisponible en sangre y asi llegar al sitio de accion. La determinacion de la solubilidad de
IFA y los medio por los cuales se puede modificar, son esenciales para el desarrollo
farmacéutico. La solubilidad es tan importante que se contempla en el sistema de

clasificacion biofarmaceutico. (Pindelska, 2017) (Mantri, 2009)
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Una de las razones por la cual se estudia la generacién de nuevas fases solidas (NFS)
(sales o cocristales) es para mejorar la solubilidad de IFA’s poco solubles. La determinacion
de la solubilidad de NFS puede ser basada en un enfoque termodindmico y cinético. Los
estudios de equilibrio termodinamico, también llamados disolucion de polvos proporcionan
una medida de los procesos de solubilidad de las NFS, mientras que los estudios cinéticos
proporcionan informacion sobre la escala de tiempo de los procesos dindmicos y las
fluctuaciones de concentracion durante la disolucion de la NFS. Los experimentos de
equilibrio termodinamico pueden dar informacion sobre el disefio de los estudios cinéticos.
La solubilidad de una NFS (Concentracion de IFA en solucion procedente de la NFS como
sélido de partida) puede ser expresada como el producto de la solubilidad (Ksp) de los 2
componentes (IFA y en el caso de cocristales coformador y en sales contraién) de la NFS
solo cuando estos no interaccionan en solucién. Ecuacién 1 tomando como ejemplo un

ulu

cocristal, siendo expresado con “I” el IFA y con “C” el coformador.

K.
. B 5 » L,
IC s6lido = | soluciéon + C solucién

Ksp = [IFA] [Coformador] Ecuacion 1

Las NFS metaestables, son aquellas que en contacto con el medio de disolucién tienden a
reprecipitar en la forma solida menos soluble, siendo normalmente el IFA. Para la
evaluacion de solubilidad de estas NFS metaestables se requiere alcanzar el punto
eutéctico en el equilibrio trifasico, entre dos fases solidas (NFS y IFA) y una fase en
solucion. Este punto de equilibrio se puede verificar mediante el analisis de DRXP donde
se puede ver el patrén de difraccion del IFA 'y la NFS. Tomando como ejemplo un cocristal,
una vez alcanzado el punto eutéctico se procede a la cuantificacion de [IFA]Jeut y
[Coformador]eut. La comparacion de las concentraciones eutécticas con la estequiometria
de las NFS proporciona informacién clave sobre la solubilidad. Retomando el ejemplo del
cocristal, considerando que se alcanzo el punto eutéctico y es un cocristal estequiometria
1:1, si la [Coformador]eut > [IFA]eut entonces la Scocristal > SIFA. Expresado también en
formula de la constante eutéctica, Ecuacién 2 cuando la Ke > 1 entonces Scocristal > SIFA.
(Mantri, 2009) (Schultheiss, 2009) (Thakuria, 2013)

Keut = [Coformador]eut / [IFAJeut Ecuacién 2

48



3.13.4.Disolucion de polvos

La disolucién de polvos es una técnica que nos puede ayudar a predecir el comportamiento
in vivo de la entidad sdlida que se esta evaluando. Nombrada también solubilidad al
equilibrio, debido a que esta prueba biofarmacéutica para llevarse a cabo se requiere un
sistema saturado, en donde el s6lido en cuestion se encuentra en exceso dentro del medio
de disolucion (condiciones no-sink). Todo esto bajo condiciones experimentales
controladas. Se toman muestras a lo largo del experimento para conocer la concentracion
de IFA disuelto a los diferentes tiempos. La formacion de una meseta en los datos de
concentracion evidencia que la disolucion alcanzé el equilibrio. (Schultheiss, 2009)
(Pindelska, 2017) Existen varios factores que pueden intervenir en este comportamiento,
como lo son: el tipo y concentracién de excipientes (polimeros o surfactante), la cantidad
de sélido que se pone a prueba, asi como el volumen y tipo de medio de disolucién. (Childs,
2013) El tiempo en que la disolucién logra el equilibrio es de suma importancia para el
desarrollo de formulaciones farmacéuticas, esto basado en el tiempo de residencia en
estomago e intestinos. Si un IFA prolonga en alcanzar la solubilidad al equilibrio la cantidad
de IFA que se absorbe en el tracto gastrointestinal se vera afectada, esto debido a que el
IFA debe estar disuelto para proceder a ser absorbido. Dentro de los principales factores
que pueden influir en la disolucién de polvos se encuentran, el tamafio de particula,
alteraciones de la estructura cristalina durante el experimento y el pH del medio de
disolucién. (Schultheiss, 2009)

Debido a la saturacion en el medio, durante la prueba se puede monitorear la estabilidad
cristalina del solido en cuestiéon, esto mediante DRXP. Debido a que puede ocurrir una
transformacién polimérfica, transformacién a hidrato o solvato.(Mantri, 2009)

3.14. Induccién de la sobresaturacion y modulacion de la transformacion de fase

La disolucion de IFA’s formulados como amorfos (sélidos de alta energia), formas
cristalinas metaestables, asi como algunas sales y cocristales, generan estados de
supersaturacion del IFA disuelto en la solucion con respecto a la solubilidad de la forma
cristalina estable. A este comportamiento se le conoce como efecto “resorte”. La
sobresaturacion puede proporcionar ventajas de absorcion por encima de las soluciones

insaturadas por un aumento de la actividad termodinamica. Sin embargo, Cuando y dénde
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la concentracién de las moléculas de forma libre excede su solubilidad de equilibrio, la forma
libre puede precipitar en forma més estable pero menos soluble. La tasa de separacion de
fases depende del grado de sobresaturacion en esa ubicacién. Normalmente la
precipitacion se puede dar en el seno de la solucién o en algunos casos en la superficie del
sélido que se disuelve. La velocidad de precipitacién puede reducirse con aditivos que
funcionen como inhibidores de la precipitacion, principalmente inhibiendo la tasa de
nucleacion, provocando un crecimiento lento de los cristales o ambos. Algunas veces estos
inhibidores de la precipitacion también actdan como cosolvente para la disolucion directa
del IFA. Algunos de los inhibidores de la precipitacién son los polimeros, surfactantes y
ciclodextrinas. Siguiendo con la analogia del “resorte” (induccion de la supersaturacion), la
inhibicion de la precipitacion del IFA se ha denominado efecto “paracaidas”; por lo tanto, a
la combinacién de ambos fendmenos se le ha designado efecto “resorte-paracaidas”
(Figura 15). (Bavishi, 2016) (Omori, 2020) (Warren, 2013)

"Resorte" 1. Polvo cristalino (solubllidad cristalina)
2. Efecto resorte
i 3. Efecto resorte paracaidas
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Figura 15 Efecto resorte paracaidas para alcanzar alta solubilidad aparente en IFA’s insolubles. (1) Cristal
(estable) forma con baja solubilidad. (2) Especie con vida metaestable media, muestra gran solubilidad, pero
cae rapidamente en la forma menos soluble. (3) Concentraciones de IFA se mantienen durante mds tiempo
en la zona metaestable (Bavishi, 2016)

El proceso de precipitacién de una solucién supersaturada se rige por dos pasos criticos:
nucleacién y crecimiento cristalino. Dichos procesos se pueden ver influenciados por la
estructura cristalina y la flexibilidad molecular, el solvente, la temperatura, la agitacion y

presencia de impurezas o aditivos. (Zhang, 2007)
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Se ha demostrado en varios estudios que los polimeros son buenos inhibidores de la
precipitacion, manteniendo el IFA en un estado sobresaturado cinéticamente estabilizado
(pero termodindmicamente inestable) y, por lo tanto, mejorando la absorcién oral. (Warren,
2013) Existen diferentes mecanismos propuestos por los cuales un polimero mantiene el

estado de supesaturacion:

Incremento de la solubilidad del IFA. Los polimeros pueden interactuar con el IFA para

formar un complejo soluble en agua (similar a los complejos IFA-ciclodextrina).

Inhibicién del proceso de nucleacion del cristal. Los polimeros pueden interactuar con el

IFA libre y asi prevenir la formacion de nucleos de cristales.

Inhibicién del proceso de crecimiento de cristal. Los polimeros se pueden acoplar en la
superficie del cristal del IFA, ocupando sitios para el crecimiento del cristal. Inhibiendo la

difusion del IFAy, por lo tanto, dejando mas moléculas de IFA libres en la supersaturacion.

Aumento de la viscosidad de la solucién y disminucion del movimiento molecular. El

polimero puede actuar sobre la viscosidad de la solucién en general. (Yang., 2015)
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4. Justificacion

Las infecciones parasitarias por helmintos (nematodos, cestodos y trematodos),
helmintiasis, son de las principales causas que tienen efectos negativos en la produccion
pecuaria. Siendo los rumiantes de regiones tropicales y templadas los principales

afectados.

En México en el afio 2013 tan solo en el ganado bovino las pérdidas ocasionadas por
nematodos se estimaron en 445 millones de dolares (mdd) y a en otros paises como
Uruguay se han perdido alrededor de 41.8 millones de délares (mdd) y en Kenia se notifico
que 26 mdd se pierden Unicamente por causa del nematodo hematéfago Haemonchus
contortus. En el caso de los cestodos, las pérdidas solo por Taenia solium en el sector
porcino en paises africanos como Nigeria, Togo y Republica Demdcrata del Congo en el

afio 2010 se estimaron en 17.5, 2.1y 2.1 millones de euros respectivamente.

El fenbendazol es un antiparasitario que elimina los nematodos y cestodos inhibiendo los
procesos metabolicos relacionados a la obtencién de energia y la polimerizacién de los
microtUbulos al unirse a la tubulina, también altera la morfologia de los huevos y evita la
eclosién de la larva. Dicho farmaco aln no presenta resistencia en México, pero existe el
inconveniente de que es un farmaco que se absorbe en cantidades limitadas debido a su

baja solubilidad y con una gran variabilidad individual.

Ante esta problematica nace la necesidad de mejorar las propiedades biofarmacéuticas
para la administracion oral del FBZ. Existen diferentes alternativas para mejorar dichas
propiedades como el uso de formulaciones en solucién, ciclodextrinas y tensoactivos, pero
se considera que la generacion de nuevas fases soélidas (NFS) conlleva una seria de
ventajas de formulacién, manufactura y costo por encima de las antes mencionadas.
Sumado a estas ventajas se espera que NFS de FBZ pueden mejorar principalmente sus

propiedades biofarmaceuticas.

En el ambito cientifico es de gran interés el estudio del estado sélido de los IFA’s, ya que
este tiene diferentes efectos en sus propiedades fisicoquimicas. En los ultimos afios la
publicacion de articulos cientificos relacionados a el estado sélido ha ido aumentando
considerablemente. Se han encontrado sales de FBZ con propiedades biofarmaceuticas
mejoradas por ello la importancia de seguir buscando NFS de dicho IFA en donde la

generacion de sales ha sido factible.
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5. Hipodtesis

La generacion de nuevas fases solidas (NFS) de Fenbendazol ya sea en forma cocristalina
0 como una sal, modificara las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas del IFA; estos
nuevos solidos de FBZ ampliaran en namero y diversidad de propiedades de las formas

sélidas disponibles para la mejora en las formulaciones farmacéuticas.

6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Obtener y caracterizar nuevas fases sélidas de fenbendazol, evaluando propiedades

farmacéuticas relevantes.

6.2. Objetivos especificos

1. Realizar el andlisis supramolecular de las estructuras quimicas derivadas del
bencimidazol y seleccionar el grupo de coformadores candidatos para la generacion
de nuevas fases solidas.

2. Realizar los estudios de rastreo de nuevas fases sélidas farmacéuticas mediante
formacion de pasta asistida por disolvente (slurry).

3. Realizar el escalamiento de las nuevas fases so6lidas mediante molienda mecanica
asistida por disolvente y la determinacién de estequiometria de las mismas.

4. Caracterizar mediante técnicas fisicas y espectréscopicas (calorimetria, DRXP, IRy
RMN) las nuevas fases sélidas de fenbendazol.

5. Desarrollar y validar una técnica espectroscopica por UV o por cromatografia liquida
de alta resolucion (CLAR) para la cuantificacion del IFA de muestras de disolucién
de nuevas fases sélidas.

6. Realizar la caracterizacion biofarmacéutica de las nuevas fases sélidas de interés
mediante la determinacién de solubilidad al equilibrio, constante eutéctica,
estabilidad indicativa, estabilidad de fase en solucion y perfiles de disolucién en pH
1.2y6.8.
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7. Materiales y metodologia

7.1. Reactivos

A continuacion, se enlista la serie de reactivos empleados en este trabajo

- Fenbendazol (FBZ), Laboratorios Senosiain S.A de C.V. Lote 1912026652

- Acetonitrilo (grado CLAR), Merck KGaA, CAS 75-05-8 Lote JA105430

- Agua destilada y desionizada

- Trietilamina (299.5%), Sigma-Aldrich, CAS 121-44-8, LoteSHBD5029V

- Metanol (grado CLAR) Merck KGaA, CAS 67-56-1 Lote 11092318024

- Acido Fosforico, J.T.Baker, CAS 7664-38-2 Lote 0260-02

- Acido clorhidrico J.T.Baker ACS, CAS 7647-01-0 Lote Y06C15

- Fosfato de potasio dibasico anhidro (ACS reagent, 298%), Sigma-Aldrich, CAS
7758-11-4

- Fosfato de sodio monobasico anhidro (ACS reagent, 299%), Sigma-Aldrich, CAS
7778-77-0

-  METHOCELTM A15 (COLORCON) viscosidad (10-12 cP)

- Acido L-malico, (299%), Sigma-Aldrich, CAS 97-67-6, Lote BCBP3213V

- Acido oxalico anhidro, (299.0%), Sigma-Aldrich, CAS 144-62-7, Lote BCBR0O609V

- Acido malonico (299%), Sigma-Aldrich, CAS 141-82-2, Lote 06326BJ

- Acido glutarico (299%), Aldrich, CAS 110-94-1, Lote MKBB1878

- Acido D-tartarico (299%), Aldrich, CAS 147-71-7, Lote 16801TD

- Acido succinico (299.0%), Sigma-Aldrich, CAS 110-15-6, Lote 027K00971

- Acido adipico (299.5%), Fluka Analytical, CAS 124-04-9, Lote 23208224

- Acido benzoico (299.5%), Sigma-Aldrich, CAS 65-85-0, Lote 04707HC

- Acido 2,3-dihidroxibenzoico (299%), Aldrich, CAS 303-38-8, Lote 09026KB

- Acido 2,4-dihidroxibenzoico (297%), Aldrich, CAS 89-86-1, Lote 30398PJ

- Acido 2,5-dihidroxibenzoico (298%), Aldrich, CAS 490-79-9, Lote 09026EE

- Acido 2,6-dihidroxibenzoico (298%), Aldrich, CAS 303-07-1, Lote MKBB5244

- Acido 3,4-dihidroxibenzoico (297%), Aldrich, CAS 99-50-3, Lote BCBH2769V

- Acido 3,5-dihidroxibenzoico (297%), Aldrich, CAS 99-10-5, Lote 09611BU

- Acido tereftalico (298%), Aldrich, CAS 100-21-0, Lote MKAA3866

- Acido galico (297.5%), Sigma, CAS 149-91-7, Lote 039k0066

- Acido glicolico (297%), Aldrich, CAS 79-14-1, Lote 00519CJ

7.2. Materiales

Se enlista el material de laboratorio utilizado en el presente trabajo
- Vasos de precipitado (10, 50, 100, 500, 1000 y 2000 mL)

- Matraces volumétricos (5, 10, 25, 50 y 1000 mL)
- Pipetas volumétricas (1, 5, 10 mL)
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- Probetas (100, 500 mL)

- Agitadores magnéticos

- Viales de 4 mL

- Viales CLAR de 2 mL

- Micropipetas (200, 1000 pL)
- Termometro digital

- Espétulas

- Swinnex

- Filtros Whatman #3

- Jeringas (3,5y 10 mL)

7.3. Equipo

Se enlistan los equipos de laboratorio empleados en el presente trabajo

- Balanza analitica OHAUS Modelo Adventur Serie 10841225060407

- Molino Retsch® Modelo MM400 Serie 128210105

- Destilador y desionizador de agua Elga Purelab Modelo OptionR7BP Serie
ORO07D227538BP

- Difractometro de rayos X de polvos Bruker D2 Phaser 2nd Gen con un detector de
Lynx eye (ACu-Ka1 1.54184 A)

- Potencibmetro Conductronic pH120, electrodo PG101C-BNC4949

- Espectrémetro infrarrojo de transformada de Fourier NICOLET 6700 con detector
DTGS ATR

- Analizador simultaneo TGA-DSC TA Instrument SDT Q2000

- Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) Hitachi LAChromeUltra

- Recirculador de agua SDO7R-20-AA1B POLYSCIENSE

- Disolutor de polvos-personal reaction station J-KEM Scientific

- Camaras ambientales Revco Incubator Chamber RI-23-1060-ABA, Rios Rocha
Chamber EO-51 y Binder Climatic Chamber IP 20.
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7.4, Metodologia

A continuacién, se muestra el esquema de trabajo global empleado para la generacion,

identificacion, caracterizacion fisica, quimica y biofarmacéutica de las NFS.

[ Andlisis supramolecular IFA ]

[ Caracterizacion fisica IFA ]

\4

[ Eleccién de coformadores ]

|

Cribado mediante formacion de pasta asistida con
disolvente y molienda mecdnica asistida por disolvente
IFA + coformador

Confirmacién de NFS por DRXP

A

Molienda mecanica asistida con
disolvente como método alternativo
para determinacién de estequiometria

l Confirmacién de NFS por DRXP

Escalamiento por medio de molienda
mecadnica asistida con disolvente

/ Caracterizacion NFS \

- /

DRXP
Anéalisis de DSC-TGA Validacién
de método
Espectroscopia ATR-IR CLAR

/ Caracterizacion \

biofarmacéutica

Estabilidad indicativa

Transformacién de fase
mediada por solucién

Constante Eutéctica

k Perfil de disolucion /
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7.4.1. Analisis supramolecular del IFA

Se llevé a cabo la busqueda en fuentes bibliogréficas especializadas acerca de las fases
sélidas cristalinas existentes en la CSD del fenbendazol y estructuras quimicas

relacionadas, identificando sintones supramoleculares entre el IFA y el coformador.

7.4.2. Caracterizacion fisica del IFA

La caracterizacion fisica y espectroscépica del fenbendazol se realiz6 mediante las
siguientes técnicas: DRXP, andlisis térmico de DSC-TGA, espectroscopia IR, Resonancia
Magnética Nuclear de Hidrégeno (H-1) y carbono (C-13).

7.4.3. Eleccion de coformadores

Se llevo a cabo la seleccién de coformadores con &tomos potenciales formadores de puente
de hidrégeno capaces de formar sintones supramoleculares con el fenbendazol de acuerdo
al analisis supramolecular y a los cocristales obtenidos anteriormente en el grupo de
investigacion del ricobendazol, el cual es muy parecido molecularmente al IFA de estudio.
Se seleccionaron coformadores derivados de &cidos dicarboxilicos alifaticos y acidos

hidroxicarboxilicos alifaticos y aromaticos. (Millan, 2013)

7.4.4. Generacion de NFS

Se realizé el cribado para la generacion de las NFS a partir de los coformadores
seleccionados por los métodos de formacion de pastas asistida por disolvente (slurry) y
molienda mecanica asistida por disolvente, en el cual se utilizd6 una mezcla en proporcién
molar 1:1 IFA:coformador en los disolventes acetona (ACT) y agua (H20). Se verificé la

obtencién de las NFS mediante DRXP entre los polvos obtenidos y las materias primas.
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Como controles se efectuaron ensayos con el fenbendazol y los coformador seleccionados
de manera separada en los diferentes disolventes por el método de slurry y molienda

asistida con disolvente para comparar su patréon de DRXP.

La verificacién de la estequiometria y el escalamiento de las NFS para la caracterizacion
fisicoguimica y biofarmacéutica se realiz6 mediante molienda mecénica asistida por

disolvente.

7.4.4.1. Método de formacion de pasta asistida con disolvente (Slurry)

En un vial de 4 mL, se pesaron 100 mg de la mezcla en la proporcién molar 1:1
farmaco:coformador, se agregaron de 20-60 pL (cantidad suficiente para mantener en
agitacion a la mezcla) de acetona o agua. Las mezclas se agitaron a 60 rpm por 4.5 horas
a temperatura ambiente. El producto se sec6 en una bomba de vacio y se recolectaron los

polvos para analizarlos por DRXP.

7.4.4.2. Método de molienda mecanica asistida con disolvente

Se pesaron 100 mg de la mezcla en proporcion molar 1:1 de farmaco:coformador y se
colocaron en un contenedor de acero inoxidable con capacidad de 1.5 g de polvo. Se
adiciond una posta de acero inoxidable de 7 mm de diametro y 15 pL de disolvente; acetona
0 agua. Se cerraron los contenedores y se colocaron en un molino marca Restch modelo
MM400. Se programo el ensayo por 15 minutos a 25 Hz, esto ciclo se realiz6 por duplicado
junto con la adicion de disolvente. Se recuperaron los polvos de los contenedores y fueron

colocados en bolsas para su posterior analisis.

7.4.5. Caracterizacion de fenbendazol y NFS

7.4.5.1. Andlisis por Difraccion de Rayos X de Polvos (DRXP)

Para la identificacion de las NFS se realizé la difraccion de rayos X de polvos (DRXP) de

las materias primas y los productos de los métodos de generacion de NFS en un equipo
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BRUKER D2 PHASER con un detector LynxEye (1D mode, con un tubo de Cu A = 1.54184
A). Se colectaron los datos a temperatura ambiente en un rango de 26 = 5-45° con giro

durante 15 minutos.

7.4.5.2. Analisis térmico de Calorimetria Diferencial de Barrido acoplado a
Termogravimetria (DSC-TGA)

El analisis DSC se realizé utilizando el instrumento SDT Q2000 TA. Se colocaron muestras
de aproximadamente 3 mg en la charola de aluminio y se analizaron en un rango de
temperatura de 25-450 ° C con una velocidad de calentamiento de 10 ° C / min. Se utiliz6

nitrdgeno como purga de gas inerte con un flujo de 50 ml / min.

Para el analisis de TGA se utilizo el instrumento TGA Q50 TA. Se colocaron muestras de
aproximadamente 3 mg en la charola de aluminio y se analizaron en un rango de
temperatura de 25-450 ° C con una velocidad de calentamiento de 10 ° C / min. Se utiliz6

nitrdgeno como purga de gas inerte con un flujo de 50 ml / min.

7.4.5.3. Caracterizacidon espectroscopica

7.4.5.3.1. Espectroscopia de infrarrojo ATR
Los espectros de las materias primas y NFS generadas fueron obtenidos en un equipo

Nicolet 6700 en un intervalo de 4000 a 500 cm™ empleando un accesorio de muestreo de

reflectancia total atenuada (ATR) con sonda de diamante

7.4.6. Caracterizacion biofarmacéutica

7.4.6.1. Estabilidad indicativa

Se pesaron 20 mg de las materias primas y las NFS en viales de 4 mL, por triplicado. Los

sélidos fueron expuestos por un mes a diversas condiciones de almacenamiento en una
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incubadora con temperatura y humedad controlada (laboratorio de desarrollado en
Laboratorios Senoisiain S.A. de C.V.). Las condiciones evaluadas fueron: a) 40 °C calor
seco, b) 50 °C calor seco, y ¢) 40 °C con 75% de humedad relativa. Al final del ensayo se

analizaron las muestras por DRXP.

7.4.6.2. Transformacion de fase mediada por la solucion

En viales de 4 mL se colocaron 200 mg de FBZ o la NFS, se adicioné 3 mL de solucién
amortiguadora (las soluciones amortiguadoras empleadas fueron: &cido clorhidrico pH: 1.2,
y fosfatos pH: 6.8). Cada experimento se realiz6 por duplicado, se mantuvo en agitacion
constante y a temperatura de 37 °C, se tomaron muestras a diferentes tiempos (5 minutos
y 1, 6, 10 y 24 horas) y se filtr6 y recupero el sélido para posteriormente analizarse por
DRXP.

7.4.6.3. Desarrolloy validacion de método de cuantificacion mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)

Después de las pruebas de estabilidad de fase en solucion y estabilidad indicativa, las NFS
gue presentaron transformacion lenta durante dichas pruebas fueron candidatas a
evaluarse en otros aspectos biofarmacéuticos. Estos componentes se consideraron para
el desarrollo y validacion de un método analitico de cuantificacion mediante CLAR para el
FBZ y el respectivo coformador. Las condiciones del método fueron las siguientes: Se
empled un sistema en gradiente Tabla 7 con fase movil H3P04 0.25M/ ajustando con
trietilamina a pH 3 y acetonitrilo, columna C18 ZORBAX Eclipse XDB-C18, con un volumen
de inyeccién de 60 uL y temperatura de columna 50 °C. Los parametros de desempefio que
se evaluaron para la validacion del método fueron: adecuabilidad, linealidad, precision y
limite de cuantificacion con base en la guia de validacion de métodos analiticos del Colegio

Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, A.C.
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Tabla 7 Gradiente empleado en sistema cromatografo para el andlisis de materias primas de NFS de FBZ

H3P04 0.25M/
Tiempo (min) ajustando con Acetonitrilo
trietilamina a pH 3

7.4.6.4. Constante eutéctica y ventaja de solubilidad

Se pesaron 15 mg de FBZ con 30 mg de la NFS de interés. La mezcla de sélidos se puso
en contacto con 3 ml del medio HCI pH 1.2, a 37 °C con agitacién constante durante 48
horas, por triplicado. Transcurrido el tiempo de agitacién, la mezcla de sélidos y la solucion
se separ6 mediante filtracion con ayuda de swinnex y papel filtro whatman #3. Los soélidos
se analizaron mediante DRXP, mientras que la concentracién de FBZ y los respectivos
coformadores en la solucidon se cuantific6 mediante CLAR. ElI mismo procedimiento se
repitié en el medio buffer fosfatos pH 6.8, a excepcién de las condiciones de pesado: 15 mg
de FBZ con 90 mg de la NFS de interés.

7.4.6.5. Disolucion de polvos bajo condiciones no-sink

Se pesaron 200 mg de sdlido ya sea NFS, mezcla fisica del FBZ, coformador
correspondiente 6 FBZ puro. A dichos sdlidos se afiadio 10 ml de medio HCI pH 1.2 6 buffer
fosfatos pH 6.8 con y sin METHOCELTM A15 predisuelto en una concentracién de 0.5%
p/v, bajo agitacion y temperatura constante (37 °C). Se recolectaron muestras de 1 mL en
los siguientes tiempos: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 35, 60 y 90 minutos, y se
recuperaba medio. Cada muestra se filtr6 con ayuda de swinnex y papel filtro whatman #3,
y el sélido aislado se analiz6 mediante DRXP para monitorear la transformacion de fase del
sélido cristalino. La solucion filtrada se analiz6 mediante CLAR para conocer la

concentracion de farmaco y del coformador disueltos, en funcion del tiempo.
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8. Resultados y Discusién

La molécula de Fenbendazol se muestra en la Figura 16, donde se indican los atomos de
los grupos aceptores de puentes de hidrégeno en color rojo y los &tomos de los grupos

donadores de puentes de hidrégeno en color azul.

O
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Figura 16 Molécula de fenbendazol. Los dtomos de los grupos potenciales aceptores de puentes de hidrégeno
en color rojo y los adtomos de los grupos potenciales donadores de puentes de hidrogeno en color azul.

La molécula de FBZ tiene como atomos aceptores de puentes de hidrégeno a los oxigenos
del grupo éster del carbamato y al nitrégeno de la amina terciaria heterociclica del imidazol.
Los grupos donadores de puentes de hidrogeno son los nitrégenos de la amina secundaria

heterociclica del imidazol y el del carbamato.

En nuestra revision bibliografica y en la consulta dentro de la CSD (Base de Datos
estructurales de Cambridge, por sus siglas en inglés, versién 5.33, actualizaciéon hasta julio

del 2020) no se encontraron reportes de estructuras cristalinas del FBZ (Z. Yang, 2019).

8.1. Caracterizacion fisicoguimica fenbendazol

El FBZ fue donado por Laboratorios Senosiain S.A. de C.V y se llevé a cabo su
caracterizacion fisica y espectroscopica para confirmar su identidad, y tener los
experimentos de referencia para realizar las comparaciones en las diferentes técnicas
empleadas para la elucidacién de las NFS. Las técnicas empleadas fueron las siguientes:
DRXP, andlisis térmico de DSC-TGA, espectroscopia ATR-IR, Resonancia Magnética
Nuclear de proton (RMN*H) y carbono (RMN3C).
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8.1.1. Difraccién de Rayos X de Polvos (DRXP) fenbendazol

En la Figura 17 se muestra el difractograma del solido FBZ. Los valores de los angulos 26
y las intensidades relativas del patron de difraccion del FBZ se agrupan en la Tabla 8. Los
picos de difraccion de mayor intensidad del FBZ se localizan en los siguientes angulos 26:
6.71, 11.20, 13.19, 25.99 y 26.40. Estos picos de difraccion sirvieron como referencia para
la comparacién con los patrones de DRXP en los experimentos de cribado para la

identificacion de nuevas fases sdlidas (NFS).

FBZ

w

20

Figura 17 Patréon de DRXP de Fenbendazol
Estrellas azules indican picos con mayor intensidad

Como se menciona anteriormente, no se encontré reportada en la literatura la estructura
cristalina de FBZ ya sea a partir de monocristales o en un experimento de difraccién en
polvos (Z. Yang, 2019), por lo que no es posible comparar el patrén de DRXP del FBZ con

alguna referencia estandar.
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Tabla 8 Valores de los dngulos 29 e intensidad relativa de los picos de difraccion del Fenbendazol.

angulo 20 | 1220
6.71 0.42
11.2 0.37
13.19 1
17.96 0.26
18.32 0.23
18.83 0.18
19.94 0.12
21.27 0.21
21.84 0.24
22.42 0.2
23.91 0.23
25.99 0.59
26.4 0.43
27.08 0.17
29.08 0.12
31.43 0.18

8.1.2. Analisis térmico de DSC-TGA fenbendazol

En la Figura 18 se muestra el andlisis térmico de DSC-TGA del FBZ, el cual se llevé a cabo
en el intervalo de temperatura de 25 a 450 °C. La curva del andlisis termogravimétrico (TGA)
del FBZ se muestra en color azul y la curva de calorimetria de barrido diferencial (DSC) se

muestra en color verde.
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Figura 18 Curvas de DSC-TGA de Fenbendazol. Curva de TGA (azul) y curva de DSC (verde).
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En el TGA (curva azul) se observa que solido no presenta una pérdida de masa en el
intervalo de 25 a 190 °C, lo que indica que la muestra de FBZ se encuentra anhidra; a partir
de los 196°C la muestra empieza a descomponer mostrando tres etapas de pérdida de peso
hasta los 445 °C. Al final del experimento se muestra que hay un residuo de 28.30% con
respecto al peso inicial de la muestra. El termograma del DSC (curva verde) presenta un
evento exotérmico en 100 °C, posiblemente debido a una transformacién polimérfica ya que
en este intervalo la muestra no pierde masa (ver TGA). A mayores temperaturas se observa
un evento endotérmico que inicia aproximadamente en 190 °C (Tonset), y que coincide con
la descomposicion de la muestra de acuerdo a las fragmentaciones observadas en el TGA.
Este ultimo evento endotérmico tiene una temperatura en el maximo de la curva (Tpeak) de
238 °C, la cual es muy cercana al punto de fusion reportado de 233 °C para FBZ.
(DrugBank, 2020) (PubChem, 2020)

8.1.3. Espectroscopia de infrarrojo (IR) fenbendazol

En la Figura 19 se muestra el espectro de ATR-IR del FBZ y en la Tabla 9 se muestran las
bandas de vibracion asignadas a los grupos funcionales que se encuentran en la molécula.
Las sefiales del FBZ se encuentran en buena correspondencia con el espectro de IR
reportando recientemente por Surov y colaboradores (Surov, 2021). Cabe mencionar que
las bandas mas caracteristicas del FBZ son la vibracion de tension de la amina vi(N-H) en
3327 cm? y la banda de tension del grupo carbonilo v(C=0) del carbamato a 1707 cm™.
Estas bandas seran de importancia para establecer la posible formacion de una nueva
forma sdélida debido a que en ambos casos representan a grupos que forman puentes de
hidrogeno. (Surov, 2021)
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Figura 19 Espectro de IR del Fenbendazol
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Tabla 9 Bandas caracteristicas de vibracion de IR del Fenbendazol

N-H 3327 -CO-NH-
Estiramiento
C=0 1707 -CO-NH-
Estiramiento
-CO-NH-
N-H 1522 N-H deformacién y
C-N C-N estiramiento
-C-NH-
C-N 1263 Estiramiento
C-S 1094 =CH-S-

8.1.4. Resonancia magnética de protéon (RMN™H) fenbendazol

En la Figura 20 se muestra el espectro de RMN'H donde se indican las seis sefiales
correspondientes a los hidrogenos presentes en la molécula de fenbendazol.
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Figura 20 Espectro de RMN-'H de Fenbendazol

El singulete A con un desplazamiento quimico en 3.75 ppm se asigné al grupo metilo del
éster. El singulete B con desplazamiento 11.75 ppm se asigno a los protones de la amina
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del carbamato y del NH del benzimidazol. En la regién entre 7.00 a 7.60 se encuentran los
ocho protones aromaticos tanto del grupo bencimidazol como del fenilo. Se distinguen los
dobletes que aparecen en 7.52 ppm correspondiente al protén C y otro en 7.45 ppm que
corresponde al protén D, siendo estos del grupo bencimidazol. Las sefiales con asterisco
en el espectro corresponden a las sefiales del disolvente DMSO-ds y agua. (Banfi & Patiny,
2021)

8.1.5. Resonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN *3C) fenbendazol

En la Figura 21 se muestra el espectro de RMN 3C de la molécula de fenbendazol en
donde se indican las asignaciones siguientes: la sefial A que se encuentra a 52.97 ppm
corresponde al carbono del metilo del éster; la sefial B que se encuentra a 155 ppm
corresponde al carbono del carbonilo C=0 y la sefal C que se encuentra por 149 ppm
corresponde al carbono cuartanario del imidazol que se encuentra entre los dos nitrégenos
del anillo. Las nueve sefiales restantes agrupadas como D en la region 105-140 ppm

corresponden a los carbonos aromaticos tanto del grupo benzimidazol como del fenilo.

Figura 21 Espectro RMN -*3 C de fenbendazol
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Con base a todos los resultados obtenidos de la materia prima proporcionada por
Laboratorios Senosiain S.A. de C.V, se puede estrablecer que efectivamente se trata del
antiparasitario FBZ. (Banfi & Patiny, 2021)

8.2. Eleccidon de coformadores

Como se ha citado anteriormente, las interacciones por enlace de hidrégeno son de gran
relevancia para la obtencién de NFS. El FBZ es un gran prospecto para la formacion de
estas interacciones como se ha observado en otros bencimidazoles con actividad
antihelmintica tales como albendazol (Bongioanni, 2019) (Carvalho, 2021), mebendazol
(Brusau, 2008) (Gutiérrez, 2018) y flubendazol (Araujo, 2018). En el Grupo Interdisciplinario
de Investigacién en Quimica y Farmacia del Estado Soélido se han obtenido previamente
NFS de albendazol con el 4cido malico y el 4cido oxalico (acidos dicarboxilicos alifaticos),
y el acido 2,5-dihidroxibenzoico (acido carboxilico aroméatico). En el caso del ricobendazol
se han obtenido NFS con acido oxalico (acido dicarboxilico alifatico), con acido 2,5-
dihidroxibenzoico y acido 2,6-dihidroxibenzoico (acido carboxilico aromatico), y &cido galico
(&cido trihidroxibenzoico aromatico). Con base en esta informacién se seleccionaron 17
coformadores (Tabla 11) derivados de 4&cidos dicarboxilicos alifaticos, acidos
hidroxicarboxilicos alifaticos y aromaticos como posibles generadores de NFS para realizar
el cribado sistematico con FBZ. En la Tabla 11 se muestra los coformadores empleados
para este estudio, asi como su estructura y la constante de disociacion acida (pKa) para

estos compuestos.

8.3. Analisis de ApKa para la formacion de sales o cocristales

Un parametro que permite predecir la transferencia de un proton entre un acido y una base
en una solucién acuosa ha sido el denominado ApKa (definido como la diferencia entre el
pKa de la base protonada menos el pKa del acido). Como se describié en la seccion 3.10.3.
Formacion de una sal o cocristal farmacéutico, en el estudio reportado por el grupo de A.
Cruz-Cabeza. (Cruz, 2012) se establece que en el estado soélido la diferencia entre las
constantes de acidez de los componentes también se relaciona con la posibilidad de formar
una sal (Zona 3) o un cocristal (Zona 1) de acuerdo con los datos de la Tabla 10. Tomando
en cuenta el primer pKa de FBZ (4.06) y el primer pKa de los coformadores que aparecen

en la Tabla 11, se estimé el ApKa como un posible indicador del resultado de su
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combinacion para la formacién de una NFS y se muestran en la Tabla 11. Todas las
combinaciones de FBZ con coformadores que contienen al menos un acido carboxilico
presentan un ApKa que cae en la Zona 2 [ ApKa entre -1 a 4] en donde no hay una
preferencia dominante para la formacién de una sal o un cocristal.

Tabla 10 Numero de estructuras cristalinas y porcentajes de AB (cocristal) y A-B+ (sal) dentro de las 3
diferentes zonas ApKa (Cruz, 2012)

Zona ApKa AB A-B+
1 <-1 2076 (99.1%) 18 (0.9%)
2 [-1, 4] 495 (40.7%) 720 (59.3%)
3 >4 26 (0.8%) 3130 (99.2%)
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Tabla 11 Lista de coformadores empleados en el grupo de investigacion para la formacion de nuevas fases
sdlidas

Acidos hidroxidicarboxilicos
alifaticos

Acidos dicarboxilicos alifaticos

Acido L-malico

O
)
HO" ]

OH O

_OH

pKa (3.40, 5.13)
ApKal: 0.66 ZONA2

Acido oxalico
Anhidrido

pKa (1.27, 4.28)
ApKal: 2.79 ZONA 2

Acido malénico

0O o
U

HO™ ™~ "OH

pKa (2.83, 5.69)
ApKal:1.23 ZONA2

Acido glutarico

O 0
I

HO" "OH

pKa (4.34, 5.43)
ApKal: -0.28 ZONA 2

Acido D-tartarico

O OH
:J A F‘
HO" 1| L.
OH O
pKa (3.02, 4.36)
ApKal: 1.04 ZONA2

Acido adipico
(8

HO A
1 OH

0

pKa (4.43, 5.41)
ApKal: -0.37 ZONA2

Acido succinico

O

2 H
HO™ © TO

O

pKa (4.16, 5.61)
ApKal: -0.1 ZONA2

Acido Glicélico
O

HO™ ~-OH

pKa (3.83)
ApKal: 0.23 ZONA2

Acido benzoico

Acidos hidroxibenzoicos

Acido benzoico

i
f:?’f‘“ﬂ/ TOH

pKa (4.21)
ApKal: -0.15 ZONA 2

Acido 2,3- dihidroxibenzoico

9)

HO ~OH

HO—

pKa (2.91)
ApKal: 1.15Z0ONA 2

Acido 2,4- dihidroxibenzoico

0

.

“OH

g

HO “OH

pKa (3.11)
ApKal: 0.95 ZONA 2

Acido 2,5- dihidroxibenzoico

~__OH

”~ ——

P

0
HO” NN
OH

pKa (3.01)
ApKal: 1.05 ZONA2

Acido 2,6- dihidroxibenzoico

QTGH
HO... r . ~OH
L

s

pKa (1.30)
ApKal: 2.76 ZONA 2

Acido 3,4- dihidroxibenzoico

f}L
e o
HG”E‘T]/
OH

pKa (4.48, 8.83)
ApKal: -0.42 ZONA2

Acido 3,5- dihidroxibenzoico
(4.04)

OH

A

e

Ay _#l e

“-T-

oH

Hr

pKa (4.04)
ApKal: 0.02 ZONA2

Acidos dicarboxilicos aromaticos

Acido trihidroxibenzoico aromatico

Acido tereftalico

I : OH
HO '

o) pKa (3.51, 4.82) Apkal: 0.55 ZONA2

Acido galico

0
HDH_{;%]‘,,J'L\DH
HO™ 5

OH

pKa (4.40) Apkal:-0.43 ZONA2
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8.4. Generacion y caracterizacion de NFS de Fenbendazol

8.4.1. |dentificacion de NFS

El cribado sistematico para la identificacion de NFS se llevo a cabo por el método de
formacion de pasta inducida por disolvente, método que denominaremos en adelante
“slurry”. Dicho método es muy util en un cribado debido a que es rapido y se requiere poca
cantidad de las materias primas en cada experimento. También se uso la técnica de
molienda mecanica asistida por disolvente. Para la ejecucion de los métodos se utilizaron
disolventes aceptables farmacéuticamente con diferente polaridad como acetona (ACT, &

20.7 e indice de polaridad 5.1) o agua (H20, ¢ 78.5 e indice de polaridad 10.2).

Los experimentos de slurry se realizaron inicialmente con una mezcla en proporcion molar
1:1 FBZ:coformador (50 mg de mezcla total); la mezcla se mantuvo en agitacion por dos
horas (en algunos casos para concluir la sintesis de la NFS se extendieron los experimentos
a cuatro horas y media) y la cantidad de disolvente utilizado fue la necesaria (40-100 pL)
para mantener humectado los polvos bajo agitacion constante. En el caso de los
experimentos de molienda mecanica asistida por disolvente estos se realizaron inicialmente
con una mezcla en proporcion molar 1:1 FBZ:coformador (50 mg de mezcla total) en
contenedores. Las condiciones del molino fueron dos ciclos de 15 minutos a 25 Hz.

Agregando en cada ciclo 15 L del disolvente en cuestion.

La identificacién de NFS se llevé a cabo por la comparacion de los patrones de DRXP de
los productos del slurry y la molienda mecanica, en contraste con los patrones de las
materias primas respectivas. A manera de ejemplo se muestra en la Figura 22 los patrones
de DRXP de las materias primas a) FBZ y b) &cido 2,5-dihidroxibenzoico (25DHB), asi como
los productos de los experimentos de slurry en proporcion FBZ: 25DHB 1:1 en los
disolventes c) ACT y d) H20, respectivamente. También los productos de los experimentos
de molienda mecénica asistida por disolvente en proporcion FBZ: 25DHB 1:1 en los

disolventes e) ACT y f) H20, respectivamente.

En la Figura 22 el patron de DRXP de los productos de los experimentos de slurry son
diferentes a los de las materias primas, no existiendo una superposicion de picos. Se
observa un patrén de DRXP diferente por disolvente Figura 22 ¢ y d. El mismo caso se

repitié en los productos de los experimentos de molienda mecénica asistida por disolvente
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Figura 22 e y f. Con esto podemos deducir que la formacién de la NFS de FBZ-25DHB se

ve condicionada por el tipo de disolvente que se emplee y no por la técnica de obtencion.
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Figura 22 Comparacion de patrones de DRXP de a) FBZ, b) dcido 2,5-dihidroxibenzoico (25DHB), productos
por el método de slurry de la mezcla de FBZ:25DHB estequiometria 1:1 en los disolventes de c) ACT y d) H20.
Productos por el método de molienda mecdanica asistida por disolvente de la mezcla de FBZ:25DHB
estequiometria 1:1 en los disolventes de e) ACT y f) H20

Caso contrario en la Figura 23 los productos de FBZ y acido galico, sin importar la técnica
de obtencion (slurry o molienda mecénica asistida por disolvente) y el disolvente empleado
(ACT o H20), en cada producto (Figura 23 c, d, e y f) se observa la superposicion de los
picos de difraccion de las materias primas. Para estos casos se concluye que el producto
es la mezcla fisica de los componentes iniciales.
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Figura 23 Comparacion de patrones de DRXP de a) FBZ, b) dcido gdlico y productos por el método de slurry

de la mezcla de FBZ: dcido gdlico estequiometria 1:1 en los disolventes de c) ACT y d) H20. Productos por el

método de molienda mecdnica asistida por disolvente de la mezcla de FBZ: dcido gdlico estequiometria 1:1
en los disolventes de e) ACT y f) H-0.
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El cribado se realiz6é por slurry y molienda mecanica con FBZ en combinacién con todos
coformadores que se presentan en la Tablas 11. En la Tabla 12 y Tabla 13 se exponen los
resultados mediante el método de slurry para los coformadores de &cidos
hidroxicarboxilicos y dicarboxilicos alifaticos, y los coformadores acidos hidroxicarboxilicos
aromaticos, respectivamente. Los resultados de los experimentos por molienda mecénica
se exponen en la Tabla 14 y la Tabla 15 para los coformadores de 4&cidos
hidroxicarboxilicos y dicarboxilicos alifaticos, asi como los coformadores &cidos
hidroxicarboxilicos aromaticos, respectivamente. Se marcé con una ¥ las condiciones a las
cuales se observo un nuevo patron de DRXP, indicando la formacion de NFS, y con una X
aquellas condiciones en donde el producto fue la mezcla fisica de las materias primas.

Tabla 12 Resultados del rastreo de NFS de FBZ con dcidos hidroxicarboxilicos y dicarboxilicos
alifdticos, mediante el método de slurry

Coformador Disolvente Coformador Disolvente
ACT H,O ACT H,O
Acido L-malico Acido D-tartarico
i X X P X
I~ _OH i |
HO™ 7 HO™ & 1 o v
OH O OH O ()
Acido oxalico Acido adipico
Anhidrido
O OH v v 0 X X
>4 (a) (a) o oM
HO © 3
Acido malénico Acido succinico
O O o
J'\ [J X ‘/ O I A~ OH X X
Acido glutéarico Acido Glicolico
0 0 O
I X X I on X X
HO™ ™~ ™~ "OH HO™ ™

V. En el patron de DRXP del producto de slurry se observo un patron diferente comparado con el de las materias
primas.

X. En el patron de DRXP del producto de slurry se observd mezcla fisica (MF) de las materias primas.

-(a). El patron de DRXP del producto de slurry entre el FBZ y &cido oxalico anhidro indica una NFS igual con los
dos disolventes ensayados.

-(b). El patron de DRXP del producto de slurry entre el FBZ y 4cido malénico indica una NFS y trazas de FBZ,
Unicamente con el H20.

-(c). El patrén de DRXP del producto de slurry entre el FBZ y acido D-tartarico indica una NFS, Unicamente con
el ACT.
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Tabla 13 Resultados del rastreo de NFS de FBZ con dcidos hidroxicarboxilicos aromdticos, mediante

el método de slurry

Coformador

Acido benzoico

Acido 2,3-

dihidroxibenzoico

)
HO ~OH

HO—,

Acido 2,4-

dihidroxibenzoico

0

A A
“ >y OH

-

HO™ > “OH
Acido 2,5-

dihidroxibenzoico

e OH

HO” ~Z N °

OH
Acido 2,6-

dihidroxibenzoico

Disolvente
ACT H,O
X X
X X
X X
v v
(a) (b)
v v
(@ (c)

Coformador

Acido 3,4-
dihidroxibenzoico

f}L
= OH
HC}”E‘“T]/
OH

Acido 3,5-

dihidroxibenzoico
OH

e
o #lT¢D

OH

Acido tereftalico
0

HCY

y 2 OH
Ho A
Il
0
Acido gélico
0
HO. AL

j’ OH
-""-:":\2‘
HO™

OH

Disolvente

ACT H.0
X X
X X
X X
X X

V. En el patron de DRXP del producto de slurry se observé un patrén diferente comparado con el de las materias

primas.

X. En el patron de DRXP del producto de slurry se observo mezcla fisica (MF) de las materias primas.
-(a)(b). El patron de DRXP del producto de slurry entre el FBZ y &cido 2,5-dihidroxibenzoico indica una NFS con

ACT (a) y otra diferente NFS con H20 (b).

-(c). El patrén de DRXP del producto de slurry entre el FBZ y acido 2,6-dihidroxibenzoico indica una NFS igual
con los dos disolventes ensayados.
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Tabla 14 Resultados del rastreo de NFS de FBZ con dcidos hidroxicarboxilicos y dicarboxilicos
alifaticos, mediante el método de molienda mecdnica asistida por disolvente

Coformador Disolvente Coformador Disolvente
ACT H,O ACT H,O
Acido L-malico Acido D-tartarico
i X X P X
I - OH -
HOP N HO” Ny OH v
OH O OH O (©)
Acido oxalico Acido adipico
Anhidrido
o  OH v v 0 X X
> (a) (a) HO. oM
HO © o
Acido malénico Acido succinico
f\ 1 X J i X X
\ ~ _OH
P e HO il
HO OH (b) o
Acido glutarico Acido Glicolico
O 0 O
L X X 1 on X X
HO™ ™~ ™~ "OH HO™ ™~

V. En el patrén de DRXP del producto de la molienda mecéanica asistida por disolvente se observé un patrén
diferente comparado con el de las materias primas.

X. En el patrén de DRXP del producto de la molienda mecanica asistida por disolvente se observo mezcla fisica
(MF) de las materias primas.

-(a). El patron de DRXP del producto de la molienda mecanica asistida por disolvente entre el FBZ y acido
oxalico anhidro indica una NFS igual con los dos disolventes ensayados.

-(b). El patron de DRXP del producto de la molienda mecanica asistida por disolvente entre el FBZ y &cido
malénico indica una NFS y trazas de FBZ, inicamente con el H20.

-(c). El patron de DRXP del producto de molienda mecanica asistida por disolvente entre el FBZ y &cido D-
tartarico indica una NFS, Unicamente con el ACT.

Como se aprecia en los resultados anteriores (Tablas 12-15), los experimentos de cribado
por slurry y molienda mecéanica muestran un nuevo patron de difraccion para la combinacion
de FBZ con el acido oxalico, acido malénico y acido D-tartarico, asi como con los acidos
2,5-dihidroxibenzoicoy 2,5-dihidroxibenzoico. Es notable que la técnica de slurry o molienda
mecénica asistida por disolvente no tiene una influencia para la formacion de una NFS, y
en ambos casos, el disolvente resultod el factor més relevante. Por ejemplo, la formacién de
la NFS FBZ-4cido maldnico sélo se observd en agua mientras que la NFS de FBZ- &cido

D-tartarico solo se formo en la presencia de acetona.
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Tabla 15 Resultados del rastreo de NFS de FBZ con dcidos hidroxicarboxilicos aromdticos, mediante
el método de molienda mecdnica asistida por disolvente

Coformador Disolvente Coformador Disolvente
ACT H,O ACT H,O
Acido benzoico Acido 3,4-
dihidroxibenzoico
O O
?_::::HHAHDH X X E:f“‘ll/"_l“‘DH X X
H-:_:}____ HCI_.-" ‘“‘:_-T,
OH
Acido 2,3- Acido 3,5-
dihidroxibenzoico dihidroxibenzoico
[5) OH
= X X ..f}-al X X
2o Ho ™ S
OH
Acido 2,4- Acido tereftalico
dihidroxibenzoico o
0 Il
| OH
[,.,:.-‘\H.,-A--OH X X HO , | ] X X
HO” - “OH o)
Acido 2,5- Acido galico
dihidroxibenzoico o
~_OH v v Ho. oAb,
S - @ (b) pyl X X
HO” N N¢ HO™
OH OH
Acido 2,6-
dihidroxibenzoico
0. _OH v v
HO.._ f,ﬂH (© (©)
| s
L"'

V. En el patron de DRXP del producto de la molienda mecénica asistida por disolvente se observé un patron
diferente comparado con el de las materias primas.

X. En el patrén de DRXP del producto de la molienda mecanica asistida por disolvente se observo mezcla fisica
(MF) de las materias primas.

-(a)(b). El patron de DRXP del producto de la molienda mecénica asistida por disolvente entre el FBZ y acido
2,5-dihidroxibenzoico indica una NFS con ACT (a) y otra diferente NFS con H20 (b).

-(c). El patron de DRXP del producto de la molienda mecénica asistida por disolvente entre el FBZ y acido 2,6-
dihidroxibenzoico indica una NFS igual con los dos disolventes ensayados.

Con los resultados anteriores se puede confirmar que mediante el cribado se identificaron

seis NFS de FBZ con cinco coformadores diferentes. Las NFS obtenidas son NFS FBZ-
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acido oxalico anhidro, NFS FBZ- acido D-tartarico, NFS de FBZ- acido malénico, NFS FBZ-
26DHB y las dos NFS de FBZ-25DHB. Como un experimento control, los compuestos FBZ,
acido oxalico anhidrido, acido D-tartérico, acido maldnico, 25DHB y 26DHB,
respectivamente, se colocaron de manera individual bajo condiciones de slurry y molienda
mecanica asistida por disolvente, usando como disolventes H>O o ACT. Esto con la finalidad
de constatar si las materias primas sufren una transformacion de fase por efecto del

disolvente.

1) i | 2)

20 20

Figura 24 Comparacion de patrones de DRXP de 1a) FBZ, FBZ por el método de slurry en los
disolventes de 1b) ACT y 1c) H,0. FBZ por el método de molienda mecdnica asistida por disolvente
en los disolventes de 1e) ACT y 1f) H,0. 2a) 25DHB, 25DHB por el método de slurry en los
disolventes de 2b) ACT y 2c) H,0. 25DHB por el método de molienda mecdnica asistida por
disolvente en los disolventes de 2e) ACT y 2f) H.0.

Como ejemplo, en la Figura 24 se muestran los patrones de DRXP de FBZ y 25DHB en las
diferentes condiciones de sintesis de NFS. Como se puede observar en la Figura 24 (1) los
patrones de DRXP del FBZ no cambian en las diferentes condiciones de sintesis, por ende,
podemos decir que el FBZ es estable a las condiciones por las cuales se sintetizan las NFS.
En el caso del coformador 25DHB también se observé que es estable a las condiciones por

las cuales se obtienen las NFS. Figura 24 (2).

El mismo andlisis se le realiz6é a los coformadores restantes. En las Tablas 16 y Tabla 17
se exponen los resultados de la estabilidad cristalina del FBZ y los cinco coformadores
implicados bajo condiciones de slurry (Tablas 16) y molienda mecanica asistida por

disolvente (Tablas 17), usando como disolventes H.O y ACT.
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Tabla 16 Resultados de estabilidad cristalina de materias primas (FBZ y coformadores) en
condiciones de sintesis de NFS mediante el método de slurry

Coformador Disolvente Coformador Disolvente
ACT H,0 ACT (2P10)
Fenbendazol Acido D-tartarico
oo 0O OH N/A
B e N RO I OH v
[ Ly v v HOT Y Y )
OH O
Acido oxalico Acido 2,5-
Anhidrido X N/A dihidroxibenzoico
O, OH (b) M
(a) v v
HO © Ho” 0
OH
Acido malénico Acido 2,6-
dihidroxibenzoico
O O 2; H
' S A I S s M I
HO ~" “OH (b) HDHE HM,DH
g

V. En el patron de DRXP del slurry de la materia prima no se presenté un patrén diferente en comparacion con
la materia prima antes de someterse a condiciones de sintesis de NFS.

X. En el patrén de DRXP del slurry de la materia prima se presentd un patrén diferente en comparacion con la
materia prima antes de someterse a condiciones de sintesis de NFS.

-(a). El patron de DRXP del slurry de acido oxalico anhidro en ACT presento un patrén de DRXP diferente al del
acido oxalico anhidro antes de estar bajo condiciones de sintesis de NFS.

-(b). Los coformadores implicados en esta seccion se disolvieron por completo, formando una solucién dificil de
secar.

En la Tabla 16 se puede observar que la mayoria de las materias primas bajo condiciones
de slurry en ACT no presentan cambio en sus patrones de DRXP, a excepcion del
coformador acido oxalico anhidro. En trabajos previos del “Grupo Interdisciplinario de
Investigacién en Quimica y Farmacia del Estado Sdlido” se han reportado dos formas del
acido oxalico, una anhidra y otra dihidratada.(Millan, 2013) Al comparar los patrones de
difraccién del acido oxalico anhidro bajo las diferentes condiciones de sintesis de NFS,
podemos observar que los patrones de difraccion son idénticos a la forma dihidratada
reportada en el grupo Figura 25. La hidratacién de este coformador se puede dar por la
presencia de agua en la ACT que se agrega durante la sintesis. Los cambios en el patron
de DRXP son minimos y no se sobreponen sobre el patrén de difraccion de la NFS FBZ-

acido oxalico anhidro, por ello podemos decir que la sintesis de esta NFS es auténtica.
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Figura 25 Comparacion de patrones de DRXP de a) FBZ, b) dcido oxdlico anhidro c) NFS FBZ-dcido oxdlico
anhidro, d) dcido oxdlico anhidro por el método de slurry en ACT, e) dcido oxdlico anhidro por el método de
molienda mecdnica asistida por disolvente en ACT, f) dcido oxdlico anhidro por el método de molienda
mecdnica sin disolvente, g) dcido oxdlico dihidratado reportado en el grupo

Tabla 17 Resultados de estabilidad cristalina de materias primas (FBZ y coformadores) en condiciones de
sintesis de NFS mediante el método de molienda mecdnica asistida por y sin disolvente.

Coformador Disolvente Coformador Disolvente
ACT H,0 ACT H,0
Fenbendazol Acido D-tartarico
H 2 s (E OH v v
e N D I L. OH
DRPRs v v HO™ Y Y
OH O
Acido oxalico Acido 2,5-
Anhidrido X X dihidroxibenzoico
LOH
HO © @ Ho”
OH
Acido malénico Acido 2,6-
dihidroxibenzoico
(o) 9] ] H
A - |
HO' OH S/D HO 2, _~CH
| P

V. En el patrén de DRXP de la molienda mecanica de la materia prima no se presenté un patrén diferente en
comparacioén con la materia prima antes de someterse a condiciones de sintesis de NFS.

X. En el patron de DRXP de la molienda mecanica de la materia prima se presentd un patron diferente en
comparacioén con la materia prima antes de someterse a condiciones de sintesis de NFS.

S/D. (Sin disolvente) En estos experimentos no se utilizé disolvente

-(a). El patrén de DRXP de la molienda mecéanica de acido oxalico anhidro en ACT vy sin disolvente presentaron
un patron de DRXP diferente al del acido oxalico anhidro antes de estar bajo condiciones de sintesis de NFS.

79



En el caso de los slurry con H2O los coformadores alifaticos se disolvieron por completo y
fue imposible obtener un polvo que analizar. En estos casos, la molienda se realizé sin
disolvente. En la Tabla 17 se puede observar que la mayoria de las materias primas bajo
condiciones de molienda mecéanica no presentaron un cambio. A excepcion del &cido
oxalico anhidro el cual se transformé al dihidrato de forma similar al método de slurry
(Figura 25). Los resultados anteriores confirman la estabilidad de la mayoria de los
coformadores utilizados para obtener NFS de FBZ en las condiciones de sintesis, mientras
que el &cido oxalico anhidro forma un dihidrato que no interfiere en la sintesis de la NFS

FBZ- acido oxalico anhidro.

Finalmente, para establecer la relacién estequiométrica entre los componentes de la NFS,
se realizaron experimentos adicionales con relaciones molares FBZ:Coformador (1:2) y
(2:1). En estos experimentos solo se empled la técnica de molienda mecanica asistida por
disolvente. En la Figura 26 se exponen los patrones de difraccion de los solidos resultantes
en los experimentos con las siguientes relaciones molares FBZ-acido malonico 1:1, 2:1y
1:2. Como se puede observar en la Figura 26, los experimentos con relacion molar 1:1 y
2:1 presentan los picos caracteristicos del FBZ, marcadas con estrellas rojas, demostrando
gue existe un exceso de IFA. Mientras que en la relacion molar 1:2 no se observan picos
caracteristicos de FBZ y acido malonico. A partir de estos resultados se establecié una
estequiometria FBZ-acido maldnico 1:2 para este solido. Experimentos similares se
realizaron con cada una de las combinaciones FBZ:coformador en donde se identifico un
patrén de difraccién novedoso. En la Tabla 18 se resumen los resultados de la propuesta

de estequiometria para cada s6lido que se ha identificado como una NFS que contiene FBZ.
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Figura 26 Comparacion de patrones de DRXP de a) FBZ, b) dcido maldnico, y productos por el método de molienda
mecdnica asistida por disolvente (H,0) de la mezcla de FBZ:25DHB estequiometria c) 1:1 d)1:2 y e)2:1.
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Tabla 18 Resultados de estequiometrias propias de cada NFS de FBZ, obtenidas mediante molienda
mecdnica asistida por disolvente.

NFS Estequiometria (FBZ:coformador)
NFS FBZ-acido oxalico anhidrido 1:1
NFS FBZ- acido D-tartarico 1:1
NFS de FBZ- acido maldnico 1:2
NFS FBZ-26DHB 1:1
NFS de FBZ-25DHB (a) 1:1
NFS de FBZ-25DHB (b) 1:1

(a). NFS FBZ-25DHB obtenida mediante molienda mecénica asistida por disolvente, empleando ACT.
(b). NFS FBZ-25DHB obtenida mediante molienda mecanica asistida por disolvente, empleando H,0.

Con la finalidad de tener suficiente cantidad de las seis NFS de FBZ para realizar su
caracterizacion fisicoquimica y biofarmacéutica (ver las siguientes dos secciones), se llevo
a cabo su sintesis en una escala 10 veces mayor a los experimentos de cribado. Para ello,
se obtuvieron 500 mg de cada NFS mediante molienda mecanica asistida por disolvente de
acuerdo a las condiciones de la Tabla 18. A modo de ejemplo se exponen en la Figura 27
los patrones de DRXP de las materias primas, la NFS FBZ-26DHB obtenida en una escala
de 50 mg y el sélido resultante del escalamiento a 500 mg. Como se puede observar, los
patrones de difraccion de las muestras provenientes de la sintesis la NFS FBZ-26DHB en
50 mg y 500 mg presentan los mismos picos de difraccién, coincidiendo no solo en el angulo
20 sino también en la intensidad relativa, lo que confirma que se obtuvo la misma fase

sélida.
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Figura 27 Comparacion de patrones de DRXP de a) FBZ, b) 26DHB, c) NFS FBZ 26DHB por el método
de molienda mecdnica asistida por disolvente (ACT) 50 mg, d) escalamiento NFS FBZ 26DHB por el
meétodo de molienda mecdnica asistida por disolvente (ACT) 500 mg
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8.5. Caracterizacion fisicoquimica de NFS de Fenbendazol

En esta seccidn se describe la caracterizacion fisicoquimica de las seis NFS de FBZ que
se identificaron en el cribado y se obtuvieron en una escala de 500 mg. Los sélidos
obtenidos presentaron la siguiente composicion IFA-coformador: FBZ-acido oxalico
anhidrido (1:1), NFS FBZ- acido D-tartérico (1:1), NFS FBZ-acido malénico (1:2), NFS FBZ-
26DHB (1:1) y las dos NFS de FBZ-25DHB (1:1). En este estudio se incluyen tres técnicas
de caracterizacion como son la calorimetria diferencial de barrido (DSC), el analisis

termogravimétrico (TGA) y la espectroscopia en el infrarrojo (ATR-IR).

8.5.1. Analisis térmico: analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial
de barrido (DSC)

El andlisis térmico es un conjunto de técnicas comunmente empleadas para la
caracterizacion de sélidos. Dichas técnicas de manera general estudian los cambios fisicos
0 quimicos de la muestra cuando esta sometida a cambios en la temperatura en funcion del

tiempo en una atmosfera controlada.

El analisis termogravimétrico (TGA) es una técnica principalmente usada para monitorear
la perdida de solventes, la descomposicion de la muestra y predecir la estabilidad térmica.
A partir de los estudios de TGA se puede conseguir informacion sobre la muestra en
relacibn a su estabilidad oxidativa, estabilidad térmica, composicién de sistemas
multicomponentes (sean sales o cocristales), cinética de descomposicién, vida Util estimada
de un producto y efectos de atmdsferas reactivas o corrosivas. (Pindelska, 2017) (Munson,
2009)

La técnica DSC es una potente herramienta para la deteccién de polimorfos y el estudio de
la estabilidad de polimorfos relativa a cierta temperatura. En el caso de los cocristales la
técnica de DSC sirve para generar diagramas binarios, los cuales muestran informacion
sobre la formacién de cocristales, ayudando asi al cribado y también sobre la estabilidad
del cocristal, siendo asi herramienta de caracterizacion. El punto de fusion del cocristal

difiere de los puntos de fusion de los componentes de partida, IFA y coformador. Teniendo
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como comportamiento general que el punto de fusidén del cocristal se encuentre entre los
componentes de partida. (Pindelska, 2017) (Munson, 2009) (Karagianni, 2018)

En la Figura 28 se ilustran las curvas de TGA y DSC del FBZ (azul), el &cido malénico (rojo)
y la NFS FBZ-acido malonico (verde). En el TGA del FBZ se aprecia una descomposicion
que inicia en Tonset = 238 °C. Antes de esta temperatura no hay ningln evento térmico que
se registre en la curva del DSC. En el TGA del &cido maldnico (rojo) se observa una pérdida
del 99.44% de masa que empieza a los 124.5 °C, indicando la sublimacién-descomposicién
del coformador casi en su totalidad. En el DSC ocurren dos eventos endotérmicos a
temperaturas menores a su descomposicion. Un primer evento en 92.6 °C que se explica
como una transformacion polimorfica y un segundo evento que corresponde a la fusion en
125 °C. Por otra parte, la NFS FBZ-acido maldnico presenta una primera pérdida en el TGA
que inicia en 132.5 °C con un porcentaje del 46.1% p/p, el cual se asocia a la liberacion de
dos equivalentes del acido maldnico que corresponden a un valor calculado de 41.0% p/p;
este resultado confirma la estequiometria 1:2 FBZ:coformador para la NFS. En el DSC se
observa un evento endotérmico en 112 °C que se asocia a una transformacion polimorfica
o la fusion de la NFS. En ambos termograma se aprecian etapas de pérdida de masa que

se atribuyen a la descomposicién del FBZ.

c) |

——— 5

Temperatura "C

Figura 28 Curvas TGA-DSC de a) FBZ, b) dcido maldnico y c) NFS FBZ-dcido maldnico 1:2
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En la Figura 29, se ilustran las curvas de TGA y DSC del FBZ (azul), el acido 26DHB (rojo)
y la NFS FBZ-26DHB (verde). Las curvas de FBZ se describieron en el parrafo anterior. En
el DSC del 26DHB (rojo) hay un evento endotérmico a una temperatura <100 °C, que puede
deberse a una transformacién polimérfica ya que no hay pérdida de masa en el TGA en
este intervalo de temperatura y su punto de fusion se ha reportado en 166 °C. La pérdida
de masa en el TGA comienza en 141 °C °C (Tonset), Cuya descomposicion es practicamente
completa (con una pérdida del 94.7% en masa). La NFS FBZ-26DHB no presenta eventos
térmicos a bajas temperaturas, siendo estable hasta los 180 °C en donde inicia la pérdida
de masa con un porcentaje del 32.3% p/p; este evento se asocia a la liberacion de un
equivalente molar del 26DHB que corresponde a un valor calculado de 33.97% p/p. La
siguiente etapa de pérdida de masa se observa en 251 °C, y se atribuye al inicio de

descomposicién del FBZ remanente.
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Figura 29 Curvas TGA-DSC de a) FBZ, b) 26DHB y c) NFS FBZ-26DHB 1:1

Las curvas de andlisis térmico TGA y DSC para el resto de las NFS sintetizadas (FBZ- acido
oxalico anhidrido 1:1, NFS FBZ- acido D-tartarico 1:1 y NFS FBZ-25DHB 1:1 (sintetizada
con agua)) se incluyen en el Anexo 1, 2y 3, respectivamente. En la Figura 30 se presentan
de forma comparativa las curvas de TGA para todas las NFS, incluyendo al FBZ (negro)
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como referencia. Para simplificar este andlisis, en la Figura 30 lzquierda se presentan las
NFS con coformadores aromaticos (NFS FBZ-26DHB 1:1 (azul) y NFS FBZ-25DHB 1:1
(sintetizada con agua) (rojo)) y en la Figura 30 Derecha se muestran las NFS con
coformadores alifaticos (NFS FBZ- acido oxalico anhidrido 1:1 (verde), NFS FBZ- &cido D-
tartarico 1:1(azul) y NFS FBZ-acido maldnico 1:2 (rojo)).
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Figura 30 Comparacion de curvas TGA de FBZ- a), NFS aromdticas; y NFS FBZ-25DHB sesquihidrato 1:1 b) y
NFS FBZ-26DHB 1:1 c) (izquierda). NFS alifdticas; NFS FBZ-dacido maldnico 1:2 b), NFS FBZ- dcido D-tartdrico
1:1¢c)y NFS FBZ- dcido oxdlico anhidrido 1:1 d) (derecha)

Se observa que el comportamiento térmico de todas NFS es diferente al de FBZ cristalino
puro. Todas las NFS tienen un evento de pérdida de masa en temperaturas mas bajas que
la descomposicion de FBZ que comienza en 238 °C. Esto se debe a que la generacion de
NFS genera un cambio en las propiedades fisicoquimicas de la nueva entidad sélida. En la
Tabla 19 se agrupan las temperaturas de la primera pérdida de masa observada en los
termogramas de las NFS de la Figura 30, asi como los valores experimentales y calculados
del porcentaje de la pérdida en masa (% p/p). De manera general la primera pérdida se
asocia con la liberacion del coformador en la NFS, ya que hay una buena concordancia
entre el valor experimental y el calculado. Solo la NFS conteniendo al 25DHB (sintetizada
con agua) presenta una pérdida del 6.1% de peso antes de los 100 °C, el cual se asocia
con la liberacion de uno y medio equivalentes molares de agua que corresponde al 5.6%
p/p. Una vez que el sélido se deshidrata, se presenta el evento de liberacion del 25DHB
como en las otras NFS.

85



Tabla 19 Datos seleccionados del andlisis de TGA de NFS de FBZ

Pérdida de peso % Evento térmico

Experimental/calculada

FBZ- acido oxalico 87.5 145.3 23.2/23.12 Liberacion del acido
anhidrido 1:1 oxalico anhidrido

FBZ- acido D- 173.3 160.0 38.3/33.39 Liberacion de acido
tartarico 1:1 D-tartarico

FBZ-acido 124.5 132.5 46.0/41.01 Liberacion de acido
maldnico 1:2 maldnico
FBZ-26DHB 1:1 141 180.1 32.3/33.97 Liberacion de
26DHB

FBZ-25DHB 167.5 57.8 6.1/5.6 -Deshidratacion
sesquihidrato 1:1 152.6 28.9/33.97 -Liberacion de
25DHB

8.5.2. Espectroscopia infrarroja (ATR-IR)

La espectroscopia ATR-IR es una técnica analitica ampliamente usada para la
caracterizacion de solidos. Los modos vibraciones fundamentales de grupos funcionales
especificos en las especies quimicas se observan como bandas en las diferentes regiones
en el espectro. De esta manera la técnica se puede usar con un enfoque para explorar la
diferencia en las firmas espectrales entre las materias primas y las NFS en nuestro estudio
(Silva, 2016) (Munson, 2009).

Cuando el IFA o el coformador tienen un é&cido carboxilico, el espectro de IR es una
herramienta muy Util para discernir entre la forma neutra del acido (RCOOH) y su forma
ibnica como un carboxilato (RCOO"), permitiendo en algunos casos distinguir entre la
formacién de un cocristal o una sal. Un &cido carboxilico muestra bandas de estiramiento
del OH en el intervalo 2500-3300 cm™, una banda de intensidad fuerte alrededor de ~1700
cm™ debida al estiramiento del grupo carbonilo y otra de intensidad débil alrededor de ~1200
cm? debida a la deformacién fuera del plano del grupo OH. La pérdida o disminucién
significativa de las bandas antes mencionadas y la aparicion de las bandas intensas
antisimétrica de estiramiento entre ~1550-1650 cm™ y simétrica entre ~1350-1450 cm™ son
caracteristicas del ion carboxilato (RCOQO"). Estos cambios se observan durante la

formacién de una sal.
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Existen también otros grupos funcionales que pueden ser reconocidos. La formacién de un
puente de hidrogeno N-H--O se observa como una banda débil de estiramiento a ~1950 cm”
!y la banda de estiramiento del grupo OH se ensancha hacia menor frecuencia ~2400 cm
1, Una sal de amina presenta una banda de IR entre 2500 a 2300 cm, si es una amina
aromatica o en ~2000 cm™ si es amina alifatica. (Brittain, 2009) (Brittain., 2010) (MacDonald,
2001) (Schultheiss, 2009)

En la Figura 31 se muestran los espectros de IR de FBZ, acido malénico y la NFS FBZ-
acido maldnico. La Tabla 20 indican los principales grupos funcionales presentes en FBZ,
acido malonico y la NFS, asi como la asignacion de las bandas de vibracién observadas.
Las bandas en los espectros de IR del FBZ (azul), &cido malénico (rojo) y NFS FBZ-acido
malénico (verde) (Figura 31) muestran diferencias observables en la region de la huella
dactilar y en la regién de alta frecuencia. En la regién de alta frecuencia se puede observar
la banda de estiramiento del grupo N—-H en el carbamato del FBZ a 3327 cm™. El acido
malénico presenta una banda ancha en la regién entre 2500-3500 cm™, y no es visible la
banda de estiramiento del O—H. En la literatura esta banda vO—H se reporta en 3398 cm™
en espectros de mayor resoluciéon. En esta region se observan bandas alrededor de 2900
cmdebidas al estiramiento de los grupos C—H aromaticos. En la NFS FBZ-acido malénico
la banda vN—-H del FBZ se desplaza a menores nimeros de onda con un Avn_y de 208 cm’
1 (MacDonald, 2001).
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Tabla 20 Andlisis de bandas de vibracion de IR de NFS FBZ-dcido maldnico y las materias primas

NFS FBZ- acido

Acido maldnico Asignacion
maldnico
-CO-NH-
N-H 3327 3119 Estiramiento
C-H ~2900 ~2900 C—-H Estiramiento
Cc=0 1707 1751 -(C=0)-NH- Estiramiento
Cc=0 1693 1718 (C=0)-OH Estiramiento antisimétrico
C-N 1623 1718 C-N estiramiento
N-H -CO-NH-
C-N 1522 1500 N-H deformacién
C-N

C-N 1598 Perdida de doble enlace por

protonacion

En la regién de los grupos carbonilos la banda de estiramiento vC=0 del carbamato de FBZ
esta en 1707 cm™y en el &cido maldnico esta vibracién se presenta como una banda ancha
en 1693 cm™. En la NFS hay un desplazamiento de estas bandas hacia mayores energias
en 1751y 1718 cm™, no obstante, no es posible asignar inequivocamente a cual carbonilo
corresponde cada una. Adicionalmente, se observa que la vibracion vC—N para FBZ que se
ubica en 1630 cm sufre un corrimiento hacia 1670 cm™. En la region de la huella dactilar
(<1500 cm™) se aprecia que la NFS no es una combinaciéon simple de las moléculas
precursoras, sin embargo, debido al nimero y traslape de las bandas no es posible una
asignacion directa. (Brittain, 2009) (Brittain., 2010) (MacDonald, 2001) (Schultheiss, 2009)
(Surov, 2021)

Para el &cido maldnico la formacion de una sal podria ser identificada por la presencia de
dos bandas de absorcion intensas entre ~1550-1650 cm™ y ~1350-1450 cm caracteristicas
del ion carboxilato (RCOO"). Sin embargo, es dificil distinguir en el espectro de la NFS estas
bandas. En la literatura se ha reportado la formacion de sales del FBZ con los &cidos p-
toluensulfonico (TSA) y metilsulfénico (MSA), en donde las vibraciones del grupo carbonilo
cambian hacia mayores frecuencias (Surov, 2021). No obstante, estos compuestos son
mucho mas propensos a la formacion de una sal con FBZ ya que son acidos mas fuertes
gue el acido malonico (pKa(acido malénico) = 2.8, pKa(MSA) = -1.9, pKa(TSA) = -2.8). La
forma mas segura para definir si la NFS FBZ-acido malénico es un cocristal o una sal, es

mediante el andlisis de difraccion de rayos X de monocristal (Millan, 2013).
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En la Figura 32 se muestran los espectros de IR de FBZ, 26DHB y NFS FBZ-26DHB. La

Tabla 21 se indica los principales grupos funcionales presentes en la NFS FBZ-26DHB vy

las materias primas. En la region de alta frecuencia la NFS FBZ-26DHB solo muestras

bandas anchas, sin una distincion clara de la banda de estiramiento del grupo O-H del

26DHB. Tampoco es muy clara la posicion de la banda de estiramiento del N-H del FBZ.
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Figura 32 Comparacion de espectros de IR de a) FBZ, b) 26DHB y c) NFS FBZ-26DHB

En la region de los carbonilos se observa la banda de estiramiento vC=0 en 1748 cm™,

correspondiente al FBZ. Esta banda presenta un corrimiento a mayores frecuencias AvC=0

de 41 cm™ en la NFS FBZ-26DHB. El grupo carbonilo en el 26DHB aparece en 1667 cm™y

perece tener un corrimiento a menores frecuencias en la NFS. En la region de la huella

dactilar (<1500 cm) se aprecia que la NFS no es una combinaciéon simple de las moléculas

precursoras, sin embargo, como en el caso anterior no es posible una asignacion directa
(Brittain, 2009) (Brittain., 2010) (MacDonald, 2001) (Schultheiss, 2009) (Surov, 2021)
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Tabla 21 Andlisis de bandas de vibracion de IR de NFS FBZ-26DHB y materias primas

NFS FBZ-26DHB

Grupo 3:74 26DHB Asignacion
-CO-NH-

N-H 3327 - Estiramiento
- (C=0)-OH

OH 3016 Estiramiento
-CO-NH-

Cc=0 1707 1748 Estiramiento
(C=0)-OH

C=0 1667 1637 Estiramiento

antisimétrico

En la Figura 33 se presentan de forma comparativa los espectros IR para todas las NFS,
incluyendo al FBZ (negro) como referencia. Los gréficos comparativos de los espectros de
IR para el resto de las NFS sintetizadas (FBZ- &cido oxalico anhidrido 1:1, NFS FBZ- 4cido
D-tartarico 1:1 y NFS FBZ-25DHB 1:1 sesquihidrato) se incluyen en el Anexo 4, 5y 6,
respectivamente. En la Tabla 22 se agrupan las bandas de vibracion principales de todas
las NFS de FBZ identificadas en este trabajo. En la regién de alta frecuencia se puede
observar que la banda de estiramiento del NH del FBZ a 3327 cm, sufre modificaciones
en todas las NFS. En esta misma region la NFS FBZ-25DHB 1:1 sesquihidrato presenta
una banda a 3480 nm debida a la vibracién v(O—H) del agua cristalizada. Por otro lado, en
la region de los carbonilos la vibracion vC=0 del FBZ a 1707 cm™ se desplaza en todas las
NFS a numeros de onda mayores. Es notable que el espectro de IR de todas las NFS no
es una combinacién simple de las materias primas, sin embargo, debido a la complejidad
de la region <1500 cm™ no es posible distinguir si los nuevos sélidos son un cocristal o una

sal.
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Tabla 22 Andlisis de bandas de vibracion de IR de FBZ, NFS FBZ- dcido oxdlico anhidrido 1:1, NFS FBZ- dcido
D-tartdrico 1:1, NFS FBZ-dcido maldnico 1:2, NFS FBZ-26DHB 1:1 y NFS FBZ-25DHB sesquihidrato 1:1

NFS FBZ- NFS FBZ- NFS FBZ- NFS FBZ-
FBZ  4cido oxalico acido acido 26DHB 1O FPZ,'ZSDHB Asignacion
. o o —— sesquihidratada
anhidro D-tartarico malonico
-CO-NH-
N-H 3327 3119 3376 3119 3224 3210 Estiramiento
c=0 1707 1756 1744 1751 1748 1737 O
Estiramiento
c=0 - 1628 1714 1718 1637 1647 (C=0)-OH
Estiramiento
OH 3480 Qe
cristalizada
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8.6. Caracterizaciéon biofarmacéutica de NFS de Fenbendazol

La principal razon para desarrollar NFS, sean sales o cocristales, se debe a la posibilidad
de modificar las propiedades biofarmacéuticas de los IFA, tales como: solubilidad, velocidad
de disolucién, estabilidad térmica, higroscopicidad, estabilidad quimica, punto de fusion,
perfil de impurezas o hébito cristalino y propiedades mecanicas. (Paulekuhn, 2007) (Vioglio,
2017)

Las NFS de FBZ que se estudiaron fueron: NFS de FBZ- acido oxalico anhidrido (1.1), NFS
FBZ- 4cido D-tartarico (1.1), NFS FBZ-acido malénico (1:2), NFS FBZ-26DHB (1.1), NFS
de FBZ-25DHB anhidra (1.1) y NFS de FBZ-25DHB sesquihidrato (1.1).

Algunas de las pruebas que se realizaron para evaluar la modificacion de propiedades
biofarmacéuticas del IFA, son las siguientes: estabilidad indicativa, la cual nos ayuda a
comprender el comportamiento cristalino de la NFS en diferentes condiciones de humedad
y temperatura, estabilidad de fase mediada por el disolvente, para comprender el
comportamiento del estado cristalino de la NFS al entrar en contacto con el medio de
disolucion, solubilidad, para saber la solubilidad de la NFS mediante el equilibrio en solucion
del IFA y coformador, y disolucion de polvos - también llamada disolucion bajo condiciones
no-sink, para la comprension del comportamiento de disolucion y del estado cristalino de la

NFS cuando entra en disolucion al medio. (Pindelska, 2017)

8.6.1. Estabilidad indicativa

De acuerdo a la normativa mexicana, referida en la Norma Oficial Mexicana NOM-073-
SSA1-2015, los estudios de estabilidad son “pruebas que se efectian a un farmaco, a un
medicamento o a un remedio herbolario por un tiempo determinado, bajo la influencia de
temperatura, humedad o luz en el envase que lo contiene, para demostrar el periodo de
vida util de éstos y determinan su fecha de caducidad” y los estudios de estabilidad
acelerada son “ estudios disefiados bajo condiciones extremas de almacenamiento para
incrementar la velocidad de degradacion quimica, bioldgica o los cambios fisicos de un
farmaco, de un medicamento o de un remedio herbolario”. La NOM-073-SSA1-2015 marca

gue para un farmaco nuevo las pruebas de estabilidad acelerada deben realizarse en 3
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lotes piloto por 6 meses, en los cuales los tiempos de andlisis son: tiempo inicial, 3 y 6
meses, bajo condiciones de 40+ 2 °C/ 75 % HR.

Debido a que estos estudios requieren una inversion de tiempo prolongado, en la industria
farmacéutica se realiza de manera homologa, estudios de estabilidad acelerada durante
tiempos mas cortos -un mes-, donde se evalla la estabilidad del sélido bajo condiciones de
estrés de temperatura y humedad por arriba de las condiciones habituales. Resultados
favorables para esta prueba en las muestras de solidos farmacéuticos usualmente indican
que la posibilidad de mantener la estabilidad fisica y quimica (estabilidad indicativa), bajo
los parametros marcados en la NOM-073-SSA1-2015 es buena. La estabilidad indicativa

se evalué durante un mes bajo las siguientes condiciones:

a) 50 °C, 0% Humedad relativa (HR)
b) 40 °C, 0% Humedad relativa
c) 40 °C, 75% Humedad relativa

En la Figura 34 se muestra los patrones de DRXP de la NFS FBZ- 4cido oxalico anhidro
(1:1) (Figura 34a izquierda) y la NFS FBZ- acido D-tartarico (1:1) (Figura 34a derecha).
Los patrones de DRXP del analisis de estabilidad indicativa a b) 50 °C, 0% HR, c) 40 °C,
0% HR y d) 40 °C y 75% HR, muestran que estas NFS de FBZ son estables bajo las
condiciones evaluadas. Esto nos da un indicio de que las NFS de FBZ con &cido oxalico
anhidro y acido D-tartarico, pueden ser estables bajo condiciones normales de manufactura
y almacenaje, ayudando a reducir el riesgo de transformacion de fase o degradacion del
IFA.

26 20

Figura 34 Comparacion de patrones de DRXP de NFS (1, izquierda) FBZ- dcido oxdlico anhidro (1:1) y (2,
derecha) FBZ- dcido D-tartdrico (1:1). (a) NFS; y NFS después de 1 mes de incubacion a b) 50 °C, 0% HR; c) 40
°C, 0% HR y d) 40 °C, 75% HR.
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En el Anexo 7 se pueden consultar los resultados obtenidos para la NFS FBZ-acido
malénico (1:2) y la NFS FBZ-26DHB (1:1). Estos resultados muestran que las NFS son

también estables bajo las condiciones de temperatura y humedad evaluadas.

En la Figura 35 se muestran los patrones de DRXP de la NFS FBZ-25DHB anhidra (1:1)
(Figura 35a, izquierda) y la NFS FBZ-25DHB sesquihidratada (1:1) (Figura 35a derecha).
Los patrones de DRXP del andlisis de estabilidad indicativa de la NFS FBZ-25DHB anhidra
a b) 50 °C, 0% HR, c) 40 °C, 0% HR y d) 40 °C, 75% HR, muestran que tampoco hay un
cambio de patron de DRXP en las diferentes condiciones. Por lo tanto, la NFS FBZ-25DHB
anhidra es estable bajo las condiciones de temperatura y humedad evaluadas. Caso
contrario, la NFS FBZ-25DHB sesquihidratada presenta cambios en el patron de DRXP a
las condiciones b) 50 °C, 0% HR y c) 40 °C, 0% HR. A 50 °C y 0% HR, la NFS FBZ-25DHB
sesquihidratada se transforma por completo a la forma cocristalina anhidra e), mientras que,
a 40 °Cy 0% HR, coexiste una mezcla entre la forma sesquihidratada y anhidra del cocristal.
La identidad de la forma sesquihidratada se verifico mediante DSC y TGA. La forma anhidra
a diferencia de la sesquihidratada se sintetizd con acetona y no con agua, por ello se deduce

que es anhidra.

Al parecer, bajo dichas condiciones de 0% HR, el agua que tiene la forma sesquihidratada
sublima para posteriormente pasar a la forma anhidra. A d) 40 °Cy 75% HR, la NFS FBZ-
25DHB sesquihidratada no presenta un cambio en el patron de DRXP, y por lo tanto es

estable.

15 20 25 30 35 10 5 10 15 20 25 30 35
26 20

]
-t
ok

Figura 35 Comparacion de patrones de DRXP de NFS (1, izquierda) FBZ-25DHB anhidra (1:1) y (2, derecha)
FBZ-25DHB sesquihidratada (1:1)). a) NFS; y NFS después de 1 mes de incubacion a b) 50 °C, 0% HR, c) 40 °C,
0% HR y d) 40 °C, 75% HR. e) NFS FBZ-25DHB anhidra.
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En la Tabla 23 se resumen los resultados de los ensayos de estabilidad indicativa, los
patrones de DRXP que mostraron ser estables bajo la condicion evaluada se indican con
una vy aquellos que mostraron cambios de fase se indican con una X. En el Anexo 8, 9

y 10 se exponen los patrones de DRXP de las materias primas implicadas en la sintesis de
las NFS de FBZ, tanto IFA como coformadores.

Tabla 23 Resultados de estabilidad indicativa de NFS de FBZ y materias primas

S ——

50 °C, 0% HR 40 °C, 0% HR 40 °C, 75% HR
FBZ v v v
Acido oxalico anhidro v v X (a)
NFS FBZ-acido oxalico anhidro v v v
acido D-tartarico v v v
NFS FBZ- 4cido D-tartérico v v v
acido malénico v v v
NFS de FBZ- 4cido malénico v v v
26DHB v v v
NFS FBZ-26DHB v v v
25DHB v v v
NFS FBZ-25DHB anhidra v v v
NFS FBZ-25DHB sesquihidratada X (b) X (c) v

V. En el patrén de DRXP de la NFS de FBZ o materia prima se mantuvo estable bajo la condicién de anélisis.

X. En el patrén de DRXP de la NFS de FBZ o materia prima cambio bajo la condicién de analisis.

a. El patron de DRXP del acido oxdlico anhidro bajo la condiciéon de 40 °C, 75% HR cambio, el producto corresponde al patrén de
DRXP del acido oxalico dihidratado.

b. El patrén de DRXP de la NFS FBZ-25DHB sesquihidratada (1:1) bajo la condicion de 50 °C, 0% HR cambio a su forma anhidra.

c. El patron de DRXP de la NFS FBZ-25DHB sesquihidratada (1:1) bajo la condicién de 40 °C, 0% HR coexiste con su forma anhidra.

8.6.2. Transformacion de fase mediada por la solucién

El estudio de transformacion de la fase mediada por la solucion del FBZ y sus NFS, se
realizé en soluciones con diferente valor de pH con la finalidad de simular condiciones
relevantes del tracto gastrointestinal animal (solucién HCI pH 1.2 y buffer fosfatos pH 6.8),
bajo condiciones de temperatura y agitacion controladas y adicionalmente, para evaluar el
efecto de los componentes ionizables. Este comportamiento se monitorea mediante el
estudio del sélido en contacto con el medio a diferentes tiempos para después ser analizado
por DRXP.

En la Figura 36 se muestra la comparacion de los patrones de DRXP de FBZ (a) y los
productos del ensayo de transformacion de fase mediada por la solucién del FBZ en pH 1.2
(izquierda) y pH 6.8 (derecha), después de mantener las condiciones experimentales por b)

5 minutos, c) 1 hora, d) 6 horas, €) 10 horas y f) 24 horas. Los patrones de DRXP de los
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productos de ambos ensayos en pH 1.2 y 6.8 no muestran cambios en comparacién con el

FBZ de partida durante todos los experimentos, lo cual indica que el FBZ es estable en las

condiciones evaluadas.
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Figura 36 Comparacion de patrones de DRXP de a) FBZ (t=0 min) y del producto de FBZ en contacto con la
solucion en pH 1.2 (izquierda) y pH 6.8 (derecha) a los b) 5 minutos, c) 1 hora, d) 6 horas, e) 10 horas y f) 24

En la Figura 37 se muestra la comparacion de los patrones de DRXP de FBZ, acido oxalico

anhidro y NFS FBZ-4cido oxalico anhidro (a, b y c, respectivamente) y productos del ensayo

de transformacion de fase de la NFS en pH 1.2 (izquierda) y pH 6.8 (derecha) a los d) 5

minutos, e) 1 hora, f) 6 horas, g) 10 horas y h) 24 horas. Los patrones de DRXP de los

productos de ambos ensayos a pH 1.2 y 6.8 muestran una cinética de transformacién de

fase que empieza desde los primeros 5 minutos y se observa completa al término de la

prueba, a las 24 horas. El patrén de DRXP obtenido a las 24 horas en ambas condiciones

(pH 1.2 y pH 6.8) corresponde al patrén de DRXP del FBZ. Por lo tanto, podemos decir que

la NFS FBZ-acido oxalico anhidro se transforma a materias primas independientemente del

pH (pH 1.2 y pH 6.8), haciéndolo progresivamente a FBZ en el tiempo en que se llevan a

cabo los experimentos.
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Figura 37 Comparacion de patrones de DRXP de a) FBZ, b) dcido oxdlico anhidro y c¢) NFS FBZ-dcido oxdlico anhidro
y los productos de la transformacion de fase mediada por la solucion en pH 1.2 (izquierda) y pH 6.8 (derecha) a los
d) 5 minutos, e) 1 hora, f) 6 horas, g) 10 horas y h) 24 horas.

Las NFS con &cidos alifaticos, FBZ-acido D-tartarico y FBZ-4cido malodnico, presentaron un
comportamiento similar, tanto a pH 1.2 como a pH 6.8; mostrandose una transformacién de
fase a FBZ de forma inmediata (ver Anexo 11y 12).

En la Figura 38 se muestra la comparacién de los patrones de DRXP de FBZ, 26DHB y
NFS FBZ-26DHB (a,b y c, respectivamente) y productos del ensayo de transformacién de
fase mediada por la solucién de la NFS FBZ-26DHB en pH 1.2 (izquierda) y pH 6.8
(derecha) a los d) 5 minutos, €) 1 hora, f) 6 horas, g) 10 horas y h) 24 horas. Los patrones
de DRXP de los productos de los ensayos en pH 1.2 y 6.8, muestran diferentes resultados.
En el caso de la condiciéon pH 1.2 los patrones de DRXP no muestran cambios en
comparacion con la NFS FBZ-26DHB de partida durante todo el experimento, lo cual indica
gue la NFS FBZ-26DHB es estable en la condicion de pH 1.2. Caso contrario a pH 6.8,
donde los patrones de DRXP de las muestras analizadas refieren una cinética de
transformacion de fase lenta, que empieza desde la primera hora y no se concluye en las
24 horas que dura el experimento. El patron de DRXP obtenido a las 24 horas en pH 6.8
presenta una mezcla entre la NFS FBZ-26DHB y el FBZ. Por lo tanto, se puede decir que
la NFS FBZ-26DHB es inestable a pH 6.8, transformandose lentamente. Estos resultados
demuestran que la NFS FBZ-26DHB sufre una transformacién de fase en solucién pH-
dependiente, debido a la capacidad de solubilizacién de los componentes de la NFS. El
coformador 26DHB tiene un pka de 1.51. Por lo tanto, dicha base débil al encontrarse en
un medio bésico como pH 6.8, se hallara en su forma ionizada. De modo que su

solubilizacion en el medio ser& propicia.
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Figura 38 Comparacion de patrones de DRXP de a) FBZ, b) 26DHB y c) NFS FBZ-26DHB y de los productos de
transformacion de fase mediada por la solucion en pH 1.2 (izquierda) y pH 6.8 (derecha) a los d) 5 minutos, e) 1
hora 1 hora, f) 6 horas, g) 10 horas y h) 24 horas.

La otra fase conteniendo a un coformador derivado de acido benzodico, la NFS FBZ-25DHB

sesquihidrato, tuvo un comportamiento similar a la NFS FBZ-26DHB (Anexo 13).

En la Figura 39 se muestra la comparacién de los patrones de DRXP de FBZ, 25DHB y
NFS FBZ-25DHB anhidra (a, b y c, respectivamente) y productos del ensayo de
transformacién de fase mediada por la solucion de la NFS FBZ-25DHB anhidra en pH 1.2
(izquierda) y pH 6.8 (derecha) a los d) 5 minutos, e) 1 hora, f) 6 horas, g) 10 horas y h) 24
horas. Los patrones de DRXP de los productos de los ensayos en pH 1.2 y 6.8 muestran
diferentes resultados. En el caso de la condicién pH 1.2 los patrones de DRXP muestran
una transformacién de fase desde los primeros 5 minutos a la forma sesquihidratada
(Figura 39) y esta se mantiene asi hasta el final del experimento. Con esto se puede decir
que la NFS FBZ-25DHB anhidra se hidrata al contacto con la solucién HCl de pH 1.2. Un
comportamiento parecido se observé a pH 6.8, sin embargo, los patrones de DRXP
muestran una cinética de transformacion de fase en tres etapas que empieza desde los
primeros minutos: La NFS FBZ-25DHB anhidra en los primeros 5 minutos muestra ser
estable, a la hora esta NFS se hidrata y se transforma a la forma sesquihidratada, para
después a las 24 horas tener una mezcla de la NFS FBZ-25DHB sesquihidratada y FBZ.
Por lo tanto, se puede decir que la NFS FBZ-25DHB anhidra es inestable a pH 6.8,
transformandose lentamente a FBZ, no concluyendo el proceso de transformacién en el
tiempo de experimentacion. Estos resultados demuestran que la NFS FBZ-25DHB anhidra

sufre una transformacion de fase en solucion pH-dependiente.
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Figura 39 Comparacion de patrones de DRXP de a) FBZ, b) 25DHB y c) NFS FBZ-25DHB anhidra y productos de
transformacion de fase mediada por la solucién en pH 1.2 (izquierda) y pH 6.8 (derecha) a los d) 5 minutos, e) 1
hora 1 hora, f) 6 horas, g) 10 horas y h) 24 horas. i) Patron de DRXP de la NFS FBZ-25DHB sesquihidrato.

Los resultados de transformacion de fase mediada por la solucién para las diferentes NFS
se resumen en la Tabla 24.

Tabla 24 Resumen de los resultados de transformacion de fase mediada por la solucion.

Fase sélida pH 1.2 pH 6.8 Observaciones
FBZ NT NT NT = No Transformacion
FBZ-acido +++ +++ +++ Transformacion muy rapida,
oxalico anhidro observada desde los 5 min
FBZ-4cido +++ +++ +++ Transformacién muy rapida,
tartarico observada desde los primeros tiempos
FBZ-4cido +++ +++ +++ Transformacién muy rapida,
maldnico observada desde los 5 min
FBZ-26DHB NT + + Transformacién lenta, en proceso aln

alas 24 hr

FBZ-25DHB NT ++ ++ Transformacion gradual, completa a
sesquihidratada las 24 hr
FBZ-25DHB +++ + +++ Transformaciéon muy rapida,
anhidra observada desde los 5 min a la NFS

sesquihidratada
+ Transformacién gradual: NFS se
hidrata y se transforma gradualmente a
FBZ. A las 24 hr mezcla de NFS
sesquihidratada y FBZ.

Analizando los resultados por grupos de pH en que se llevaron a cabo los experimentos,
solucién pH 1.2 y solucién pH 6.8; se puede observar que a pH 1.2 las NFS de FBZ con
coformadores acidos dicarboxilicos alifaticos (acido oxalico anhidro y acido malonico) y
acidos hidroxicarboxilicos alifaticos (acido D-tartarico) presentan transformacién de fase

casi de manera inmediata, a excepcién de la NFS FBZ-acido oxdlico anhidro. Caso
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contrario, las NFS de FBZ con acidos aromaticos (26DHB y 25DHB) en pH 1.2 presentaron
estabilidad durante todo el ensayo. Este comportamiento en donde una NFS de un
bencimidazol con coformador dicarboxilico alifatico (acido oxdlico anhidro), presenta
transformacién de fase y con coformadores arométicos (26DHB y 25DHB) muestra
estabilidad en solucion pH 1.2, ya se han reportado en el grupo de investigacion
multidisciplinario con cocristales de ricobendazol de los coformadores antes mencionados.
(Millan, 2013)

En la solucién pH 6.8 las NFS de FBZ con coformadores acidos dicarboxilicos alifaticos
(4cido oxalico anhidro y acido malonico) y acidos hidroxicarboxilicos alifaticos (acido D-
tartarico) presentan los mismos resultados que a pH 1.2, por ello se dice que no son pH-
dependientes. Por otra parte, las NFS de FBZ con coformadores aromaticos presentan
transformacion de fase en solucién pH 6.8, contrario a lo que paso en pH 1.2. Por lo tanto,
podemos decir que las NFS de FBZ con coformadores aroméaticos (26DHB y 25DHB) son
pH-dependientes. Este fendmeno pH-dependiente en las NFS de bencimidazoles con
coformadores arométicos, ya ha sido reportado en el grupo de investigacion
multidisciplinario con cocristales de ricobendazol-26DHB y ricobendazol-25DHB. (Alvarez
L., 2004)

Con estos resultados se procedié a seleccionar las NFS de FBZ que presentaron una
transformacion de fase mediada por la solucién gradual, dado que se esperaria que su
ventaja de solubilizacién no fuese muy alta (lo cual se esperaria de las NFS con acidos
alifaticos) y por lo tanto generaran una supersaturacion cuantificable, asi como una mayor
oportunidad de modularla. A estas NFS se les realizaron las pruebas biofarmacéuticas de
constante eutéctica (Key) y disolucién de polvos en condiciones no-sink. Las NFS de FBZ
que se seleccionaron fueron las siguientes: NFS FBZ-26DHB, NFS FBZ-25DHB anhidra y
NFS FBZ-25DHB sesquihidratada.

8.6.3. Desarrolloy validacion de método de cuantificacién mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR)

Para cuantificar FBZ y los coformadores aromaticos, 25DHBA y 26DHB, provenientes de
las pruebas de disolucion de polvos se desarrollé un método analitico por cromatografia
liquida de alta resolucion (CLAR), dado que no era posible cuantificar los analitos por

espectrofotometria UV-vis por la interferencia en la longitud de onda de absorcion del FBZ
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y los coformadores (Anexo 14), requiriéndose una separacion para asegurar especificidad

en la cuantificacion.

En la Figura 40 se muestran los cromatogramas del FBZ con cada coformador. Los
parametros de desempefio que se evaluaron para la validacion del método fueron:
adecuabilidad, linealidad, precision y limite de cuantificacibn con base en la guia de
validacién de métodos analiticos del colegio nacional de quimicos farmacéuticos bidlogos,
A.C.

25DHB

FBZ

Figura 40 Cromatogramas de FBZ con coformadores aromdticos, 25DHB y 26DHB

Para la prueba de adecuabilidad se analizaron soluciones de IFA y coformador por
quintuplicado. Se midieron area y tiempo de retencién. El criterio de aceptacion era que el
CV de estos parametros fuese menor al 2%. En esta prueba tanto los coformadores
aromaticos como FBZ cumplieron con el criterio, obteniendo los siguientes CV: FBZ 1.25%,
25DHB 0.53% y 26DHB 0.43% (Anexo 16).

Para continuar con la validacion se realizaron curvas de calibracién durante tres dias
diferentes con triplicados cada uno de ellos. Esto con la finalidad de evaluar la linealidad y
precision. Las curvas eran mezclas de FBZ y el coformador correspondiente. En el caso de
FBZ se obtuvo un coeficiente de regresion (R2) de 0.99991, el 25DHB mostro una R2 de
0.99998 y el 26DHB una R2 de 0.99997. En este caso tanto como el FBZ y coformadores

cumplen con el criterio de linealidad que estipula un coeficiente R2 de 0.999. (Anexo 15).

Para validar la precision se determing el coeficiente de variacién del factor respuesta de
todas las concentraciones de la curva de calibracion. La guia de validacién indica que un
método es preciso cuando tienen un CV% menor al 2%. En el caso del FBZ se obtuvo un
CV del 1.32%, en 25DHB 1,56% y en 26DHB de 1.33%. Con estos datos podemos decir
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gue el método cumple el criterio de precisién. En el Anexo 17 se recopila todos los datos

experimentales.

Para determinar el limite de cuantificacion se uso la formula

LC=(10 x Sy/x) /bl

donde LC es el limite de cuantificacién y b1 es la pendiente, Sy/x se calculd con la siguiente

formula:
n P

Los datos obtenidos arrojaron los siguientes resultados de limite de cuantificacion: FBZ de
1.15 ug/ml, 25DHB de 1.21 ug/ml y para el 26DHB de 0.65 ug/ml. Anexo 17.

8.6.4. Constante eutéctica y ventaja de solubilidad

El experimento para evaluar la constante eutéctica en pH 1.2 (Key) se realizé pesando 15
mg de FBZ con 30 mg de la NFS en cuestién: NFS FBZ-26DHB, NFS FBZ-25DHB anhidra
o0 NFS FBZ-25DHB sesquihidratada. La mezcla de sélidos se puso en contacto con 3 ml de
medio HCI pH 1.2 a 37 °C con agitacion constante durante 48 horas por triplicado. Después
de este tiempo, la mezcla de sélidos y la solucién se separd mediante filtracion. Los sélidos
se analizaron mediante DRXP (Figura 41 y 42), mientras que la concentracion de FBZ y

los respectivos coformadores en la solucién se cuantific6 mediante CLAR.
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Figura 41 Comparacion de patrones de DRXP de NFS FBZ-26DHB (1a), NFS FBZ-25DHB anhidra (2a) y NFS FBZ-
25DHB sesquihidratada (3a), FBZ (1b, 2b y 3b) y productos de experimento de constante eutéctica (Ke) (1c, 2c y
3c) primer triplicado, (1d, 2d y 3d) segundo triplicado y (1e, 2e y 3e) tercer triplicado en pH 1.2 . 2 f) NFS FBZ-
25DHB sesquihidratada.

En la Figura 41 1) se muestran los difractogramas relacionados con el experimento de

constante eutéctica de la NFS de FBZ-26DHB. Como se puede observar, los triplicados del

experimento muestran picos de difraccién tanto del FBZ como de la NFS de FBZ-26DHB,

por lo tanto, ambos soélidos estuvieron presentes en equilibrio con el FBZ y el coformador

disueltos en el medio tal y como se espera en el punto eutéctico. En la Figura 41 2) se

muestran los difractogramas relacionados con el experimento de constante eutectica de la

NFS de FBZ-25DHB anhidra. En los triplicados de los experimentos se muestra el patron

de difraccién de FBZ y del sesquihidrato de FBZ-25DHB. Este experimento se inicio con la

forma anhidra de FBZ-25DHB, sin embargo, ocurrié una transformaciéon de fase hacia el

sesquihidrato. Aun asi,

la NFS-25DHB sesquihidratada y el FBZ se mantuvieron en

equilibrio eutéctico. En la Figura 41 3) se muestran los difractogramas relacionados con el

experimento de constante eutéctica de la NFS de FBZ-25DHB sesquihidrato, ambos sdlidos

estuvieron presentes en equilibrio con el FBZ y el coformador disueltos en el medio tal y

como se espera en el punto eutéctico.
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El experimento para evaluar la constante eutéctica en pH 6.8 (Ke,) se realiz6 de manera
similar que a pH 1.2, sin embargo, fue necesario agregar mas cantidad de cocristal ya que

se esperaba que la solubilidad de estos fuera superior que a pH 1.2.
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Figura 42 Comparacion de patrones de DRXP de NFS FB7-26DHB (1a), NFS FBZ-25DHB anhidra (2a) y NFS FBZ-
25DHB sesquihidratada (3a), FBZ (1b, 2b y 3b) y productos de experimento de constante eutéctica (Ke) (1c, 2c y
3c) primer triplicado, (1d, 2d y 3d) segundo triplicado y (1e, 2e y 3e) tercer triplicado en pH 6.8. 2 f) NFS FBZ-
25DHB sesquihidratada.

En la Figura 42 1), 2) y 3) se muestran los difractogramas relacionados con los
experimentos de constante eutéctica de la NFS de FBZ-26DHB, FBZ-25DHB anhidra y
FBZ-25DHB sesquihidratada, respectivamente, en cada caso los soélidos estuvieron
presentes en equilibrio con el FBZ y el coformador disueltos en el medio tal y como se
espera en el punto eutéctico. En el experimento mostrado en la Figura 42 2) se inicié con
la forma anhidra de FBZ-25DHB, sin embargo, ocurrié una transformacion de fase hacia el

sesquihidrato, de forma similar a lo observado a pH 1.2.

Por otra parte, se cuantificaron mediante CLAR las concentraciones eutécticas a pH 1.2 y
pH 6.8 de FBZ y del coformador correspondiente, y los datos se agrupan en la Tabla 25.
La constante eutéctica se calculé empleando la siguiente formula, la cual es vélida para un

sdlido con los componentes en una relaciéon estequiometria (1:1). (Huang, 2019)
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[coformador].,  Scocristat 2
K cu = ") - - (SA )
|lérmac0 'cu farmaco

A modo de resumen se expone en la Tabla 25 los resultados de constante eutéctica y

ventaja de solubilidad (SA, por sus siglas en inglés) a pH 1.2 y pH 6.8.

Tabla 25 Concentracion eutéctica de FBZ y coformadores, constante eutéctica (Keu) y ventaja de solubilidad
de (SA) de las NFS de FBZ-25DHB anhidra, NFS de FBZ-25DHB sesquihidrato y NFS FBZ-26DHB a 37 °C.

NES FBZ- 1.2 1.27x10* 6.11x103 48.10 6.94
25DHB anhidra

6.8 2.10x10°6 0.02 8121.51 90.12
NFS FBZ- 1.2 2.10X104 5.97X103 28.37 5.32
25DHB
sesquihidrato 6.8 2.43X10° 0.01 5588.14 74.75
-5 )
NES FBZ. 1.2 9.05X10 6.72X10 0.74 0.86
26DHB 6.8 1.69X10°6 0.02 10943.83 104.61

De acuerdo con la literatura, cuando la Keu < 1 un cocristal es menos soluble que el
farmaco, a valores de Keu =1 el cocristal es igual de soluble que el farmaco, y sila Keu > 1

el cocristal es mas soluble.

Con esto podemos decir que la NFS de FBZ-25DHB anhidro y sesquihidrato son més
solubles que el FBZ, mientras que la NFS de FBZ-26DHB es menos soluble que el FBZ,
todo esto bajo las condiciones experimentales de pH 1.2.

La NFS de FBZ-25DHB anhidra, NFS de FBZ-25DHB sesquihidratada y la NFS de FBZ-
26DHB son mas solubles que el FBZ a pH 6.8.

Con los resultados de constante eutéctica de las dos condiciones en las que se realizaron
los experimentos, pH 1.2 y pH 6.8, se puede concluir que la solubilidad de las NFS de FBZ-
25DHB anhidra, NFS de FBZ-25DHB sesquihidratada y NFS de FBZ-26DHB es pH-
dependiente y que las NFS son mas solubles cuando se incrementa el pH. Esto se ilustra
mejor al comparar la ventaja de solubilidad que tiene cada NFS de FBZ en los diferentes
pHSs.
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8.6.5. Disolucion de polvos bajo condiciones no-sink pH 1.2

La prueba de disolucion de polvos en condiciones no-sink se realiza para estudiar las
condiciones de supesaturacion para un IFA y sus fases. Los cocristales y sales son fases
sblidas que pueden inducir supersaturacion, esto quiere decir que incrementan la

concentracion por encima de la solubilidad del IFA puro.

En la Gréafica 1 se observa el perfil de disolucién de polvos de FBZ, FBZ-25DHB anhidra,
NFS de FBZ-25DHB sesquihidratada, NFS de FBZ-26DHB, mezcla fisica FBZ-25DHB y
mezcla fisica FBZ-26DHB solucién HCI pH 1.2 bajo condiciones no-sink. El perfil de
disolucién de FBZ a los 4 minutos alcanza una meseta la cual muestra la solubilidad del
FBZ en pH 1.2, con un valor de 13 pug/mL. El sélido cristalino del FBZ durante toda la prueba

fue estable, como se muestra en el Anexo 18.

El perfil de disolucién de la NFS FBZ-25DHB anhidra alcanzé una Cmax = 213 ug/mL en el
t = 1 min, es decir, 16 veces mas que FBZ. La NFS FBZ-25DHB anhidra gener6 un estado
supersaturado, descrito en la literatura como el efecto resorte-paracaidas.(Omori, 2020) Sin
embargo, la alta concentracion generada por esta NFS disminuye gradualmente a los 15
min hasta 55 pg/mL, para mantenerse asi hasta el término del experimento. La disminucion
de la concentracion de FBZ se atribuye a una transformacién de fase de la forma anhidra a
la sesquihidratada, tal como se muestra el andlisis por DRXP de los soélidos residuales
recuperados (Anexo 19). En este Ultimo analisis se observé una transformacion de fase
mediada por la solucién a la forma sesquihidratada a partir del minuto 2.5. Entre el minuto
2.5y 20, tanto la forma anhidra como la sesquihidratada se encontraban presentes. En el
minuto 45 la transformacion de fase se ve completada a la forma sesquihidratada, después
esta forma persiste hasta el término del experimento. Esto coincide con el perfil de
disolucién, ya que entre estos minutos se presenta una meseta en la concentracion de FBZ.
(Anexo 19)

El perfil de disolucion también se vio modificado por la NFS FBZ-25DHB sesquihidratada
ya que alcanz6 una Cmax = 112 ug/mL en t = 1 min, es decir, 8 veces mas que el IFA. Sin
embargo, la alta concentracion generada por esta NFS disminuye gradualmente hasta los
45 min a 44 pg/mL, para mantenerse asi hasta el término del experimento. La disminucion
de la concentracion de FBZ se atribuye a la precipitacion de FBZ puro, tal como lo indica el

andlisis por DRXP de los solidos residuales recuperados (Anexo 20). En este ultimo analisis
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se observo una transformacion de fase a FBZ puro a partir del minuto 20. Después de este
tiempo y hasta concluir la prueba, se observé una mezcla de IFA 'y de la NFS FBZ-25DHB
sesquihidratada.

La NFS FBZ-26DHB gener6 una Cméax = 26 ug/mL en el t = 1 min, es decir, 2 veces mas
que el IFA. Bajo las condiciones del estudio, no se observé un estado supersaturado
generado por la NFS FBZ-26DHB y se alcanzé una meseta desde el primer minuto y hasta
el término del experimento. Los sélidos residuales recuperados analizados por DRXP
(Anexo 21) muestran que la NFS FBZ-26DHB se mantuvo estable durante todo el
experimento; esta observacién es congruente con los resultados del perfil de disolucion, ya

gue la supersaturacion se produce normalmente cuando existe una transformacion de fase.

300 -

—— FBZ
—@— NFS FBZ-25DHB Anh
—#&A— NFS FBZ-25DHB Ses
—W¥— NFS FBZ-26DHB

MF FBZ-25DHB

MF FBZ-26DHB

Concentracion (ug/mL)

Tiempo (minutos)

Grdfica 1 Perfil de disolucion de polvos en HCl pH 1.2 de FBZ puro, NFS cocristalinas y mezclas fisicas (MF) de
los componentes de las NFS a 37°C.

La mezcla fisica de FBZ y los diferentes coformadores, no influy6é en la solubilizacion del
IFA. Los sdélidos residuales recuperados analizados por DRXP (Anexo 22 y 23) muestran
gue todo el coformador se disolvid, mientras que FBZ se solubilizé sin cambios significativos
(practicamente insoluble).
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Para cuantificar el impacto de la supersaturacion inducida por las fases cocristalinas en la
solubilizacion de las NFS de FBZ, se calcul6 el area bajo la curva (ABC) a partir de los
perfiles de disolucion de la Grafica 1. El analisis de varianza (Anexo 24) mostré una
diferencia estadisticamente significativa entre las fases (p<0.05) y la prueba de
comparaciones mdultiples Tukey revelé que la NFS FBZ-25DHB anhidra, la NFS FBZ-
25DHB sesquihidrato y la NFS FBZ-26DHB tienen una ventaja de solubilizacion en
comparacion con el FBZ puro, siendo las NFS FBZ-25DHB anhidra y sesquihidratada las

gue incrementaron la solubilizacién de FBZ de forma mas pronunciada (p<0.05).

NFS FBZ-26DHB s e
NFS FBZ-25DHB ANH e
L e e e L o e o e e e e e e e L e o e e o e e
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

ABC (ug mL™ min)

Grdfica 2 Area bajo la curva del perfil de disolucién de FBZ, NFS FBZ-25DHB anhidra, NFS FBZ-25DHB
sesquihidrato, NFS FBZ-26DHB en medio de HCI pH 1.2.

Las NFS FBZ-25DHB anhidra, NFS FBZ-25DHB sesquihidrato, NFS FBZ-26DHB
aumentaron significativamente la solubilizacion del FBZ (p<0.05) por 4.6, 4.2, y 2.0 veces,
respectivamente, en comparacion al IFA puro en medio HCI pH 1.2 (Grafica 2). En el medio
HCl pH 1.2, es evidente que la generacion de NFS de FBZ genera una ventaja de solubilidad

frente a la forma pura del FBZ.

Este fenomeno esta relacionado con el valor de constante eutéctica determinado
anteriormente, dado que, a mayor valor de Key una entidad cocristalina presenta una rapida
disolucion (alta solubilidad) y existe una mayor probabilidad de que ocurra la precipitacion
del IFA 'y no se logré alcanzar la ventaja de solubilizaciéon. Esto se pudo observar en la NFS
FBZ-25DHB anhidra con una Ke, de 48.10, demostrando una rapida disolucion y alta
solubilidad en comparacion del IFA puro. También se observo en los polvos obtenidos una

transformacion de fase, pasando a la NFS sesquihidratada.
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8.6.6. Disolucion de polvos bajo condiciones no-sink pH 6.8

En la Grafica 3 se observa el perfil de disolucion de FBZ, NFS de FBZ-25DHB
sesquihidratada, NFS de FBZ-26DHB, mezcla fisica FBZ-25DHB y mezcla fisica FBZ-
26DHB buffer fosfatos pH 6.8 bajo condiciones no-sink. El perfil de disolucién de FBZ a los
5 minutos alcanza una meseta la cual se interpreta como la solubilidad del FBZ en pH 6.8,
con un valor de 0.3 ug/mL. El sélido cristalino del FBZ durante toda la prueba fue estable,

como se muestra en el Anexo 25.

El perfil de disolucion no fue mejorado por la NFS FBZ-25DHB anhidra ya que alcanzé una
Cmax = 0.3 ug/mL en el t =1 min, es decir, igual que el IFA. La concentracion generada por
esta NFS disminuye desde el segundo minuto a 0.15 pg/mL, para mantenerse asi hasta el
término del experimento. La disminucién de la concentracion de FBZ se atribuye a una
transformacién de fase de la forma anhidra a la sesquihidratada junto con FBZ puro, tal
como se muestra el analisis por DRXP de los sélidos residuales recuperados (Anexo 26).
En este ultimo andlisis se observo desde el primer minuto y hasta el término de este, una
transformacién de fase mediada por la solucién a la forma sesquihidratada, con mezcla de
FBZ puro. Esto coincide con el perfil de disolucién, ya que entre estos minutos se presenta

una meseta en la concentracion de FBZ. (Anexo 26)

El perfil de disolucién por la NFS FBZ-25DHB sesquihidratada se vio mejorado de forma
minima, ya que alcanz6é una Cméax = 1 ug/mL en el t = 1 min, es decir, 3 veces mas que el
IFA. La concentracion generada por esta NFS disminuye desde el segundo minuto a 0.7
ug/mL aproximadamente, para mantenerse asi hasta el término del experimento. La
disminucién de la concentracion de FBZ se atribuye a una transformacion de fase, de la
forma sesquihidratada a FBZ puro, tal como se muestra el analisis por DRXP de los sdlidos
residuales recuperados (Anexo 27). En este dltimo analisis se observé desde el primer
minuto una transformacion gradual al FBZ, con mezcla de la NFS sesquihidratada. La
transformacién se ve completada a los 60 minutos. Esto coincide con el perfil de disolucion,
ya que entre estos minutos se presenta una meseta en la concentracion de FBZ. (Anexo
27)
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Grdfica 3 Perfil de disolucion de polvos en buffer fosfatos pH 6.8 de FBZ puro, NFS de FBZ-25DHB anbhidra,
NFS de FBZ-25DHB sesquihidratada, NFS de FBZ-26DHB, mezcla fisica FBZ-25DHB, mezcla fisica FBZ-26DHB.

La NFS FBZ-26DHB también mejor6 el perfil de disolucion, ya que alcanzé una Cmax = 0.6
ug/mL en el t = 1 min, es decir, 2 veces mas que el IFA. La NFS FBZ-26DHB no generé un
estado supersaturado y se alcanzé una meseta desde el primer minuto hasta el término del
experimento. Los soélidos residuales recuperados analizados por DRXP (Anexo 28)
muestran que la NFS FBZ-26DHB se mantuvo estable durante todo el experimento. Esto
coincide con el perfil de disolucion, ya que la supersaturacion se produce normalmente

cuando existe una transformacion de fase.
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8.6.7. Evaluacion de la influencia de polimeros en la supersaturacion de cocristales

Se ha reportado que la supersaturacion alcanzada por dispersiones sélidas amorfas, sales
y cocristales se puede sostener con la adicibn de excipientes poliméricos. La
implementacion del uso de polimeros se debe a que pueden modular la disolucién de los
cocristales y la supersaturacion del farmaco, inhibiendo la precipitacion del IFA una vez
liberado de la fase cocristalina. La seleccion correcta de estos aditivos trae como
consecuencia el mantenimiento por tiempos mas prolongados de la mejora en la

solubilizacion del IFA.

Recientemente, en el grupo de investigacion multidisciplinario se observé que el polimero
Methocel TM Al5 gener6 y mantuvo concentraciones supersaturadas de ricobendazol
(RBZ) a partir de formas cocristalinas de este IFA. Con otro IFA en investigacién por este
grupo, el albendazol (ABZ), se observé tambien que el Methocel TM A15 es capaz de diferir
gradualmente la precipitacion en solucibn acuosa de ABZ proveniente de fases
cocristalinas. Debido a la similitud estructural de FBZ con ABZ y RBZ, se realizaron pruebas
de disolucién de polvos en presencia de Methocel TM A15 predisuelto al 0.5% pl/v, con el
proposito de evaluar y contrastar el efecto de este excipiente polimérico en el perfil de
disolucién de FBZ y las NFS de FBZ-25DHB sesquihidratada y FBZ-26DHB.

En comparaciéon con los perfiles de disolucién en ausencia de polimero, en presencia de
Methocel TM A15 predisuelto en el medio de disolucién (Grafica 4), el FBZ presento un
aumento en la solubilizacion de manera general, es decir, el polimero actué como
solubilizante del IFA. La modificacién en el perfil de disolucién del FBZ debido al Methocel
TM A15, también se observé en el perfil de disolucién de la NFS de FBZ-25DHB
sesquihidratada y la NFS de FBZ-26DHB; alcanzando una Cmax = 62 ug/mL en el t =2 min
y Cmax = 55 pug/mL en el t = 4 min, respectivamente. Los sélidos residuales recuperados
analizados por DRXP (Anexos 31, 32 y 33, respectivamente) muestran que el FBZ, la NFS
de FBZ-25DHB sesquihidratada y la NFS de FBZ-26DHB, no presentan transformacion de
fase en pH 6.8 en presencia de Methocel TM A15 predisuelto, caso contrario de lo que se
observo en pH 1.2 y 6.8 sin polimero, donde se present6 transformacién de fase. Con base
en estos resultados podemos decir que el Methocel TM Al1l5 mantiene soluble al FBZ
proveniente de las NFS de FBZ-25DHB sesquihidratada y la NFS de FBZ-26DHB.

111



300 —&— Methocell A15 FBZ
—@— Methocell A15 NFS FBZ-26DHB
—A— Methocell A15 NFS FBZ-25DHB Ses

250

200 H

150

Concentraciéon pg/mL

0 T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Tiempo (minutos)

Grdfica 4 Perfil de disolucion de polvos en buffer fosfatos pH 6.8 con methocell A15 pre disuelto, de FBZ
puro, NFS de FBZ-25DHB sesquihidratada y NFS de FBZ-26DHB.

El &rea bajo la curva (ABC) calculada a partir de los perfiles de disolucion de FBZ y las NFS
con y sin polimero, se representan en la Gréfica 5. El andlisis de varianza (Anexo 34)

mostro una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).

NFS FBZ-25DHB SES Methocel A15

NFS FBZ-26DHB Methocel A15

MF FBZ-26DHB

MF FBZ-25DHB

NFS FBZ-26DHB

NFS FBZ-25DHB SES

NFS FBZ-25DHB ANH

FBZ

L L L R B L B B BN B R LR R LR
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
ABC (ug mL™ min)

Grdfica 5 Area bajo la curva del perfil de disolucién para las diferentes fases analizadas en buffer fosfatos pH
6.8.
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La prueba de Tukey, reveld que la NFS FBZ-25DHB anhidra, la NFS FBZ-25DHB
sesquihidrato y la NFS FBZ-26DHB con methocell A15 predisuelto, no tienen una ventaja
de solubilizacibn en comparaciéon con el FBZ puro a pH 6.8 (p<0.05). Una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) se observo en las muestras que emplearon Methocel
A15y las que se analizaron en buffer pH 6.8 sin polimero. Es de resaltarse que el polimero
tiene la capacidad de disolver tanto al FBZ puro, como mantener en solucion al FBZ

procedente de las NFS en el medio buffer fosfatos pH 6.8.

Esta ultima observacion resulto inesperada, ya que como se menciond anteriormente, el
Methocel ha sido evaluado como inhibidor de la precipitacion de diferentes IFAs estudiados
por este grupo de investigacion; siendo esta es la primera vez que se observa un efecto

solubilizante sobre el IFA.
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9. Conclusiones

Se caracteriz6 la materia prima por DRXP, andlisis térmico de DSC-TGA, espectroscopia
IR, Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN?H) y carbono (RMNC).,
corroborandose la identidad de la materia prima, fenbendazol.

El andlisis del ApKa, como un parametro que ayuda en la prediccion de formacion de sales
0 cocristales para la eleccion de los coformadores, no es indicativo de la forma cristalina
preferente (sal o cocristal) que se produciria de la combinacion del fenbendazol con acidos
dicarboxilicos alifaticos, acidos hidroxicarboxilicos alifaticos y aromaticos. No obstante, se
obtuvieron seis huevas fases solidas (NFS) con estequiometria definida: FBZ-acido oxalico
anhidrido (1:1), FBZ-4cido D-tartarico (1:1), FBZ-acido maloénico (1:2), FBZ-acido 2,6-
dihidroxibenzoico (26DHB) (1:1), FBZ-acido 2,5-dihidroxibenzoico (25DHB) anhidra (1:1) y
FBZ- &cido 2,5-dihidroxibenzoico (25DHB) sesquihidrato (1:1).

El disolvente juega un papel importante para la obtenciéon de las NFS de FBZ. En varios
casos las NFS sélo se pueden obtener en acetona (p.ej., FBZ-acido D-tartarico, FBZ-
25DHB anhidra) o en agua (p.ej., FBZ-acido mal6nico, NFS FBZ-25DHB sesquihidratada).
En otros casos, las fases se generan independientemente del disolvente empleado (FBZ-
acido oxalico anhidro y FBZ-26DHB). Una vez que se conoce el disolvente, la generacién
de las NFS se puede realizar mediante la formacion de pasta asistida por disolvente (slurry)

y por molienda mecénica asistida por disolvente.

La prueba de estabilidad bajo condiciones de estrés térmico y HR, nos indicé que todas las
NFS de FBZ son estables excepto la NFS FBZ-25DHB sesquihidratada la cual a

condiciones de 40 °C 0%HR y 50 °C 0% HR se transforma a su forma anhidra.

A partir del estudio de transformacion de fase mediada por la solucién para las seis NFS de
FBZ se llegé a las siguientes conclusiones: las NFS de coformadores arométicos en
solucion HCI pH 1.2 son estables durante mas de 24 horas debido a que no se transforman,

a excepcion de la NFS FBZ-25DHB anhidra, la cual se transforma a su forma
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sesquihidratada desde los primeros 5 minutos. Las NFS alifaticas por el contrario son
inestables dentro de las primeras 6 horas y se transforman a FBZ. Para el caso del medio
buffer fosfatos pH 6.8 ocurre que las NFS con arométicos son estables durante mas tiempo
que las NFS con alifaticos. A dicha condicién los aromaticos si sufren una transformacion
parcial o completa a FBZ dentro de a las 24 horas. Todas las transformaciones dan por
resultado FBZ o FBZ con residuos de la NFS.

Las NFS FBZ-25DHB anhidra y sesquihidratada presentan supersaturacion durante la
prueba de disolucion de polvos bajo condiciones no sink en medio HCI pH 1.2. En el caso
de la fase sesquihidratada, esta sufre una transformacion de fase mediada por la solucién
y al final de la prueba hay una mezcla de NFS sesquihidratada y FBZ. En el caso de la NFS
FBZ-25DHB anhidra esta se transforma en la fase sesquihidratada. La NFS FBZ 26DHB no
presento supersaturacion durante la prueba de disolucién de polvos bajo condiciones no-
sink en medio HCI pH 1.2. Dicha NFS es estable y durante la prueba alcanz6 un valor de
solubilidad que duplica la solubilidad de FBZ puro.

Al adicionar el polimero Methocell A15 se obtuvo una ventaja de solubilidad tanto en los
sistemas conteniendo las NFS de FBZ, como en aquel con s6lo FBZ. El analisis estadistico
mostré que, bajos condiciones no-sink en medio buffer fosfatos pH 6.8 empleando Methocel

A15 las NFS no presentaron una ventaja de solubilidad frente al FBZ (p<0.05).
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10. Anexos
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Anexo 1 Curvas TGA-DSC de a) FBZ, b) acido oxdlico anhidro y c¢) NFS FBZ- acido oxdlico anhidro 1:1
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Anexo 2 Curvas TGA-DSC de a) FBZ, b) acido tartdrico y c) NFS FBZ- acido tartdrico 1:1
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Anexo 3 Curvas TGA-DSC de a) FBZ, b) 25DHB 'y c) NFS FBZ- 25DHB sesquihidrato 1:1
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Anexo 4 Comparacion de espectros de IR de a) FBZ, b) dcido oxdlico anhidro y c) NFS FBZ- dcido oxdlico
anhidro
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Anexo 7 Comparacion de patrones de DRXP de NFS (1, izquierda) FBZ-dcido maldnico (1:2) y (2, derecha)

FBZ-26DHB (1:1). a) NFS, y NFS después de 1 mes de incubacion a b) 50 °C, 0% HR, c) 40 °C, 0% HR y d) 40 °C,

75% HR.
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Anexo 8 Comparacion de patrones de DRXP de FBZ (1, izquierda) y acido oxdlico anhidro (2, derecha). a)
FBZ, y acido oxdlico anhidro después de 1 mes de incubacion a b) 50 °C, 0% HR, c) 40 °C, 0% HR y d) 40 °C,
75% HR. e) dcido oxdlico dihidratado reportado en el grupo de investigacion.
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Anexo 9 Comparacién de patrones de DRXP de 26DHB (1, izquierda) y 25DHB (2, derecha). a) 26DHB, y
25DHB después de 1 mes de incubacion a b) 50 °C, 0% HR, c) 40 °C, 0% HR y d) 40 °C, 75% HR.
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Anexo 10 Comparacion de patrones de DRXP de dcido D-tartdrico (1, izquierda) y dcido malonico (2,
derecha). a) 26DHB, y 25DHB después de 1 mes de incubacion a b) 50 °C, 0% HR, c) 40 °C, 0% HR y d) 40 °C,
75% HR.
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Anexo 11 Comparacién de patrones de DRXP de a) FBZ, b) dcido D-tartdrico y c) NFS FBZ-dcido D-tartdrico y
los productos de transformacion de fase mediada por la solucion en pH 1.2 (izquierda) y pH 6.8 (derecha) a
los d) 5 minutos, e) 1 hora, f) 6 horas, g) 10 horas y h) 24 horas.
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Anexo 12 Comparacion de patrones de DRXP de a) FBZ, b) dcido malonico y c) NFS FBZ-dcido malonico y
productos de la transformacion de fase mediada por la solucion en pH 1.2 (izquierda) y pH 6.8 (derecha) a los d)
5 minutos, e) 1 hora 1 hora, f) 6 horas, g) 10 horas y h) 24 horas.
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Anexo 13 Comparacion de patrones de DRXP de a) FBZ, b) 25DHB y c) NFS FBZ-25DHB sesquihidrato y productos

de transformacion de fase mediada por la solucién en pH 1.2 (izquierda) y pH 6.8 (derecha) a los d) 5 minutos,
e) 1 hora 1 hora, f) 6 horas, g) 10 horas y h) 24 horas.
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Anexo 14 Espectro UV-Vis de FBZ, 25DHB, 26DHB,

Acido 2,5-dihidroxibenzoico (250HE)
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Anexo 15 Curva de regresion ajustada fenbendazol, 25DHB y 26DHB
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Anexo 16 Reportes cromatdgraficos de la prueba de adecuabilidad por CLAR para FBZ y
coformadores aromdticos, 25DHB y 26DHB.

System Suitability Report Page ! of2
Uﬁwt C.EZ2Chrom Elte Exterprise Projects Default Sequence 18. Andres Lopez 2020 Agosto'1 5 DHR 1528 seq

Syvtem
Printed : 14082000 20825 pm

DHRISI0N ¢ EZChomEL

C'E2Chrom Elste Exterprive Projects Defailt Dats DHR 1328000 dat
DHR15280J0  C'E2Chrom Ebte Emerpnise Projects Default Data DER1528010.dat
DHRIS28011  C’EZChrom Else Exterprise Projects Default Dats DER1 118011 dat
DHRIS28012  C/E2Chrom Else Exterprise Projects Default Dty DHR1528012 dat
DHR1228013  CEZChrom Elne Extesprine Projects Default Data DHR1 528013 dat

System is Suitable
DAD.CH2 Compound Pa AMin Max %RSD
220 am
& n 2
wea 3
FBZ n 2
wea 2
Samgle [D Compound Parameter A SRSD Status
13DHD n 1 §§ 13 % 035
DHR1328009 1342 Pawsed
DHR1528010 1342 Passed
DHRI£28011 1342 Paved
DHRI1528012 1328 Passed
DHR1528013 138 Passed
e 206394225 204813382  N0TV08T02 0554
DHR1528009 206128383 Passed
DHR1£28010 207708702 Passed
DHR1:28011 206198203 Passed
DHR1528012 204815362 Pawsed
DHR1228013 207120464 Paused
FBZ n 4501 4490 4516 024
DHRIS28009 1452 Pawsed
DHR1£28010 4516 Passed
DHR1528011 4502 Passed
DHR1228012 4505 Passed

123



System Suitability Report Page2of2
Sequemce:  C:EZChrom Elits Esterprise Projects Default Sequence 18 Andres Loper 2020 Agomo 13 DHR152S seq
System

User : Yy
Printed: 14082020 12:0825pm

DHR1528013 21450 Passed
amea 12905100 14734402 13135763 L1235

DHRI1528009 1473402 Passed
DHR1528010 15016295 Passed
DHR1525011 15135763 Passed
DHR1528012 14779747 Passed
DHR152§013 14859295 Passed
System Suitability Report Pageiofl

- [ gm—mm-moum—- 1 Andim Lapes 2000 Agoets 24 DRERL S 00 wg
Jver | e
Prised: 2000202005192 pa

Daes T llensme

€ EXClaom Elite Exsergrive Projeces Defsulr Dats DHRI 5 J0002 4m
€. E20hown Elte Exterprise Mroyeces Defaul Dax DHR 15000 dat
€ E2Chwom Elite Exterpoise Proyecss Defsu Datx DRR1 130004 dat
€ E2Cheum Elste Exseryrive Proyecss Defaadt Dats DRI 3000 dat
€ EZCkom Elte Emerprise Proyeces Dedrae Derx DHR 130006 &

f i
i
i

1
.

b ba l-sJ

I
2
8
'

1% Pavwed
191 Paved
DHR 1 £ 20004 2000 Paned
DHR1£200¢ 2008 Pavsed
DHR 152000 196 Paved
un e Wi 1980 oaw
DMR 1820002 1918204 Pavard
DHR1EN00Y 19020678 Pavsed
DHR 430004 g Passed
DHR15M00¢ 19239877 Passed
DHR1S0006 ELIREL Pawsed
FRZ 220 s n 40y 40 a0 L33 )
DRS00 an Paved
DHR 120003 e Pansed
DER 120004 L Passrd
DR 1S 20008 aay Passed
System Saitabiliey Report L
l‘r: C E2Ctevm Bl Emterprow Progects Defid Sagumce 11 Aadve Loper 2000 Agose 23 DHILL SN0 g
Primsd: 6200 1H0pm
DHR1S\0004 Ll Passed
=vs 40 W8S o1nn 18
DHR10002 415768 Pamed
DHR1S 00 197 Pavsed
DHR1£%004 4002358 Pased
DER1 0068 Qe Pased
DK {0008 9 Paried
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Anexo 17 Reportes cromatograficos de la prueba de linealidad, precision y limite de cuantificacion
por CLAR para FBZ y coformadores aromdticos, 25DHB y 26 DHB

FBZ
Concentracién Concentracion
FBZ (ug/mL) Curval Curva2 Curva3 |Promedio(Y)| . ’|% Recuperado X2 y? XY
) misma curva
4.0 5174446.7| 5201095.3| 5266752.6| 5214098.19 | 3.985221872 | 99.6305468 16 2.7187E+13| 20856392.7
8.0 10308608.0] 10175972.0| 10296663.7| 10260414.6 | 7.887559442 | 98.594493 64 1.0528E+14( 82083316.4
12.0 15386812.0[ 15479691.7 15839612.3( 15568705.3 | 11.99248292 | 99.9373577 144 2.4238E+14| 186824464
20.0 26177913.0( 26647204.7| 25787769.3( 26204295.7 | 20.21702944 | 101.085147 400 6.8667E+14| 524085913
40.0 52259977.7| 51849335.0 50931494.7| 51680269.1 | 39.91770633 | 99.7942658 1600 2.6709E+15| 2067210764
84.0 Sumatoria | 108927783 99.8083621 2224 3.7324E+15| 2881060851
Pendiente | 1293152.19 0.88770985
Intercepto | 60599.7986 0.88941431
n= 5 R2 0.999918 (5x)? 7056
Promedio Y | 14311878.4 0.001230315
2.2338E+10 0.035075846
LMC 1.15578375 Syix 149460.428 Sp1 5242.450937
IC(B,) 1278599.14; 22338419595
1307705.23 149460.4282
Syl 1.044310353
Absorbancia/Concentracién
F?Zn(fgr}t::;?;) Curva l Curva 2 Curva 3 Media Desvest cv
4.0 1293612 1300274 1316688 1297138| 17116.8815| 1.31958832
8.0 1288576 1271997 1287083
12.0 1282234 1289974 1319968
20.0 1308896 1332360 1289388
40.0 1306499 1296233 1273287
25DHB
Concentracion Concentracié
25DHB Curval Curva2 Curva3 Promedio (Y)| n, misma (% Recuperado| x? y? XY
(ug/mL) (X) curva
10 3651810 3566355 3580612| 3599592.22 | 9.81919145 | 98.1919145 100 1.2957E+13| 35995922.2
30 10965866 11118107 11227900 11103957.6 | 30.0576202 | 100.192067 900 1.233E+14| 333118727
40 14694444 14744963 15114130 14851179 | 40.1634548 | 100.408637 1600 2.2056E+14| 594047160
50 18308301 18530152 18711301 18516584.7 | 50.0486414 | 100.097283 2500 3.4286E+14| 925829233
100| 36787956| 37326227 36902235| 37005473 | 99.9110922 | 99.9110922 10000 1.3694E+15| 3700547289
230.0 Sumatoria | 85076786.3 99.7601987 15100 2.0691E+15| 5589538331
Pendiente | 370797.823 0.89483136
Intercepto |-41342.5895 0.89698233
n= 5 R2 0.999984 (Zx)2 52900
Promedio Y | 12017828.4 0.00022124
2007365173 0.0148741
LMC 1.20830345 Sy/x 44803.629 Spa 666.41379
IC(B,) 368947.858 2007365173
372647.788 44803.629
Syixr 0.37280969
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Absorbancia/Concentracion
Concentracion
25DHB Curval Curva 2 Curva 3 Media Desvest cv
(ug/mL) (X)
10 365181 356636 358061 368351| 5742.56472| 1.55899084
30 365529 370604 374263
40 367361 368624 377853
50 366166 370603 374226
100 367880 373262 369022
26DHB
Concentracion ..
26DHB Curval Curva2 Curva3 Promedio (Y) COI’I.CEI‘ItI'aCIOI‘I, % Recuperado| X2 y? XY
(ug/mL) (x) misma curva
4 3819257 3903147 3925833 3882745.667 4.009281668 | 100.232042 16 1.5076E+13| 15530982.7
8 7732495 7742461 7719958 7731638.222 7.918458911 | 98.9807364 64 5.9778E+13| 61853105.8
16 15744903 16076001 15590934 15803946.11 16.11720227 | 100.732514 256 2.4976E+14| 252863138
20| 19649033 19875629 19276528| 19600396.56 19.97311601 | 99.8655801 400 3.8418E+14| 392007931
40 39225730 39641094 39035153 39300659.11 39.98194114 | 99.9548528 1600 1.5445E+15( 1572026364
88.0 Sumatoria 86319385.67 99.953145 2336 2.2533E+15| 2294281522
Pendiente 984578.6764 0.64000953
Intercepto -64707.57091 0.64030955
n= 5 R2 0.999973 (5x)° 7744
Promedio Y 11754681.64 0.001270325
4172343326 0.035641622
LMC 0.65605401 Sy/x 64593.67869 Sp1 2302.223465
IC(B,) 978187.704 4172343326
990969.6487 64593.67869
Syjur 0.549514489
Absorbancia/Concentraciéon
Concentracion
26DHB (ug/mL)| Curval Curva 2 Curva 3 Media Desvest cv
(X)
4 954814 975787 981458 977485| 13011.635[ 1.33113422
8 966562 967808 964995
16 984056 1004750 974433
20 982452 993781 963826
40 980643 991027 975879
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Anexo 18 Comparacion de patrones de DRXP de FBZ a) y productos de disolucién de polvos en pH 1.2 al b) 1 minuto, c)
10 minutos, d) 20 minutos, e) 60 minutos y f) 90 minutos.
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Anexo 19 Comparacion de patrones de DRXP de NFS FBZ-25DHB anhidra a) y productos de disolucion de polvos en pH 1.2
al b) 20 segundos, c) 40 segundos, d) 2.5 minutos, e) 20 minutos, f) 60 minutos, g) 90 minutos y h) NFS FBZ-25DHB

sesquihidrato
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Anexo 20 Comparacion de patrones de DRXP de NFS FBZ-25DHB sesquihidrato a) y productos de disolucion de polvos en
pH 1.2 al b) 1 minuto, c) 10 minutos, d) 20 minutos, e) 60 minutos, f) 90 minutos y g) FBZ

127



20

Anexo 21 Comparacion de patrones de DRXP de NFS FBZ-26DHB a) y productos de disolucion de polvos en pH 1.2 al b) 1
minuto, ¢) 10 minutos, d) 20 minutos, e) 60 minutos y f) 90 minutos.

20

Anexo 22 Comparacion de patrones de DRXP de a) FBZ, b) 25DHB, ¢) mezcla fisica FBZ y 25DHB y productos de disolucion
de polvos en pH 1.2 al d) 1 minuto, e) 20 minutos, f) 60 minutos y g) 90 minutos.
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Anexo 23 Comparacion de patrones de DRXP de a) FBZ, b) 26DHB, c) mezcla fisica FBZ y 26DHB y productos de disolucion
de polvos en pH 1.2 al d) 1 minuto, e) 20 minutos, f) 60 minutos, g) 90 minutos y h) NFS FBZ-26DHB.
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- ANOVAOneWay (18/08/2021 16:08:58)

+

¥

Notes |
Input Data |

- Descriptive Statistics A

M Analysis =~ M Missing Mean Standard Deviation = SE of Mean
FBZ 3 0 1173.81757 85.24762 49.21773
NFS FBZ-25DHB ANH 3 0| 5450.41907 692.48059  399.80386
NFS FBZ-25DHB SES 3 0] 4936.32141 5402138 311.89259
MNFS FBZ-26DHB 3 0 2318.83268 386.94874 22340495
MF FBZ-25DHB 3 0| 1787.40963 98.36189 56.78926
MF FBZ-26DHB 3 0 100.45025 32.65086 18.85083
One Way ANOVA |
- Overall ANOVA ]
DF | Sum of Squares = Mean Square F Value Prob=F
Model 5 6.77992ET 1.35598E7 86.63529  543117E-9
Error | 12 1.8782E6  156516.3208
Total 17 6.967T4ET
Mull Hypothesis: The mesns of all levels are squsl.
Alternative Hypothesis: The means of one or more kevels are different.
At the 0.05 level, the population means are significanthy different.
- Fit Statistics el
R-Square CoeffVar RootMSE = Data Mean
097304 0.15055 39562144 2627.8751
= Means Compaiisons Rd
- Tukey Test |
MeanDiff SEM qValue Prob Alpha | Sig LCL ucL
NFS FBZ-25DHB ANH FBZ 4276.6015  323.02355 1872318 2.00681E-7 0.05 1 319159119 5361.61182
MFS FBZ-25DHB SES FBZ | 3762.50385 | 323.02355 | 16.47243 | 7.20747E-7 0.05 1 2677.49353 484751416
MFS FBZ-250HB SES NFS -514.09766 8 323.02355 225075 0.61832 0.05 0 -1599.10797 570.91266
FBZ-25DHB ANH
NFS FBZ-26DHB FBZ 1145.01511 | 323.02355 5.01292 0.03859 0.05 1 §0.0048 223002542
MFS FBZ-26DHB NFS | -3131.58639 | 32302355 1371024 5.80965E-6 0.05 1 -4216.59671 -2046.57608
FBZ-25DHB ANH
MFS FBZ-26DHB MNFS | -2617.48874 | 323.02355 11.4595  3.79417E-5 0.05 1 -3702.49905  -1532.47542
FBZ-25DHB SES
MF FBZ-25DHB FBZ 613592068 323.02355 2.68634 0.44655 0.05 0 -471.41825 | 1692.60238
MF FBZ-26DHB NFS | -3663.00944 | 32302355 16.03684 9.9837E-7 0.05 1| -4748.01975 | -2577.99913
— FBZ-25DHB ANH
B MF FBZ-25DHB NFS | -3148.91178  323.02355 137861 5.47386E-6 0.05 1 -4233.9221 | -2063.90147
FBZ-25DHB SES
MF FBZ-256DHB NFS -531.42305 | 323.02355 2.3266 0.58749 0.05 0 -1616.43336 553.58727
FBZ-26DHB
MF FBZ-26DHB FBZ @ -1073.36731| 323.02355 4 69926 0.05311 0.05 0 -2158.37763 11.643
MF FBZ-26DHB NFS @ -5340.96882 32302355 2342244 457975E-6 0.05 1) -5434.97913 -4264.9585
FBZ-25DHB ANH
MF FBZ-26DHB NFS | -483587116 | 323.02355 2117169 254804E-7 0.05 1 -B920.88147  -3750.86085
FBZ-25DHB SES
MF FBZ-26DHB NFS | -2218.38242 | 323.02355 971219 1.94354E-4 0.05 1) -3303.39274 | -1133.37211
FBZ-26DHB
MF FBZ-260HB MF | -1686.95938  323.02355 7.38559 0.00227 0.05 1 -2771.96969 -601.94906
FBZ-25DHB

Sig equals 1 in rence of the means is significant at the 0,05 level.

Sig equals D indicates that the difference of the means is not significant at the 0.05 level.

- Homogeneity of Variance Test |

- Levene's Test{Absolute Deviations) ﬂ

DF  Sum of Sguares = Mean Square | FValue = Prob=F
Model 5 503121.52782  100624.30556 1.9287 0.16293
Error | 12 626065.27854 52172.10655

At the 0.05 level, the population variances are not significantty different.

Powers |
Alpha = Sample Size Power
Actual Power 0.05 18 1

Anexo 24 ANOVA de una via del ABC de los perfiles de disolucion de FBZ, NFS FBZ-25DHB anhidra, NFS FBZ-25DHB
sesquihidrato, NFS FBZ-26DHB, mezcla fisica FBZ con 25DHB y mezcla fisica FBZ con 26DHB en pH 1.2
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Anexo 25 Comparacion de patrones de DRXP de FBZ a) y productos de disolucion de polvos en pH 6.8 al b) 1 minuto, c)
10 minutos, d) 20 minutos, e) 60 minutos y f) 90 minutos.

—h)

|
| 1
1 i | | A

| | N 9
J W M Mo \JVW

oA Mo o M —
M’WWVW“’ S Vsl MW“W’J MJ“WWWW‘J Mwu«uwmww‘“‘*wwmmwf) st

e)

. )
MM\M‘W \kw”A\«w’\M \wm«[ “V‘“’*WM A NMJJIM‘MMWMWWMW
| ) -
W‘W’ww W»MMMMMWMWWWW MWWM
MMWMWMWW
MWMMMMWWMMMW e
W\,Juww
T T T T T T T 1

5 10 15 20 25 30 35 40
20

Anexo 26 Comparacion de patrones de DRXP de NFS FBZ-25DHB anhidra a) y productos de disolucion de polvos en pH 6.8
al b) 1 minuto, c) 10 minutos, d) 20 minutos, e) 60 minutos, f) 90 minutos, g) NFS FBZ-25DHB sesquihidrato y h) FBZ.
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Anexo 27 Comparacion de patrones de DRXP de NFS FBZ-25DHB sesquihidrato a)y productos de disolucion de polvos en
pH 6.8 al b) 1 minuto, ¢) 10 minutos, d) 20 minutos, e) 60 minutos, f) 90 minutos y g) FBZ.
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Anexo 28 Comparacion de patrones de DRXP de NFS FBZ-26DHB a) y productos de disolucion de polvos en pH 6.8 al b) 1
minuto, ¢) 10 minutos, d) 20 minutos, e) 60 minutos y f) 90 minutos.
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Anexo 29 Comparacion de patrones de DRXP de mezcla fisica FBZ-25DHB a) y productos de disolucion de polvos en pH 6.8
al b) 1 minuto, c) 10 minutos, d) 20 minutos, e) 60 minutos, f) 90 minutos y g) FBZ.
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Anexo 30 Comparacion de patrones de DRXP de mezcla fisica FBZ-26DHB a) y productos de disolucion de polvos en pH 6.8
al b) 1 minuto, c) 20 minutos, d) 60 minutos, e) 90 minutos y f) FBZ
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Anexo 31 Comparacion de patrones de DRXP de FBZ a) y productos de disolucion de polvos en pH 6.8 con Methocel A15
predisuelto al b) 1 minuto, c) 10 minutos, d) 20 minutos, e) 60 minutos y f) 90 minutos.
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Anexo 32 Comparacion de patrones de DRXP de NFS FBZ-25DHB sesquihidrato a) y productos de disolucion de polvos en
pH 6.8 con Methocel A15 predisuelto al b) 1 minuto, ¢) 10 minutos, d) 20 minutos, e) 60 minutos y f) 90 minutos.
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Anexo 33 Comparacion de patrones de DRXP de NFS FBZ-26DHB a) y productos de disolucion de polvos en pH 6.8 con
Methocel A15 predisuelto al b) 1 minuto, ¢) 10 minutos, d) 20 minutos, e) 60 minutos y f) 90 minutos
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- ANOVAOneWay (22/08/2021 18:30:51)

= Nofes =]
= Input Data d
- Descriptive Statistics ﬂ
M Analysis = N Missing Mean Standard Deviation = SE of Mean
FBZ 3 0 20.38275 933169 538765
MFS FBZ-25DHB ANH 3 0 12.60567 3.19476 1.84449
NFS FBZ-25DHB SES 3 0 60.33444 6.77572 391196
MFS FBZ-26DHB 3 0 57.14982 3210894 18.53811
MWF FBZ-25DHB 3 0 238.90839 61.90294 3573968
MF FBZ-26DHB 3 0 6.231161 3.06925 1.77203
FBZ Methocel A15 3 0 653041095 272173953 1571.39705
MFS FBZ-26DHB Methocel A15 3 0 3955.08062 873.87064 504.52945
NFS FBZ-25DHB SES Methocel 3 0 683981664 282070566  1628.53517
Al15
- One Way ANOVA |
= Overall ANOVA =]
DF  Sumof Squares  Mean Sguare FValue Prob=F
Maodel 8 2.10627E8 2.63284E7 | 1468769 | 1.9352E-6
Error 18 3.22658E7 1.79255E6
Total | 26 2.42893E8
Mull Hypothesis: The means of all levels are equal.
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.
At the 0.05 level, the population means are significantty different.
- Fit Statistics |
R-Square | Coeffvar | RootMSE Data Mean
0.86716 067962 1338.585988 195999989
= Means Comparisons |
- Tukey Test =]
MeanDiff SEM qValue Prob Alpha = Sig LCL ucL
NFS FBZ-25DHB ANH FBZ 1677708 109317451 0.0217 1 0.05 0 -3847.08789 381353373
NFS FBZ-25DHB SES FBZ 3095169 109317451 0.04004 1 0.05 0 -3799.35912 3861.2625
MF3 FBZ-25DHB SES NFS 4772877 | 109317451 0.06175 1 0.05 0 -3782.58204 3878.03058
FBZ-250HB ANH
MNFS FBZ-26DHB FBZ 2776717 109317451 0.03592 1 0.05 0| -380254364 3858.07798
NFS FBZ-26DHBE NFS 4454425 109317451 0.05763 1 0.05 0| -378576656 3874.85506
FBZ-250HB ANH
NFS FBZ-26DHBE MFS -3.18452 | 109317451 0.00412 1 0.05 0 -3833.49533 382712629
FBZ-25DHB SES
MF FBZ-25DHB FBZ 209.52364 109317451 0.27106 1 0.05 0 -362078717 403983445
MF FBZ-250HB MFS 226.30072 | 109317451 0.29276 1 0.05 0 -3604.01009 4056.61153
FBZ-25DHB ANH
MF FBZ-250HB MF3 17857195 ) 109317451 0.23101 1 0.05 0| -3651.73886 4008.88276
FBZ-25DHB SES
MF FBZ-26DHB MNFS 181.75647 | 109317451 0.23513 1 0.05 0 -364855434 4012.06728
FBZ-26DHB
MF FBZ-26DHB FBZ -23.07114 | 109317451 0.02985 1 0.05 0 -3853.38185 3807.23067
MF FBZ-26DHB MNFS -6.29406  1093.17451 | 0.00814 1 0.05 0 -3836.60487 3824.01675
FBZ-250HB ANH
MF FBZ-26DHB NFS -54.02283 | 109317451 0.06989 1 0.05 0 -3884.33364 3776.28798
FBZ-250HB SES
MF FBZ-26DHB NFS -50.83831 ) 109317451 0.06577 1 0.05 0 -3881.14912 37794725
FBZ-26DHB
MF FBZ-26DHB MF -232.59478 | 1093.17451 0.3009 1 0.05 0 -4062.90559 3597.71603
FBZ-25DHB
— FBZ Methocel A15 FBZ 6501.0282 | 1093.17451 841022 3.40683E-4 0.05 1 267071729 10331.33901
FBZ Methocel A15 NFS 6517.80529 109317451 8.43193 3.30403E-4 0.05 1 2687.49448 10348.1161
FBZ-25DHB ANH
FBZ Methocel A15 NFS 6470.07652 109317451 B8.37018  3.60532E-4 0.05 1 2639.76571 | 10300.38733
FBZ-250HB SES
FBZ Methocel A15 NFS 647326103 | 109317451 83743 358437E4 0.05 1 264295022 | 1030357184
FBZ-26DHB
FBZ Methocel A15 MF 629150457 109317451 813917 5.00534E-4 0.05 1 246119376 10121.81538
FBZ-25DHB
FBZ Methocel A15 MF 652408934 109317451 B8.44007  3.26678E-4 0.05 1 269378853 1035441015
FBZ-26DHB
NFS FBZ-26DHBE Methocel A15 392569787 | 109317451 5.07858 0.04213 0.05 1 95.38706 7756.00868
FBZ
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NFS FBZ-26DHB Methocel A15 394247495 1093.17451 510028 0.04087 0.05 1 112.16414 | 77727857
NFS FBZ-25DHB ANH

MNFS FBZ-26DHB Methocel A15 380474618 109317451 5.03854 0.04454 0.05 1 64.43637 7725.0569
MF3 FBZ-25DHB SES

NFS FBZ-26DHB Methocel A15 3897.9307 109317451 5.04266 0.04429 0.05 1 67.61989 7728.2415
NFS FBZ-26DHB

MNFS FBZ-260HB Methocel A15 A716.17423 | 109317451 4.80753 0.06123 0.05 0 -114.13658 7546.4850
MF FBZ-25DHB

NFS FBZ-26DHB Methocel A15 394876901 1093.17451 | 510843 0.04041 0.05 1 118.4582 7779.0798
MF FBZ-26DHB
NFS FBZ-26DHB Methocel A15  -2575.33034 109317451 3.33164 0.36186 0.05 0| -6405.64115 1254.93804

FBZ Methocel A15

NF3S FBZ-25DHB SES Methocel G§810.43389 109317451 8.81049  1.94357E-4 0.05 1 298012308 10640744
A15 FBZ

NFS FBZ-25DHB SES Methocel  6827.21097  1093.17451 8.8322| 1.88574E-4 005 1| 2996.90016  10657.5217
A15 NFS FBZ-250HB AMH

NFE FBZ-25DHB SES Methocel 6779.4822 109317451 877045 2.05508E-4  0.05 1 204917139 10609.7930
A15 NFS FBZ-25DHB SES

NFS FBZ-25DHB SES Methocel 6V82.66672 1093.17451  8.77457  2.04331E-4  0.05 1| 295235591 10612.9775
A15 NFS FBZ-26DHB

NFES FBZ-25DHB SES Methocel §500.91025  1003.17451 853944 2.84048E-4 005 1 2770.50944  10431.2210
A15 MF FBZ-25DHB

NFS FBZ-25DHB SES Methocel 6833.50503 | 1093.17451 8.84034 | 1.8645E-4  0.05 1| 3003.19422  10663.8158

NFS FBZ-25DHB SES Methocel 309.40568 109317451 040027 1 0.05 0| -3520.90513 4139.7164
MNFS FBZ-25DHB SES Methocel | 288473602 1098317451 373191 0.23712 0.05 0 -84557479 6715.0468
Sig =qusls 1 indicates that the ¢ ence of the maans iz significant at the 0.05 level.

Sig equsls 0 indicates that the ¢ ence of the means is not significant at the 0.05 level

Anexo 34 ANOVA de una via del ABC de los perfiles de disolucion de FBZ puro, NFS de FBZ-25DHB anhidra, NFS de FBZ-
25DHB sesquihidratada, NFS de FBZ-26DHB, mezcla fisica FBZ-25DHB, mezcla fisica FBZ-26DHB, y también con
METHOCEL TM A15 predisuelto FBZ puro, NFS de FBZ-26DHB y NFS FBZ-25DHB sesquihidrato.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Titulo de la tesis: "Obtencion de nuevas fases sélidas de fenbendazol y

evaluacion de propiedades biofarmacéuticas”

Grado a obtener:

X  Maestria en Farmacia
Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Adriana Valladares Méndez

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi

decision es:
La tesis:
X ___ Sise aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Noviembre 2021

Firma del miembro del jurado



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ADRIANA VALLADARES MENDEZ | Fecha:2021-11-11 11:54:26 | Firmante
IV3hzzbsKirsMwPfhK3G7FWjBWijnfikHhoEmvaXZbA5zwa6nr6olv/XWc1+5ZXB3gc1LIX0z03I8M07KkOwdCulzBEYxGsRm1oao TjwgOChAWVOH/GmfW2K4NabYRJINIKo681fkH
Wxth104BU2wBMz6V/0aOHFMMRtuSpU/zO+Wehgj+8pmVH/FEC5z60hOJTwtDWRIgOUGANXVZ8TOKIIbEmXxMVpeUoLfIrCQvZpICF+/Swk1Pwk7wuQlbJC3D+U53y9+AawV
BpwnuHMOXokRsDbk3VdR8i16A0c4a/zNBhsY3/ZBwaiKtai6qzfgj2qb+uN1D4xAmoUzSIuVIl+w==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

7xILZv3bo

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/ykgnhBVi7RANuaiOYauJ6DsD5y5HMw21
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\—jgculmd VOTO APROBATORIO PROGRAMA
de Farmacia DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA
UAEM

Nombre del estudiante: Andrés Lépez Velazquez

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Titulo de la tesis: "Obtencion de nuevas fases sélidas de fenbendazol y

evaluacion de propiedades biofarmacéuticas”

Grado a obtener:

X  Maestria en Farmacia
Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dr. Angel Daniel Herrera Espaia

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi

decision es:
La tesis:
X ___ Sise aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Noviembre 2021

Firma del miembro del jurado



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ANGEL DANIEL HERRERA ESPANA | Fecha:2021-11-11 12:33:28 | Firmante
olt20XpFjF2kIFfN2jhyKB3UuOI0Z6/JCWhG7DuWbBLeSS0JRXFsASjkgBa54cJ1pritnA9FvzHaiLgmCMP615JD7L9qa400ph64uG2KfduSrGBrbxMfblJoXuHT5C8ZVrgOvg5n3ip5E
cluapRyQsEZ2igPxPzAGMXJ7170vBPJJOCRXV7Qpe5x2vhz04ZmVG 7xOMLA+ZuKrLelpg++HIrQ9TFzkMwJc9zY csy3bzOfiQS 7thsLXMKFtTZGVXTwyAsZEVJIFY3p60X6QyLM
3YBphi9sZAGbIpiHXVAY pxQIAsDD(liSqqyl+hk/xAWppzedGGOGMI6n00vDqUEYz0g==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

VL4dcPHoW

Sk

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/D6tHpuDGSYquaWGaieCApZ07rP7m8j2Y
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\—jgculmd VOTO APROBATORIO PROGRAMA
de Farmacia DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA
UAEM

Nombre del estudiante: Andrés Lépez Velazquez

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Titulo de la tesis:” Obtencion de nuevas fases solidas de fenbendazol y

evaluacion de propiedades biofarmacéuticas”

Grado a obtener:

X  Maestria en Farmacia
Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dr. Herbert Hopfl Bachner

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi

decision es:
La tesis:
X ___ Sise aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Noviembre 2021

Firma del miembro del jurado



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

HERBERT HOPFL BACHNER | Fecha:2021-11-11 08:59:03 | Firmante
IFsdgBKHYsStZMtfIBORyA2LNTINZyUkX1m7xuuaqFyOuz6Tkt781BGwx0gpelmAclS5/cNV56fIS0ZQ1pAMpIK2jRtgWadt/Q1FEpgdwPISXQnc1CQOzOatRivkYAiiVeytTWWWFF
MYKyWam5QYEcJYinrJAEKYvugW8Fdzb+vtOVu4jVVX4UBovBd4gOWNaTifrnRsLE9qZnucz60CH2BSigkUwV+bLxf1IrQFRVKH1/ZAzetNfgtndLRYBY Jp+7leqINwzez1YFHUQ4r
guvuUOolIxaZtjiYtOwmB9d88Y ciD5vmglyrSXTBI9APT/KmIDYZ3dBSXiGHRY84RVMSw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

8hzwF2P37

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/jBskyv46 OUHh7GTZIXtEFUM34MwwpJUA
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%'ulta_d VOTO APROBATORIO PROGRAMA
de Farmacia DE POSGRADO EN FARMACIA
' FACULTAD DE FARMACIA DE LA
UAEM

Nombre del estudiante: Andrés Lépez Velazquez

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Titulo de la tesis: "Obtencion de nuevas fases sélidas de fenbendazol y

evaluacion de propiedades biofarmacéuticas”

Grado a obtener:

X  Maestria en Farmacia
Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Dea Herrera Ruiz

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi

decision es:
La tesis:
X ___ Sise aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Noviembre 2021

Firma del miembro del jurado



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

DEA HERRERA RUIZ | Fecha:2021-11-11 08:42:17 | Firmante
TZ/qd0/kSXyBljk8WiygK4xzyg2jzHWaMmzPMgpM8gfEVNfIWVURJIpswE4wc+AzkXtU9VilAZvur+jfw4HNOgE8ImgTIIgMI4WNOE 1+wB+xC3tlksiYOKiIAeE277WO0f7iCmmQ2kaéBul
5C5AhtIdAwglITdxIsXAOsoccVx3B4ccijlUAWIPBOKPMNXJIQVGeNhT3mnnXol6M1jCVIb4ULCQvXSb1KJI2K4pz9nnizfRIEH4KX75coXcHdIz5vo9N9IEqN8dNVdDDgFDdx+f/sOPjK
ESiLwh9CQUI78RM1Jeiy5SMCSAZA+OLxSN8VejjnkvU67IgOfS+fOsGBfb003GSQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

LGzXWv1Pe

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Gu?IwzthjaleIlSAstaabhASsXG EJp
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Gu7lwzqtGja1NmI15AstaabhA5sXGEJp

