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Introduccion Capitulo 1

1. INTRODUCCION

|

En los ditvmos anos, la industria farmacéutica se ha enfrentado a retos cada vez mayores,
como consecuencia de fa blsqueda de wna mejor calidad de vida de los pacientes, como asi
también debido al aumento de |as presiones econdmicas y regulatorias, acompanado por el
vancimienio de las patentes de medicamentos, principalmente aguellos denominados
bipckbuster.” Todo esto implica un continuo desafio para el desarrolio de nuevos famacos.’

Las transformacionas dinamicas que ocurran an &l organismao v guea forman la Quimica da la
vida, se cumplen en medios esenciaimente acuosos. Las reacciones bioguimicas transcurren
enlre moléculas qua se ancuentran en solucion {0 que deben disclverse y fransferirse a través
de las biomembranas) para llegar al sitio de accion. Las caracteristicas de los biosisternas y las
propiedades fisico-guimicas (FQ) de los compuestos influencian los procesos de absorcidn,
distribucian, metabolismo y excrecidn (ADME), condicionando su bicdisponibilidad” (BD). Si la
solubllidad acucsa y la welocidad de disolucidn (V) son bajas, un fdrmaco administrado
enteralmente serd excretado sin la posibilidad de pasar desde al fracto gastrointestinal al
torrente circulatorio.® De esta forma, los problemas de solubilidad diferencial de los farmacos,
as deci, su solubilidad acussa y su capacidad para aftravesar membranas bicldgicas de
naturaleza lipidica, muchas veces originan que los efectos terapduticos no se manifissten.

Hasta hace poco fiempo, las caracteristicas del estado sdlido y la solubiidad acuosa no se
consideraban de interés prioritario en los estudios iniciales de investigacion y desarralia (1+D)
de nuevas entidades quimicas (MEQ). Pero en afios recientes, ha sido evidente fa aparicion de
falsos positivos o negativos en los ensayos bioldgicos exploratorios y, mas adn, de fracasos
terapéuticos, a causa de problemas de solubilidad y estabilidad de los nuevos compuesios.'
Esto ha puesto de maniflesto el papel crucial que sjercen dichas propiedades sobre al
desempefio de un farmaco, tanto i vitro come in vivo, Por lo tanto, las consecuencias de una
inapropiada solublidad acuosa y el desconocimiento de las caractenisticas del estado sdlido de
un compuesto se consideran una “punta de iceberg’, pues suelen ser las causas de problemas
gue demoran &l desarrollo de muchos medicamentos. Asi, el estudio del estado solido no sdlo
@s utl a la Quimica y Fisica estructural, sino que también aporta conocimientos decisivos
acerca de propiedades FO, como solubllidad y estabilidad,” ® lo que permite, a su vez, su
optimizacion,'

" Madicamentos gue ganacan mas de 1 bilidn de dolares de ingresos par afo, para al propistario de
ia patente,

" Velocidad y cantidad con 1a cual un principio aclivo es absorbido desde la forma farmacéutica y se
encuentra disponible en forma inallerada en la circulacidn sistémica.
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1.1. Medicamentos No Disponibles

El presente provecio se inserta en olro mas general que tlene como marco ledrico el
estudic de medicamentos huerfanos. Esie termino es definido en paises desamollados, como
aquellos que se wifizan para diagnosticar, prevenir wo fratar enfermedades huérfanas (EH).
Fontana y col.* propusieron la utilizacién del iéminc Medicamentos Mo Disponibles [MND),
ya que se considera mas abarcador y acorde a la problematica de nuestro pais. Los MMND
fueron definidos como medicamentos avalades cientificamente como de utilidad terapautica
reconocida o hipilesis validada de invesligacion perc que, por diferentes causas yo
circunstancias, no se comercializan, ni elaboran, ni disinbuyen dejando a los pacientes sin &l
tratamiento necesario, cualguiera fuese su problema de salud, por falta de disponibilidad en el
ambila nacional. La definickin de MND tiena las sigulantes caracieristicas destacablas:

&7 Ser objefiva y descriptiva por si misma.
&= Enfocarse en gl paciente ¥ sus necesidades farmacolerapeulicas no salisfechas.

&% Incluir a todos los medicamentos que no estén disporibles en e dmbito nacional, sin
discriminar la clase o categoria.

2 Pomer como orifeno ampodamte de molusian a agquelios avalados cienfificamente y de

=7 Contemplar todas las situaciones de falta de disponibilidad identificedas en nuestro
medio (no comercializados en Argenting, formulaciones hudranas, uso “off-label™, efc.).

& Independizarse de la prevalencia de la enfermedad para |8 gue 58 mecesitan.

Los estudios ledricos y trabajos de campo, gue sustentaron esta nueva definicidn, sa
pueden consultar en la tesis de Fontana.®

Actuaimentsa, subsisten enfermedades sin soluciones terapéulicas y problemas en la
disponibilidad de algunos medicamentos vitales para dar respuesta a grupos vulnerables o a
patologias especificas. Situaciones particulares, en este sentido, son las enfermedades raras
o poco frecuentas y [as enfermedades olvidadas, desatendidas o de |la pobreza. Las
primeras involucran a pocos pacienies en una poblacidn; sin embargo, su baja frecuéncia no
fleva asociado bajo impacto socivecondmico y sanitario. Las enfermedades desatendidas, por
el contrario, afectan a muchos pacientes, de escasos recursos ¥ en palses poco desarroflados
o pobres.® ™ ® En ambas situaciones y, en las intermedias que puedan identificarse, surgen
factores epidemioldgicos y econdmicos gue sustentan la falta de rentabilidad gue incentive la
|+D de larmacos. Las eslralegias de promocidn impulsadas a nivel mundial son la investigacian
an academias, en colaboracién con agencias oficiales, entidades privadas y organizaciones no
gubernamentales. Para lodas las EH, la idea consensuada es que se necesita descubrir
nuevos farmacos @ invertir en su 1+D, porque estd claro, que las empresas famacéuticas no lo
haran,

Enire las enfermedades desalendidas que necesilan de nuevas farmacolerapias se
encuentran la malaria, la tuberculosis (TEC), el Chagas vy la leishmaniasis, enfre ctras. Esio
se dabe a que ellas comparten tres problematicas principales: los medicamentos existentes son
obsolefos, poco efectivos y muchos de ellos no estan disponibles.® " Por lo tanto, la

" El uso "off-labei” es |a practca de prescribir medicamentos autorizadas para usos no autorizados
(fuera de las mdicacionss] y satistacer las necesidades especiakes de un individuc.

20



Introduccion Capitulo 1

investigacidn de nuevos farmacos es absolutamente prioritaria v la industria farmacéutica no
tiana interds an llevar a cabo 1+D en astas greas. ™ ™

1.2. El ciclo integral del medicamento

Un medicamento es una entidad compleja, definide como toda preparacidn o producto
farmacéutico ampleado para [a prevencicn, diagndstico wo tratamiento de una enfermedad o
estado pafologico, o para modificar sistemas fisioidgicos en beneficio de la persona a quien se
lo administra."® Como tal, es un preparado que contiene uno o varios tarmacos® y excipientes,
formulados en una dosis especifica, bajo una determinada forma farmacéutica. Todo
medicamento, para existir como tal, debe superar una secuencia de pasos interelacionados,
desde que la molécula es descubiera o disefiada, hasta que es ufilizada en un pacienta. Esto
suele conocersa como ciclo integral del medicamanto.

Las etapas del descubrimiento de un farmaco vy desarrollo de un medicamento,
reprasantan un procaso largo jentre B a 12 afos) y complajo. Requiers, ademas, una gran
inversion en recursos humanos ¥y matenales y los resultados son mpradeciblas. Miles de ideas
y compuestos han de ser estudiados, antes de consaguir gue unas pocas mokéculas superen
los rigurosos controlas y ensayos necesaros para conseguir que e madicamento mas eficaz,
seguro y de calidad llegue a ser comercializado. "

La 14D de los medicamentos se puede dividir en dos grandes stapas, las previas (Fig. 1.1} y
las posteriores a la aulonzacion para la comercializacion (Fig. 1.2). Las primeras comprenden
todas aquellas actividades relacionadas al descubrimiento de nuevos farmacos, a los estudios
preclinicos (en animales) y finalmente a los clinicos (en humanos).

Fig. 1.1. Etapas de pre-comerncializacidn de un madicaments. '

Para poder ser empleado en la poblacion, un medicamento debe esiar ragstrado y
aprobado por la auloridad sanitaria nacional (ANMAT, en Argenfina). Posterior a su
comercializacion, comienzan los estudios de fase IV que comprenden la deteccidn da nuevas
indicaciones y la farmacovigilancia, antre olras. Aqul tambsén quedan incluidas otras acciones
profesionales relacionadas con su uso, tal como la prescripcion, | dispensacion vy la
administracian (Fig. 1.2)."

! Ingredientes farmacéuticos activos (IFA) principios activos o drogas farmacéuticas,

21



Introducciéon Capitulo 1

Medcamento

Fig. 1.2. Etapas de post-comercializacién de medicamentos.”

Resulta interesante incluir en esla introduccidn wun concepto refacionado a lo hasta aqui
comentado, como @2 el de investigacion traslacional (IT), que ha planteado un nuevo
paradigma en la 1+D de medicamenios.” Se frata de entrelazar en un proceso ciclico e iterativo
a los investigadoras y a los agentes del sislema de salud, proponiando una retroalimentacidn
entre ambos. Parte de la hipitesis de gue, si s logra una buena ascciacion, las keas podrian
fluir en ambas direcciones, de modo de alcanzar altos nivelas de calidad en la decision de
politicas pdblicas de salud. La IT, conocida también como traduccidn del conocimignto
{ transiational knowledge), diseminacion o transferencia del conocimiento (knowledge fransfer,
ha sido delinida originalmente como aguela invesligacldn aplicada y comprehensiva gue
pretende Iraducir el conocimiento Gientifico disponible para hacerlo Uil & la pobiacicn,'® 7 EI
térming se refiere a la trastacidn en liempo real de la "ciencia de mesada’, llevada a cabo solo
an un labaratorio, a la practica clinica, de aqul |a frase asociada: “from bench ic bedside™ ." La
IT ayuda a que los hallazgos de las ciencias bdsicas sean dliles para apicaciones praclicas
que rhejoren la salud v el bienestar de la poblacidn.

1.3. La Quimica Medicinal

La Quimica Medicinal (OM), marco de referencia metodoldgico del presente proyecto,
cenfra sus objetivos en |a primera etapa de |+D de una MEQ), es decir, an la dal descubrimiento.
Sin embargo, también se involucra en algunos aspectos del desarmllo (Fig. 1.1). La etapa de
descubrimiento puede subdividirse, a su vez, en otras cualro, todas ellas abordadas por 1a OM.

+ Exploracion: Consiste en la bisqueda de nuevos compuesios con aclividad beologica.
Incluye la identificacidn de dianas, la sintesis de compuestos v la evaluacidn de sus actividades
bioldgicas. En los ditimos afcs, esta etapa se ha visio impulsada por la Quimica Combinatoria
y los métodos de cribado de alto rendimiento (HTS, del inglés High Throughout Screening).

+ Seleccion de lideres: Consisie en seleccionar & aguellos compuestos que poseen cierta
actividad bigldgica, la cual no necesariamente es alta, siendo satistactorio, en general, un valor
de concentracidn inhibitoria 50 {KCs) de 10 pM. Eslos compuesios pueden preseniar efectos
indeseados, que seran optimizados en la elapa siguients, ™

+ Optimizacidn de lideres o prototipos: Aqui se intenta mejarar |a actividad bioldgica que
muestra ol compuesio lider. Se busca oblener valores de |Gy de alrededor de 10 nM. Tambéén,
s& pretende disminuir sus efeclos indeseables, mejorar sus propiedades FQ y farmacocinéticas
{ADME}). Esta faraa e lleva a cabo principalmenta por modificacionas molecularas dal lider.

+ Seleccion de candidatos: Finalmente, se eligen aquellos compuesios gue, luego de la
optimizacidn, han presentado las mejores caracteristicas de actividad, loxicidad y propledades
FQ. Esta etapa también involucra a los estudios de propiedades farmacocinéticas y de
formulacion farmacéutica, '™ *

“ De la mesada al paciente.
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La OM ofrece como estrategia principal para e descubrimiento de nuevos farmacos el
identificar lideres o prototipos, los que luego pasan a la etapa de oplimizacion. El
descubrimiento de un lider se puede realizar de distintas formas:

* Busqueda al azar: En esla aproximacion poco racional, s8 ensayan muchos compuestos
en busca de actividad biologica, sin lener en cuenta su estructura quimica. Antes de 1535, esta
melodologia era la dnica aproximacion existente. Actualmente, aln cuando existen otras
estrategias mucho mas racionales, ésta sigue siendo importante para el descubrimiento de
lideres, debido al auge de las técnicas de HTS.

* Descubrimiento casual; En este caso los Iideres son encontrados en forma accidental,
como por ejemplo, con & descubrimiento de actividad bioldgica a parir del estudio del
metabolismo de fArmacos o por obsarvacionas clinicas,

* Diseno racional: Aqui se wiliza “racionalmente™ toda la experencia v la informacion
posible, ya sea de la estructura de un compuesto quimico que tenga actividad, de los procesos
bioguimicos o farmacoldgicos involucrados, de ias dianas bioldgicas o terapéuticas conocidas,
elc. Actualmente, se refiere al disefio de guimictecas integradas por derivados quimicos
similares =

Si blen el lider posee la aclividad bioldgica buscada, generalmente liene ofras
caracteristicas no deseadas. Ez asi como, por ejemplo, una baja solubilidad o una pobre
absorckin puaden levar a gue un compuesto sea excluido mds tarde o méds temprano de los
esiudios de 1+D y causar demoras en el descubrimienio de muchos f&rmacos. Limitaciones
comec las mencionadas puaden superarse a fravés de modificaciones moleculares {lormacidn
de andlogos) o la manipulacién de las propiadades del estado sdlido, entre ofros. Finalmenta,
ta seleccion de los mejores lideres conduce a los candidatos, los cuales enfrardn en las
etapas postariores del desarmollo (Fig. 1.1).

El método tradicional de la QM consistia principalmente en sintetizar los compuestos y
medir su actividad, para luego comenzar con los estudios preclinicos.” =" * En contraste con tal
aproximacicn, los actuales criterios de racionalidad imponen nuevos desafios para acelarar y
hacer mas eficienie su bisqueda. El perfil deseado de una NEQ es una relacidn compleja antre
sus propledades FQ, su afinidad y selectividad por el receptor y sus propiedades ADME y
loxicoldgicas (ADME-Tox), Este moderno paradigma de desarrcllo de nuevos farmacos,
conocido como disefio en paralelo, podria ser sinletizado con la frase “fallar temprano es fallar
barato®. Esto incluye la determinaciin o estimaclén de propiedades FQ (vinculadas a la BD) y
ADME-Tox, en las primeras etapas del descubrimierto.™ Las chances para un disefo exitoso
dependen, en gran medida, de cudnta de esta imporiante informacidn pueda acumularse en
elapas tempranas de la investigacion. Es por eso que, las estrategias actuales promueven los
asludios de dichas propledades en lorma simulidnea a los ensayos biokigicos (Fig. 1.3).%
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Fig. 1.2, Modsio de diseho en paralelo, donde s& planiea ol esiudio de las propiedades FO en “forma
paralela” al descubrimienio, sintesis y ensayos biclégicos de las NEQ, ™

Este nuevo paradigma incrémenia las probabilidades de obtener un farmaco exiloso {con
actividad farmacologica v propiedades ADME-Tox oplimas) ¥ na solo un buen ligando para el
recaptor involucrado, que unicamenie haya demosirado una buena afinidad o una actividad
bicldgica in witro aceplable (Fig. 1.4},

Frogae il dsfiin

Acsnatad agtims  Buen LiGANDO |

Wil
Fig. 1.4. Propledades vevsus actividad {Adaptado de Kems y D™,

1.4. Propiedades de una NEQ

Las diferentes propiedades de una NEQ, gue influencian su accidn larmacologica, se
ancueniran intimamenie relacionadas, A parlir del conocimiento de la estructura de una NEQ,
su estabilidad, lipofilicidad, solubilidad acuosa y Vy, &5 posible predecir si su BD sera adecuada
o no, y si tendrd versatilidad para ser preparada en diferentes formas larmacéuticas ™ ™ #

Como se observa en la Fig. 1.5, las propiedades estructurales moleculares, como gl peso
molecular (PM), el volumen, el drea superficial polar topoldgica [ASPT), la polarizabilidad, los
anlaces puente de hidrogena (EPH) y las demas fuerzas infra @ intermalaculares, afectan éan
forma directa a:
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* |as propiedades tisicas, como la solubilidad, la permeabilidad, &l punto de fusion (pf) v la
lipofilicidad

* [as quimicas, como la estabilidad v la reactividad

» |as bioguimicas, coma la unian & proteinas, el transporte, la 1Cy v la dosis letal 50 (Dlag).

Estas Ultimas van a influir, @ su vez, sobre las propledades farmacocinéticas y
toxicologicas (propiedades ADME-Tox y BD) y de esta forma sobre el desempefio in vivo de la
NEQ™

milecelnres
Propledadi Prapledade
ferreacocindoa ‘o boaldgions
Propiadades FiLy
Bloiigicas

Fig. 1.5. Redacian entre las propiedaces estructurales, FO, bickdgicas, farmacocindticas v
Iaxicologicas (Adaptado de Mannhodd y col.*®).

El tamano molecular puede 2er un factor limitante de la absorcidn oral. El PM v el volumen
son tomados, generalments, como descriptores de tamano, debido a la facilidad en su
ootencion. Ademas, el tamaro molecular y los EPH son componentes que afectan en torma
directa a la lipofiicidad. Es asi que, la capacidad de un compuesio de establecer EPH se
correlaciona muy bign con su difusion pasiva. El ASPT, es junio con la lipofilicidad, uno da los
pardmetros mas impartantes que caractarizan las propiedades de fransporte de una sustancia.
Los logaritmos de los coeficientes de particidn (log P} v de distribucién (log D) en actanol-agua
son utilizados para estimar i3 penstracion en membranas ¥ la permeabifdad, incluyendo |a
absorcién gastrointestinal, pasaje a través de barrera hematoencelalica y correlacion con
propiedades farmacocingticas. ™

For otra pare, las propledades del estado sdlido de un compuesto son tambeen
sumamente imporantes en Quimica Farmaceutica, va que mas del 80 % de los |FA son
adminisirados en estade sdlido por via oral como parte de una lorma farmacéutica solida
icépsulas, comprimidos, suspensiones, efc.). Dichas formas proveen una manera estable,
saqura y practica para la administracidn al paciente.™ Por le tante, en los Ghimos afos se ha
comprendida la importancia de conocer ¥ oplimizar las propedades del estado sdlide, debido al
mpacte que gjercen sobre e correcto desempenc in wyvo de un famace, la obtencidn de un
procesa de manufactura confiable y la proteccian de la propiedad intefectual. Las propiedades
del astada sdlido (conceptos que serdn desarrollados en el Capitulo 4) tienen un profunda
impacto sobre |a solubilidad y la estabilidad. Asi, para el disefio racional da una NEQ y para
avaluar sus posibilidades de desarrobo, hay que tener en cuenta dichas propiedades, por |o
gue se requiers una adecuada caraclerizacion de las formas fisicas seleccionadas.’

Finalmente, para lograr una comgprensidn mas completa de las propiedades FQ, la
reactividad y la actividad biclégica de una molécula es importante conocer su estructura
tridimensional (geomefria mofecular). Dicha geometria puede ser obtenida por medio de
diferantes matodotogias, entre ellas, madiante resolucidn de |a estructura cristalina por técnicas
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de difraccion de rayos X o a través de calculos de minimizackin en fase gaseosa (moléculas
aisladas) o en solventes, usando técnicas de modelado molecular o Quimica Computacional
(QC). La geomeiria juega un papel crucial, tante en la complementariedad ligandao-receptor,
coma en los procesas ADME-Tax.™

1.4.1. Solubilidad

En general, la solubifidad se define como [ cantidad de una susfancia que pueds disolversa
an wn dado volurman de solvenle a wna temperatura especifica. Sin embargo, en un andlisis
mas especificn, se podrian definir varios tipos de solubilidad, A Io largo de este frabajo de tesis
58 Uusaran las siguientas definiciones:

« Splubilidad termodindgmica {S,.). Es la mdwima cantidad de la forma crislalina mas eslable
del compueasio que puede parmanacer an solucidn en un dade volumen de solvente, & una
dada temperafura ¥ presicn, bajo condiciones de equilibrio,™ A lo largo de esta lesis, la S5,
haca referencia a la solubilidad en agua, determinada en gl equilibrio termodindmico.

» Solubilidad calculada (S.i) Es la solubilidad lermedinamica en agua, gue ha sido
calculada o estimada, mediante Ia utilizacién de métedos o modelos i silico.™

» Spolubilidad cinética (5.). Es la concenfracion a la que un precipitads inducide sparece en
wng solucion. Los métodos de medicidn de 3. fueron disefados para facilitar las mediciones de
aito rendimienio, como las HTS. Se parte def compuesio disuelio {generalmente en DMS0) v,
luego, a dicha solucion se le agregan alicuotas de agua. La 5. es definida coma el valor de
concentracidn en ef cual el componente acucss no puede maniener solubilizado al soluto v
esle comienza a precipitar,™

* Solubilidad intrinseca (Sp). La mayoria de los compuestios famaceulicos son elecirofitos y
puaden axistir an diterentes lormas ionicas (acidos o bases debdes o en combinaciones de dos
tipos de ionizacidn} dependientes del pH. La 3, se define como la selubiidad de la forma neulra
e un compuesto ionizabie, La Sy de un no-glecirolito o de un electrolito con 100 % en su forma
nautra 25 /3 concenlracion de su solucidn salurada en eguitric con la fasa soida.
Tradicionalmente, la 5y es medida usando el ensayo de agitacidn de matraz {shake flask), en el
cual el solide es mezclade vigorosamente con agua por un large periode, Este método es muy
demandante de tiempe, lo que impide que se uillice en ensayos HTS.™

* Solubilidad aparente (5,,). Es |la concentracidn de un soluto en un solvente, bajo
condiciones de equilibrio aparente, por ejemplo @n una solucidn supersaturada. La 35, esta
invalucrada en diferentes aproximacionas que intentan mejarar la V, de una NEQ, entre ellas
& pueden citar la formacién de complejos supramoleculares, la cosalvencia, la lormacion da
sales v cocrstales, la reduccion del tamano de parficula y la utilizacion de formas amorfas o
metagstables, entra olras. Por ejemplo, los complejos de inclusion, la utilizacian de cosolventes
o el uso de formas amaorfas o polimorfos metaestables suelen producir un ncremento de la
S " En general, la forma cristaling mas estable seria agquella que presenta la menor
solubilidad, por ko gue los experimentos que comenzan con una forma solida melaestable,
podrian mostrar una S, mas elevada ™ Cuando se refiere a sales, también es conocida coma
sofubilidad bufferizada'tamponada y es la medida a un determinado pH, por sfemplo 1,2, 4.5 ¢
5.8 (pH s conocidos coma biorelevantas).™ Es asi que, la S, de un electrofito es funcién de su
Sy, del pH y su pKa.™ Para compuestos ionizables, la S, v la Sq estan relacionadas por la Ec.
de Henderson-Hasselbach. Para un compuestc monodcido segun la Eco 1.1 y para un
compuesto monobasico por la Ec. 1,2.%
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$,. =8, 110/ Ec. 1.1

5,, =5, [1+100-rs] Ec.1.2

« Solubilidad no bufferizada. Hace referencia a la solubiidad de una solucidn saturada de
un compuasto al pH final gde dicha solucion {usualmenta en agua), Iz cual puede estar alejada
adel pH 7 debwda a la aulfo-bufferizacidn. Para compuasios neutros [(no onizablas) las
solubllidades bufferizadastamponadas, no bufferizada e intrinseca coincidan.

La determinacion de la 3, implica que la concertracidn y la forma solida no cambien con &l
liempo. Esto resulia del balance entre las energlas de interaccion soluto-solvente, comparado
can las energias soluto-solute y selventa-soivente,™ Las fuerzas intermaoleculares que explican
la S son tres: (a) solvente y soluto son puestos en contacio y cada uno interacciona
primariamente con moleculas de su tipo, {b) para mover moléculas de soluto a la solucidn, las
interaccionas entre el solute dentro del cnstal (energia de red crisialing) v entre el solveniz en
&l espacio requenido para acomodar el soluto (energia de cavitacidn) deben romperse (ambaos
30N procesos endotérmicos). La entropia del sistema se incrameanta ligeramente, ya que |a red
ardenada de EPH entre moléculas de solvente ha sido interrumpida v () una vez que el soluto
as rodeado por eof solvente, se forman nuevas interacciones estabiizantes (energia de
sohvatacién), como se indica con las maoléculas azul oscuro an la Fig. 1.6 (proceso exotérmica).
La entropia del sistema se incrementa debido a la mezcla entre soluto y solvente (entropia de
mezcla), para también disminuye localmente debido al orden de corto alcance introducido por
la presencia del soluto, 13l como se indica con las moléculas de color azul clare.™ La solubilidad
85 filljpm'ﬂn de tres terminos energeticos, como se detalla en la Ec. 1.3 v esquemaliza en la Fig.
1.6,

& = Manergias de ampaqueiamiento cristaline + de cavitacion + de solvatacion} Ec.1.3
|m] 1] 4]
[ 1 . i:‘ - .. -
MR |
LRI

Fig. 1.6. Fuerzas intermoleculares que explican la 5,

Asi, se puede considerar que of proceso de disclucidn cuenta, en lorma concaplual, con fres
grandes etapas. En la primera, €l soluto debe vencer las fuerzas de atraccién entre sus
maoléculfas para poder cambiar su estado de agregacion y una de ellas debe liberarse. En la
sagunda, las de solvente daben crear cavidades dande se puedan situar las moléculas de
saluto. En la tercera, la molécula iberada desde el sdlido debe mezclarse con las de solvents.
Si consideramos que el soluto s un salido cristalino, en & primera etapa se debe considerar la
tusion del salido. Una vez que las moleculas de scluto se sithan en las cavidades de! solvente,
se produce su sobvatacién.®

La mezcla de ambos tipos de moléculas se produce debide a una aleatorizacion v la
entropia de la mezcla es el factor determinante. La cavitacion también tiene entropia positiva
porgue aumenta el desordan del solvente. Otro factor es la entalpia: interacciones
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intermoleculares y EPH enire fas maoléculas de solulo v sclvente deben ser mas fueres, en
eomparacidn con las interacciones soluto-saluto y solventa-selvente. Cuanta mas luerta son las
primeras, el proceso de disolucion sera mas favorable por razones entdlpicas. En forma global,
la energia de solvatacion as [a resultare da lodo &l proceso.

Azi, una pobra S, puede ser causada; principalmente por dos factores, i) una alta
lipafificidad y i) interaccionas intermaleculares fuertes en el estade sdlido, log cuales hacen que
la disolucidn del compuesto sea enargélticamente costosa.

La energia libre de icdo el proceso de disolucion es una funcion de estado, por lo que no 58
trata realmente de un proceso en etapas. Para que el proceso da disolucidn gaa espontanaa.
coma en cualquier transformacidn tlermodindmica, la variacidn de la energia libre de Gibbs
debe ser negativa (Ec. 1.4)."

AG, =AH —TAS, Ec. 1.4
La energia libre de disolucidn se relaciona con la 5, a fraves de la Ec. 1.5,

AG, =—RTInS, Ec. 1.5

Lags spluciones eales son agquellas que siguen las leves de Raoult, presenian bajas
concentraciones vy la naturaleza quimica del solute vy del disolvente son semejanies. La
solubfidad ieal (5 de un sdlido, a una temperatura especifica T, depende sdlo del calor maolar
da fusion {4H,) v del pf del sdlido (Ec. 1.6).

- AH -7)
ns' = —L Ec. 1.6
RTof
danda AH, es al calor molar de fusidn, R as la constanie de los gases v T &5 [ lamperalura. En
las soluciones reales, la cantidad que se dizuelve dependerd de la maluraleza guimica del
scluto y del disolvente, y de sus interacciones 454

1.4.1.1. Solubilided durante el descubrimiento v desarrollo de farmacos

Lina inadecuada solubilidad se puede ransformar en un gran desafio a superar, yva que asia
propiedad influye en etapas que atraviesan horzonfalmente todo el proceso de descubrimiento
y desarrollo de un larmaco v un madicamento, Entre las cinco propiedades FQ a estudiar en
glapas tempranas del descubrimiento ([pkKa, solublidad, permeabdidad, estabiidad v
lipofilicidad) una escasa solubilidad en agua encabeza la lista de las no deseadas. Es un factor
que puade comprometer 3 evaluacion de las demas propiedades, ocultar caracteristicas
indeseadas, influir sobre la farmacocinética v farmacodinamia y, aun, afectar el desarrcllo
completa.* Por ejemplo, la solubilidad acuosa es central al nivel de los ensayes in vitro, dado
que cuando es baja puede conducir a una pobre reproducibilidad y a resultados poco
confiables, 5 un compuesto precipila antes de alcanzar su blanco celular, éste estard expuesto
a una concentracidn de compuesto menor a la nominal y puede producr una respuesta
disminuida, indetectable o independienta de la concentracion ensayada (falso negativae).*™

En afios reciantes, el prablema de la pobre solubilidad acuosa se ha vuelio mas frecuente
debido a las nuevas metodologias de HTS y de Quimica Combinatoria, como asi también del
descubrimiento de nuevos blancos bickdgicos que requigren moléculas mas lipolilicas para una
megjor eficiencia de kgado. Mientras que, un valor de solubilidad menor a 20 pg/mbL era
practicamants inexistenta antes de 1980, aclualmente la situacidn ze ha revertido,
enconirandose cada vez con mayor frecuencia, valores mencres a 1 pg'mL.*®

£8



Introduccion Capitulo 1

Los ensayos de solubilidad realizados & lo flargo de las diferentes alapas de
descubrimiento y desarrollo da una MEQ, se focalizan sobre distintos objetivos. En las de
descubrimiento, durante la identiflcacibn de lideres, los estudios de sofubilidad son usados
rufinariamente para clasificar lideres y para identificar potenciales inconveniantes {como una
falsa respuesta en s bioensayos). Mas adelante. durante la optimizacidn dal Hder, esta
informacion es usada para guiar & quimico en la superacion de dificultades asociadas a las
propiedades FQ y ADME, en la implementacién de esirategias apropladas y en la foma de
decisiones en el desamollo de candidatos (Fig. 1.7).* Los ensayos realizados en estas etapas
50N en su mayoria determinaciones cinéticas; sin embargo, las mediciones en equilibric estan
siendo introducidas cada vez mas temprano. Tambien, se realizan estudios en solventes
organices, requeridos en los screening de polimorfos, para generar maleriales puros, estables y
crislalinos de la fase solida mas estable del compuesto.

Las praguntas claves que direccionan las determinaciones de solubilidad durante la etapa
de desarrollo se focalizan en las propiedades del estado sdlido, en la formulacion y en la
identificacion de correlaciones in vitrofin wyvo (Fig. 1.7). Serd necesario realizar ensayos sobre
nuevos lotes de un compussto. Frecusntemente, los materiales amorfos o parcialmante
cristalinos de los estudios iniciales son gradualmenta remplazados por lotes de mayor escala y
por pefimorfos de mayor estabilidad termodindmica y pureza, lo cual puade fraer aparejado una
significativa disminucion en 1a solubilidad.

La solubilidad de un compuesto es determinada, lambién, en otros medios, como buffers
acuosos, cosolventes, complejos (por ejemplo con ciclodextrinas, CD) v agentes emulgentes
(surfactanies), aceites, protofipos de formulaciones vy fluidos bioldgicos. Si os compuestos
posean baja solubdidad acuosa o limitaciones en la Vg, la seleccion de la mejor forma solida
(por ejemplo una sal) yo formulacion puede ayudar a "rescalar” aguellos derivados
problematicos. Aungue las formulaciones no incrementan la solubllidad per se. éstas pueden,
par sleccion del mejor par candidatoformulacidn, presentar al IFA an una forma farmacéulica
Optima para la absorcidn. La identificacion de vehiculos para uso oral o parenteral, la
clasificacién de sus capacidades de carga y el andlisis de su facultad de inhibir la precipitacion
por dilucidn, son ofras dreas en las que se usan los datos oblenidos. Durante el desarrolio,
también son importantes las pruabas de disolucidn, para identificar problemas en la velocidad
de absorcion, establecer correlaciones in vitrolin wvo, predecir potenciales efectos de los
alimentos, identificar medios biorelevantes y desarrollar estrategias para superar los problemas
refacionados a solubilidad y disolucidén. Las pruabas de disoducidon asisten an el contral de
calkidad, en esludios de bioequivalencia y en |3 preparacitn de bioexenciones' . *

" Autorizacian de comercializacion que se concede a un medicamento mediante la demostracidn in
vifro, de su equivalencia biofarmacéutica con las referencias eslabiecidas.
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Fig. 1.7, Chjetivas da los ensayos de solubiidad en el propeso de descubrimiento y desarmolle de
tarmacos (Adaplado de Alsenz y col. ™),

En lo que respacta a corelacionas in vilre'in wive, en alapas avanzadas del desarrollo se
aplica el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB). Este ssquema correlaciona la
disolucion i wiro con la BD in wivoe ¥ s& basa en & reconocimients de que la disolucian y la
permeabilidad gasiroiniestinal son los parameiros fundamentales que controlan la velocidad y
el grado de absorcion y, por |o lanio, la BD. Este sistema clasifica a los compuaslos en cualro
clases de acuerdo a su solubilidad acuosa v permeabilidad intestinal (Tabla 1.1), dos factores
claves para la absorcion intestinal. "’ Generalmente, un compuesto con aia solubilidad acuosa y
parmeabilidad es considerado exento de problemas de BD.®

Tabla 1.1. Clasdicacion de IFA segun el sce’

Clase Solubilidad Permeatbilidad Etapa Limitanie para la absorcidn
| Alta Alta ® Mo posee
[} Baja Alta DisluciénFormulacidn
1] Alta Baja Permaabiliciad intesfinal
v Baja Bajz Digolucidn yo permeabilidad intestinal

"La mayor doses del larmaco se disuelve en 250 mi 9 menos de una saluchon acuosa en un rango ce pH
de 1,2-7.5, segon la FDA,* v de 1,2-6,B, segin la OMS," caso conirario, el IFA es considerado de baja
solubilidad.™ * Se clasifica come altamenie permeable. si la cantidad absorbida en humanos es = 90 %,
segin la FDA" y » B5 %, segin la OMS."

i Que se entiende por soluble o poco soluble? La respuesia depende de [a etapa de 1+D en
que =2e esié, En las de descubrimiento, s& considera que derivados con solubilidad en agua
menar a 100 pg/mL son practicamente insclubles (Fig. 1.8).% Serajuddin y cel.™ encontraron
que aproximadamente un tercio de los nuevos compuesios sintetizados en laboratorios de Ob
poseen una solubilidad acuosa menos & 10 pg'ml, ia del otro lercio esta entre 10 y 100 pgéimlL
v la del resto es mayor a 100 pg/mL.™ *' De forma simitar, Lipinski repostt que & 31,2 % de un
grupe de 2246 compuestos sinletizados en laboratorios academicos entre 1587 y 1994
presentaron solubllidades iguales o menores a 20 ug/'mL.~
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Fig. 1.8. Recientes landencias en la solublidad acucsa de NEQ.™

En etapas del desarrollo, los limites dependen parficularmente de la dosis terapéutica v la
potencia esperada. Lipinski propuso que una solubiidad pobwe puede ser lolerada por
candidatos altamente potentes, pero valores mas favorables serdn necesaros para
compuesios de baja potencia,”® En este sentido, Faller y Eril indicaron que un compuesio con
una dosis promedio de 1 mgkg {lo que comprende el BD % de los farmacos actualmente en
degarrollo) deberia femer una solubilidad de al menos 100 pg/mlL, para considerarse
adecuadamente soluble.™ Si con la misma potencla tuviera mencs de 10 pg/mL, & compuesto
seria pobremente soluble. Conforme a esto, Tong ¥ Wen postularcn rangos similares a los
anteriores, los cuales se muestran en la Tabla 1.2.%° Aquellos derivados con solubilidades en
agua menores a 20 pg/ml, tendrdn probablemente problemas, a menos qua Ssean
inusualmente potentes (por ejlemplo, dosis clinica proyectada de 0,1 mghkg), inusualmente
permeables o 3 menos que sean susiratos de transportadores biolagicos.”

Tabla 1.2. Clasilicacion de la solibilidad acuoss de compuestos con dosis de ~ 1 mghkg (mg de
compuesio'kg da paso mrpn-ra]ﬁ.j"

Solubllidad acuosa (pg/mL) Clasificacian =2 Comentarios
= 20 Baja Tendra problemas de salubilidad
20-865 Moderads Podria tenar problamas de salubilidad
= B5 Alta Mo tondrd problemas de solublidad

La Fig. 1.9 representa la minima solubiidad acuosa que debe posear un cOmMpuUesto en
funcion  de diferenfes potencias orales y permeabilidades intestinales. Se comparan
compuesios muy potentes, aguelios con dosis proyectadas de 0,1 mgkg (tras baras de la
izquierda); de potencia media (1 mgkg), que represenia el escenario mas comdn (ires barras
cenfrales) ¥ de baja potencia (10 mg/kg), res barras de la derecha, En cada uno de los tres
escenarios se consideran permeabiidades baja, media y alta ™
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Fig. 1.9. Solubikdad minima aceptable (en pg/mL). Las baras muesiran la minima solubilidad para
permeabilidad {es indicada como P) baja, madia y alta a tres dosis clinicas (Adaptado da Curatola™).

La solubilidad acuosa (expresada en moll} es normalmente representada como log 5. En
general, cerca del 85 9% de los farmacos comercializados poseen valores de log 5. entre -1 y
-5, Valores por encima de -1 no som problemdticos, aunque se los asocia con mokbculas
altamente polares. como azicares y péplidos peguenos, que pueden tener baja permeabilidad
en membranas, en ausencia de lransporladores activos. Asi, un rango de log 5, de -1 a -5
refleja un compromiso o situacidn de equilibric entre la polaridad adecuada para una razonable
solubilidad acuosa y B hidrofobicided necesana para un pasaje optimo a traves de
biomembranas.

1.4.1.2. Medicidn y prediccion de la solubilidad

La determinacién y prediccion de la solubllidad acuosa es aln un campo com muchos
desafios en el drea farmacéutica, y requiare mas investigacion experimental y computacional.
Actualmente, se conocen muchos meétodos experimentales para la delerminacion de la
solubilidad. **

La medicion de S, comienza con el compuesto disuelto y representa la solubilidad maxima
de la especie que mas rapido precipita. Los valores de 5. son tempo dependiente y cbedecen
al grade de supersaturacion. En general, tienden a estar por encima del valor de S, ¥ no son
reproducibles entre dilerenles métodos cindlicos®™ La precipdacion desde una solucion
favorece las formas sdlidas metaestables, de acuerde a la "Regla de los estados de Oswald™, El
tipo de material precipitado no es determinado ¥ puede zar amorfo o cristaling, estar an forma
neutra ¢ como sal, existiendo como un cocristal o como una combinaciin de las anteriores. ™

La daterminacién de la S, se lieva a cabo disparsando un sdlido en un liquido. La S,
represenia la solubilidad del compuesto en equilibrio con un exceso de sustancia no disuelta al
final del proceso de disolucion, Es considerada como la solubiidad “verdadera™ de un
compuesio ¥y como un “estandar de oro” durante el desarrollo de un medicamento. Este valor
depende de mulliples propiedades del compuesio v de varios factores experimentales [Tabla
1.3). Para la medicidn de la S, l1a V; del compueste juega un rol impartante, dado que la red
cristaling del compuesto tiene que experimentar una disrupcidn como parte del procesc de
disolucién. Consecuentamente, el material amorio o poco cristaling exhibe, en general, una
mayor V4 comparado con el material cristalino.™ Ademads de la cristalinidad, la V. es afectada
directamente por una amplia varedad de faciores, como la wvelocidad de agitacion, la
femperatura, el tiempo, el tamano de particula, la humectabilidad, la viscosidad (coeficiente de
difusion) v la polaridad del solvente.
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_Tabla 1.3. Algunos factores gue afectan la S, (Adaptada de Alsonz y ol ™)

Factor Comentario y'o Referencla
Pureza Las Impurezas alectan ia S, ¥ 1a Vg
Tamaho de particula Aseguramianio del tamafio de particula
Solvente de cristalizacion Efecio sobre la S yio V"
Polimoric en inicio/tinal Cambio en las propiedades dﬂl;ﬁ:}i:;i?gmm polimorfos, formacian de
Compuestos lonizables omposicidn del bufler, eleclo ion comun
Estabilidad en soluckon Degradacian del compuesio™
Agregacién del compuesto  Formacion de agregados promiscuos,™ autoasociacidn,™ reduccidn de ia
o habito cristaling superficie por agregacidn de las particulas™
Crecimiento de particulas Reduccitn de la superficie
Tiempo Aseguramiento del fiempo de equilibrads
Temperalura Efcigncia an ¢l contral de ia temperatura
Condiciones de agitacion Homogeneidad en la agitacién™
Solido en exceso Cantidad de solido residual™
Separacidn solido-liquido Tamafic de poro de filire yio eficiencia de cenfrifugacion
Pureza del solvente Agua residual en acelies’ o agua en DMSO™
Adsorcian a suparficies Adsarcion a filtras o recipientes™ ™
pH inicialifinal Para compuestos ionizables en solucidn acuoss
Método analitico Efacto de impurezas o productos de degradacion
Cuantificacion Curva de calibrado. Miscibibdad enire solvenie ensayado v &l de dikicidn

Los avances tecnoligicos de la Quimica Combinatoria y &l HTS han llevado a que se
sinteticen miles v miles de compuestos y se midan sus actividades biologicas. Sin embargo, los
avances an las determimaciones de solubibdad, especialmenta la 5., han sido mas lentos, Por
esta, hay una tremenda necesidad de realizar modelos in siico de alla calidad y confiables para
avaluar la solubiidad de compuesios pertenécientes a grandes quimictecas v de moleculas
disefiadas virtlualmenle con computadoras. En los Gltimos 20 anos se han desamollado una
gran cantidad de métodos de prediccion de 5., Es asi que, & nomern de ariculos de
investigacion originales en esta drea es reaimente abrumador. Sin embargo, como indicaron los
resultados estadisticos, no han emergido la exactitud v la confiabilidad.™ Entre los trabajos de
prediccion de S.. in siico se destacan los de Lipinski v col.,” Jorgensen v col.,™ Hou y col.,™
Dearden,™ y recientemente los de Wang y cal,,™ ™ Balakin y Tetko,™ y Duchowicz y col.' Esto
documenta claramenie la imporiancia de este tema, pero también demuestra gue no existe ain
un enfoque verdaderameante salisfactorio para la prediccidn de esta propledad FO fundamenial,

En general, ks modelos de prediccidon de See, podrian ser divididos en tedricos,
EBMiempiricas y empincos. También, desda un punio de visia practico, se puaden catagorizar
en dos grupos; los predictivos v los correlatives. A su vez, dicha clasificacidn puede aplicarse
a la prediccion de S.. en un solvente o en mezclas de sohlventes. El modelo predictive puede
Irabajar sin wWilizar datos de solubilidad experimental (modelo predictive puro) o con el uso de
uno o dos determinaciones como dalos de enfrada o inpufs (modelo semipredictive). La
venfaja de los modelos predictivos pures es que no emplean ningtn dato expermental; sin
embargo, sus capacidades predictivas som bajas. El modelo correlativo provee una relacion
cuantitativa entre la S, y vanables independientes, como propiedades FO de los solutos o los
solventes. Modelos correlativos validados pueden emplearse para predecic los dalos no
determinados. Sus ecuaciones emplean parametros de ajuste para correlacionar fos datos de
S BXperimental con respecto a diferentes propiedades FO.™
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1.4.1.3. Mejora de lo solubilidod acuoso

Cuando la solubilidad acuosa de un derivado ez limitada suele sar necesans recurrir a
técnicas que permitan incrementarla. Este objetive puede abordarse desde diferentes
enfoques, a saber.

« El quimico o modificacién de la estructura molecular (por formacion de sales o
profarmacos). La formacién de sales un meétode muy efective para incrementar la
solubilidad, aungue es necasario contar con moléculas que posean grupos ionizables, a partir
de los cuales se puedan lormar sales de uso farmacéutico. Asi, para sustancias con
caracteristicas dcidas, la ulilizacién de una soluckdn de pH basico puede mejorar
considerablemente esta propiedad.™ Por otro lado, los profarmacos suelen estar disefiados
para majorar la BD oral en casos de mala absorcidn an el tracto gastroiniestinal, que suele ser
un factor limitane.™

* Las modificaciones del estado sdlido. La ingenieria cristalina ofrece un gran ndmero de
esiralegias para avmentar la solubflidad. Entre ellas se pueden citar la utilizacion de polimarfos
metaestables, de formas amorfas y'o particulas ultralinas v |2 preparacidn de cocristales. Esta
daltima es una alternativa a la formacidn de sales cuando éstas no lenen propiedades sdlidas
adecuadas o no pueden ser formadas debido a la ausencia de grupos ionizables. En esie
sentido, los polimorfos, solvalos y cocristales presentan dilerencias en sus propiedades FQ,
tales como densidad, dureza, indice da refraccion, pf, entalpla de fusidn, presidn de vapor, S,
Vi Asl, un polimorfo metaestable presentard una S mayer gue la de la forma estable; sin
embargo, dicho aumento es temporario, ya que con gl iempo 58 produce la conversion a la
torma termodindmicamente estable v ai valor da S, retorna al valor de S Ganeralmenta, ai
polimorfe més estable es el mas seguro y elegible, pero hay casos en que las formas
metaestables pueden ser adecuadas, fundamentalmente, cuando se busca optimizar la S, 0 la
Wy, Aunque, las energias reticularas de las formas sdlidas (polimorfos, amorfos o solvatos) son
responsables de esas diferencias, la mayor variacion en S, se observa entre materiales
amorios y cristalinos.” La diferencia de 5., entre distintos polimorfos “verdaderos” de un misma
compuesto suele ser menor a 10 (Tabla 1.4), aungue Pudipeddi y Serajuddin mostraron a
través de un estudio comparativo, que la relacion es tipicamente menor a 2.%

Tabla 1.4. Relzcion entre 1z solubilidad ol pdlnu‘h:: mataaslama con respecto a |'E del estable.”

Soluto Temperatura ("C)  Solubllidad (metaestable/estable)
Su-1TTTDE 2T 4.2
Disopiramida a7 10
Palmitaio de cloranfenicol 30 a8
Sullametoxidiacina (1, 1) 30 08
Sulfatiazal (1L, 1) 27 1,7

Mientras gue, la diferencia entre un material amorfo y uno cristaline da un mismo compuesio
puede ser de hasia cientos de veces (Tabla 1.5)." * Debido a elle, la “amorfizacién” o
vitrificacidn se ha convertide en un métode importante para mejorar la S, de MECQ, en las que
dicha propiedad es muy dependienie de las fuerzes y de la disrupcion de la red cristaling.
Generalments, la uliizacitn de diferentes polimorfos, de formas amorfas o el meiodo de
reduccion de tamafo de particula al rango de sub micrones (100-200 nm) logrd mejores
resultados, en aquelios derivados en los cuales la alta crnstalinidad era el problema de su baja
solubilidad.
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Tabla 1.5, Comparacidn enfre la solubfidad de un material amorfo (&) vy un material cristaling (C)
{Adaptada de Huang y Tong').

Saluto pr(°C) Solubilidad (A/C)
Cafaina 258 &
Tealiling are &0
Marfifa 167 270

Hidroclorotiacida 2 15
Sulfametoxidiacina 215 1.5

= La lormacion de complejos supramoleculares, En la Quimica Supramodecular, las CD
son consideradas las moléculas mas importanites para la solubilizacion de compuestos
organices. Ellas pueden formar complejes de inclusién no covalentes con una amplia variedad
da compuesios en soluciin. Se encuentran amphamente documentadas las propiedades FO
que imparten las CD a determinados compuestos que acomplejan, entre ellas, cabe destacar el
aumento de la S.* * v la estabilidad quimica,® * Su versatilidad permite su aplicacion en
diversos campos, como alimentos, texties, medicamentos, proteccidn ambiental y catilisis ¥ *
G

* La utilizacion de cosolvencia. Es ampliaments reconocida la ulilidad de los cosolventas,
g5 decir, solventes organicos miscibles con agua, gue se usan en cierta proporcion para
aumentar |a S de un compueste en agua. Es frecuente su utilizacion en formas farmacéuficas
liquidas, para aumentar la S, de farmacaos y/'o para reforzar la estabilidad guimica y fisica de
cigrtas formulaciones. En esle mismo contexio, los cosolventes se usan en forma rutinaria, en
las medicionas de bioactividad, para avitar |a precipitacion del compuasto a ser medido en el
medio acucso del bicensayo, La cosolvencia, entonces, se refiere a la técnica de usar
cosolventes (elamod, propilenglicol, glicerina y poletilenglicoles) para los  propositos
mencionadas ** "7 W

+ La reduccion del tamafio de particula. La reduccién de tamafic a escala nanométrica ha
demostrado ser una altenativa muy prometedora, ya que aumenta el area de superficie
especifica mas alla de la micronizacion v conduce, asi, a mejores caracteristicas de disolucidn
¥ & una mayor exposicion sistémica. Las nancparticulas han mejorade significativamente, en
estudios in vivo, la BD oral de farmacos poco solubles en agua,™

+ La modificacion tecnologica de la forma farmacéutica. Resultan conocidos bos efectos
zobra el incremento de [a solubillidad acucsa, que Henen las formulaciones basadas en lipidos,
la utilizagion de surfactantes o tensicaclives de diversos lipos (no idnicos, catidnicos o
anidnicos) o los sistemas micelares.
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2. OBJETIVOS E prgi TESIS

11

2.1, Objetive general

El objetivo general de este proyecto fue estudiar el estado sdiido, las propiedades
estarsoelectronicas y la solubilidad de algunes A-Bencenosulfonilos derivados de heterociclos
(NBS-Het), gue mostraron promisona actividad bioldgica i vitro. Esto se planted can el fin de
ganerar conotmienios gue puedan contribuir al disefio y desarrollo de MWD para &l tratamienio
de EH, tales como el mal de Chagas, la TBC, la lesshmaniasie v la malaria, enire ofras.

2.2, Objetivos especificos

Los objetivos especificos fueron los siguisntas:

1- Caraclerizar las propiedades estructurales de seis derivados, de una guimioteca de NBS-
Het, por resoclucion de sus estructuras cristalinas y célculos in sifico computacionales.

2- Evaluar y mejorar la solubifidad acuosa de los NBS-Hel seleccionados.

3= Analizar las relaciones estruciura-5,..

En la Fig. 2.1 sa muestra el esquema general del trabajo aplicado en esta tesis doctoral.

| Emwdo Sdlde |
- o .. il I
| Propisdectes eséniciuraies e i
! | | |
Earusiiings enalifiadd  EsrucTuia & b 8,, ¥ Sodu bl dvi coseiih CiopR. pf. denomes ¥ a0en mes
~|- :_-‘.,{: .L A pisinaean con oleinge i o1 ASPT, B

b o (R @ (alFR T lRe LR Prrasiidrileiciiv ol N

| |
1—umm-:-|_l

Fig. 2.1. Esquema genaral de trabajo,

En resumen, se considerd estudiar 1as propiedades del estado sdlido de derivados NBS-Het
para contribuir al disefo racional de NEQ dentro del marco metodologico y conceptual de la
abd. A través de la utiizacidn de técricas exparimeniales v computacionales, se planted
analizar propiedades FO (solubiidad, Cleg P, pf, donores y aceptores de H, ASPT y proporcién
aromatica) y estructurales (conformaciones en el estado sdlido y en el vacio) y analizar las
relaciones estructura-S,..
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2.3. Hipotesis

La idea conductora del provecto marco, en el gue se inserta el presente trabajo de tesis, es
gl disefio ¥ desamollo de nuevos farmaces y MND, de impacto sanitario y socio-econgmico para
gl pais, medianta el estudio mullidisciplinario de nuevos NBS-Hel bioactivos. Se propuso
abordar el problema de forma integral, ulilzandoc metcdologias propias de la OM v sus
estrategias actuales mas racionales, abarcando desde las etapas de descubrimiento hasta las
del desarrollc de medicamenios. Es asi que, para la primera se disend y prepard una
gquimicteca de MNBS-Het, gue pueda conducir a MEQ con inleresantes actividades
farmacoldgicas, a ger utilizadas en medicamentos para TBC, mal de Chagas, leishmaniasis y
malaria, entre otras.” "

Los compuesios de [a quimioteca presenian limitada solubilidad acuosa. Para poder realizar
las pruebas bioldgicas ha sido necesario disolverlos en DMSO0 o polietilenglicol:stangl % * 81 %
Remko postuld gue, en general, las sulfonamidas alifiticas simples presentan buena
solubilidad en agua, en cambio las sulfonamidas aromaticas, con grandes dominios
hidrofdbicos, son sustancialmente menos solubles™ ™ * En este contexto, se considerd
importante caracterizar e estado sdlido v las propiedades esierecelectrinicas, evaluar la
solubilidad y analizar las relacionas estructura-S,..

Asi, la hipotesis se susientd en gue el estudio del estado solido v las caracteristicas
esterecelecirdnicas, junto a la evaluacidn de la solubilidad vy las relaciones estructura-S,.
da los derivados NBS-Hetl, permitirian optimizar sus propiedades FO y biofarmacéuticas
en etapas tempranas del desarrollo y contribuir al disefio de nuevos analogos.

Fara llevar a cabo esta propuesta, se recurric a estudios expenmentales v tedricos. Se
utilizaran la cristalografia de rayos X, complementada con los calcubos tedricos v la medicidn
gxperimental de la solubilidad, con el desarrpllo de modelos prediclivos y comelativos de
astructura-S,., ™

2.4. Quimioteca estudiada y resultados preliminares

A partir de un relevamiento praliminar con bases farmacoepidemiologicas,” se decidia
buscar NEQ que puedan ranslormarse en prolotipos novedosos para tratar EH.*'® Con esto en
mente, se llevo & cabo una bisqgueda exhaustiva de posibles esiructuras quimicas que
parmitieran plantear una hipdtesis racional de disefio. Se decidid partir de una quimioteca
focalizada de compuesios gque rednan en sus moléculas caracleristicas estructurales
priviegiadas a nivel bicldgico,” pero que la combinacidn de sus fragmentos moleculares sea
original y novedosa. Asi, surgio la idea de |a preparacion de una quimioleca compuesta por
diferentes MBS-Het, La eleccion de los heterociclos se realizd entre los que hayan demaostrado
ser bioactivos, contemplando diversidad estructural. La unidn a grupos bencenosulfonilos se
fundamenta en que dicho grupe 58 encusnira presenie en numerosos medicamentos v
compuestos oldgicamenta activos, que incluyan:

* antimicrobianos (8], |a sultanilamida y el sulfameatoxazol)
diuréticos (g)., 1a lurosamida y la clorotiazida)

antimalarico (gj., |a sulfadoxina)

antiepidepiicos (g)., el 1,2-benzixoxazol-3-ilmetanosulfenamida)
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» antiglaucomatosoes, Inhibidores de anhidrasa carbomica (g)., la dorzolamida y la
brinzotamida)

» hipoglucemiantes (@], la tolbutamida, la glibenciamida y 1a glimidina)

» antitumorales (ej., el N1-{3-clore-1 FHindok-Tillbenceno-1.4-disulfonamida y el E7070*

® [armacos para el fratamiento de la impotencia sexual (e, & sildanafil}.

Las caracteristicas a destacar de los NBS-Het se resumen a continuacion;

*  Zere guimica cuya actividad farmacoldgica no ha sido exhaustivamente explorada de
manera sistematca.

=  Son faciiments accasibles dasde el punto de vista sintético.

#  Permiten un gran ndmero da vanaciones estructurales con poco esluarzo de sintasis, por
lo que es posible la manipulacidn de las propiedades fisicas y guimicas relevantes
farmacoelogicamente. Entre eflas se pueden mencionar las propiedades flipofilicas y las
esteraoalectrinicas, entre otras.

* Altas probabilidades de conducir 2 productos bioactivos, ya que provienen de fragmentos
moleculares que han exhibido bioactividad {estructuras privilegiadas).

* Experiencia en su sintesis, purificacidn, ldentiticacidn estructural y praparacion de las
muestras para ensayos biolagicos, ™ " 97

» Doz de las series estudiadas previamente mostraron actividad farmacologica in wiro en
dreas de alto impacto terapéutico. ™ ™ 19

En la Fig- 2.2 se resume la conformacion de la quimicteca actual, La combinacidn de cada
une de los 9 heterociclos (Het A-) con cada uno de los 16 grupos BS, dio lugar a carca da 140
derivados con la estructura general mostrada.™ ™ '™ " |ps compuestos de cada serie se
nombran utilizando la letra que identifica al heterociclo, seguida del nimero gue correspande al
BS. Por ejemplo, A1 corresponde al derivado 1-(bencenosulfonilj-1,2,3 4-tetrahidroguinglina.
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Fig. 2.2. Heterociclos (A-1) y bencencautonilos {1-16) combinados para sintatizar la quimioteca de NBS-

Het

Todos los NBS-Het disedados y sintetizados exhiban caracterishcas estructurales (sistemas
anillos, conectoras y fragmentos) distinivas de farmacos. De esta forma, ks fragmentos
incluidos se coresponden con bos mas frecuentes, descriptos par Bemis y Murcha."™ "™ Na
presentan grupos funcionales relacionados a foxicidad, reactividad, aito metabolismo o falsos
positives en los ensayos bioldgicos."™ "™ Leos compuestos cumplen con las reglas de Lipinsks™
y Vieth,"™ por lo que sus propiedades FQ predecirian una buena BD eral y son considerados
deantro de la clasilicacidn de farmacos de “uso oral”.

La mayaria de los derivados fueron somatidos a HTS en el Head Parasite Chemotherapy,
Swiss Tropical instifute, donde se determing su actvidad fremte a cuatro pardsitos:
Trypanosoma brucel rhodesiense, Typanosoma cruzi (T. cruzi), Leishmania donovani (L
donavani] y Plasmodium falciparom (P, falciparum) y Su citoloxicidad frente a células L-6. Como
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abservacion genaral, casi todos los derivados mostraron mejor actividad gque los heterociclos
sin sustifuir, al igual gue baja ciloloxicsdad. En general, las mediciones da 1Cs,; dieron buanos
resuliados, Los derivados de A, B y G mostraron ser los mas activos. Teniendo en cuenta los
criterios de Jorgensen (ICs,~ 10 puM) algunos compuestos fueron identificados como lideras o
protolipos frente a T. cruzl, P. falciparumy L. donovani'™ Ellos fueron:

* Los derivados A3, AD, B3 y BY, con buena aclividad frente a P. fafciparum (G enire B-12
M) B15 y G15 con ICy, = 1,5 pM frente al mismo parasito,

» Lps compuestos E3, E9 vy G3, con actividades fremte a T. cruz! (1Css de 1,15, 1,08 v 2,80 pM,
respectivamente), simiares a la del farmaco de referencia (Benznidazol, 2,13 pM}. A3 v B3 con
valores de G, de 8,97 v 11,44 pM, respectivamenta, frente al mismo pardsito, '™

¢ El G168, resultd aclive frente a L. donowvand con una 1C,; de 0,23 yM, similar a la gue presenta
ta referencia (Miliefosina, 0,25 pM). En tanto, el derivado A16 presentd una 1Cs; de 0,35 ph.
Los compuestos B16 (0,62 pM), C16 (0,76 pM), E16 (0,73 pM) y F16 (0,64 M), resultaron sdlo
3 veces menos actives. El B15 (2,16 pM) v &l G15 (1,53 uM), de aclividades moderadas.

Por ofro lado, el D1, exhibid actividad anfibacteriana frente a Sfaphylococcus aureus ATCC
28213 (5. aureus) ¥ Eschanchia colfl ATCC 25922 resultando similar a la de las sulfonamidas,
pafo con un mecanismo da accidn dilerente. Su actividad bactericida se correlaciond con al
maximo incremento de anion superdxido. La deteccién de especies reactivas del oxigeno
{estrés oxidativo) evidencid incremento de anion superdxido al incubarse con 8. aureus™ Otro
resultado importante, fue la actividad inhibitorna del D7 en cultivos de epimastigotes y
tripomastigotes de T, cruzi {cepa Tulahuen),™ * y no mostré efecto hemolitico sobre gldbulos
rojos humanos. La determinacion de citofoxicidad sobra los dervados de la lamitia D, mosird
quea no son loxicos, segun el Brine Shrimp Test Estos hallazgos alientan a continuar con la
oplimizacidn de andlogos y extender los esiudios bioldgicos a otros agentes infecciosos, tales
como parasitos, bacterias v micobacierias.

2.5. Seleccion de los derivados NBS-Het a ser estudiados
La Fig. 2.3 muestra |as estructuras de los compuesios seleccionados para ser esludiados en

el presente frabajo de tesis, y que forman parte de la quimioteca de NBS-Het antes
mencionada.
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Flg. 2.3, Estructuras de los compuesios estediades en el presente irabajo de tegis.

Para la saleccidn de los derivados se tuvieron en cuenta los siguientes criterios racionales:

-

Inciuir dwversidad enfre las propiedadas estructurales, fisicas v estereoelecironicas de
los derivados elegidos, o gue coniribuiria a aumentar el conocimienta sobre como
influyen y se relacionan los diferentes pardmetros. En consecuencia, se eligieron al
BSTHQ (A1), al BSTHQa (B1). al BSBZT (D1) vy al BSTHIQ (C1), cuatro derivados sin
sustituyentes sobre la parcion B3, pero con distinios halerocicios.

Estudiar compuestos con diferentes sustiluyantas en el BS de un mismo heterociclo. Se
sumaron, asi, el p-NO-B3THQ (A3) y e TM-BSTHQ (A16), Resulta inieresante
destacar la variabilidad entre propiedades fpofilicas, ubicandose el primera entre los
mas hidrofilicos, mientras gue el segundo entre los mas lipofilicos. ™

Inclidr compuestos con actividad antiparasitaria comprobada. Tres de los seis
derivados, e BSBZT (D1), e p-NO--BSTHG (A3) v el TM-BSTHGQ (A16) figuran entre
Ios 15 lideres seleccionados para el disefio de analoges con aclividad antichagasica,
antimalarica y antileishmania.® Ademas, el BSTHQG (A1) posee uria apreciable actividad
antibactenana."
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3. TECNICAS EXPERIMENTALES Y
COMPUTACIONALES

En esie capitulo se presenta una breve descripcidn de las diferentes técnicas
experimeniales empleadas en esta tesis para la caracterizacion de las
propisdades dal astado sdido de los compuestos estudiados. Ademds, se ufilizaron
herramientas computacionales de OO, gue lambén se exponen de manera concisa. Las
discusiones se limifan a los aspectos fundamentales de las técnicas empleadas, omitiéndose
los desarrolios matematices v los fundamentos tedricos.

3.1. Analisis experimental del estado solido

La caractenzacion del estado sdlido de un compuesto fanto de su estructura fisica
{material). como quimica, requiere de una combinacidn de metodolegias,''' entre las cuales se
puedan citar las que se describen a conlinuacion,

2.1.1. Determinacion de estructuras cristalinas

Entre las técnicas ulilizadas para determinar estruciuras crisfalinas se encueniran ka:
» Difraccion de rayos X de monocristal (DRXM)
» Difraccion de rayos X de polvo (DRXF).

Ellas pueden utilizar fuentes convencionales o no convencionales como la radiacidn

sincrorin.

La cristalografia de rayos X a5 una herramienta sumamente Ot para la investigacion de
solidos cristalinos, siendo la DRX el método experimental mas habitual para comprender sus
caracteristicas esiructurales, guimicas y del material.

Los solidos cristalinos se caracterizan por un orden interno, gue puede sar representado par
una serne de planos paralelos y equidistantes. En la informacién que proporciona la DRX, se
distinguan dos aspecios diferenciados y complementarios. Por una parle, la celda unitaria que
determina las reflexiones en el palrén de difraccidn y por otra, [a naturaleza de los dlomos y las
posiciones que estos ocupan en la red cristalinag que defing las intensidades de las reflexicnes.
De esta forma, el andlisis del patrdn de difraccion de un dado compueslo constituye el
procedimiento para obtener informacion acerca de la esiructura molecular y cristalina dal
criztal. Cada patrdn de difraccidn es caracleristico para una red crisfalina de un compuesto
determinado y cualguier variacion en la estruciura interna del cristal, se traduce en un pafron
diferente.

Los patrones de DRAX de sdlidos cristalinos se pusden obtener a partir de un cristal Onico
[monecristal) wo de muesiras policristalinas (polvos). La técnica que ufifiza monocristales se
conoce como DRXM, mientras que la que usa polvos se conoce como DRXP. La DRXM as
fgclible de wfilizar cuando s2 logra la cbiencidn de monocristales de alta calfidad y tamaiio
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adecuado (paso limitante y, en casos, complicada). Un "buen” cristal para la resolucidn de la
asiruciura, es aqued gque presenta 0,1-04 mm en al menos dos de sus dimensiones, alto grado
de orden interno, caras ¥y bordes regulares (lo cual no s excluyente, va gue muchas veces
esio no se cumple).'”” Dicha herramienta permite delerminar la estructura cristalina y como
consecuencia el empaguetamiento y la conformacién de tas moléculas en el estado sdlido.
Ademds, las interacciones intra e intermoleculares son elucidadas con resolucion atdmica,
proveyendo una gran variedad de dalos relacionados a la estructura gquimica.'” Esto
fransforma a la DRXM en la tdenica experimantal por excelenda para el conocimienio de la
aestructura molecudar v cristaling en el estado solido.

Por ofra parte, la DRXP es un método efectivo para distnguir tases solidas con distinta
esiruciura crisfalina. Se frala de un mélode experimentalmente mas simple que la DRXM, ya
que s pueden utilizar muestras policristalings. Los datos obtenidos se grafican en un
difractograma o patrdn, donde se representa la intensidad (en cuenias por segundo, cps) en
funcidn del dngulo 28 ()" Cuande dos difractogramas colectados en las mismas condiciones
{longitud de onda, fiempo por paso, intervalo de 28], presentan las posiciones de todas sus
reflexiones coincidentes, esto indica gue se trata de la misma fase. La relacidn de intensidades
as imporianie que presenten coincidencia, sdlo que a veces presenian diferencias por efecto
de orientacién preferencial. El procesamiento de los daios en la DRXP proparciona informagion
de los planos cristalinos difractantes, pero la elucidacidn estructural resulta més dificultosa en
comparacidn con la DRXM. Debido a la presencia de clerno grado de desorden cristalino, las
refiexiones presentan picos de ancho variable La proporcion del componente amorfo de la
suslancia proveca un halo gue s obsarva en [a linea de base del difractograma.

3.1.2. Estudio de propiedades térmicas: andlisis térmico

Bajo la denominacion de andlisis térmico se engloban un conjunto de técnicas que
permiten estudiar la variacion de una propiedad de un malerial, mientras la sustancia es
sometida a un programa de temperalura controlado, en una determinada atmésfera. Esto
puede consistir en calentar o enfriar a una determinada velocidad, o mantener k& lemperatura
constants, 0 una combinacion de ambas. Las metedologias mas comunes de analisis térmico
se delallan en la Tabla 3.1, junto con las propiedades que cada una mide,
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Tabia 3.1, Prncipales 1écnicas de andlisis térmico.

Fropiedad Im::nh:a Abreviacion
Masa Termogravimelria TG. del nglds Thermogravimelric
. o . 2 : OTA, del inglés Differaniial Thermal
Tamparatura Andlisis Térmico Diferencial Angisis
] Calorimelria Diferancial da CEC, del inglas Differantial Scamnimg
Entalpia ; :
Barrido Calanmatar
Csmensiones Termoddatometria
Propsedades mecanicas  Analisis Termomecamico TMA, del inglés Thermo Mecanic Analvsls
Propiedades opticas Termomicroscopia T

Propiedadas magnéticas Termomagratometris

Propiedades eléciricas Termosleciromeiria

Propiedades acisticas Termosonometria TS

Ewnlucién de gas ; ETA, del inglés Emanation Tharmal
i i =

aRative naiize Térmico de Emanacian Analysis

TRA, del inglaés Thermo Particuigle

Evolucidn d rticuls Anak T zul
WRIUCION 02 DArtiCUias nalizis de Termoparticulas Analysis

En esta seccion, 5& describen someramente dos de las metodologias gque mas se ulilizaron:
la TG y la DSC.

La TG ez una técnica an iz cual la masa de una muestra, en una atmdsfera especifica, es
monitoreadsa en funcidn de la temperatura o del fempe (GmEl o SmET), mienfras es sometida
a un programa de lemperalura confrolada.’' El resultado de un analisis TG se musstra en
forma de una grafica, conocida como curva TG, En ella, se representa la masa, en valor
absoluto o en porcentaje, en funcidn de la temperatura o del tiempo. Una caracteristica
tundamental de la TG s que solo permite detectar procesos en los que se produce ganancia o
pérdida de masa, tales coma ia sublimacian, la desarcion, la absarcidn y la dascompaosicion, En
cambio, ks que no tienen asociados cambios de masa, como por ejemplo la fusién reversible v
las transiciones sdlido-sdlido, entre ofros, no son detectados por esta ecnica. Por elle, 1a TG es
wilizada basicaments para & analisis cuantiativo de ganancia o pérdida de masa. Una de sus
aplicaciones mas extendidaz an el drea farmacéulica es [a detarminacitn del cortenida de
agua o solvente presente en una muestra y la determinacién de la estequiometria de solvatos o
hidratos. Usualmente, junto con la TG, se suele graficar la primera derivada, conocida como
curva DTG {def ingles Denvalive Thermogravimelrc Analysis) yva que los cambios de masa
(peso), se traducen an picos. La gratica DTG, que es la representacion de la velocidad de
cambio de masa (dmddl) en funcion de la temperatura, ayuda a identificar con mayor claridad la
temperatura inicial v final de los procasos térmicos v permite datectar la presencia de eventos
solapados, Un parametro importanie en las curvas DTG es el vakor ded maximo del pico, el cudl
corresponde ala temperatura de maxima velocidad de reacciin o dal proceso en general.

Dira Menica de andlisis termico comanmente utilizada v complementaria a la TG, es la DSC,
en la cual se compara & fujo de calor (dQat) de una muestra conlenida en un portamuesing
con &l de un portamuesiras vacio, que actia coma referencia, en una atmosfera controlada y
en W rango de temperatura predeterminade.’’’ El resullado grafico de este analisis se
denomina curva DSC y consiste en la reprasantacion de la diterencia de energia (flujo caldrico)
entre la muesira y la referencia en funciin de la temperatura o del Bempo. Asi, an una curva
caracteristica se pueden observar picos negativos o positivos que se comesponden con
avantos endotérmicos o exotérmicos y cambios en la linea de base. Las endotermas
represenian procesos en los cuales se absorbe calor, fales como lusidn, sbullicidn,
sublmacion, transicipnes de fase, desclvatacidn y degradacién quimica, entre otros. Por su
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parte. las exotermas representan la cristalizacion, la descomposicion por oxidacion o
reduccion, o reacciones quimizas gue liberan calkor. La integracion del area de un pico es una
medida del cambio de entalpia, asociado con el evento térmico. Esta téenica ez ampliamenia
uliizada en la caracterizacion de sustancias, dadoc que es posible obtener datos
lermodindmicas importantes tales como of, capacidad calorifica, calor ge fusion o fransiciones
polimdriicas, si ccurren a temparaturas inferiores al pf'™ La curva de DSC de un compuasta
puede ser afectada por la velocidad de calentamiento {5), 12 almosfera que rodea a la muestra,
al recipiente que la contiens y @l tamano de las pariculas. Por o tanfo. 1a comparacion de
curvas DSC puede efectuarse solo cuando han sikdo registradas en idénticas condicionas
experimentales

El analisis DSC tambien permite determinar pureza quimica, aplicando la ecuacion de van't
Hoff (Ec, 3.1). Dicha determinacion estd basada en &l hecho de gue las impurezas disminuyan
el pf de un matenal purc. Las transiciones de fusion de solidos purps, 100 % cristalinos,
deberian ser infinitamente agudas, pere impurezas o delectos en la estructura cristaling
amplian el rango de fusidn v bajan el pf a una temperatura por debajo de T, (pf del componente
F'UTIJ‘:'- 10L&

r o REX,
AH

donde T, e5 la temperatura de la muestra en el equilibrio (en K}, T, s & pf del componente
pura {en K), R es la constante de los gases (8,314 JMmol'K), X: es @ concentracidn de
impurezas {en fraccidn molar), AMyes [a entalpia de fusidn del compuesto puro (Imol) ¥y Fes la
fraccion de la muestra gue estd fundida a T Esta fraccidn es oblenida a partir de las
endotermas de fusion de DSC, donde el area del pico, hasta una temperatura especifica,
puede ser relacionado al drea tefal (Fig. 3.1.A)

La Ec. 3.1 predice una regdacion lineal cuando T, 25 graficado en funcign de 1/F (Fig. 3.1.8),
con una ordenada al arigen Igual a T, y una pendiente & (Ec. 3.2). La diferencia T, - Th
corresponde al descenso del pf y es igual a la pendiente 3 de la linea recta obtenda. La

|
F+T' Ec. 3.1

tempearatura de fusian tedrica { T,) es obtenida por |a extrapalacion a 1/F =0,/ "%
oo RILX, &0
AH
i . 1 ?R i T, T
L] . I III'-’-

£ | { :

1-121 l{* ' ; |

X

T -1 |
U DU e
A B

Fig. 3.1.4) Endoterma da lusidn oblenida por DSC, donde se muesira come s obtiene la fraccion de
raudsira fundida a T.. B) Gralico de relacion lineal entre T. versus 1/F.

La DSC precenta la ventaja da ser una técrica rapida v sensible, que requiera unos pocos
miligramos de muestra, Tanto la DSC come la TG estan codificadas en la Farmacopea de los
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Estados Unidos (USP, del ingkés Uniled Slates Pharmacopeis)'™ y en la Farmacopea
Argentina (FA)' para la caracterizacién del esiado stlide de IFA v excinlentas.

3.1.3. Caracterizacion molecular por métodos espectroscapicos

Entre los métodos espectroscopicos uliizados para la caracterizacidn molecular, se
encuentran;
s Espactroscopia infrarroja con transfarmada de Fourier, IR
* Espectroscopia infrarrofa de reflectancia difusa con transformada de Fourier, DRIFT.
# Espectroscopia Baman.
» Resonancia magnéfica nuclear de "C en estado sdlido.

En esta lesis, se utilizaron las dos primeras,

La espectroscopia da IR o espectroscopia vibracional as una técnica muy utilizada para el
asludio del estado sdlido de compuestos arganicos, Su principio basico as la medicion de la
cantidad de radiacion IR absorbida o tfransmilida por una muastra, lo cual puede ser efectuado
an &l modo transmision o reflectancia. La energia de asta radiacion es baja, provocando sdlo
cambios vibracionales en los enlaces moleculares. El especiro IR da un sblido se puede medir
suspendiéndolo en acelle mineral (nujol, por ejemplo) o morereando @ muestra con KBr y
formando una pastila mediante la aplicacidn de presidn. Las energias asociadas con los
maodos vibracionales de un compuesto quimico estan comprendidas en &l range de frecuencias
de 400-4000 cm™. La posicidn de las bandas de absorcidn (em™, en al aje x) como su
intensidad (% de transmitancia o absorbancia, A, en el eje y) son caracieristicas del
movimiento molecular subyacents, y en consecuencia de los atomos participantas en el anlaca,
su conformacidn y el ambiente inmediate.'"" Asi, cierlos grupos luncionales producirdn bandas
Bn regiones especirales caracteristicas, las que consfiluyen la base empirica para la
interpretacion de los espectros IH,

Una variante de la tecnica de IR es la DRIFT. Como consecuencia de la inleraccion con las
particulas de un sdlido, el haz de luz IR incidente puede sufrir absoncidn, reflexidn y disparsidén.
La parie de |la luz dispersada dentro de la muesira y gque retorna a la superficie 8s considerada
reflexion difusa, la que al ser captada por ef detector, da lugar al correspondients espectro
DRIFT, Este representa las wunidades fneales Kubelka-Munk ({que comresponde
aproximadamente a la A en &l modo fransmision de la IR) en funcign de nimeros de onda (cm
""" Aqul, el sélido a analizar se dispersa en un medio no absorbente, sin ser sometide a
enargia mecanica (no es comprimido, sino dispersado en KBr) ni térmica durante su
preparacién, La espectroscopia DRIFT es mejor que la IR para diferenciar entre polimorfos,
porque se necasita minima manipulacion de la muestra.

1.1.4. Caracterizacion morfoldgica
La caracterizacion morfologica de un solido se puede realizar a partic de las siguientes
fécnicas:
» Microscopia dplica (MO).
» Microscopia de luz polarizada (MLP).
» Microscopia de platina calentable o Termomicroscopia (MPC o TM).
¢ Microscopia electrdnica de barrido (MEB).

Las tres primeras fueron uiiizadas en este frabajo de investigacion,
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La MO proves informacion significativa acerca de la morfologia, el tamano de las particulas
y de su naturaleza cristalina o amorfa. S8 basa en la incidencia de un haz de luz visible sobre
una muestra (colocada en el portaockjeto del microscopio dptico) que puede reflejar o transmitir
dicha luz para ser delectada, después de amplificaciones, mediante sistermas opticos, por el ojo
hiusmano o por camaras fotograficas o de video.

Si al microscopio oplico se le adicionan filtros polanzadores, que dejan pasar luz que vibra
en un Once plano {luz polarzada), se obliene un microscopio de luz polanzada. La MLP
permite distinguir entre sustancias anisotrdpicas e isolrdpicas. Se denominan anisotrdpicas a
las sustancias cuyas propiedades dependen de |8 onentacion del crisfall por ejemplo, la
velocidad de transmision de la luz. Muchas de las sustancias anisofropicas de interés
farmacéutico presenian birefringencla o doble refraccidn, la cual ocurre cuando un cristal
provoca la separacién de un rayo de luz en dos rayos desigualmente refractados y polanzados,
dada la diferenciz en la velocdad de la luz, Por este molivo, las particulas cristalinas cambian
de color 0 s ven opacas, al rotar a platina en un microscopio da luz polarzada. La intensidad
de la luz decrece cuando log planos de polanzacion en &l crisial coinciden con los planos
polarizables del microscopio. Las particulas amorfas y los cristales de simetria cubica son
Isotrépicos (presemntan independencia enire las propiedades v la direccidn) v no se observan
cambios al rotar la platina del microscopio.'"' Es asi que diversas farmacopeas, entre elfas la
USP v la FA consignan la MLP como la técnica olicial para determinar la cristalinidad de
EIlﬂLII'IDE |F|ﬁ|_11 118, 1%

Por otra parte, la MPC es unc de los métodos mas antiguos y simples para el estudio de
ransiciones de fase en cristales, La observacidn microscdpica de una suslancia sometida a
cambios de temperatura permite visualizar procesos de  fusidn, recristalizacion v
transformaciones de fases, entre olros. Se considera complementana de la DSC y TG, siendo
particularmeante Ol para confirmar transiciones y eventos térmicos detectados con esas
técnicas analiticas.’"” Las apiicaciones mas importantes de la MPC se resumen en la Tabla
32

Tabla 3.2. Mgunas aplicaciones generales de la MPC {Adaptada de Griesser y col'™)
Determinacion de pf Rango de fusldn (pureza)

Fusion incongruente (polimorfismo)
Estimacidn rapida de la presidn de vapar

SubSmacidn B sublimacion a formas polimadicas
Cristalizacién desde lase fundida
Cristalizacian Caracieristicas ¥ cinética del crecimiento cristaling
Morfologia de los cristales
Transformacion de fases Transformaciones solido-solido
Desclvatacion Deteccion de solventes (burbujas) usando aceites minerales

Es imporante deslacar que en la MPC, la precision y exactitud de los valores de las
temperaluras son dependientes de la platina de calentamiento y del sislerna de medicidn. En el
caso de la platina Kofler, utifzada en esta tesis, las temperatura determinadas tuvigron una
incerteza de + 3 "C y las velocidades de calentamiento no fueron lineales. No obstante ello,
resultd Otll para el andlisis complemeniano de las muesiras estudiadas, observandose en
ciertos casos una buena concordancia entre las lamperaluras deleminadas por MPC v DSC.
Es importante resaltar que la temperatura de fusicén informada { Thes) 25 |3 correspendiente a
la desaparicidn de la Gltima traza de sdlido, criterio habitualmente saguido en MPC."™
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La microscopia s utiiza en el drea farmacéutica para |a evaluacion de la morfologia
(habito) de las sustancias sdlidas. defectar |la presencia de aglomerados o agregados de
particulas, y cbtener una estimacidn de la distribucidn de sus lamanos.

3.2. Quimica Computacional

Sa denomina QT al conjunio de mélodos compulacionales que parnmlen consirulr, visualizar
¥ anakizar sistemas molecu'ares.'"’ Se trata de un conjuntc de técnicas que permiten calcular la
energia de las molkéculas, teniendo en cuenta las posiciones relativas de los dtomos en el
espacic. Es una herramienta poderaza en el diseno de farmacos con la cual se puade simular o
imitar &l comportamiento de las maléculas. ™ El tamafo y nimero de maléculas que puedan
gsludiarse es muy diverso y g5 parle determinante de los recursos computacionales que se
necesitardn para el andlisis,

La condicion primordial para realizar cuakquier estudio de QC es |la definicion de la
astructura molecular. Las moléculas quedan inequivocamente descritas por la naturaleza de
los Alomos gue la companen v la posicidn relativa de sus nicleos. Si no se dispone de modeles
experimentales, la ssiructura molecular puede ser construida virtualmente, asignando a las
coordenadas Internas (grados de libertad) valores estandares y promedio. Luego, la
esfructura debe ser oplimizada, en funcidn de su energia polencial, lo gue =significa enconirar
el minima de dicha funcidn. Como la energia potencial depende del ordenamiento espacial, su
valor minimo corresponde a la estructura molecular mas estable. La mayaria de los algoritmos
de minimizacion trabajan infroduciends peguefos cambios en las coordenadas internas vy
evaluando su impacho sobra la energia global de la melecula, La utilizacion de los metodos de
muesirea de conformaciones, puede ser (Ul para estudiar la superficie da energia potencial de
mléculas flexibles, lo gue se denomina analisis conformacional.

3.2.1, Andlisis conformacional

Un conféermero es cada uno de los ordenamienios espaciaies que puede adoptar wn
compuesto, aslas esfructiuras se oblienen al girar, alredador de sus enfaces simples, una pare
de la molécula respecte a ora. Cuando existe flaxibilidad en la molécula se pueden presentar
diztintos isomeros conformacionales. El analisis conformacional se lleva a cabo realzando
torsiones alrededor de enlaces sencillos {grados de libertad) ¥ observando los cambios que se
producen en la energia molecular. Esto se realiza cominmente de forma sistematica,
imcrementands cada angulo diedro en un valor fijo. A medida que el ndmero de dngulos a
considarar gumenta, las estruciuras a estudiar crecen en forma combinatona y con ellas el
flempo de cikulo. Cada una de fas geometrias resulitantes se optimiza, filando kos angulos
considerados. Los resultados se visualizan mediante curvas que muestran la vanacion de la
energia en funcion del grado de libertad.”

3.2.2. Métodos computacionales de cdlculo de energia

Existen diversos procedimientos para hallar el valor, lo mas exacto posible, de la energia
molecular. Entre ellas, puedan encontrarse diferantes aproximaciones para el caloulo, las
cuales son: la mecanica cuantica (donde se agrupan ks meétodos semiempiricos vy los ab
initig), los meétodos de la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT, del inglés Density
Functional Theory) y los de DFT Tight-Binding (DFTB)™ y la mecanica molecular.'™ Los
datos abtenidos dificiimenta tienen significado en su valor absolute, sing gue se usan para
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haflar y comparar diferencias de energia enirg dos geometrias distinkas de un sistema
malecular, calculadas por al mismao mélodo.

3.2.2.1. Meconico Cugntica {Funcion de Onda Molecular)

La resolucion de la ecuacion de Schrodinger mediante los postulados de la mecanica
cuantica, permite calcular la energia asociada a una determinada geometria molecular con
mucha exactitud v, por ko tante, con mayor complejidad, Asi, se obliene no solo la energia deal
sisterna, sing fambién una descripcidn de la densidad electrdnica en cada uno de los puntos
del entormo mokecular. La resclucidn de esta ecuacion es compieja v se ha podido llevar a cabo
exactamenta solo para &l diomo da H. En el resio de las moléculas, se deben incorporar una
sere de aproximaciones, gue finaimente condicionan la calidad de los resultados obtenidos.
Los métodos que incluyen las aproxmaciones expuestas anteriormente se denominan ab initio
¥ parmiten estudiar un sistama a partir de los postulados de la guimica cuantca. Estos abordan
el problema "desde el principio”, sin disponer de informacidn empirica adicional, considerando
como dato, solo A ias constantes universales.'™ A continuacidn se describen brevemente las
ptincipales’™:

» La de Born-Oppanhaimer, la cual estima que, sende & movimienlo de los elecirones fan
rapido respecto al de los nicleos, cuando 26 estudian las propiedades electrinicas de una
molecula, se puede considerar que los nicleos permanacen fijos.

# La de orbitales atdémicos ¥ motecukares, en fa gue la funcidn de onda de un sistema
polislectrdnico [Y) se puade resolver varacionaimente utilizando =2dlo un determinante de
Slater imétodo Harree-Fock) construido a parir de funciones de onda monoelectrénicas
(@), 0 usando muchos determinantes de Slater (meétodos Post Harree-Fock), que es lo mas
utilizade actualmenie,

» La de la combenacian lingal de orbitales atomicos (CLOA), sagin la cual los orbitales
maoleculares monoelectrdnicos (@) 58 obtienen mediante una combinacion lineal de los
orbitales atdmicos gue componen la melecula {Ec. 3.3).

@ = frf Ee. 3.3

Bajo estas aproximacionmes, “calcular” una funcidn de onda consiste en daterminar el
conjunto de coeficientes c; que hace minima [a energia de la molecula (Ec. 2.3). Dado que
cada electron se encuentra bajo el campo electrico del resto, el orbifal molecular
monoalecirdnica, ¢, dependara de los demas v la busqueda del mepor conjunto da coaficientas
deberd ser iterativa. Esta aproximacidn se denomina campe autoconsistente [Sell Congistent
Fiald, SCF)."™La calidad de astos métodos dapende de la base utlizarda para represantar los
arbitales de la molécula.'™ A modo de ejemplo, la base §-31+G* hace referencia a las seis
funciones gaussianas usadas en la descripcion de los orbitales nternos (core). Los numeros
después del guion indican la cantidad de funciones gue se uliizan para los orbitales de
valancia (en esfe caso serian 3 y 1 funcion de Gauss). El asterisco indica que, ademas, se han
considerado funciones de polanzacidn, &% declr, que se representan a los orbitales atémicos
can un numero superior al da los de valencia. En esta caso, sa adiciona un conjunio de
orbitales d a los atomos pesados (distintos de H). El signo "+ indica que se han anadido ai
calculo funciones difuzas, szt es, de lipo sy pde mayor tamafo, permitiendo a los orbitales
QCURar una mayor regiin del espacio. La aplicacion de dichas funciones s impertant para los
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sistemas donde los elacironas estan relativamente igjos de ko nicleos, por ejempko, con paras
desapareados, aniones y sistemas en estado excitado, entre otros. '™

So0lo en el método Harlree-Fock, la calidad depande de |la expansion de la base, ya que con
gires a2k mitie (Post Hardres-Fock) cuando mas exacto sea el nivel de teoria mejor serd |a
calidad.

Diro grupo de cdleulos cudnticos lo conforman los métodos semiempiricos, en donde sdlo
se consideran los electrones de valencia. Ademas, se omiten algunos téminos en el cdlculo de
la interaccién entra los electrones y se preestablecen algunos parametros para explicar datos
exparimantales (paramefrizacidn). Los métodos semiempirnicos mas utilizados en la actualidad
s0n los lamados MNDO, PME, AM1 y PM3, '

37,222, Teoria del Funclonal de la Densidad

Generalmenta, s métodos incluldes en la OFT son considerados coma una altermativa mas
accesible a los ab initio, ya que demandan mucho manos racurscs computacionalas, sin perdar
exactiud v no ubifizan parameirizacion externa, Aligual que los ab initia, intentan encontrar una
solucian al problema de definir la distribucion de los slectrones en la melécula, La idea basica
de [a DFT es utilizar la densidad elecirénica (o) como variable del zistema, an lugar de la
funcign de onda de los electrones. Esta aproximacion estd basada en el teorema de
Hohenberg-Kohn, que afirma que la energia del estade basal de un sistema multielectronico es
completa y dnicamente determinada por su densidad.™* Es decir, la enargia es un funcional de
I densidad. Estos métodos calculan la energia electronics £, como la suma de vanos érmines
(Ec. 3.4).

E=E +E +E +E, Ec. 3.4

donde Eres la enargia cindlica, Eycontiegna [&rminos de energia polencial atractiva elecirdn-
nuciea v los t&rminos repulsivos enfre nlcleos, £ representa i@ energia de repulsidn
coulombiana entre electrones, y Exc es la energia de intercambio-correlacion, Este témino es
al gran desalio de los métodos da la DFT, ya que no existe una solucidn exacta y se han
propuesto numercsas aproximaciones para su cakcule, Incluso la separacidn de ambos efectos
(Epe = Ex+ E2l'™ "' De aste modo, se conocan diferentes funcionales de densidad, que se
diferencian en las aproximaciones utilizadas para calcular Ex-. Une da elios, al B3LYP, utiliza al
luncional Becke (B3} para la Ex vy 8l funcional de Lee-Yang-Parr (LYP) para la E.."™

3.2.2.3. Mecanica malecular

Una forma mas sencilla de abtener |a energia relativa de una determinada conformacion,
congiste en utikzar &l lormalisma de la mecanica molecular. Aqui, las ecuaciones usadas
siguen las leyes de la fisica clisica y aplican el estudio sobre los niclecs, considerando a los
glectronas de forma paramétrica o empirica, Se calcula la energia potencial (V) de una
maolécula, suponiendo que los nicleos estan sometidos a un campo de fuerza, compuesto par
una suma de témines que corresponden a distintas contribuciones v que detarminan la
energia molecular en funcidn de su geometria. Ellos son los gue modaelizan las tenslonas da los
enlaces | Vi), 08 5us angulos | Vinues), SUS torsiones | Vi), las interacciones de Van dar
Waals (Vi) las elactrostabicas (Vees] v las de los EPH {VW). La energia potencial queda
expresada como muestra la Ec. 3.5, [a cual se aplica en algunos campos de fuerza sencillos.
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El formalismo de la mecanica molecular as de alcance imitado v los rezultades obienides de
sy aplicacion deben usarse con prudencia, principaimente cuandg la estructura presenta
sistemas conjugados de electrones x. En cantraposicion, su principal ventaja o5 la rapidez de
su calculo wtilizando las computadaras actualas '®

3.2.3. Efecto del solvente

Las moléculas que interaccionan con un medio fisiologico se encuentran rodeadas de agua.
Es por elio que, las estructuras determinadas experimentalmente por DRXM o los modelos
obtanidos mediante calculos sobre una malécula aislada (en vacio) pueden no ser adecuados
para la modelizacidn del farmaco en un sistema bicldgico. La simulacion de la influencia dal
agua (o de otros solventes) sobre la estructura v las propiedades moleculares resulta de
maxima interés desde el punto de vista tedsco ¥ exparimental.

3.23.1. Consideraciones termodindmicas

La energia libre de solvataciin (AG.) &8s el cambio de energia producido por la
transferencia de una moldcula desde &l vacio a un salvente y puede considerarse constifuida
por tres componentes (Ec. 3.6).

AG , =AG,  +#AG,.,, +AG. Ec. 3.6

s r.'.'..1 w

La AG.. 85 la componente electrostatica y es paricularmente importania para solutos
polares ¥ cargades, debido a la polanzaciin del solvente, gl cual se modelia como un medio
uniforme de constante dieléctrica £ La AG. réeprasenta [as interacciones de van der Waals
entre soluto ¥ solverte y puede dividirse en un téminc repulsivo, 4G ¥ uno de dispersion
atractiva, 4G, El AG.,. 85 la energia libra reguerida para formar [a cavidad del soluto en e
seno del solvente, Esta componente es pasiva v s un compromise entre [a varacién de
antropia ascciada a la reorganizacidn de las moléculas de solvenie alrededor del soluto v 2l
trabajo realizado contra la presion del solvente para crear la cavidad. Ademds de los fres
fgrmings, 58 peede incorporar un cuarto, AGy, para aguellos sistemas donde se establecen
EPH antra al soluto v ol zolvente.

3.23.2. Modelos de solvatacidn

Sa han desarroilado una gran diversidad de eslralagias para introducir @l efecto del solvente
an los caloulos de enargia molecular. EBas difieren principaimenta en dos aspectos basicos: i
el nivel de detalle utiizado para describir el soluto v i) la manera en que se describe of
salvente, madianta 1écnicas clasicas discretaz o “modelizandol” como un medio continuo,
caractarizado por su constante dieléctrica.

Maodelos cldsicos continuos. Cenlran su atencidn an el solufo, mientras que el entormno se
describe como un medio contnug, caracterizado por la constante dieléctrica del solvente. Al
introducir el compuesto, el medio se polariza, generando un campo eléctrico que actla sobre la
distribucion de carga del soluto (campo de reaccidn). Los primaros modelos usaban cavidades
simples (esferas o elipsoides) para describirle. Actualmente, se disponen de aproximaciones
mas elaboradas, que ajustan la forma de la cavidad a la de la mokécula de soluto, '™
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Modelos cuanticos continuos, Los modelos de solvatacion mas comdnments utilizados en
moéculas de gram famafo son los mélodos autoconsistantes (saff-consistant reaclion fald
methods, SCRF), En ellos, 8l soluto se ubica en una cavidad inmersa en e seno del solvente vy
se considera a nivel cuantice, El solvente se describe en forma aproximada, mediante un
medio continuo caractarizado por la constanta digldctrica. El madio continuo se polariza g
causa de la distribucién de carga del soluto, pere también la densidad electrdnica de éste se
polanza, por la respuesta (campo de reaccion) del solvente. Dado que los resultades obtenidos
san sensibles a la forma da la cavidad, resulta fundamental ajustarta a la forma de la molécula.
Cuizas el méodo de aproximaciin mas utifzado sea ef modelo de polarizacion continua
(PCM]}. " Este crea una cavidad con la forma de la molécula, gue se encuentra inmersa en el
solvente, considerado continug. La cavidad se conforma de esteras superpuesias, canfradas
en o5 dtomos 0 grupos funcionales de la molécula de soluto. El radio de las esferas es
semejante a los de van der Waals, correspondientes a los atomos sobre los cuales se centra
cada estera,

Loz modelos continuos permiten obtener buenas descripciones de las propiedades de
solvatacion, a un costo computacional moderado. Su desventaja es que, par defmcian, no
fienan en cuenta la esiructura molecular del solventa v, al aplicarlos, se pueden perder
interacciones imporiantes. Esto es particularmenie importante en sistemas con interacciones
soluto-solvents fuertes y altamente direccionales, como suceds entre las moleculas pofares y el
agua. Una situacion de compromiso, para lograr una descripcién adecuada del sistema fisica,
gin Consumir excesivo tiempo de cilculo, se basa en aplicar un método hibrido. Este consiste
en la incorporacion explicta de un nimere minimo de moleculas de selvente alrededor del
soluto, con & fin de permitir la formacion de las interacciones fuerles y colocar este sistemna en
un campo de polarizacidn continua.'®

Modelos clasicos discretos, Una aternatva al use de modelos continuos es la
consideracion explicita del solvente en el sistema. La gran cantidad de maoléculas que hay que
congidarar, limita al estudio a descripciones clasicas basadas en el uso die campos de fuarza. A
diferencia de los modelos antes descriptos, en las técnicas discretas es necesario cbtener
representaciones promadiadas del sistema soluto-solvente, que se pueden obtener por
técnicas de dindmica malecular o Monta Carlo.™

Modelos hibridos. Se pueden ufilizar modelos hibridos de mecanica cuantca/mecanica
molecular (QMMM), en los gue la descripcion cuantica sa limita al soluto, mientras gue el
solvente se describe mediante un campo de fuerzas cldsico, 3e agrega, ademds, un émino de
acoplamianta que incluya las interaccsanas soluto-solventa. Aungue aste método resulta muy
atractivo, presenta la limitante del costo computacional elevado para el tratamiento de
malécilas de interés biolagico, =" ¥
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4. ESTUDIO DEL ESTADO SOLIDO

v

Cuando las propiedades del estado sdlido de los candidatos y NEQ no estan optimizadas
puedan producis problemas en varias etapas de +D, ftanto en logs ensayos bioldgicos
exploratorics, como en el desarrolic del IFA v del medicamento. Una comprension exhausiiva
de la manera en que las caracteristicas del estado sdhido influencian la solubilidad, la
@slabilidad entre otras propiedades, puede tener un gran impacto sobre la blisgueda de
soluciones, al poder identificar la raiz del problema.' Ademés, su conocimiento es un requisito
necesano para la aprobacion y comercializacion de nuavaes medicamentos.'™ Elle se debe a
que los compuestos guimicos, an general, y los IFA en paricular, pueden existir como
diferentes polimorfos. La obtencidn y caracterizacion de la mayor cantidad posible de formas
silidas de una MEQ wao IFA, facilita la seleccion del polimorfo que regne las mejores
propiedades FO, farmacotécnicas v biofarmacéulicas, Ademas, permite prever las transiciones
de faze gue pudieran generarse por € procesamiento farmacéutico o el almacenamiento.
Dichas formas sididas podrian poseer propiedades mejoradas o indeseables, v afeciar la
calidad, eficacia y seguridad del medicamento que las contiene ™

El presente capitulo detalla los resultados oblenidos en la caracierizacidn del estado sélido
de los seis compuestos seleccionados (Fig. 2.3). Primero, se procedid a la sintesis y
puriticacion de los mismes. Luege, se explord la estabilidad y la solubilidad de los derivados en
diferentes sohventes. A parir de los resullados obtenidos, se llevaron a cabo ensayos de
cristalizacion confrolados con el fin de determinar si los compuastos exhibian o no polimorismo
cristaling. Ademds, como parte del mismo estudic, se prepararon monocrisiales gue
permilieron resolver la estructura cristaling de dnco derivados, resulfados que se presentan en

al Capitulo V.

4.1, Introduccidn

En general, un material sodlido, va =zea gue estéd consfituido por moléculas [solidos
moleculares), iones (sdlidos idnicos) o datomes (sdlidos atdmicos) puede ser descriplo por su
estructura externa. es decir por su apariencia o morfologia (habito cristaling) o por su
astructura Interna {armaglo molecular) (Fig. 4.1).7 De acuerdo a esta (ltima, los sblidos
pueden clasificarse como amorfos o cristalinos. E! Wmmino crstaline hace referencia a un
cristal ideal en ef cual la unidad estruciural o celda unitarla se repile de forma reguiar e
indefinida en las tres dimensiones del espacio.’"’ Cada celda unitaria posee una orientacion,
lorma y volumen especifico, gue conliene los atomos y moléculas necesanos para generar el
cristal. Cuando el orden local, definido por fa celda unitaria, es rigurosamente preservado a o
largo de la particula, se estd en presencia de un monocristal o cristal Unico. Los sdlidos
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moleculares cristalings pueden estar constituidos por un dnico tipo de moleculas (solidos de
entidad umica o monocomponentes) o por dos o mds moléculas diferenles (aductos
moleculares o selidos multicomponentes), ™

Marowocss |

Fig. 4.1. Ezquema gerneral de dasificacién de adidos de interés farmacéulico (Adaptado de Byrn y
col"" y Aitipamuta y col ™),

Entre los sdlidos cristalinos de identidad oOnica, se incluyen a los polimorfos
“verdaderos™* y enire los aductos moleculares, se pueden mencionar a
* |os solvatos, gue contienen moléculas del compuesto y del solvente, en
propoarcionas eslequiomalicas o no,
* |as sales, que estan formadas por moléculas ionizadas v sus confraiones,
* o= cocristales que estan constituidos por moléculas de dos 0 Mas Compuesios,
asociadas molecularmante dentro de una misma red erstaling. '™

Tanto los sdlidos cristalinos monocomponentes, como los multicomponentes pueden
presentar diferentas formas sdlidas, fenomeno conocide como polimafismo cristaling.

La variedad de fenomenos relacionados con el polimorfisma requiere un monitoreo del
espacio cristalino de un compuesto.’™ Explorar dicho espacio as investigar exhaustivamente
posibles polimordos "verdaderos”, solvatos y formas amordas, a fin de idenfificar |a fase sélida
mas estable y la existencia de formas inestables que se interconvierlen en luncion de |a
temperatura y el procesamiento farmacéutico. Cabe notar que, si bien se han hecho enormes
esfuerzos para estudiar el polimorfismo de diversas sustancias, el conocimiento actual del
fendmeno como tal, es todavia embricnario y las relaciones enlre crecimienio cristaling v
nucleacion de los primeros cristalitos sigue siendo atin un misterio.'™

En los dlitmos afos, el concepto de polimorfismo cristaline farmacéutico, s2 ha
gxpandido de sus limites originales para abarcar otras formas solidas. Asi, para la Agencia
Americana de Alimentos y Madicamentos (FDA)L'™ en concordancia con la Conferencia

% Formas cristalings con diferentes arregios o conformaciones de una misma maoldeula. Posean la
misma composicion gquimica y diferente empaguetamisnto crigfaling wio distimaa conformaciones o
arreglos.
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Internacional de Armonizacidn (ICH),"* sen polimoros las formas cristalinas con diferentes
ameglos o conformaciones de una misma molécula (polimorfos “verdaderos™).”” las formas
amorfas y los solvatos'hidratos. A continuacion, se descrben algunos aspectos relacionados
a la estructura externa e interma de los sdlidos de interés famacéutico (Fig. 4.1).

4.1.1, Estructurg externa: habito cristalino

La prevalencia de diferentes habilos cristalinos se alribuye a las interacciones soluto-
sobvente en las interfases cristal-solucidn. Esto levaria a alterarlas, producir cambios en la
cinética de crecimiento y estimular o inhibir el desarrolio de ciertas caras del cristal. Ademas, la
polardad del soivente y las interacciones que conduzcan a su adsorcion o no sobre ciertas
caras del soluto, serian factores criticos al determinar el hibito de cristalizacin de un sélido.™®
El crecimiento de cristales, también puede ser perturbado por el crecimiento simultinec de
olros adyacentes o al conlaclar con las parades del recipiente. Como resultado, el desamollo
de caras en un plano pueds inhibirse o producir formas imegulares. Los cristales con formas
irregulares son descriptes como anhedros o alotriomorfos (carecen de limites rectilineos netos),
mientras que aguelos con bordes y caras bien reconocibles, se denominan euhedros o©
idiomarfos (Fig. 4.2). Los anhedros, a pesar da que tienen formas irregulares, poseen un
arreqlo regular interno, lo cual se puede confirmar por DXR.'Y

f d '.
r—"_,:,-‘ |
e ||
5 "5 |
I j ]
I-l..l .I_'_.-"-" -\.h S
L 1

Fig. 4.2.Cristal anhadra (&) y cristal euhedra (B)."%

Algunos de los habitos cristalinos frecuentemente hallados en cristales echedros de sofidos
larmacéuticos, se muestran en la Fig. 4.3. Para |a descnpeidn de fa apariencia axtarna o habito
de las parliculas se ulilizan algunos descriptores especificos, por ejemplo: tabular, laminar,
acicular, prismatico, hojas, cibico, fibroso, ete.™

—2 a1

-
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-\.'.:-____
i
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Fig. 4.3. Habitos cristalinos comunmente hallados en los solides farmacéuticos,"™ "7 '™

Ademds, para describir el grado de asociacién de las particulas se emplean los siguientes
érminos; lamelar, agregado, aglomerado, esferulita, drusa, ete.'"" Se pusden, también, detallar
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los bordes. &l color, la presencia de defectos u oclusiones y las caracleristicas de la suparficie
(lisa, parosa, resquebrajada, etc.) de las particulas.™

4.1.2, Estructura faterma

4.1.2.1. Polimorfos verdaderos

En un sentido estricto, un polimorfo es wuna forma sdlida que contiene un Onico tipo de
maobécula en la red cristalina v, para distinguirle de las otras formas denominadas polimorfos en
el area farmacéutica, suele designarselo como polimorfo “verdadero” (Fig. 4.4), tal coma
proponen Bernstein'™ y ofros autores. Por razones termodinamicas y bajo condiciones
especificas, solo una forma =olida es la estable (excepto en un punto de transicion) y ge lo
denomina termodinamicamente estable. Este poses la menor enargia libre de Gibbs vy es la
forma menos soluble. En la practica, debido a consideracicnes cinéticas, pueden existir o co-
existir, en su presencia, wvarias formas termodinamicamente inestables, denominadas
metaestables. Las dilerentes estructuras cristalinas de una misma sustancla. exhiban
frecuentementa distinias propiedades fisicas, tales como pf dureza vy habito cristaling, entre
0iras,

Fig. 4.4. Represeniacion esquematica de fas diferanias lormas sobdas de un IFA.

La importancia de caracterizar el estado slido de una MEQ vy de identificar la presencia de
diversos polimorfos han sido ampliamente documentadas en la literatura cientifica.™" " Las
diferancias en solubliidad y V,.""™" ™ morfologia y color,'*® propiedades mecanicas™® ' y
estabilidad FQ"* pueden tener un profunde impacto sotee la BD y la elaboracion de la forma
farmacéutica. En la Tabla 4.1 se consignan vanas de las propledades gue suelen diferr entre
los pelimorios de una sustancia.'™
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Tabla 4.1. Propiedades que diferen entre distintos polimorfos {Adaptada da Britain'™).

Propiedadaes Ejemplos
o |=|;:;-_II | - vaElumen de calr mitaria, densidad, indice de réfraceidn, |1.i;'-'_'.5::.-|:||l_'_|::|.',"|
Termaodingmicas B, alaieed, eniroet, aneccia hbea, soloibilicnd ApaPenio

it n i lpgtronicas |ezpacino LY -visibie), whrasonalkes (espacints
Eaneciroscopicas ImirarmMjo ¥ FRman |, rolecaonales (especiio O MICTOOn)AaS), o8 Smn nucleanes
{espactro AMN en astado solido)
Cingticas W veElooad de reanoenes &0 esiado solido; estaminng
Lhe Superisgit Enerila bre da suporlicia,. habio cosiaing
IWecanicar Curnza. compacnbilidad, compresiniiidad. luidez de potvos

Se considera que, aproximadamenta un tercio de 108 compuesios organicos y cerca del 80
% de los IFA comercializados exhiben polimorfismo.”® En general, se ha observado, que el
namern &5 mayor cuando existe alla flexibilidad molecular, La gran mayoria de los IFA
prasentan entre uno y tres formas sdlidas, aunque hay compuastos con un nomaero elevado,
por ejemplo el fencbarbital {13 polimorfes), la cimetidina {7 polimordos, mas alguncs hidrates),
&l sultatiazol (5 polimorfos, mas numerosos solvalos), la carbamaceping (5 polimorfos, mas un
dihidrato y varios solvatos), entre atros."® También, se ha observade gque el polimorlismo es
muy frecuente en algunas familias de farmacos, como a2 8l caso de los barbitdricos (70 9% da
ellos presentan polimerios), de las sulfonamidas (60 %) y de los esteroides (23 %).""

La busqueda de polimorfos puade efectuarse experimental o tedricamenta. Parg, 5i bien los
métodos computacionales o i sfico han avanzado significativamente en los diimos afios, los
experimeniales siguen siendo la eleccidn de preferencia, porgue las diferencias en la energia
reticidar de las fases sdlidas son usualmente muy pequedias, y ello hace que la prediccion
computacional sea muy dificll. 5o conocan muchas técnicas exparimentaleas para explorar el
polimorfismo. Sin embargo, la crstalizacidén a partir de soluciones (saturadas, diluidas o
sobresaturadas) es el método mas utilizado, v el solvente la principal variable a manipular. &
esle respecto, cabe destacar que, las propiedades del estado solido son especificas de cada
compuesto vy, debido a ello, no existen adn lineamienios generales para la bisqueda de
pofimorfos, Sin embargo, se han publicado algunas sugerencias y guias para llevar a cabo el
asludio en lorma sistematica."™ De alli que se deban probar dilerentes mélodos y manipular
diferentes variables a fin de llevar a cabo un estudio razonablemente exhaustive.'™

Las agencias regulatorias de medicamentos, entre ellas la FDA,"™ exigen la demostracidn
de estrucluras cristalinas ineguivalentes, mediante la wilizacién de la DRXM, constituyendo |a
evidencia definitiva de polimorfismo. Sin embargo, en ausencia de datos de DRXM, se
considera acepiable la utiizacidn de la DRAXP. Las demds técnicas analiticas son consideradas
utiles para la caracterizacion adicional de las distintas tormas sélidas, complementandoe la
demostracién dedinitiva de polimorfismo.™

La especiroscopia de IR puede ser Uil para caracherizar polimorios, ya que &l espectro es
sensible a cambios en la conformacion molecular.”"' Sin embargo, la técnica no siempre resulla
definitoria, ya que muchas veceas los diferentes polimoros de una misma sustancia presentan
espectros IR similares, particularmente cuando se utiliza el método de |a pastila de KBr.'
Dicho método, aungue se ha utilizado por afos para la identificacion de compuestos organicos,
fiene la desveniaja de que la muestra puede expenmentar ransiciones de fases mducidas por
al moreraado v la compresion (~10000 psi) requeridos para procesar la muasira. En cambio, la
DRIFT, qua demanda minima manipulacion de la musastra, resulla la mejor eleccion.

59



Estudio del Estado Sdlido Capitulo 4

Por ofro lado, la MPC se considera un método rapido para el esludio del estado solido v la
deteccidn de polimorfos, siendo muy mporanie an kos estadios tempranos del desarrollo de wn
medicamento, cuando s2 disponen de pocos miigramos de una sustancia.

4.1.2.2. 5dlidos omorfos

Estos presenian empaquetamiento molecular semejante a un crstal, pero carecan del orden
y la simetria translacional-orientacional. En la Fig. 4.4 =& observa una representacidn
esquematica del arreglo molecular de un solido cristaling ¥ de uno amarfo.

Los sdlidos amaorfos se caracterizan por poseer una unica lemperatura de fransicion vitrea
(T,). %" Son definidos termodingmicamente como s6lidos fuera del equilibrio, ya que poseen
un exceso de entalpia, entropia v energia libre., Por esta cawsa, tienden a Bberar
completamente [a energia interna almacenada, a travas de la cristalizacidn (desvitrificacion), o
bien parcialmente, por medio de procesos de relajacion imeversibles. Presentan mayor Sy, y Vy
¥, muchas veces, mejores caracteristicas de compresion gue sus contrapartes cristalinas,
aungue son menos eslables fisica y quimicamente. Se oblienen mediante diterenles
procedimientos, entre ellos & enfriamiento rapido de la fase fundida. la precipitacién por adicion
de antisolventes al compuesto disuelto, la liofilizacidn, la introduccién de impurezas o la
deshidratacién de hidratos eristalinos.™

4.1.2.3. Solvatos e hidrotos

Son cristales que prasentan moldciias de solvenle an posicrianes requiares de la eslruciura
cristalina (Fig. 4.4).""" La asociacion de las moléculas de un solvente con las de un compuesio
solido puede ccurmir de diferentes maneras:

» empaguelamienio y cristalzacion con ks moleculas del compuesio, (solvalo cristaling)

» aghsorolidn en megiones desordenadss o en defeclos que pueden sungir por diferentes
mecanismos de esfrés (mortereado, granwlacion, glc,)

»  adsorcidn en fa superficta oel sdlido (a fraves die EFH, fuerzas van der Walls o dipolo-dipoio)

» inclusicon fsica en un cristal en crecimignto (inclusionas liguidas).

En el caso de los solvaios cristalings, la incorporacion de la's molecula’s del disoivenie en la
red cristaling generard una nueva especie, con propledades diferentes a las del cristal anhidro.
Generalmente, el rol del sclvente es olorgar esiabilidad a la red cristalina, fomentando
interacciones mas fuertes entre las moléculas.'™

Dado que el agua es el disolvenle mas usado en los procesos larmacéulicos, su ingreso en
la red cristalina determinara la formacién de hidratos cristalinos, la subclase mas importante
de los solvatos. De hecho, un fercio de los IFA conocikdos forman hidratos.'™ El tamaiio
pequena de la mokécula de agua v su capacidad de formar EPH multidireccionalmente, facilitan
sU incorporacion dentro de |3 celda unitaria, colaborando en |z formacion de estructuras
cristalinas estables. Los hidratos vy los solvatos también pueden presentar diferentes formas
polimérficas, fendmeno denominado como solvatomortismo.'"

4.1.2.4. Soles de uso farmaceutico

Lna sal s un sdlido cristaling idnico o eectrovalente. La fransformacian de un dcido o base
libre a su forma saling es un recursg ampliamente wtilizade an el rea farmacautica. Eslo gueda

"Temperatura a la cual un sdkido amorfo cambia desde un estads vitres a un eslado gomoso.
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evidenciado en el elevado numero de medicamentos comercializados gue poseen & farmaca
en lorma saling 5" '

La §,: de un compuesto acido o basico débil, su pKa, el pH del medio, entre otros factores,
determinan si el compuesto podrd formar una sal apta para uso farmacéutico, La interrelacian
pH-solubikidad tambign dictaminara queé fipo de contraiones podrian Ser necesanos para su
larmacidn. con qué facilidad puede hidrolizarse, cual comportamiento de disolucidn podria ser
esperado bajo diferentes condiciones de pH gastromtestinales y si la 55, v la V. podrian ser
influenciadas por el efecto de ion comin.® ™ E| cambio en la estructura cristalina que se
produce en una NEQ a IFA con la formacion de sales puede tener variados efectos, Asi,
muchos aspactas farmacduticos de los medicamenios pueden modularse usando la estrategia
de convertir @l IFA an su sal, entre ellos, la 5., la V. la estabilidad y las propiedades
organolépticas, entre ofras.

4.1.2.5. Cocristales farmacéuticos

Los cocristales farmacéuticos son una subcategoria de los cocristales, una clase de
compuesios conocidos desde hace mucho tiempo pero escasamente estudiados, ™'

Si bien actualmente no existe una definicidn uniformemente aceptada, en la literatura
cigntifica se coincide en que estos son materiales cristalinos compuestos por dos o mas
componantes, genaralmante en relacion estequiometria, que permanecen junios por enlaces
no-covalentes; es decir, son cristales multicomponentes. En el marco regulatorio propusste por
ia FOA,'™ los cocristales farmaceuticos son clasificados como complejos moleculares IFA-
excipienta, siendo el excipiente el compuesto organico neutro formador de cocristales (el
coformader). Los cacristales, dentro de esta amplia categoria, estan Onicamente definidos par
el hecho de que |a asociacion molecular enfre el [FA v suw's excipienials acurre dentro de ta red
cristaling. '

Sus componantes individuales, en sus estados puros, son solidos a temperatura ambiente, y
@slan presentes ean una proporcidn estequiomeétrica delinida. Se mantienan unidos por enlaces
no cavalentes, incluyends EPH, - .-n stacking y fuerzas de van der Waals, conduciendo a un
complejo lermodindmicaments mas estable que el IFA y el coformador por separado. Los
cocristales poseen una esftructura cristaling diterante a la de sus componentas puros, con
digtinios patrones de empaguetamiento, exhibiendo, a menude, propiedades FO propias. El
coformador pueds, tambieén, ser farmacoldgicamente activo y usarse para potenciar,
complementar o producir un efecto sindrgico sobre las actividades de cada uno de ellos.'™ "™
Ademas, los cocristales larmaceuticos pueden ser usados para direccionar propiedades FQ,
como S, estabilidad vy BD durante el proceso de desarrollo, sin cambiar la composicion
guimica del IFa"*

4.1.2.6. Sales versus cocristales

Las diferencias estructurales entre |a sales y los cocristales dependen de la posicion relativa
dal hidrogeno, si éste es tramsferido completamente, se habla de una sal, mienras gue s
forma parte de un EPH, seria un cocristal.'™ De esta manera, los cocristales estin formados
por un arregle ordenado de dos o mds fpos de moléculas neulras, mieniras que una sal
comprende una asociacion de moldculas onizadas. La transierencia de un hidrogeno, depende
de los valores de pka de los componentes, o qua parmite predecic la farmacién de una sal o
de un cocristal. En el primer caso, se requiere una diferencia de pKa de aproximadamanite 2,7
unidades entre |a base conjugada y el acido conjugado [pka {base) - pKa (dcido) 2 2,7]. Sin
embargo, esta regla no siempre se cumple "
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4.2, Objetivo

El objetivo especifice planteado para esta parte de la investigacion fue caracterizar el estado
solido de |los seis compeestos seleccionados de la quimiot2ca, mediante la busqueda
sistematizada de palimortos v la abtencidn de monacristales.

4.3. Materiales y métodos

La obtencidn de los seis derivados se realizdo por reaccion de condensacion entre el
heterociclo correspondiente ¥ el cloruro de bencenosulfenilo sustituide adecuadamenta,
siguiendo los procedimientos de sintesis descriplos por Hergen™ v Pagliero.®™ La purificacion
del BSTHQO, o BSTHQa, el BSTHIQ v &l p-NO:-BSTHQG se efectud por filtracion a traves de
una mezcla de silica gel y carben activado (para eliminar impurezas coloreadas) y postenar
recristalizacion de etanol, a excepciin del BSTHQ, en el gue se ulilizd etancl.agua 5:1. El
compuesto TM-BSTHQ se purifictd mediante lavados de la fase organica (cloruno de metilena)
con soluciones acuosas acidas, basicas y neutras v, posterior racristalizaceon de metanol. El
BSBIT se purificd dnicamente por recnstalizacion de acelalo de etilo.

Los reactivos de sintesis se adguirieran a Sigma-Aldrich™ y Across Organics” y se utilizaron
sin previa purificacion. El DMS0-d6 y el KBr, ambos de grado espectroscopico, se adquiraran
a Merck®, Darmstadt, Alemania. La silica gel fue de grado 60 (230-400 mesh, 60 A, Merck™).
Para TLC, se utilizaron placas de silica gel G/UV Whatman, de 250 pm de espesor, con
indicador de fluorescancia UVzs. v soporte de aluminio (Merck®).

Los polimearos wtilerados coma heterondcleos para los ensayos de cristalizacion fueron:
paliestireno, poliuretano, polietileno de alta densidad, polipropileno v quitosano, Todos ellos
fueron donacion del Grupe de Polimeros, Departamento de CQuimica Organica, Facultad de
Ciencias Quimicas, UNC.

Para el secado de las muesiras sdlidas e ufillzaron MalH v CaCl; anhidros v silica gel
anhidra como indicador (empleando un desecador y vacio proporcionada por una trampa de
agua) o POy anhidro y una pestala de Abderhalden con vacio de - 5 mm Hg, a temperatura
ambienta.

La piridina se anhidrd por destilacidn fracckonada, a presion reducida, v se consanvg sobre
granallas de NaOH anhidro. El agua utilizada lue purificada con un sistema Milli Q {Millipare,
Billzrica, EEUU). Los demas solventes, tales como acetato de etilo, diclorometano, clorofonmmo,
acetonitrilo, acetona, benceno, taluena, metano!, etanal, iso-prapanal, r-butanal, So-butanal, r-
pantanol, r-pentano, r-hexano, n-heptano, DMS0, dimetiformamida (DMF) v poliatilenglicol
(PEG) fueron de grade analitico o HPLC y de marcas disponibles en el mercado nacional
(Sintorgan®, Biopack®, Cicareli®, Anedra®, Dorwill®). En ia Tabla S.4.1 (Anexes) se detallan las
propiedades mas ralevantes, junto con las marcas comerciales de cada une de los solventes
utilizados.

4.3.1. Técmicas de caracterizaciin

% Cromatografia en capa delgada (TLC). Para las coridas cromatograficas se utihzaron
dos sistemas de sclventes. Las cubas de desarrolle se saturaron previaments con ks vapores
deal sistema. Se utilizd el método de revelado con luz UV.

< Cromatografia liquida de alta eficiencia [HPLC), Se ust un eguipn Bio-Rad
Laboratories Serles B00 HRALC System, una bomba Bio-Rad Model 2700 Solvent Delivery
System, un detector UV-1806 Bio-Rad UV-Visible Detector v una interfase Bio-Rad. Se utiizd
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una columna de fase reversa BP18 (Symmetry Columns Shields Waters Gorp., Milford, EELLY
de 4.6 x 150 mm con particulas de rellenc de 3,5 pm de diametro. Las muesiras se disolvieron
en metancl absolute. El volumen de inyeccion fue de 20 ul. La fase movil consistid en una
mezcla de metanolagua (B0:20 VWV fa cual se filtrd a ravés de membranas de 0,45 uym v 58
dasgasificd mediante vacio. Las muestras inyeciadas fueron las provenientes de dos
recristalizaciones conseculivas, praparadas en soluciones de concentracikdn 0,1 mgimlL v por
friplicade. Este procedimignta s repitio dos dias diferantes,

Para el watamiento estadistico de los dates obtenides por HPLC, se realizd una
determinacicon de valores aberrantes u ovilfers, empleando el test de Dhixon para valores
extramos, considerando un nivel de significancia dal 5 %' Después, se efectud un andlisis
esiadistico de test | de muestras independientes, para delerminar si exisfian dderencias
estadisticameante significativas entre las dreas corespondientes a las recristalizaciones
sucesivas.'™ 'Y Se utilizd el programa InfoStat. '*®

% Fusiometro de tubo capilar. Para 1a determinacién del rango de tusidn {méatode del
tubo capilar) se usd un fusidmetre de bloque de acero, en bafo de aire, Los valores de pf se
informaron en "G ¥ sin corregir,

& MPC. Sa ufilizd un microscopio dphico con platna calentabla Kofler (Ernst Leitz,
Wetzlar, Alemania), con una termocupla Eden HI 8056 (Rango: -50-650 *C, exactitud: £ 3 °C).
Las muasiras se analizaron sin morteraar, con y sin adicidn da aceite de silicona. Se usaron
ohjetivos de 32X o de 10X, con una luminiscencia de 0,5 A y velocidades de calentamiento
variadas {1, 5, 10 y 30 °C/min, aproxmadamente, segun el range de temperatura de frabajo).
Es importante resaltar que la temperatura de fusidn informada, determinada a partir de esta
técnica ( Thiec), B35 la comespondiente a la desaparicion de la uitima traza de sdlido, criterio
habitualmente seguido en MPC."™*

< TG 3e usd un equipo HI-Res Modulated TGA 2950 (TA Instruments Inc,, Mew Castle,
EEUU}. Se analizaron muestras exactamente pesadas (1-2 mg) en capsulas de aluminio
ablertas ¥ se calentaron a una velocidad de calentamiento (8} de 10 *C/min desde 25 *C hasta
una temperaiura por encima del pf (dependiendo del compuesia), bajo purga de Nz{93,99 %,
50 mL'min}. La escala de temperatura sa calibed con niguel (temparatura Curie 358,15 *C). Las
curvas TG se analizaron con el programa Universal Analysis 2000 para Windows (TA
Instrumeants).

< DSC. La mayoria de los experimentos se realizaron en un analizador DSC 2920
Modulated DSC TA Instrumants Inc. (DSC 1, Departarmenta de Farmacia, Facultad de Ciencias
Quimicas, UNGC). Para las determinaciones donde fue necesario controlar la velocidad de
enfriamiento, se utifizd un DSC Meatiler Toledo DSCB23 (DSC 2, Facultad de Ciencias
Agropecuarias, UNC). Se analizaron muesiras exactamente pesadas (1-2 mg) en capsulas de
aluminia no hermeficas y se calentaron desde 25 *C hasta una temperatura por encima dal pfl
Sa utllizaron B = 1 ¥ 10 *C/min, bajo purga de M, (99,99 %%, 50 mLU'min). La escala de
temperatura se calibrd con indio (99,999 %, pf = 156,60 *C). Como referencia 58 usaron
capsulas vacias de aluminio. Para el andlisis de la pureza por D5C se usd una g =1 =C/min.

+ IR. Los espectras IR se adqguineran en 05 espectrolotdmeatras Bruker IFS28 o Nicolet-
Awvatar 360 E.5.P., cubrianda ol rango de 4000-400 em™ v acumulando 64 barridos {resolucidn
= 4 cm™'). Se procesaron con el programa OMMIC E.S.P. 5.1 (Micolet Corp., Madison,
Wisconsin, EEUL). Las muestras se morterearan durante 5 min y se prepararon como pastillas
(discos) de KBr {1-5 mg de muestra an 100 mg de KBr anhidro, didmetro de 13 mm, presidn de
369 MPa, tlempo de prensado de 1 min).

o DRIFT. Los espectros se adquirieron en e mismo espectrofotometro Micolet gue se
describid arrba, pero utilizando un accesorio DRIFT. Se registraron acumulanda 64 barridos
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(resglucion = 4 cm™'} y se procasaran con el programa OMNIC E.S.P. 5.1 (Nicolet Corp.). Las
muestras no se morerearan v s las dispersd en KBr al 2-5 % P/P mediante un mezclado fisica
[2-5 mg de muestra an 100 mg da KBr anhidro). La mezela se coloctd an un portamuestra de 13
mm de didmelro.

<« DRXP. Los patrones de ODRXP se obtuvieron a temperatura  ambiente
[aproximadamenta 25 3C) en log siguientes dilractometros: 8] PANalyiical X' FPERT PRO
(Philips, Holanda; situado en el Departamento. de Fisicoquimica, Facultad de Ciencias
Cuimicas, UNC) con anodo de Cula longitud de onda (b = 1,5418 A, 40 kv, 4D mA), ¥
bIFANalyilcal PW1710 (Philips, Holanda, situado en la Facultad de Ciencias Exactas y
Maturales, Universidad Macional de Patagonia San Juan Beosco, Comodoro Rivadavia) con
dnodo de Cukn longitud de onda (A = 1,5418 A, 40 kV, 20 mA). La medicién se lleve a cabo
con un tamano de paso de 0,03 * y un tiempo de 2 s/paso. El intervalo de medicidn fue entre 3
¥ 35 = 28 Para uniformar el tamafo de particula y reducir e fendmeno de orientacion
preferencial, fas muestras se morersaron suavemente con pilén ¥ mordero de agata y se
depositaron en portdamuestras de 50, de aluminio o de vidrio. El procesamiento de los dafos
experimentales se efectud con el programa Crigin® o X'PERT Data (del paquete de programas
del difractdmeltro a).

% DRXP con temperatura variable (DRXP-TV).Los patrones se abtuvieron con un
difractdmetra Bruker DB Advanca (Bruker Corp., Alemania} con dnodo de Cuko longitud de
anda (A = 1,5418 A) La velocidad de calentamiento fue de 3 *C/min. Para la obtencion de cada
patran, la muestra s& expuso primaro 2 1os ravos X durante 1 b a 30 *C. Luego, se aumentd la
temperatura a 50 *C y s mantuvo durante 2 min, antes de una Nueva exposicion a los rayes X,
El patron de DRXP sa registrd durants un periodo de 1 h. El proceso se rapitid con el resto de
las temperaturas esiablecidas. Este frabajo fue realizado en colaboracién con el Prof. Dr, Mino
Caira, Dpto, Quimica, Universidad de Ciudad del Cabo, Sudalrica.

4.3.2. Preparacian de muestras y estiandares de trabajo

Para fa preparacion de las muestras de trabajo (MT) v los estandares de trabajo (ET) de
cada uno de log sais compuestos esiudiados, 2e siguid la metodologia resumida en la Fig.
46'F Con este fin, una vez que fueron sintetizados y purificados mediante dos
recristalizacionas sucesivas, se estudiaron sus caracteristicas W&rmicas y difractométricas.
utilizando MPC, DSC, TG-DTG vy DRXP.

™ Los ET son materiaies da uniformidad comprobada, cuya monografie no ha sido inciuida en ka FA,
fi an ninguna de las Farmacopeas mlernacionaliments reconocidas, desarrolfiado localmente por el
usuano, cuye emplec se reserva a ensayos quimicos y 1isicos especifices, en ks QU Se COMPAaran sus
propiedades con las de un producto probbema y posee un grado de purezs adecuado para el empleo al
que sa dastina.
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Fig. 4.6. Diagrama de fiujo de la metodologla ulilizada para la preparacién de las MT y kos ET.

Una vez concluidas las etapas indicadas en Fig. 4.8, se axplord la eslabilidad de las MT en
solucidn y la solubilidad en diferentes sohventes (Fig. 4.7).

™ estabilidad |, Screening de estabilidad en citerentes

sohvantes de interas
Cumple sstsbiidad o
WBMH

.’ |
| Solubllidad

Sgreening de solubdidad en
solventes de infarés
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compuesios con similaricad .
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:..,-L Ensayos de cristalizacion |

Fig. 4.7. Diagrama de flujo de los esiudios de estabilidad y solubilidad realzados sobre las M.
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< Ensayos de estabilidad en solucldn. La estabiidad de los seis compuestos se evaluo
en diferentes sohventes organicos (concentracion ~ 0,01 g/mL) durante 24 h a 25 = 2 °C. Para
datectar la presencia de posibles productos de degradacion (heterociclo o bencenosulfonilo
correspondientes) se ulilizé TLC, comparando los valores de relaciones da frente (R) de las
muesiras con s de testigos respectivos, en dos sistemas de solvente diferentes.

< Ensayos de solubilidad. Para la estimacion de la solubilidad de los seis compuestos
en estudio, se colocd una cantidad exactaments pesada de cada uno de o5 compuestos
recristalizados sin morlerear, en lubos de Kahn y se agregaron canfidades conocidas del
solvente de eleccién hasta bograr fa disolucion ioltal del sdiido, La agilacidn se aleciud con wn
agitador fipo wirtex durante 30 s, enfre agregado ¥ agregado de sclvente, ya lemperatura
ambiente. La solubilidad informada representa la masa del compusste dividida el volumen total
de solvente adicionado. ™"

Para la eleccion de los solventes a ensayar, se lomd an cuenta que Yang y Guillory'™ al
esludiar el estado sdlido de cince suMonamidas acidas antibacterianas [sulfabenzamida,
sulfaguaniding, sulfapiriding, sulfameloxipiridazing vy sulfasticdol) reportaron la obtencitén de
diferentes formas sdlidas, utilizando como solventes de cristalizacidn diferentes alcoboles,
agua y acetona. Por esta razon, se considerd importanta que dichos solventes fueran incluidos
en los ensayos de eslabilidad y solubilidad.

Lsando ta informacion encontrada a partir de una bisgueda bibliografica exhaustiva v bos
resultados de los estudios de estabildad y solubilidad, se disefaron los ensayos de
cristalizacion v los solventes a utilizar en el screening de polimorfos de cada derivado.

4.3.3. Ensayos de cristalizacidn

Para la busqueda de pohmortos y la preparacion de monocristales se recurio 8 la
cristalizacidon  confrolada, melodologia que aplica diferentes  solventes’antisolventas,
{emperaturas, condiciones de cristalizacion [velocidad de enfriado rapido/lento, etc.). Ademds,
g8 emplearon A cristalizacidn por evaporacion y fralamiento térmico y |18 cristalizacion en
presencia de heteroniclecs,™ utilizando diferentes polimeros como ndclecs de cristalizacion,
Los ensayos de cristafizacidn se llevaron & cabo en una camara aislada (Fig. 4.8) de
vibraciones, de luz y con temperaiura conirolada dianamente (23 £ 3 °C).

A

Fig. 4.8. Camara ulilizada para los ensayos de cristalizacion. A} Viste externa v B) Visla intermna donde
s muestran las parades y el piso recubierios con poliestireno expandido y &l lermametno gue 5 usd
para confrodar la temperatura diariamente,

Las diferentes metodologias empleadas para la oblencidn de las muestras sdlidas se
detallan a confinuacion:

il
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# |- Preparacion de una solucion saturada y descenso rapido de temperatlura. Sa
prepararon saluciones saturadas, empleando cantidades exactamenia pesadas de los analitos,
disolviéndolos en solventes organicos a ebullicidn. Luego, se filtraron en calienta y & llevaron
al freezer (-15 "C} ¥ dejaron en reposo hasta la apariciin de precipitado. Los cristales
abtenidos sa fillraron al vacio.

* |- Preparacion de una solucion saturada y descenso lento de la temperatura.
Se siguid el procedimients antes descripio, con la diferencia que a la solucidn filtrada se la
mantuva en el bafo de agua donde se realizo |la distiucion, con el calentamiento apagado,
hasta la formacidn de cristales. Les cristales obtemidos 2 filtraron al vacio.

» |- Evaporacion lenta. El pracedmiento llevade a caba s ilustra en Fig. 4.9. El
mismo puede efectuarse utilizanda una aguja como se indica en la figura ¢ con papel metdlico
perforado, segin sea la presion de vapor del solvents ulilizado,'™ La experiencia se llevd &
cabo a tamperatura ambiente.

R L il
CAFL BB R e L

.
limin inm

Fig. 4.9. Reprasentacitn esquamatica del métado de evaporacion lenta (Adaptada de Cuhna y ool.'™),

+ [V- Difusion de vapor. Esta teécmca consista en la saturacidn liquido-vapor de un
solvente polar v de baja presidn da vapor (el solvenie) por parte de otro de baja polaridad v
slevada presion de vapor (el antisolvente), ambas colocados en un sistema harmético, pero en
diferentes recipientes. Los vapores del antisolvente difunden desde el receptacule exterior
hacia el interior de un tubo en el que se ha colocado una solucion del compuesto a cristalizar,
preparado en el “solvente”, Por atecto del antisolventa, el compueste comianza a pracipdar
lentamente desde el seno de la solucion.'®™ La Fig. 4.10 muestra esquemdticaments el
procedimiento. Esta experencia se realizd a lemperatura ambignie.
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Fig. 4,10, Represantaciin esquematica de la técnica de criglalizacian por difusion de vapor (Adeptada
de Cubhna y cal."™)

+ V. Precipitacion por adicion de antisolvente. Esta técnica, al igual que la anterior,
utiliza el concepto de la anfisolvencia. Fara elio, se utiizaron pares solvente/antisolvents
miscibles entre si. Se disolvio una determinada cantidad de compuesto en &l minma volumen
de un dado solvente, a temperatura ambiente. Luego, se agregd gota a gota el antisolvente frio
{4 *(), hasta la aparicion de un precipitado persistente.”™
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* V- Cristalizacion con heteronudcleos. Este método de crislalizacion se basa en la
nucleacion helerogénea, la cual se define comp ef proceso por af cual la nusiaacidn ocurre
debido g parliculas exirafias o supedficies gque no son guimicaments idénticas al material
nucieads.™ '™ La técnica plantea la nucleacion y crecimiento de cristales en presencia de
particulas o superficies, las cuales actian como heteronicleos para la cristalizacion, '™ '
Esfos son, en ganeral, polimeros organicos solidos insolubles tante en agua coma en solventes
arganicos vy gue aportan nuavos grupas funcionales. Por lo tanto, pueden influir en & tipo de
polimarfe obtenide. Cabe destacar que, la nucleacidn con polimeras ha permitido obtener
nuevos polimoros de IFA estudiados por afios sin resultados positives.™ Ademas, na
resultada atil para la produccidn directa de manocristales para la resolucion por DRXM, ' 15

Para aplicar esta iécnica, es necesano conocer |a compatibilidad polimera/solventa a
utifizar, verificando gue sea insoluble v estable en el solvente seleccionado. Con este fin, se
cabocaron porciones de diferentes polimeros en tulbos de vidrio con fapa y 52 85 agregaran os
mlL de log solventes correspondientes. Luego de 4B h da inmersion, se llevd a cabo una
inspeccién visual, a fin de determinar si se habian hinchado o deformado, y un analisis del
sobrenadante por TLO, para descariar gue se hubseran solubilizado o degradado. Los pares
polimero/solvente, que resultaron compatinles fueron,

= poliestirenc/n-hexano ¥ n-heplano

= poliuretano’dclorometana, clorafermo y n-hexano.

» palietieno de alfa dansidad’ dickarometano, cloreformo. A-haxano v A-haptana

= polipropsleno/diclorometanc y clorotormo,

*  quilosanc/etanal

Para la eristalizacidn, s colocaron 5 mL de una solucidn diuida de la muestra, preparada
en un solvente apto, en un vial de wvidrg, Luege, se adiciond wna porcion del polimeng
seleccionada. El vial s cubnd con papel de aluminio y 32 ko dejd en repozo al abrige de la luz,
a temperalura ambdente, hasta la evaporacion completa del solvente. Los cristales formados se
remavieron cuidadosamenie con espatula.

* VII- Ciclos de calentamiento-enfriamiento-calentamiento. Este ansayo intenta
analizar posibles transiomaciones de fase de la muestra a estudiar. Para su cormecta
aplicacion, es importante corroborar la estabilidad térmica del compuesto, a unos grados par
ancima de su lemperatura de fusidn, lo cual asegurard que el process sea reversible. Los
ciclos de caleniamienic-enfriamiente-calentamienio se llevaron a cabo en una platina de
calentamienio Koller (MPC), excepto en al caso dal TM-BSTHQ, el cual se calentd en el aquipos
DSC, En todos los experimentos, se realizé un primer cicko de calentamiento desde 20 "G
hasta unos grados por encima del pof del compuesto; luegao, un enlfriado lento sobre la platina
del MPC {0 en & celda DSC para el TM-BSTHQ). Una vez alcanzada la temperatura ambiente,
gl portamuestra se coloco en freezer @ -15 °C, dentro de un recipiante cerrado, por 5 min, para
después somelerly a un segundo ciclo de fundido, Se analizarcn comparativamente los
eventos quea oourreran en una y otro cicla.

En el cazo del TM-BSTHQ, cuando se usd el DSC 1, las muestras se calentarcn hasta 120
*C ¥ se enfriaron dentro de |a calda hasta temperatura ambiente. Luego, se a5 lleva a freezer
durante 5 min vy s las recalentd hasta 120 *C. Este procedimienio se efectud ulilizando dos B
1 v 10 "Cimin). Las determinaciones ulilizando el DSC 2 fueron las siguignies:
»  Corrida 1: Calentamierndo (de 20 a 120 *C) a 10 *G/min, enfriamiarto {de 120 a 20
"C) a -10 "Cimin, recalentamiento (de 20 a 120 *C) a 10 *5/min,
« Corrida 2: ldem a 1, solo que el enfriamiento fue a -5 *C/min,
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A las muestras sdlidas oblanidas a partir de los diferentas ensayos de cristalizacian, se les
controdd nuevamente la pureza quimica por TLC. Las que demostraron ser estables, fusron
caracierizadas aplicando diferentes técnicas analiticas, tales como MPC, DRIFT, TG, DSC y
DRXP. Las ditimas cuatro se aplicaron solamerte en las muestras que axhibieron diferancias
morfoldgicas yo térmicas.

4.4. Resultados y Discusion

Los derivados BSTHQ, BSTHQa, p-NO.-BSTHQ y TM-BSTHQ se obtuvieron medianta al
procedimiento de sintesis gue se muestra en el Esquema 4.1,

B I
e i
Ry Py
.I o
e 4 BETHD A, Ay Ay Ay, Ay, A= H

I; r ™ BSTHOa A= E;’*:?HQ-H:H:HI- Ag=H

s PHOCBSTHG B, By, Ry, Ay Ay = HG 8, = N0,

5 TM-BETHO A,y F= H: A Ry, Ao, By = CH,

Esquema 4.1. Sintesis del BSTHQ, del BSTHOa, del p-NO-BSTHO y del TM-BSTHG {a = piridina
anhidra, 60 "C}.

Por ofra parte, los derivados BSBZT y BSTHIQ se sintelizaron segin se muesira en los

Ezquemas 4.2 v 4.3, respeclivaments.
CE% a Q:Hf
H + —_— I'.= i
f B
I~ "
o

Esquema 4.2, Sintesis del BSBIT (2 = piriding anhidra. &5 *C).

o ¢ =

=g

§
o
Esquema 4.3, Sintasiz de! BSTHIQ [a = piridina anhadra, 40 "C},
Los rendimientos finales (considerando  sintesis, fitracion o lavados y primera

recristalizacion) fueron del 78 % para el BSTHQ, B9 % para | BSTHQa, 43 % para el BSBIZT,
72 % en el caso del BSTHIQ, 60 % para el p-NO-BSTHO y 66% para el TM-BSTHQ.
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La idantificacion v el control 08 pureza de los seis compuestos estudiados se realizo
mediante TLC, pf, pf mezcla, IR, HPLC y DSC. Para todos allos, se analizaron las muestras
obtenidas tanto en la 1° {1Rec) como la 2° recristalizacion {2Rec) a excepcién del BSTHQA,
para el cual se ulilizaron las muesiras obtenidas en kas 2Rec v 3Re:, ya que con la 1Rec no se
obluvo una pureza adecuada (< 89 %),

Por TLC, se pudo comprobar que las mueslras de cada compuesio, oblenidas por
sucesivas recristalizaciones, presentaron idénticos A Ademas, no exhibieron ninguna mancha
gxtra &n el carril de siembra, en ningunc de los dos sistemas de solventes ensayados,
indicando que todas poseian pureza cromatografica. Las Ay de lodos los compuesios se
correspondieron con los reporiados por Hergert™ y Pagliere,™ confirmando la identidad de los
mismos. Los valores de A, de los distintos compuestos se muestran en la Tabla 5.4.2 (Anexos
4.2).

Los pf de los sels compuestos, determinados por | método del tubo capilar, fusron
coincidentes con los reportades por Herger™ y Pagliero,™ Ademés, los pf mezclas de las
muesiras solidas oblenidas por dichos aulores y las preparadas en este trabajo de tesis
presentaron rangos estrechos y comparables con los of de cada derivado puro, lo cual
demostrd la identidad de los seis compuestos (Tabla 5.4.3, Anexos 4.3).

Los espectros IR permitieron confirmar la identidad de los compuestos. No se observaron
diferencias en las posiciones e intensidades de las bandas de absorcsdn de las muesiras
provenientes de las dos recristalizaciones sucesivas de cada dervado, Las senales mas
destacadas de los espectros IR de los seis derivados NBS-Het, se delallan en el Anexg 4.3,

Las muestras provenientes de las recristalizaciones consecutivas del BSTHQ.  BSTHQGa,
el BSBZT y el BSTHIQ =& analizaron tambéén por HPLC, a fin de determinar su pureza
cromatogrifica. Como se aprecia en la Tabla 4.2, las dreas porcentuales relativas de dichas
muesiras fueron fodas cercanas al 100 % Eslo reveld gque, una nueva recristalizacién no
conducia a un aumento de su pureza cromatografica (wer Anexo 4.4),

Ademas, se evalud la pureza térmica por DSC para muesiras del BSTHQ, el BSBEIT, el
BSTHIQ y el p-NO,-BSTHQ recristalizadas una vez (1Rec) y para la 2Rec del BSTHGa v &l
TM-BSTHQ. Los datos obtenidos se presentan en la Tabla 4.2, mientras que las curvas DSC
respectivas se pueden consultar en el Anexo 4.5.

Tabla 4.2. Purezas por HPLC y DSC de los derivados NES-Hel

p-HO - TH-
BESTHQ BSTHOa BEBIT BSTHIC BETHO BSTHG
Puraza HPLC (%
celalien da Braaa) 98,7 50,6 9.7 100 MD WD
el T 9993 09 85 96,79 99,93 99,85 93,88
Pureza DSC (mai%) (1Rec) * [2Fec) © {1Fec)® {1Rec)" {1Reac)® [2Rec) ©

T Rec - muestra recristaizada una vez. © 2Rec = musstra recristalizada dos veces consecutivas.

Los resultados obtenidos por TLC, pf mazela e IR confirmaron |a identidad de cada una de
los compuestes. A su vez, por TLC, pf HPLC y DSC se establecid que el grado de pureza de
cada una de las muesiras preparadas era aceplable (mayor al 95 %)
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4.4.1. Andlisis por Microscopin de Ploting Calentable

A fin de evaluar las caracteristicas morfolégicas v el comporiamienio de los salidos durante
su calentamiento, se recurrid a la MPC. El examen microscopico de las muestras reveld que
todas ellas estaban constituidas por particutas cristalinas. En la Tabla 4.3, se presantan las
otografias registradas a fraves de la lente del microscopio Kofler, Como se aprecia, el habito
cristaling de anco de los compuestos estudiados No expenmento cambaos con As sucesivas
recristalizaciones, a excepcidn del p-NO~BSTHQ, el cual presentd diferentes habitos en la
1Rec (fibroso) v la 2Rec (acicular],

Tabla 4.3. Habilos crisialinos de los seis derivados MBS-Het estudiados.
Miigstra BSTHO BSTHOA HSHEAL1

|
J 11
escglz an
1T} @
TM-BSTHOQ

Wuestra BSTHIG

Foinnralia
|Bscala or

Imirm |

Durante al analisis por MPC, [28 muestras del BSTHQ, el BSTHGa, al BSBLT, & BSTHIG y
el p-NO-BSTHQ no presentaron ningin evento témico previo a la fusion (sallos o
movimientos, cambios de habilo o de color, o Fberacién de burbujas cuando se cubrieron con
siliconal, Ademas, las temperaturas de lusion determinadas por este mélodo, Thee, Tusron
gimilares para los sdlidos provenienies de las dos recrnistalizaciones (Tabla 4.4). En cambia, en
al caso del TM=-BSTHG 1Rec fundid parcialmente a B0 °C vy luego completamente a 90 *C. En
lante, la 2Rec =dlo presantd una fusidn a 91 *C. Cabe sefalar gue, en el caso de este
compuesto, las recristalizaciones se efectuaron a partir de soluciones de distinta concentracién.
Asi, para la 1Rec se utilizo una solucion de 0,25 g/ml y para |a 2Rec una de 0,07 g/mL.
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Tabla 4.4, Ternperaluras de fusssn determinadas por MPC { Theez) de los sais derivados NBS-Hel

Thure (*C)
Compuesto 1Rec 2Rec JRec
BSTHGQ 65 &6
BSTHQa 114 114
BSBIZT 133 132
BSTHIQ 161 161
p-NO-BSTHOQ 118 118
TM-BSTHG 80 y 80 a1

LAE ]

" La temperatura de fusian informada corresponde a la desapancion de |a ltima traza de sdlido

+.4.2. DSC, TG-DTG y DRXP

A los fines de completar la caracterizacion térmica de los seis dervados en estudio y de
determinar si alguna de las muestras recristalizadas estaban solvatadas, contenian solente
residual o presentaban alguna transicion de tase no detectada por MPC, 52 recurnd a la DEC v
la TG, En la Tabla 4.5 se consignan los datos DS v TG-DTG mas relevantes, mientras que [as
respectivas curvas sa presentan an kas Figs, 5.4.6.1- 4.6.6 (Anexos 4.6).

Las curvas DSC del BSTHQ, del BSTHQa, del BSBZT, del BSTHIQ y del p-NO,-BSTHQ,
correspondientes a sus dos recristalizaciones conseculivas, presentaron enire. 25 y 140 °C un
Unico pico endotérmico agudo, debide a la fusicn de las mismas (Figs. 5.4.6.1-4.6.5, Anexos
4.6). Las temperaluras axirapoladas de inicio (Ton.ed ¥ de pico {T,..) de dichas muestras fueron
coincidentes (Tabla 4.5), dentro de los errores experimentales de la técnica, indicando gue no
habia diferencias termicas enire ellas. En cambig, las curvas DSC de la 1 v 2Rec del TM-
BSTHQ, si kien mostraron un pico agudo de fusion con To... practicamente iguales, el pico de
la 1Rec exhibid un peguefic hombro en la ladera derecha, sugiriendo la presencia de un
sequndo componente o bien diferencias exlemas de la muesira (cristalinidad, tamafios de
particulas, etc).'"" Previo a la fusidn, ninguno de los dervados presenid endotermas de
daesolvalacidn, ni saltos o picos atribuibles a pérdidas de masa, indicando que eran sdlidos
libres de solvents.

Las curvas TG-0TG de los seis derivados presentaron una regidn horizontal en el rango de
temperaturas comprendido entre 25 v el punto de fusidn de cada uno, indicando gue no se
verifican pérdidas de masa en dicha zona. Sin embarge, por encima de 150 *C,
aproximadamente, todos exhibleron pérdidas de masa asocladas a un procaso  de
descomposicidn, indicando que estos compuestos son esiables en estado sdlido pero en
estado fundide descomponen. El T..., de pérdida de masa determinada por DTG (Tabla 4.5)
indica claramente que el BESTHQa, el BSBZT y el BESTHIQ =on mas Inestables que el BESTHQ,
al p-NO-BSTHQ y &l TM-BSTHQ, en estado lundido, ya que |la dascomposicidn comianza a
temperaturas muy proximas a las de fusidn. El andlisis cromatografico de las fases fundidas del
BSTHGa, del BSBET y del BSTHIG, oblenidas por calentamiento en el Kofler (hasta sus of) v
enfriandolas inmediatamenie a -15 *C, reveld la presencia de producios de degradacion, lo
cual fue consistente con los resullados DSC y TG-DTG. Esto no fue obserdado en los Ires
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derivados resfantes, ya que estos, con el mismo procedimiento de fusidn-enfriamiento, no
maostraron producios oe degradacion.

Tabla 4.5. Datos de DEC y TG-DTG de las recristalizaciones de los sels derivadas NBS-Hel

DsC oOTG
Compuesto  Muestra T (*C)" p A Ry M) WT;::“M
1
BSTHO oo e e iy 1572
ssoa S0 110 e g 184
1R 114, 180,
i EH-:E 1$3 :gg 1::4.2 13.2
MO e 3 w0 s s
PNOBSM e es  ise  ma  wiaa
- - W
* Temparatura exirapolada de inicio de pico, T por su sigla en inghés,
* Temperatura méxima de pico.

En la Tabla 4.6 se indican los picos mas intensos del patron de DRXP de cada muesira de
los derivados MBS-Het estudiados, mienlras que sus difractogramas se presantan an las Fig.
5.4.6.1 - 4.6.6 (Anexos 4.6).

Tabla 4.6, Listados de |las reflexiones mas infensas de s patronss de DRXP de muestras de los seis
derivados NES-Het

Compuesio Muestra

ENTIRIEey A5 A Otros picos caracteristicos (* 28)

intensidad [* 28)
1Rac 862 B.G62, 14,14, 17,243
B3THG 2Rec B.58 8,58, 13,05, 17,19
BSTH 2MRec 20, 05 10000, 1102, 20,05, 23,55
Ca ARasc 31,49 9.98, 11,1, 19,98, 23,49
BEEZT 1Rac 14,35 10.18, 14,35, 15,04, 20,32, 21,585, 25,09, 28,81
e 28 .95 10,17, 14,37, 15,15, 20,28, 21 86, 24,089, 28 05
BSTHIO 1R 19,26 9,70, 10,84, 19,346, 19,96, 28,17
ZRec 20,0 9,78, 10,95, 19.44, 20,04, 29,22
1Rec 42 10,56, 13,40, 21,30, 30,42
H
PHOBSTHR an 39 10,59, 12,56, 21,42, 30,39
1Rec 14,81 T43 11,21, 13,22, 14,81, 15,74, 22,25, 23,51
THEETRS e 1565 737, 11,27, 13.22, 14,72, 15,85, 22.13, 03,45

Los patrones de DRXP de las muestras preparadas de los seis compueslos estudiados
resultaron coincidentes entre &i (Tabla 4.8). En efecto, cuando se comparan los difractogramas
de dos crisializaciones diferenies de cada derivado, no se observa la presencia de nuevas
reflexiones, indicativas de fases adicionales, ni desplazamientos en las posiciones de los picos.
Solo se observaron variaciones en las intensidades y ancha de los picos, alribuibles a
diferencias en el grade de orden cristaling, el famafo de particulas vy al fendmeno de
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orientacion preferencial, el cual no pudo eliminarse de las muestras. Esto reveld que, con las
condiclones oe cristalizacién ensayadas, sa obliane para cada compuesto la misma fase
cristalina.

Cabe destacar, que los difractogramas de las 1Rec y 2Rec del TM-BSTHQ resultaron
similares, observandosa solo diferancias en las intensidades de algunos picos, o cual indicd
gue las muestras eran isomdrficas. Por tanto, las diferencias térmicas observadas por DSC, TG
y MPC podrian indicar que las muestras presentan diferencias en su grado de cristalinidad y'o
an factores exlernos (lamafo de crisial, defectos cristalinos, eic.) o bien existir gérmenes
polimariicos no detectables por la DRXF. A fin de obtener informackdn complementaria sobra [a
estruciura interna de las muestras del TM-BSTHQ, se recumit a la DRIFT. Dichos espectros
también presentaron buena concordancia para las muesiras procedentes de las diferentes
cristalizaciones, como era de esperar (Fig, 5.4.7, Anexos 4.7). Un andlisis mas detallado del
comportamiento fermico de este derivado se desarrolla en una seccidn posterior,

Sobre la base de los resultados obtenidos, v dado que las muestras recristalizadas
presentaron una elevada pureza quimica (> 98 %), se eligid a las 1Rec dal BSTHQ, &l BSBZET,
el BETHIQ v el p-NO,-BETHQ como MT para la bisgueda de polimoros; en {anto que, sus
2Rec se calificaron coma ET (referencia quimica, térmica vy cristalografica). Para el BSTHQa,
se utilizd la 2Rec como MT y fa 3Rec coma ET. En cambio, para el TM-BSTHQ, se usd la 2Rec
como MT v ET, debido al comporiamiento iérmico presentado por la 1Rec (Tabla 4.5),

4.4.3. Andlisis exploratorio de estabilidad y solubilidad

Los resultados correspondientias a la estabilidad de los derivados NBS-Het en diferentes
solventes se muestran en la Tabla 5.4.8 (Anexos 4.8). El BSTHGa y e TM-BSTHQ resultaron
ser estables en odos l0s solvenies ensayados, duranie las 24 h de medicion, EIl BETHQ v el p-
NO-BSTHQ resultaron estables en la mayoria de los solventes ensavados, a excepcidn de
iolueno en el cual se detectd degradaciin a fa hora para ef BSTHQ vy a las 2 h para el p-NOy-
BSTHQ. El BSTHIQ mastrd ser astable en casi iodos los solventes ensayados, a excepoidn de
folueno v cloroformo. En cambio, el BSBEZT demostrd ser inestable en varios de los solventes
ensayados, tales como acstordrio, benceno, cloroformo, diclorometano, DMF, DMS0, so
butanal, so-propanal, metarsd, nshaplano v olueno.

Una wez identificades los solventes en los cuales los compuestos eran estables, se
efectuaron ensayos de solubilidad a tin de determinar cudles de ellos eran solvenies o
anfisolvenies y se obluvo una solubilidad estimativa (Tabla 4.7). En funcidn de los resuliados
obtenidos y segun los criterios establecidos por la FA VI Ed. para |a clasificacion de solubilidad
de un compuesto,” se puede concluir que:

= Los compuestos BETHG, BSTHGa, BSBET, p-NO-BSTHG vy TM-BSTHQ fueron
sofubles (solubihidad = 33 mg'mlL} en acetsto de efilo, acelona, acetonitrilo, benceno,
cloroformeo v dicloromelans.

= EIBSTHIQ fue moderadamente soluble (solubilidad entre 10-33 mg/mL) en acetalo de
elifo, acetona, acetonitrilo y benceno.

* |Los derivados BSTHQa, BSBZT, BSTHIQ, p-NO--BSTHQ y TM-BSTHQ fueron
ligaramente solubles (solubilidad enire 1-10 mg/mL) en alcoholes, a excapeion del BSTHO
que presentd una solubilidad mayor de 10 mg/mL.

«  Todos los compuestos fueron précticamente insolubles {solubilidad < 0,1 mg/mL) en
agua.
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= Los compueslos BSTHGa. BSBZIT, BSTHIQ. p-NO-BSTHQ y TM-BSTHQ fusron
praciicamente insolubles en rn-pentano vy r-heptano, mienras gue e BSTHQ fue
ligeramente solfuble en dichos solventes.

Tabla 4.7, Sclubilidad estimada de los seis denvados MES-Het en diferentes solventes (mog/mL) a 25 *C.
BSTHO EBSTHOa BSBZT BSTHIO FND-BSTHO TM-BSTHO

aoetsia o slilo =1 (1 5.5 MO 1 77y =5
anstona =1 (i =1 (1] =100 188 TH =Gl
acetonltrilo 48 5 3a.7 MO 12,6 =7s =53
AN 1,008 =10 IS 2011 =A1.[15 =) 0% =105
hangEm =101 510 841 g1} 13,6 279 =51
clornhommn = ifi 116 PLl Il x4 =55
dicloromatana =100 =100 ML 48 =4 =560
BtaEnD i2H & 5 i} 52 &7
eea-butansl 43 4.5 MDD 0.5 2 2.
ri-frapanod 58 5.1 MO 0.k 2 24
malanod =4 B | ML 1.6 (5] ]
f=biuranol 196 7 .51 (TS| 3.5 5
r-hegtann 3.0 0.1 <, 1 <[, 1 <l 1 <, 1
r-hano LT il I iz [ 0.2
o peEiiann 33 =0.1 =11 =[1.1 1)1 =1
r-penianc 14 B 24 25 ny 0.5 A
LariLig i ML 4B AN ML M0 =dH

Considerando los resultados de solubiiidad v estabilidad, junio a la informacion de
miscibilidad entre solvenles obtenida de bibliogratia'™ se dizedo la Tabla 4.8, la cual permite

alegir, de forma dinamica, pares de cosolventes o solvenle/antisalventa para disefar ansayos
de cristalizacion para este lipo de compuesios.
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Tabla 4.8, Solventes busnos ¥ malos v sisiemas cosolventes y antisolventzs parz los seis NBS-Hel
estudiados (Adaplado de Keraliya y col.™),
F Buen cosolvents

Antisolvenis
Buen solvente puro
Mal solvente purc
Pares inmiscibles
Mal cosolventa
Acatato efilo
Acatona
Acetomitrilo
Aguia
Bancand
Cloroformao
Dclorometang '
DMF
DMS0
Etanal
fEo-Butancd
r'sa-ﬁ'mpanu!
Matanol
rrButzanol
n-Heptano
rrHexanD
n-Paniand
r-Pantanal
PEG
Tolugno

g

Henceno
Etanal
izo-Butanol
Matanod
f=Butanal
rHeplang
f-Hexano
n-Pertand
n-Pentanal
PEG
Tolusrno

Cloralormo

Acatato efila
Acelona
Acetonitriio
Diclorsmetana
OMF
DRSO
i=p-Propanol

Los veinte solventes purcs que se ensayaron se représentaron en los 20 casilleros de la
diagonal. Segun la solubdidad que presenfaron los derivados NBS-Het, se los clasifico en
forma general, como buenos o ligeramente buenos {2 1 mgiml} o makos (< 1 mg'mL). El valor
de corte (cufoffy de 1 mg/mL se establasid arbitrariamente, considerando aproximadamente los
limites establecidos en la FA."? Es importanta aclarar que la Tabla 4.8 plantea una clasificacidn
genaral de los solventes estudiados, presentandose excaepciones. Por ejemplo, el n-pantano se
clasificd como mal solvente o antisolvente para los derivados esiudiados, aungue e BETHQ
presentd una solubilidad de 3.2 mg/mlL.

Si se contabilizan los sistemas de buenos cosolventes (por ejemplo, las mezclas binarias de
dos solventes buenos) estos suman 120 (240/2 casilleros arules). Por otro lado. si
contabilizamos o5 sistemas antisolventes (mezclas binaras de un solvente buano v olra malo)
ellos suman 368 (T6'2 casilas verdes), Las bdsquedas por fablas de miscibiidad de solventes
confirmaran que 20 paras son inmiscibies entre si (4002 casillas grises) o cual es imporiants
para los estudios de antisolvencia, ya que estos pares no deben ser ulilizados.
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4.4.4. Busqueda de polimorfos y caracterizacion de las muestras solidas obtenidas

A fin de oblener diferentas lormas sdlidas de los seis derivados NBS-Hel, se ensayaron [os
siete procedimientos de bdsqueda de polimoros descriptos en la Seccidn 4.3.3. En la Tabla 4.9
g8 resumen los 166 ensayos realizados.

Tabla 4.9. Resumen de los ensayos de cristalizacan realizados sobre los seis derivados NBS-Haet,

P-NO4- ™-
-~ BSTHO | BSTHGe | BSBZT | BSTHIG BSTHO | BSTHO
N* de solventes " 19 20 8 18 19 20
Procedimientos utilizados de 7 g ; j !
S e Wil | vl I -yl -1V y Wl
Condiciones de cristalizacicn " 3z 31 18 28 23 27
" Mimers de solventes en kos que el compuesio demosird ser esiable. ~ Ensayos totales realizados

sobre cads derhado, variando as condcianes de cnstalizacion (solventafaniisolventes, velocklacdes de
enfriamiento, polimeros, ate.)

En el caso del BETHQ, ¢ andlisis por MPC raveld gue las muesiras oblenidas presentaban
Tharc similares, comprendidas entre 64 y 66 *C, sugirendo gque lodas cormespondian & fa
migma fase cnstalina que la dal ET (Thy: = 66 *C). Cabe sedalar que la precisidn dal MPC
Kofler gz de £ 3 *C; por lo tanio, los valores estuviercn deniro del rango de varacién de la
medicion, Ademdas, al no evidenciarse eventos térmicos previos a la fusidn se descard la
presencia de polimorlos de menor pf o sclvatos (Tabla 5.4.8.1.1, Anexos). Con los
procedimientos I-V1, se obtuvieran sdlidos euhedros,'™ constituidos por particulas de color
blanco transparente. El habito cristaling predominante fue el laminar {igual que su ET}, excepto
en & ensaya V (etanoln-pentana), donde exhibid habito tabular. Cabe sefalar que la
descripcidn de los habilos cristalinos de lodas las muestras se efeclud siguiendo |a
nomenclatura cansignada por la USP'™ y por Haleblian, '™

La muestra dei BSTHQ seleccionada para ser caraclerizada por DRXP y DRIFT fue la
obtanida de etanol:r-pemano (V). En la Tabla 4.10 se comparan las caracleristicas
maorfoldgicas y térmicas de esla muesira v el ET, determinadas por MPC.
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Tabla 4.10, Caracteristicas morfoldgicas y Wrmicas del BSTHQ ET y del BSTHQ etanola-pentano
V) determinadas por MPC.

BSTHQ ET | BSTHQ atanol:m-pentanag (V)
Habito enstakno laminar I r
| 1.0 mm
Fotogratia
: Evenibos Wrmecos previos a la fusida: Mo | Eventos tarmicos s & la fusdn: Mo
Datos Mermicos Thase: 86 °C Tf,‘,:;l?ﬁ ac
Burbujen: Mo Emeu i'-.lwu
Datos térmices * | Eventos térmicos previos a la fusidn: No | Eventos térmicos previos a la fusidn: Mo
Thypc: 68 °C Theeo: 65 °C

Los patrones de DRXP de las muesiras del BSTHQ elancl:n-pentano (V) v el ET resultaron
colncidentes enfre si (Fig. 5.4.9.1.1 y Tabla 5.4.9.1.2, Anexos 4.9.1). En efecto, no se obsernvd
la aparicion de nuevas reflexiones indicativas de fases adicionales, y hubo buena coincidencia
con las posiciones de los picos. Esto reveld gue, en las condiciones ensayadas, se cbliene la
misma fase cristaling, la dal ET, S6lo se obsarvaron variaciones en las intensidades de los
picos, atribuibles a diferencias en orientacion preferancial. Por ofro lado, los espectros DRIFT
de la muestra v del ET (Fig. 54.91.2, Anexos 4.9.1) no mostraron diferencias an las
pogiciones y formas de las bandas de absorcion. Esto indicd que sus estructuras sarian las
rmismas, ko gue a su vez concuerda con los resultados enconirados por DRXP.

En el caso del BSTHQa, se comprobd por MPC, que las muestras oblenidas presentaban
Thupe similares, comprendidas entre 113 v 115 °C, sugiriendo que todas cormespondian a la
misma fase cristaling, la del ET [ Thec = 114 °C). Mo se observaron eventos térmicos previos a
lg lusitn (Tabla 5.4.9.2.1, Anexos 4.9.2).

Con respecio a las caracteristicas morfoldgicas, el habiio predominante fue el acicular (al
igual que su ET), aunque también se obluvieron muestras con habitos laminar y prismatico y
stlidos anhedros.

Les cristales del BSTHQa acetona (I} s& seleccionaron para su caraclerizacion por DRXP,
TG, DSC y DRIFT, dadas |as diferencias que presentaron en el habito cristaling con respecto al
ET. En la Tabla 4.11 se presentan log datos térmicos v morfolégicos de ambas muesiras,
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Tabla 4.11. Carzcteristcas morfoldgicas v térmicas del BSTHOa ET y del BSTHOa acetana (M)
determinadas por MPC,

I = BSTHOa ET BS5THQa acetona (1)
| Hibitn crstalimg cicutar silldo anhedro
1.8 mm 1.0 mm
| i
Fotogratia
“Eventos l&mmicos previos a 1a fusion: No | Evenins [&rmicos previos a la fusion: Na |
PGS teerhend The: 114 °C Thapc! 114 °C
Burbupen: Mo Burbiujeo: Mo
Datos térmicos * | Eventos Wermicos previos a ta lusidn; No | Eventos térmicos previos a ka lusidn: Mo
Thao: 114 °C Thec: 113°C

" Se repitit el ensaye embablendo los cristales en aceite de siicona,
El dl1ra.1:tu-gfarna de DRAXP del BSTHQa acetona () resultd coincidente con el del ET,

49.2). Las curvas DSC y TG del BSTHGa ET y au::e!nna I:III} presenlamn periles similares,
inClusive SUS Tonee (1106 7C y 109.8 "G, respectivamente) fueron similares. Al igeal que para af
ET, para el BSTHOa acetona no s& observaron picos DSC endotérmicos, ni pérdidas de masa
por debajo de 100 *C, gue podrian atribuirse a procesos de desolvatacién (Fig. 5.4.9.2.2,
Anexos 4.9.2), Los espectros DRIFT de ambas muestras fueron superponibles, evidenciando la
presencia de la misma estruciura molacular, io cual es coincidents con los resultados obtemdos
por DAXP (Fig. 5.4.9.2.3, Anexos 4,9.2).

Los procedimientes de cristalizacion aplicados en el BSBZT condujeron a muestras sdlidas
con Thype similares entre =i, comprendidas enire 131 v 134 °C, sugiriendo que todas
corresponderian a la misma fase cristaling (igual a la del ET, Thpc = 132 *C), Ademas, no se
observarcn eventos térmicos previos a ia fusian, descarandose la existencia de polimaorios de
menor pf o solvatos (Tabia 5.4.9.3.1, Anaxos 4.9.3).

El habitc predominania fue & prismalico (gual que e de su ET), aungue algunas muesiras
presentaron habito laminar, y otras fueron sdidos anhedros.

La muesira BSBZT guitosano (V1) s& selecciond para ser caracterizada por DRXP v DRIFT,
por presentar un habito cristaling diferente con respecto al ET. En la Tabla 4,12 se prasenta un
andlisis comparative de los datos obtenidos por MPC de esta muesira y su ET.
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Tabila 4.12. Caracteristicas marlokbpicas v 1armicas del BSBZT ET v del BSBZT quitosano (V1)
determinada por MPC,

BSBITET BSBZT guitosano (Vi)
| Habito cristaling | prismatico sdlido anhedre
T 1.0 mm
e —

Fologealia

Evenios térmicos previos a la fusidn: Mo | Eventos Wrmicos previos a la lusidn: No

Datos térmicos Thas 133 °C Thuec! 131 °C

Los patrones de DRXP del BESBEZT ET vy quitosano (V1) resultaron coincidenies entre si, Sdlo
se obsenvaron variacionss en las intensidades v ancho de algunos picos, atribuibles a la
orienfacidn preferancial (Fig. 5.4.9.3.1, Anaxos 4.9.3). Los espectros DRIFT fueron similares
(Fig. 5.4.9.3.2, Anexos 4.9.3), indicando que las muestras no presentaban diferencias
esiructurales, vy elio fue congruente con ks resultados hallados por DRAP,

La cristalizacion del BSTHIQ con los procedimientos |-V, condujo a 29 muestras que
exhibieron The: similares entre si, comprendidas entre 158 y 163 *C, sugiriendo que todas
correspondian a la misma fase sdlida, 3 de su ET [ The: = 1681 °C). Un aspecto desiacable da
dichas muestras es gue lodas preseniaron el habito acicular, el cual fue coincidente con el del
ET (Tabla 5.4.9.4.1, Anexos 4.9.4). Al igual que con los derivados precedentes, no se observo
para ninguna de [@s muesiras eventos t@rmicos pravios a la fusidn, a excepcion del BSTHIG
agua (I}, para i cual se delecio la beracion de burbujas cuando fue embebida en aceite de
silicona. Eslo indicaria la presencia de solvente residual en la muasira o un posible hidrato.
Dicho material se selecciond para su caracterizaciin por DRXP, andlisis térmice (DSC vy TG) v
DRIFT. En la Tabla 4.13 se resumen |las caracteristicas morloldgicas y térmicas del BSTHIQ

ET y del BSTHIQ agua (1).
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Tabia 4.13. Caracleristicas morfoldgicas y térmicas dal BSTHIQ ET v del BSTHIQ agus (1) determinadas

por MPC,
' = - BSTHIQ ET ESTHIQ agua () I
Halkilo :
l_::n'smlina _a-m:Lta :
3.0 mm
_—_—
Fotografia
. |
Datos Eventos térmicos previos a (8 fusidn: Ma Ewventaos térmicos previos & |2 fusidn: Mo
tarmicos Thpe: 1681 °C Thapet 181 °C
e Burbujeo: Mo Burbujeo: Si (126-150 °C)
tiemicos ® Eventos térmicos previos a la fusidn: Mo Ewventos térmicos previos a la fusidgn: Mo
Thipe: 161 °C Tape: 160 °C

* Sa repitio el ensayo embebiendo los cristales en aceite de silicona.

Al analizar en forma integral los resultados encontrades por DRXP, DSC, TG vy DRIFT del
BSTHIQ agua (I} v ET, s& confirmd que ambas muestras solidas cristalizaron como una Gnica
fase anhidra. En efecio, los patrones de DRXFP fuercn coincidentes en posiciones (28) &
intensidades relativas (Fig. 5.4.8.4.1, Anexos 4.9.4) Las curvas DSC y TG (Fig. 5.4.9.4.2,
Anaxos 4.9.4) tamblén resultaron practicamente superponibles, con Taess simiares (1553 *C v
154.8 °C, respectivamente). No se evidenciaron eventos DSC endotérmicos yo exolérmicos
por debajo de 155 °C, ni tampoco pérdidas de masa en la curva TG, lo cual llevd a descartar |a
presencia de hidratog, solvente residual vy transiciones sdlido-sdlido en ese rango de
emperatura. Los espectros DRIFT resultarcn superponibles (Fig. 5.4.9.4.3, Anexos 4,9.4),

Las 29 muestras obtenidas, ufilizando los procedimientos |-VI, del p-NO-~-BSTHQ,
presentaron por MPC T similares, comprendidas entre 117 y 118 °C, sugirendo que lodas
correspondian a la misma fase cristaling, la misma del ET [ Thee = 118 *C). Mo se cbservaron
eventos térmicos sugestivos de fransiciones solido-sdlido, ni desolvataciones, descartandose la
avistencia de polimorfos de menor pf o sclvatos (Tabla 5.4.95.1, Anexos 4.95). Es de
destacar que, todas las muestras fueron solidos euhedros,'™ constituidos por particulas
fransparentes de color amarillo. Se observaron varios habitos, entre ellos el laminar y el
prismatico, pero el predominante fue el acicular (al igual gque su ET). En |a Fig. 4.11 se aprecia
una lotografia de los cristales prismaticos del p-NO;-BSTHQ, que nuclearon a parir de
poliestirano,

Fig. 4.11. Fofografia del p-NO-BS5THQ cristalizado con poliestirenc como hedenonicleo.
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Para & TM-BSTHQ, aplicando los procedimientos IV y VI, se obluvieron 27 sdlidos
euhedros, con diferentes habitos: prismatice, laminar v acicular. En cambio, por evaporacion
lenta de benceno ¥ en e ciclo de calentamientoc-enfriamiento s obtuvieron dos muestras
solidas que se presentaron como sofidos anhedros.

Laz muestras oblenidazs exhibieron comporlamientos térmicos variados. Algunas
presentaron un solo evento de fusidn, con Thee comprendidas entre 90 v 84 *C, similar al ET
[ Thaec = 81 °0). Ofras, mostraran dos aventos, & pnméarg se manidesio en lorma de fusion
parcial v al segundo como una fusidn total, en ambos casos las Thee variaron dependiendo de
la muestra (Tabla 5.4.9.6.1, Anexos 4.9.6).

Aungue no pravino del screening de polimorios, s de destacar aqui el comportamienta del
TM-BESTHGQ 1FRec (Tablas 4.4 v 4.5), debido a que. tal como s detaltd anteriormente, evidencié
por DSC a 10 *Cimin, un pico de fusion ancho con un pequeno hombre a aproximadaments
97.7 °C (Fig. 4.13). Los sucesivas inlentos para repraduair 1a ablancion da dicha muestra, bajo
las condiciones indicadas, no tuviercn éxite, En tanto que, el TM-BSTHQ 2Rec, elegida como
ET, pudo ser reproducida y obienida en multiples oportunidades.

Las muesiras del TM-BSTHQ logradas de polipropileno (VI), bencenc (i1, etanol {1} v etancl
(I} s& seleccionaron para su caraclerizacion por DSC v 52 compararon con las de 1Rec y 2Rec
[Fig. 4,12 y 4.13). El examen de las curvas DSC de 1Rec a dos § diferentes (Fig. 4.12 y 4.13)
reveld gue con una velcdad de caleniamento lenfa (Fig. 4.12) la muestra exhibe dos
endolermas. En cambio, a 10 #C (Fig. 4.13) exhibe un pico de fusion seguido de un pequedo
hombro endotérmico, sugirendo conversiones polimarficas dependientes de la velocidad de
calentamiento. La 2RBec, en cambio, presentd un dnico eventa de fusion (T = 926 °C) a las
dos B ulilizadas. El TM-BSTHQ polipropiena (V1) presenid wuna scla endolerma a las dos B
ufilizadas, mientras que para el TM-BSTHQ benceano (IIl) & 1 *Ci/min se visualizaron dos picos
endolémmicos, a 898 “C v 95,1 °C (Tasaw Fig. 4.12) ¥ uno a 10 “C/min (Fig. 4.13). sugirienda
tambsen conversiones palimarficas dependientes da la velocidad de cakentamiento,
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Fig. 4.12. Curvas OSC [A = 1 "Cimin) de musstras seleccionadas del TM-BSTHO (flujo de N; 2 50
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Es de dastacar que, en al rango comprendide entre 25 y 90 °C, ninguna de las curvas DSC
(Fig. 4.12 v 4.13) del TM-BSTHQ, presentaron picos endotérmicos atribuibles a procesos de
desolvatacién, Ello fue confirmade por TG, ya gue las curvas respectivas (Fig. 5.4.8.6.1,
Anexos 4.9.6) no mosiraron pérdida de masa en el intervalo de femperaturas mancionado. Esto
evidencid la ausencia de solvatos y de solvente residual para las muesiras del TM-BSTHG.
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Fig. 4.13. Curvag DEC (8 = 10 "Ci/min} de musestras seleccionadas del TM-BSTHQ (flujo de M; a 50

mlL/min}.

Les intentos de conseguir monocristales del TM-BSTHQG resultaron exitosos cuando se
ulilizaron las 1écnicas de;
* gvaporacion lenta de una solucion diluida en n-hexano conteniendo polietilenc de
alta densidad (PAD-VI] y
s gvaporacion lenta de una solucion metandlica diluida (M-111)

En la Tabla 4.14 sa presentan los datos érmicos y morfoldgicos de dichas muestras.
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Tabla 4.14. Caracleristicas morfolbgicas y térmicas del PAD-VI y del M-1Il determinadas por MPC.

: PAD-V| M-Il
Solvente | n-hexano - metanol
Habito :
i
caitalif prismaiico farmirar
1.0 mm 1,0 mm
| e
Fotogradia
Datos | Eventos térmicos previos a ia fusian: No Evenlos 1érmicos previos a la fusion: Mo
{rmicos Theect 92 *C Theee: 30 °C
Ditos Burbujas: Mo Burbujas: No
Al Eventas termicos previos a & fusion: Mo Eventos 1érmicos previos a la fuskn: No
| Theeg: 92 *C Thunc: 89 °C

¥5e repitio el ensayo embebiendo los cristales en acelte de silicona,

Los monocristales obtenides fueron de un tamafo adecuado, con los cuales se pudiaron
resalver sus estructuras cristalinas, aplicando la DRXM. Esto resultd Ofil para confirmar s
correspondian a polimorfos diferentes, dado que entre ambas muestras se presentaron
caracteristicas morfologicas distintas y leves diferencias en los andlisis térmicos (Tabia 4.14),
Las estructuras cristalinas del TM-BSTHQ PAD-V1 y M-I, resuettas a -100 °C, lueron
isoestruciurales. Para confirmar que las determinaciones a lemperalura ambsente y -100 *C no
produjeran cambios de fase, se midieron los parametros de celda unitaria a varias
lemperaturas (Tabla 4.15), Entre 22 °C y -100 °C las dos muestras poseen la misma fase (de
aqui en adelante Forma | del TM-BSTHQ). La contraccion de |a celda unitaria, que se obsarvo
al disminuir la temperatura, fue un comportamianto esperable.'™ Se llevo a cabo la resolucién
completa de la estructura cristalina y el refinamiento de ambas, a -100 "C, determinandose que
partenacian al grupo espacial F2,/c, manoclinica.

Tabla 4.15. Dimensicnes de 1a celda unitaria (3, by cen A y § en ®) del TM-BSTHQ PAD-VI y M-Il &
diterenies temperaturas ("Cl.

Temp |2 . : O U P S S —"
i Al ! FAl- FAL- AL PAI- ; FALL A | PAL X
¥ BA-L1 | v | u-m | v | M :.n | v | TR | W ML | w | -1
w | _I.I.l.:l-'!-'.l__: LR o LEILE g Qo2 | Wiy EAIRE | _'-'_.fl'['i | '_-'.I'-l'-:'-'_ __FE:T-IH | H_.'E":-'-"i
B | TAe | ead | e | 7% | TEM | TAw | Taew | Tees | 7eaa | 7Aay | orAl | oTALS

T 24,092 TEET :4:_3_&1_: __;4;::3.1_: 1_4..:5&: | 1-!.'_!.'-1:1 24213 :f,:iu ETEET 28 | 243
5] | Ok 204 | uk__'n'l'il | UE IS5 .14 4943 | LR S6 wTT B | 0 165 MInd | 90a7) Tl

En la Fig. 4.14 se comparan los patrones de DRXP experimentales de 1Rec y 2Rec con &
calculado a partir de ks datos de la estructura cristalina del TM-BSTHQ PAD-VI. Como puede
apreciarse, lodos son coincidentes en posiciones (26) e intensidades relativas, a partir de lo
cual s pudo confirmar que 1Rec y 2Rec eran isomdrlicos y poseian la misma estructura
monoclinica {Forma [} que e TM-BSTHQ PAD-VI v M-Il
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Fig. 4.14. Patrones experimentales de DRXP del TM-BSTHOQ 1R=c v 2Rec, y patrdn calculado dal TM-
BSTHOQ PADYI,

A pesar de que 1Rec y 2Rec resultaron iscestructurakes, sus compordamisnios fermicos
fueron diterentes (Fig. 4.12). Ello podria afribuirse a la presencia de una fase polimdrica
adicional, =bio detectada por DEC, o a factores exlerncs [lamafos, defectos cristalinos, elc.). &
fin de profundizar sobre el compodamiento ¥rmico de 1Rec, se recurnid a la DRXP-TY, Las
empersturas a las cuales se efectuaron dichas determinaciones 52 programaron en funcion de
las endotermas encontradas por DSC, A partir da 88 °C se notaron cambios en las
intensidades de algunos picos, pero las vanaciones mas importantes se visualizaron a 81 *C,
El pico dominante a 14,66 * 28 desaparece y surge uno nueve a 18,67 ° 28, El patron a 81 °C,
probablemente representa ofra fase crstalina. Estos cambios se corresponden con los
observados por DSC para dicha muestra. La endoterma a T, = 51,8 °C y la pequefa
axolerma 3 Temam = 33.2 "C corresponderian a la conversion de la fase inicial en una nueva
tase. En tanto que, la segunda endoterma a Tyne = 96,8 *C se asociaria a la fusion de esa
segunda fase, ya que el patran DRX a 97 °C, correspande al de un material fundida {Fig. 4.15).
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Fig. 4.15. Pafranes de DRXP-TV del TM-B5THQ 1Rec en el rango 30-97 “C.

La muestra fundida se dejo enfriar en el difractdmetro hasta 25 *C y posierormenta sa
axaming por MLP. El examen microscopsco reveld |a presencia de cristales bien formados v
con buenas propiedades de extincidn, a partir de log cuales se selecciond un monocrisial gue
resulto util para resolver la estructura cristalina de la muesira (Capitulo 5). La estructura
cristalina de la misma no fue coincidente con la previamente resualta del TM-BSTHQ, v ello
indicd que por calentamiento hasta 100 *C v posterior enfriamiento hasta 25 *C, se obliene una
sagunda fase cristalina monoclinica (grupo espacial P2y/n) de este compuesto, la cual se
designd como palimorfo Il Los detalles sobre el empaguatamiente y conformaciones de ambas
lases se presentan en el Capitulo 5. En la Fig. 4.16 se exhiben log patrones DEXP calculados
de ambas fazes polmordos |y I1).
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Fig. 4.16. Patrones calcutsdos a partir de 0s datos de DRXM de tas estructuras cnstalings de las
Faormas 1y 1.

Ademas de determinar la estructura cristalina del TM-BSTHQ 1Rec F, s reglsird su perfil
DSC a dos 8. A 10 °C/min (Fig. 4.17.A), la curva mosird fres endotermas separadas entre si en
aproximadamente 10 °C. En camhbio, a 1 *C/min (Fig. 4.17.B), la tercera andolarma fue apenas
detectable. Esto indicaria que el comportamiento térmico es afectado por la velocidad de
calentamiento y que S8 eslaria en presencia de vanas fases sdlidas, no 56k las formas | y 1l
del TM-BSTHQ.
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Fig. 4.17. Curva DSC del TM-BSTHG 1Rec F {despuds de ser calentado desde 25 °C a 100 C ¢

enfriado nuevamente & 25 *C) a dos 8: A} 10 *Cimin y B) 1 *Cimin,

A fin de interpretar los eventos DSC de 1Rec F, se efectuaron observaciones por MPC (Fig.
4.18) y determinaciones de DRXP-TV (Fig. 4.19). Como se apracia an |a Fig. 4.18, por MPC se
visualizo la fusidn antre 70-73 °C v luego, entre 77-82 °C, una cristalizacion. Después de los B2
*C y hasta los 130 °C, no se abservaron cambios trmicos en el solido.
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Fig. 4.18. Imagenas dal TM-B5THQ 1Hac F obtenidas con al MPC. El calentamianto & alectud a 10
*C/min deade temperatura ambsente hasta 56 “C, a 1 “C/min de 55 2 90 °C y a 10 "C/min de 50 2 130
=

Canforme a o indicada por la Fig. 4.159, los patrones DRAXP-TV de la muesira fueron
superponibles entre 65 °C y 90 °C, descartdndose la ocurrencia de fransiciones de fases a
esas lemperaturas. La invariancia de los difractegramas a 73 °C, B2 "C vy 82 *0 (las
temperaturas de las endotermas DSC de la Fig. 4.17) es de destacar, va que este resultado
estd en contrapasicion con o indicada por DSC. Sin embargo, debe mencionarse que las
condiciones experimentales de ambos experimantos no fueron estrictamente simiares Se
notaron algunas diferencias en los patrones registrados a 30 v 50 *C, que indicarian que la's
lases de partida experimentarian algun cambio inducido por el calentamiento. La temperatura
de fusidn de 1Hec F registrada por DRXP-TV fue manar (82 *C) que |a obtenida para 1Rec (37
21, en coincidencla con los datos DSC (Fig. 4.17). Estoz resullades sugeririan gue los
cambios obsenvades por D3 tendrian su origen en factores externas de la muestra o bien que
la misma posee gérmeneas polimarficos no detectables por DRXP-TV.

HG



Estudio del Estado Sdlido Capitulo 4

95

" BI*C
B
E_ e
E J_.;J!._._“.,_uLl.ljl_LL.-'l__A_._._uﬁJI.__.-_.»\.p._A_.

20°
Fig. 4.19. Pabrones da DAXP-TV del TM-BS5THQ 1Rec F en el rango 30-85 *C.

Las muestras TM-BSTHQ 1Rec y 2Rec también fuercn calentadas y enfriadas en dos
aquipos DSC, uno sin control (DSC 1) y otro con contral de |a velocidad de enfriamiento (DSC
2. Con el D3C 1 e emplearon dos velocidades de calentamiento {1 v 10 *Cimin) ¥ no ze
registraron las curvas DS0 de enfriamignte, va que el equipo no permitia su registro. En las
Figs. 4.20 A vy B se axhiben las curvas DSC de calentamiento para el TM-BSTHQ 1Rec y 2Rec
a las dos velocidades estudiadas. Como rasgo distintivo, puede mencionarse gue las curvas
corraspondiantes a los materiales fundidos y recalentades (1Rac F y 2Rec F) presentaron
axatermas de cristalizacidn por debajo de 50 *C (Fig. 4.20 A) o0 70 °C (Fig. 4.20 B), las cuales
no estaban presentes en las muestras inicialmente calentadas {(1Rec y 2Rec). Luego de éstas,
se observaron dilerentes endotermas que variaron en namero (dos, tres & incluso cuatra) y en
188 Tonse Estos resultados indicarian que e TM-BSTHQ presenta un comporiamiento lérmico
complejo, con transiciones de fases y'o eventos térmicos inducidos por el calentamiento y
enfriamienio y sus respectivas velocdades.
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Fig. 4.20. Ciclos de calentamienio-enfriamienta-calentamianio sobre 1Rac y 2Rec. con 3= 1 *Cimin [A)
y 5 =10 "Cimin (B).

Con al DSC 2, an cambio, se estudid la 2Rec, la cual fue sometida a dos condiciones
diferentes en las que se variaron las velocidades de enfriamiento {cormda 1 a-10 y corrida 2 a -
5 *C/min). E! analisis de estos resultados mostraron que, en |a corrida 1, se obluve un sdlido
gue presentd, en el segundo calentamiento, una endolarma a8 Ty = 92 °C. Mientras que en la
corfida 2, el zegundo calentamiento produjo un pico 8 Taewa = 73 "5, Sa pudo corroborar asi,
que las interconversiones son sensibles a las velocidades de enfriamiento gue se utilicen,
llevando a producir fundidos con diferenies endatermas en una y otro caso.

Cabe sefalar, gue el polimorfismo es frecuente en las sulfonamidas. Un ejemplo notable es
la clorpropamida, farmaco cuya polimarfismo fue estudiado exhaustivamente por Faudona, " |a
cual presentd mdltipbes polimorfos sensibles a los ciclos de calentamiento-enfriamiento.

Par otro lado, se llevo & cabo un mortereado en |la muestra 1Rec, con el objetivo de estudiar
el efecto de reduccion del tamano de las particulas sobre &l comportamiento térmico. Se realizd

91




Estudio del Estado 56lido Capitulo 4

una malaxado suave durante 1 min y otro mas intenso durante 5 min. Los resultados,
axpuestos en la Fig. 422, damuesiran que [a doble endolerma sigue permaneciendo sin
cambios, por lo que ol lamano dae los cristales no estaria afectando al comportamiento térmico
avidenciado por dicho malerial,

Hast Fice (8851

13 40 & 14 m
[FHIE S Tamparsius "5 U v R

Fig. 4.21, Curvas D5C a A = 1 "C/min sobre mueesiras mortereadas de 1Hec.

En resumen, &l analisis integral de todas las curvas DSC, permitivia identificar un total de
cualro endolermas de fusidn, con los estudios realizados hasta el momento. Las Tewe de las
mismas serian aproximadamente: 73 °C (i), 82 *C (i}, 92 °C {iii) y 97 *C {iv}. Las curvas DSC
dal TM-BSTHQ 2Rec v el TM-BSTHQ polipropileno (V1) sdlo presentaron la endoterma lil. En
cambio, fas curvas del TM-BSTHGQ 1Rec, eftanol (1) y (1) exhibieron las endolermas i y iv. En
1Rec F se obluvieron curvas con tres endotermas (i, & y §ii). Mientras gue la curva DSC de
2Rec F a 10 *C/min presentd las cuatro endotermas (i, i, il y iv), como se aprecia en la Fig.
4.20, donde la endoterma i e observa al ampliar la zona.

4.5, Conclusiones

Se prepararon 166 muestras solidas correspondientes a los seis derivados de NBS-Het
salaccionados, aplicando siete métodos de cristalizacién distinios. Todas las muestras se
caracterizaron por MPC, vy las que presentaron caracteristicas morfoldgicas o 1ermicas
diferentes se analizaron ademas por DRXP, DRXP-TV, TG, DSC yo DRIFT.

La caracterizacidn de las propiedades del estade sdlido dal BSTHQ, el BSTHGa, ol BSBZT,
el BSTHIQ y el p-NO;-BSTHQ indicd gue cada uno de eflos presenta, al menos, una fase
cristalina, la cual seria |a estable a tempearatura ambienta (Tabla 4.16). Para el TM-BSTHQ, en
cambio, se logrd identificar, caracterizar y resolver la estructura cristalina de dos fases (Formas
| y Il). La forma |, se obtiena por cristalizacion en diferantes solventes y condiciones, miantras
que fa forma Il se obluve por calentamiento y enfriamiento de la fase fundida del polimorfo 1. La
forma Il no fue posible, hasta el momento, obienerta por ensayos de cristalizacion, y no se
dispone de un palrén exparimental que coincida con el calculadn, Conforme & lo evidenciado
por DSC vy DRXP-TY, el TM-BSTHQ presentaria formas polimdrficas adicionales. Aislar vy
caractenzar completamenta todas ellas, y determinar sus relaciones termodindmicas y
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estructurales es una proyeccidn impoertante de este trabajo de tesis, vy podra formar parte de un

prayecto a futuro.

Sa pudo establacer, lambién, que las condiciones de cristalizacsén y los solventas uiilizados
son faciores que afectan al habito cristaling del BSTHQ, el BSTHQa, e BSBZT, el p-NOy-
BSTHQ y al TM-BSTHQ (Tabla 4.16).

Tabla 4.6, Resumen de los hiEbitos cristaknos v fases enconfradas para los seis dervados NBS-Hat

astudiadas.
p-NO-
BSTHQ BESTHGA BSBIT BSTHIO BSTHO TM-ESTHO
Acicular, - Acicular, Larmirar,
_ L;;E" laminar, Fg:‘flgf"' laminar, aicular,
Hahbitos ilid mimlm. il Fibroso ﬂ;:"?nﬂhn' prlmm.
- o g0, sdlido
RO anhedro annecm anhedro anhadro
erislalings HE“EEJ;':':IE Unafase | Unafase que Egmﬁa Una fase que
(Ta= qmaﬂa a | Queserals seria ke qusmnm a werisiie o I
temperatura Ta pstable s Ta | establea Ta Ta pstablaa Ta
ambiante)
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5. ESTUDIO DE PROPIEDADES ESTRUCTURALES
TRIDIMENSIONALES

V

La actividad intrinseca de un compuesio ¥ el modo de interaccidn con los receplores
bioldgicos son dependientes de su esfruclura guimica Iridimensional en solucidn, pero aste
conocimianto es adn de dificll acceso. Es asi que las geometrias moleculares, determinadas
experimentalmente por DRXM, a partir de sus estructuras cristalings o las oblenidas mediante
calculos sobre una moldcula en el vacio (aislada) o en un solvente, se consideran,
actuaimente, las mejores aproximaciones para su estudig.

A lo largo de este capilulo se delallan los estudios de las propiedades estructurales
fridimensionales del BSTHQ, el BSTHQa, e BSBZT, l BSTHIQ, & p-NO-BSTHG y =f TM-
BSTHQ. Se presentan los resultados enconfrados mediante resolucion de sus estructuras
cristalinas y de célcufos de los minimos obtenidos por QC, en fase gaseosa (moléculas
aisladas) y en agua. Finalmente, se compara la informacidn proveniente de ambas
metodologias. Se analizan las conformaciones preferidas v los EPH intramoleculares,
recurriendo a cdlculos de Orbitales Maturales de Enlace (NBO).'™ Ademds. se estudia la
piramidalizacion del N y sus consecuencias sobre el ordenamianto tridimensional de los
derivados, las energlas relativas entre diferentes isomeros, las barreras energéficas y los
estados de transicién (ET).

La informacidn ociMenida podra ser aplicada en futuros estudios de screening virlual y
analisis 3D-05AR v como herramiantas para el disefo racional de nuavos andlogos.

5.1. Introduccion

La capacidad de las moMculas de interaccionar entre si y con las de su entorno, a través de
fuerzas de reconocimiento molecular (no covalertes) va determinar todo su compordamienio en
el estado sdlido, liquido, en solucion y también sus propiedades farmacolbgicas (interaccionas
tarmaco-receptor, farmacocingticas. biofarmacéuticas, ete.). Enfra las principales interacciones
infermoleculares se puadan mencionar a los EPH y a las fuerzas de van der Waals.

Los EPH influyen ne sdlo en la conformacion molecular, sing tambien an la formacidn de la
red cristalina y, por consigulente, en las propiedades FQ macroscopicas tales como pf y
salubilidad, entre otras.”™ "™ La estructura secundaria de una gran variedad de compuestos se
debe, por lo general, a la formacidn de dichos enlaces. Estan presentes en el agua, como asi
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tfambién en estructuras macrociclicas complejas ¥ en los pares de bases del ADN, entre otras.
Los primeros idemificados fueron, los ahora denominados clasicos como log O-H--A y N-H--A
[A = O, M, haldgenao, etc.). En afos mas recientes, se conocieron los EPH denominados no
convencionales, entre ellos los X-H--A, formados por donantes (X = G) ¥ aceplores débiles (A =
0, N o sistemas x). Elios fueron descublertos anlas, o incluso durante ia década del 70, pero
no se los estudid en profundidad por ser considerados poce Imporantes.'™ Esta situacidn
cambid a partir de la decada del 80, al advertir que estaban implicadas en muchas estructuras
cristafinas de moléculas peguenas v también en solucidn e ncluso en fa accidn de los farmacos
a nivel bioigico,'™ '™

Las preferencias direccionales de los EPH estarian determinadas por resiricciones
geoméiricas fuertes, cumpliendo asi el papel de soporte o mantencion de |a estructura final,'™
Puedan ser descriplos a parlir de Ires paramelros caracteristicas, que son: dislancia enire
aceptor ¥ donor (o), distancia entre los alomos pesados Xy A (D) ¥ angulo enire estos dltimos.

con el H como vértics (8], Fig. 5.1.
X N
o) Al

Fig. 5.1. Perametros ga-n::-méﬁ'inus a;l.uﬂiél.-:-:l-l.:-s. an EFH.

Utilizando los parameiros anies mencionados, Jefirey clasificd a los EPH en fuernes,
moderados y débiles, seqln los eriterios que se resuman en la Tabla 5.1.""

Tabla 5.1, Clasiicacién de EPH establecida por Jelirey,'™

Fuerie Moderado Dbl
Tipo de interaccion Fuardamanta covalenie  Electrosiatica — Blectrostébca’dispersiva
d (A 1,215 1,522 » 2.2
Estiramignto de X-H (A} 0,08-0,25 0.02-0,08 « 0,02
Mo g, H-A ¥-H~H-A HoH o HA MM e HoA
DA 2225 2532 =32
Direccionalidad Fuerie Moderada &bl
2" 170-180 = 130 >80
_Energia de enface {kcal'mol) 15-40 4-15 = d

Los parametros que describen a los enlaces del tipp C-H-0 han sido estudiados por
Desiraju y col."™ y por Taylor y Kennard,'™ guienes establecieron valores limiles determinados
a partir del analisis de estructuras cristalograficas:

» Distancia o entre 2,0-3,0 A.

= Distancia O+ entre 3,0-4.0 A,

» Angulo 8 entre S0-180 °,

= Energia de enlace: 4 kcal/mol, aproximadameanta.

En el estudio de los EPH, es necesario considerar, ademas, los efectos esterecelectrénicos,
relacionados a la superposicsdn de orbitales. En los enlaces del tipo C-H0=5 s& presenian
orhifales llenos (pares de electrones ibres de O, LPO) gue actian como donoras de electrones
¥, por otro lado, orbitales vacios o deficientes de densidad electrdnica, los orbitales
anfienlazantes {o*C-H), gue proceden de atomos aceptores de electrones. En los enlaces C-
H--N, los orbitales Henos son el par de electrones libres del N (LPN). Es asi que, en gl EPH se
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produce |a transferencia de una pequefia cantidad de densidad electronica desde e aceptor da
H [O=5 o N} al donor de H {C-H). A este efecto se lo concce coma hiperconjugacion'™. El
estudio de este fandmena puede llevarse a cabo a fravés del calculo de los NBO. Este permite
modelar |a esiructura natural de Lewis lo mas axacta posible, porgue tiene en cuenta todos los
detalles del orbital, para incluir el mas alto porcentaje de densidad electrénica. La funcidn de
onda electrénica es descrita en términos de un conjunto de orbitales de Lewis ocupados y un
canjunto de orbitales de no-Lewis desccupados.'™ Este andlisls proporciona una herramienta
efectiva para la interpretacion quimica de interacciones hiperconjugativas vy transferencias de
densidad electronica desde orbitales llenos a vacios, a través del estudio de perturbaciones de
segundo arden,

Ohiro aspecto a tener en cuenta en ol estudio estructural detallads de los MBS-Het es la
piramidalizacion del M. Una caracteristica del grupo suffonamida, presente en muchas
esiructuras de interés farmacéulico, es que tiende a exhibir piramidalizacion del N mas
frecuentemente de lo que Io hacen otras amidas.'” Estos hallazgos lueron descriptos por
varios autores, entra ellos Yamaguehi y col.'” para arilsutfonamidas; Remko y col.'™ para un
grupo especifico de N-sulfenamidas dcidas biclégicamente activas, Eastman v col.'™ para
tetrahidroquinolinas con un grupo sulfonamida exociclico, entre otros. Este comportamiento
lleva a que el N pueda comportarse como un centro quiral o estereocentro, y aunque algunos
autores lo definen como configuracionalmente labil,'™ dada la posibilidad de gue existan
difererites ordenamientos espaciales en la modécula. Sadowski'™ postuls que el N piramidal
puede cambiar libremente su configuracién entre psoudo-estersdisdmaros. Este cambio
conformacional susle fener una barera energética de la magnitud de un dngulo de torsidn.

La asimefria de los dtomecs de M triplemeante enlazados se considerd improbable durante
mucha iempo, ya gue se conocia, por ejemplo, que |a frecuencia de inversion del N an af NH,
era de 10" Hz.'® La isomerizacion del M se produce por inversion, En este sentido, Eliel™
postuld en 1969 gue no existian enantidmeros estables de las aminas aciclicas trisustituidas
{triligantes), pese a que son estructuras piramidales trigonales, es decir tetraddricas, con un
viartice del tetraedro ocupado por el par de elacirones libres del M. Esta afirmacion se
fundamentaba en que no era positle resolver log isdmeros, debido a su rdpida Interconvarsion
a lemperalura ambiente. Sin embargo, en 1980, pudo aistarse un compuesto dplicamente
active con un N asimétrica'™ y actualmente. se conccen muchos ejemplos de sufonamidas
gon N hibridizado sp”.'™ '™ Por el contrario, De Beredetii y col.'™ estudiaron diferentes
bencenosulfonilos con N exociclicos (PhS0.MH-R) y encontraron que la diferencia de anergia
a@ntra la hibridizacidn sp® y sp” era de 3,36 kecal'mel a taver da la sp®, lo que suginié que, para
estos derivados, el M hibridizado sp® era el preferido. Estos hallazgos llevarian a la conclusion
qua, la piramsdahzacion vy, por 2 tanto la hiridizacion, son fuerdemente dependientes de la
astructura.'™ Wong v col. estudiaron, en 1888, la piramidalizacion del N en una gran variedad
de moléculas activas a nivel biclogico {suffonamidas y amidas, entre ofras) anallzando
asfructuras cristalograficas y ulilizando calculos tedricos. Ellos encontraron que, la presencia
de un grupo carbonilo adyacenta al N favorece la geometria planar, mientras que la falta de
grupos conjugantes beneficla al estade lelragonal, aunque sustifuyenies aromaticos cubren
fode el rango entre los dos estados. También concluyeron que, el efecto estérico tiene una
pequefa influencia sobre la disposician espacial del N.'*

™ Asoeciacion establizante que resulta de ka interaccian da Ins electrones en un arbital llena con uno
adyacente vacio (de tipo no endazante o antisnkazante), para producir un orbital melacular extendido.
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Por ofra pare, una distincion esticta entre  isomeros  configuracionales vy
conformacionales es sutil, y no hay un consanso al respecta. Algunos autores, usan el
término “configuracidn” como sinénimo de “areglo de los atomos en el espacio en una
molécula de constitucidn definida”, definicion que tambien puede aphicarsa a conformacian. La
distincion mas fundamental esta dada en el hecho de que ks isGmeros se puedan
intarconvertir por rotacién de enlaces simples o no, siendo conformacienales o
configuracionales, respectivamerte. Por ello a log conférmeros también sa los denomina
rotameras.'®

Las definiciones dadas armiba, na tienan en cusenta aspectos relacionadoes con kas Darreras
da anergias. En general, ésias suelen ser bajas entre diferentes conlgrmernds, aungue no
necesariamente son altas entre distintas configuracionas. Por ejempla, puade Sor Dastante
haja, de aproximadamente & kcal'mol como en la etimetilpropilaming o moderada como en &l
caso de la metifenipropilfosfing (32,1 kealimael). Sin embargo, @l eriterio de aislabllidad (que
sean entidades aislables), puade ser un arguments para considerar a los enantiomeros de
atilmetilpropitamina como isomeros conformacionales. La inversign de las aminas puade ser
considerado. coma cualquiera de los dos, un cambio conformacional o cenfiguracional,
depondiendao del autor que b describe.

Los esterepisdmeros puedan ser aislados u cbsarvados depandiendo. fundamentalmante,
de |la barrera de energia (AGY). donde por ejemplo 20 kcalfmol corresponde a una velocidad de
irterconwversion de 0,013 s g Asi en el cloraciclohexant sus estereatsdmeros eslan saparados
por una barrara de entre 10 y 11 keal'mol, siendo dificil su aslamiento a temperaiura ambients.
Su espectro de AMMN, a 25 *C, es simple {promedia), en cambio, a -100 °C, por debaje de la
temperatura de coalescencia, ¥ muestra las senales de las dos estructuras. Trabajando a -150
°(; los dos isémeros pueden ser aislados,"™

Las barreras de inversion del N son usualmente demasiado bajas para parmilir aislar los dos
enantimeras. Sin embargo, dado que la inversian del N piramidal hibridizado sp® involucra un
ET* planar (hibridizada sp”), & incremenio del cardcter p en &l N disminuira la velocidad de la
imversian. Ln incramento de este lipo puade praducirse por una restriccion de los dngulos del N
[por ejemplo en aminas ciclicas) y por grupos electronegatives, dado el aumento de ia
repulsion con el par de electrones libres del N. Por ajemplo, la 1-clora-2-meatilaziridina {Fig.
5.2}, posee una amina ciclica con un Cl directamente unide al M. En este caso, ambos factores
cooperan y la barrera de interconversion entre los esterecisdmeros es de 27 keal'mol, por ko
que se ks pudo aislar, ™ '8

Fig. 5.2, Estructura de la 1-cloro-2 metdazinding "™

Finalmente, en el andlisis que nos ocupa, seria oportuno resumir algunas definicianes
importantes, En b que respecta a la estersoquimica en el estado gasecsc o liguido y en
solucion, una medificacidon racémica es, usualmente, una mezcla equimolecular de dos
enantiGmeros. Se caracieriza por poseer idénticas propiedades fisicas (punto de sbullicion,
indice de refraccian y densidad v espectro IR gue las de sus enantidmeros puros {excepio
propiedades asimefricas como la rotacion de la luz pelarizada). Lo anterior no sucede en el

"% Temperatura a la cual las sefiales se unen, por el rdpido intercambio, observandose un promedic.
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estado solido, en donde las fuerzas Intermoleculares a nivel del crstal son altamente
especilicas y sensibles a pequefios cambios en la geometria." Como resultado de esto, se
encuentran desviaciones del comportamiento ideal y pueden presentarse los sigulentas fres
Casns:

= Mezcla racémica o conglomerado (cristal enantioménco u homoquiral). Es una
mezcla de cristales de dos enantiomeros puros, separados y formando cada uno su propio
gristal. Es decir que, cada isdmero liene mayor afinidad por las moléculas de su misma clase.
Dado que el conglomerado es una mezcla de cristales de las formas + ¥ -, sus propiedades
s0M, en genaral, similares a aguelias de los enanticmends puros. Sinembargo, & pf &5 menor ¥
la solubilidad mayer que a de les companentes puras.'™

= Compuesto racémico o racemato (cristal heteroquiral). Se denomina asi al salido en
el que dos moléculas enantioméricas estan presenies an iguakes cantidades dentro de la
estructura de un unico gristal {lo que prevalece en un 30-95 %, por sobre log conglomerados).
En este caso, cada isdmaro liena mayer afinidad por su opuasio v llavara a que anantidmaros
opuestos 38 agrupen dentro de la celda unidad del cristal, en igual nimere. Los compuestos
racemicos difieren en la mayoria de las propiedades fisicas con respecto a sus enantibmeros,
28 decir en sus espectros IR en el estado sdlido, patrones de DRXP, pf y solubllidad."™
. Soluciones sdlidas racémicas. Agui, el arreglo de las moléculas en el sdlido es al
azar, comportandose como fas modificaciones raceémicas, es decir, poseen idénlicas
propiedades a la de los enantidmeros puros, incluso en pfy salubilidad (aungque pueden diferir
geramente).'™

En &l proceso de cristalizacion de los conglomerados, una de las dos mokculas
enantioméricas puede cristakizar preferentemente, mientras la ofra permanece en solucidén, El
fendmeng, conocido como "resolucion espontanea”, produce una autentica separacion de los
dos isdmeros. Este excelente mecanismo de separacion de enantidmeros, ha sido propuesto
como una de Bs razones mas pausibles para explicar & ongen de la quiralidad en la
naturalgza,'®® '*= "0 Existen varios métodos para identificar conglomerados, entre ellos la
DRXM, es un mélodo directo, aplicable cuando se puede obltener un buen cristal, Los
experimentos de difraccion comienzan con la asignacion del grupo espacial del cristal, el cual
refieja la simetria de las moléculas constituyentes. Las muesiras enantiopuras de moléculas
quirales necesariamente cristalizan en grupos espaciales no-centrosimétricos. Esta
informacian, junto con la del ndmearo da mokdculas, Z, por celda unitaria, revela fa presencia o
ausencia de un centro de simetria. Asi, si el grupo espacial encontrado es no-centrosimétrico,
antonces la muestra es un conglomerado '

5.2. Objetivo e hipdtesis

Poder accedear a una buena estimacidn de la estructura 30, es el punto de partida para la
derivacién de pardamelros estéricos v para el estudio de las propiedades electronicas, Dentro
de marco conceptual, se planted el estudio de las propiedades esterecelectrénicas de los seis
compuestos que forman parte de esta investigacion. Por lo tanto, el objetivo propusesio para
asta etapa dal trabajo fue caracterizar las propledades estruclurales tridimensionales de los
sels. derivados seleccionados, a partir de la quimioleca de MBS-Hel, considerando en
particular:
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o El andlisis de las conformacionas prafendas y ios EPH inframoleculares.
o El estudio de la piramidalizacion del M y sus consecuencias a nivel conformacional v
configuracional.

Se planted, como hipMesis, gue un abordaje a través de dos metodologias
complementarias, como sen la DAX v la QC, permitiria profundizar en el conccmiento de las
geometrias moleculares de los derivados NBS-Het. Ademas, el estudio de las caracteristicas
estéricas y elecrdnicas resultaria clave para comprender su  influencia sobre las
conformaciones moleculares observadas, y. por ende, sobre sus posibilidades de Interaccién
intermolecular y sobre muchas de sus propiadades FO.

En la Fig. 5.3 se esquemaliza la metodologia seguida.

Estusfios de las propléds dey siruciumle

dindliyegfarenelncirdnicn

| Conbormatisnan astadn siiide b= Conlamratianen vatko |

L e ]

Andliss de EFH inaer s—k Andlissde EPH it d—

I'Elﬂ:ll'lh'l'ﬂ'!'d'h

mnlecaiar

it il é NFO

Fig. 5.3. Esguema de trabgjo propuesio para ef esiudio de las propiedades estruciurales 30 de los
derivados NES-Ha

5.3, Materialesy métodos

Los monacristales de 105 sais dervados en estudio, se obiuvieron por diferentes técnicas, tal
como se detalld en el Capilulo 4. Los datos de DRXM fueron colectados en un Ddractdmetra
Bruker Nonius Kappa CCD con radiacidn MoKa (A= 0,71073 A) y se colectaron a 173 K, bajo
flujo constante de N;. La simetria del cristal v el grupo espacial se dedujo de la inspeccidn de
los regisiros de difraccion. Todos los dalomos de H fueron localizados por las diferencias en los
mapas oa densidad elecironica y fueron incluidos en posiciones idealizadas, segin los
parameiros térmicos isofropicos relacionados a los atomos & los que se encontraban
directamente unidos. Todos los dtomos pesades (no H) se refinaron anisolrapicamente. El
programa Mercury de la Cambvidge Structural Database (CSD),"™ se uso para analizar las
estruciuras cristalinas resueltas. Esios esiudios fueron realizados en colaboracién con el Prof.
Or. Mino Caira, Departamenta da Quimica, Universidad de Ciudad del Cabo, Sudafrica, quien
llevd adelante la resolucién de las estructuras cristalinas por DRXM,

100



Estudio de Propiedades Estructurales 3D Capitulo 5

Con al fin de complementar el estudio de las geometrias estructurales y sumar &l aporie de
las propiedades electrdnicas, se llevaron a cabo esiudios de QC (cuyo esquama genaral de
rabajo se muestra en la Fig. 5.4}, Las estructuras de los seis derivados en estudio, se
oplimizaron en vacio v en agua, tomando como base los minimos absolulos informados
anteriormente por Pagliero™ Se usé DFT, con un funcional BALYP y |la base 6-311+G{2d p).
Fara los calculos en solvente, se utilizd el formalismo conocido como “campo de reaccion
autoconsistenta” (SeltConsistent Reaction Field, SCRF),"™ recurrienda especificamente al
método de solvatacian IEFPCM."™ "™ Todos esios estudios se levaron adelante implementado
gl paguete Gaussian 03'® o Gaussian 09.'"™ Se calcularon, ademds, ofras propiedades
nacesarias, como orbitales moleculares, cargas de Milliken y cargas ajustadas al potencial
electrostdtico.

En cada caso, se emplearon ios cakculos de frecuencia vibracional (“freq = noraman”) para
confirmar a naturaleza de los minimos encontrados. No se obfuvieren frecuencias imaginarias
para las geometrfas minimizadas, o gue confirma gue dichas estructuras representan
verdaderos minimes sobre la superficie de energia potencial, A lo large de todo este frabajo,
las energias y AE se informan corregidas a punto carg.

Las estructuras obtenidas por OO, se compararon con las estructuras cristalinas. Las
diferencias entre ellas se calcularon como deswviacion cuadratica media (RMSD) con el
pragrama YMD 1.8.7."" La AMSD es la medida de las distancias promedio entre los dtomos de
dos maléculas alineadas, indicando la divergencia entre ellas (Ec. 5.1, donde & es |a distancia
entre N pares de atomos equivalenies).

L

Z&! Ec. 5.1
RMsD =)
Optmizackinde la geomatria |~ VBEO | oL e e de ecuendia vibraciarsl

(BILYPE-311 =520 p}) Agun

. - Anales de Oroitales Maturales de Enlace (RS0
Eslndio e EFH irtramofecutaras {BSLYIE-31 -+ Clolg)]
Energias panurbaivas de 2do ondan

Estudn de piramidsizaciin os N
ladener e canformaciarakes y coaliguracishales HUTEJ':T\.‘!:,IE:'? 1mﬂ+?ul'.:]f T
Lps ET# y las bameras eremgaticas

Barraras e interconversion ering 1oz vecings
mis cavcanos v los ET
(0572 o OETA, BALYRGNG(d))

Opfmizacidn de ks ET*
(631143426, )

Cilculas de frscuenca vibracional
Fig. 5.4. Esquema generel de trabajo levado a cabo para los estudios de GG,
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Las EPH inframoleculares se estudiaron a partir de las geometrias optimizadas y con ef
andlisis de los NBO. Fara investigar los modelos de transferencia de carga que se producen al
formarse los enlaces de H, se analizaron las poblaciones elecironicas de MBO y las energias
perurbativas de 2do orden para las interacciones C-H--O y C-H--N, ulilizando &l programa
Natural Bond Orbitais,"™ tal como se encuentra implementade en el programa Gaussian 03 y
con el nivel B3LYP/6-31+G(d,p). Los orbitales NBO se visualizaron con el programa. Chemgcralt
{wwhw.chemaoraftprog.com).

El estudio de la piramidalizacion del N, la presancia de isomeros conformacionales y
configuracionales, los ET* v las barreras energéticas, se levaron a cabo a través del siguiente
protocolo, En primer ferming, se realizaron los estudios conformacionales, a traves de la
rofacidn del angulo diedro que define la posicion relativa del grupo bencenosulfonilo con
respecio al heterociclo (@s). Fara ello se usde DFT BaLYPE-311G+(d,p} para efectuar la
rotacion (en la mayoria de los casos). Mientras que, la base 6-311G+(2d,p) se utilizd para la
optimizacion y & célculo de la frecuencia. De esta forma, la supedicie de energia potancial se
explord a fraves de una cuitadosa rotacean sistematica (usando “opt = modredundal”, con 36
pasos de 10 ° cada uno) del dngulo ¢4 Luego de identificar kos isomeros mas estables, se
calcularon las barreras de inlerconversion entre los vecinos mas cercanos v &2 hallaron ios
ET?, ufilizando los métodos QST2 o QST3'™ al nivel BILYP/E-31G(d) v, finaiments,
ophmizando con B-:311+G(2d.p). En e analisis OST2 se incluyeron las dos estructuras a ser
estudiadas y a partir de ellas se hallé la geometria del ET*. En cambio, en el método OST3 sa
incluyeran las dos moléculas de Interés, mas una eslruclura que se aproxima al ET? {guess).
Se emplearon célculos de frecuencia vibracional para confirmar la naturaleza de los ET'. En
todos los casos se obluvo una frecuencia imaginaria (un inica valor propio negativo).

Estos estudios se realizaron en colaboragion con el Prof, Or. Manano Vera. Departamenio
de Quimica, Facultad de Ciencias Exactas v Malurales, Universidad Macional de Mar de la
Plata.

Por ofro lado, en lo que respecta al andlisis de la estersoquimica en solucian, se recuEric a
pxparimentos de 'H-AMM y a mediciones de rotacion optica. Para el andlisis de la
piramidalizacion del N y sus posibles configuraciones, se llevaron a cabo mediciones de "H-
RMN, en un equipe Bruker Advance |l 400 Hz Ultra Shield™, equipadc con una sonda de
deteccion multinuclear inversa. Las experiencias se realizaron en DMSO-d6, variando la
lemperatura desde ambiente hasta 55 °C y agregando sales de eurcpio, coma reaclivo de
desplazamienio guiral. Las mediciones de rolacidn &plica se realizaron an un pelanmeiro Jasco
P-1040 (Easton, Maryland, EEUL),

5.4. Resultados y Discusion

5.4.1. Difraccidn de Rayos X de Monocristal

Se obtuvieron cristales de excelenie calidad aptica, con los cuales se lograron resolver las
asfrucluras cristalinas del BSTHQ, del BSTHOa, del BSBIT, del p-NO,-BSTHQ vy de dos
palimoros del. TM-BSTHQ (Formas | ¥ ). En &l caso del BETHIQ, los cristales obtenidos
fueron de tamano muy pequeno, 1o cual impadid fa aplicacién de la DRXM v la resoluciin de su
esiructura cristaling. La Tabla 5.2 resume la forma de oblencion de los monpcristales y los
datos mas relevantes de las estructuras cristalinas del BSTHQ, of BSTHGa, & BSBET, &l p
NO,-BSTHQ y el TM-BSTHQ (Formas | y Il
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Tabla 5.2. Procedmizntos para l2 oblencidn de mongerisiales del BESTHG, ¢l BETHOa, el BSBET, ¢l p-
NO-BSTHQ v ol TM-BSTHQ {Formas | y I}, habites cristalinos v datos cristalegraficos mas relevantes.

BSTHG BSTHGa BSBZT p-NDy» | TM-BSTHQ | TM-BSTHQ

BSTHO Forma | Forma I
el il 1l v I Iy VI Vil
Cbilanida
etanal-ater metand
Sobvente n-hexang gtanol glanci desde lase
il h
e 2 1] i) ¥ M=Nexanc fundida
= — —— — prismatico y silido
Habito laminar prismatico prismatico prismatico i ahhedio
Fotograila . — — i
(escala = 1 !"’ e . e
T} ; ¢

jll o Ortarrdmbics | Monocliniss Trhclinico Monoclinico | Monoclinico Monochnico
[Grupo espacial | | P2,2,2, P2c P-1 P2,ic “P2,ic P2,/n
5 iN® 15) (N= 14) M= 2) (M= 14) (N® 14) iN® 14)
ot 4 4 2 4 4 4

" Procedimienio oe cristalizacion realizado para la oblencidn del monocrstal (Seccidn 4.3.3).
" Fotogralias obtenidas desde el MPC. =% ° Tablas 5.5.1.1-6, Anexos

Los datos de resclucidn v refinamienio de las seis esbructuras se puaden consultar en las
Tablas 5.5.1.1-6 {Anaxas 5.1), A partir del analisis par DRXM, sa hallaron las esructuras 30
expuasias en la Fig. 5.5. Debido a que las dos fases polimdrficas del TM-BSTHQ presentaron
la misma conformacidn, stio se muestra una
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- v
p-NO.-BSTHO TM-ESTHQ Forma |

Fig. 5.5, Estructras tridimensionales oblenidas mediante DRXM de las moléculas estudiadas,

A partir de los dafos de DRXM, s2 estudiaron cuatre angules. de torsion de inleras, §-§.
{Fig. 5.8). El angulo @, y &l ¢, representan @ conformacién del heterociclo; e ¢ define la
posicion relativa del grupo benceposulfonilo con respecto al heterocicio v el gy, k2 orentacion
del anille benceno en relacion al grupe sulfonila.
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e

s
Fig. 5.6. Angulos de torsion py-9,. en los derivados NBS-Het. En turguesa se representan los dtomos

involucrados en el angulo diedro considerade, Se usa como ejemplo &l BSTHGQ.,

La primera observacion general a destacar es el plegamiento de las moléculas en forma de
V (también lamada mariposa) teniendo como eje el grupo sulfonilo, lo que ya fue descripto por
De Benedetti y col. en 1991.'"" Para los compuestos del fipo sulfonamida, seria la
conformacidn mas favorable desda el punto de vista anergético. Solo al TM=-BSTHQ mostrd un
plegamienio menos pronunciado, ya gue los sustiluyentes en posicidn orfo ejercerian
impedimento  estérico. Como consaecuencia de elio, cambia la posicidn relaliva del
bencenosulfonila v el heterociclo, levande a la maolécula a adoptar una disposicion mas
alargada o extendida en & espacio.

El anillo heterociclico del BSTHQ, =l BSTHGa, &l p-NO-BSTHQ y = TM-BSTHQ adopto
una conformacidn en la cual, los dtomos MN,, Cs Cyp. Ci se encuentran practicamente
coplanares, mientras que los G v G s ubicaron por encima y por debajo del plano,
respecivamente (Fig. 5.7)
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Fig. 5.7. Estniciusg indemensional del BSTHG, donde se observa el heterociclo con ks Slomos M.,
o, 10, (0w praclicamenbe coplanargs v los Cp ¢ Gy par encima ¥ por detajo del plano.

En la Tabla 5.3 se muesiran los angulos diedros @y ¥ @; relevantes de los heterociclos THO
y THGA.

Tabla 5.3. .ﬁ-.ngulns disdras (7] relavanios en o8 compuesios NBS-Heal con haterocickos THO y THOA.

BSTHO BSTHGa  pNO-BSTHQ  TM-BSTHO Forma|  TWM-BSTHQ Forma i
@, a5 -4 213 0,2(2) 1,2{2) o
Pa " a9.4(3] 58.9(3) 61,5318 Ga.13{18] 61,72

* La desviacion esténdar estimada (2.5.d.5) se indica entre paréntesis.

En las estruciuras ridimensionales oblenidas por DRXM, o dtomo de M, de lodos los
derivados muestra una piramidalizacion significativa, con excepcion del BSBZT, que tiende a
ser planar (mayor cardcler sp®). En este (ftimo, las detancias de enlace Ni-N; y NN, son
significativamente  diferentes, lo cual es consistente con los enlaces simples y dobles
representados en la estructura convencional (Tabla 5.4). Ademas, s frata de nitrdgenos con
diferentes eleclronegatividades v densidades electrénicas, puesto que dos de ellos aportan un

electrén al sistema T y el ofro aporta dos electrones, lo que mantiens aromatico al anillo a
pasar de la alternancia.

Tabta 5.4. Dissancias de enlacas (A) para el BSBZT.

Enlaces Distancias, A (e.s.d.s)
Sie-Cliy 142112

Syl 1,429(2|

SiePy 1,685(3|
SurCis 1.74713)

M-, 1,400¢2)

R 1,2B6{4]

Na-Coy 1,393(4)

ML 1.364(4)

54.1.1. Interacciones intermoleculares y empaguetarmiento cristaling

La estruciura cristalina del BSTHQ mostrd un dnico enlace intermolecular de tipe C-H-0,
que contnibuye a la estabilizacién de cristal, no evidencidndose fuerzas de lipo =1 Sfacking.
La falta de interacciones intermoleculares fuerles explica el pf bajo del sdlido (61 *C). El
empaguetarmients molecular se muestra en la Fig. 5.8, El pico de mayor intensidad en al patrdn
de DRXF, cakulado a partir de los datos de la estructura cristalina (Fig. 5.5.2, Anexos) se
presenta & 14,1 * 28 y corresponde a la reflexkin desde el plano -1 0 -2 en el cristal, Algunos
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planos representativos de esta familia se muestran en la Fig. 5.8.4, en donde se evidencia que
el grupo -50; s& encuentra cerca de ellos. La segunda reflexion mas intensa se produce a 8.7
® 28 y corresponde a la rellexion de los planes 002 (Fig. 5.8.B), que estdn distribuidos
equitativamente por kos dlomos pesados.

Fig. 5.8. Empaguetamienio cristakno del BSTHQ. Visias desde el plano [010] (A} v desde el [001] (B).

El patrdn de DRXP ledrco del BSTHQ, oblenido a 100 K, se compard con al experimental
del BSTHQ ET medide a 298,15 K. En ambos, las posiciones 28 son comparables, aungue
prasantaron diferentes infensidades debido, praobablemente, a la oreantacidn preferencial de a
muestra policristalina. Por 1o tanto, se conciuye gue las fases cristalinas del BSTHQG ET y del
monocristal con el cual se resolvid la estructura, son coincidentes.

En el cristal del BSTHGa, las moléculas se mantienen unidas, principalmente, por
interacciones de van der Waals. Se identificd un unico EPH intermicdecular débil de tipa G-
H-0. Mo se detectaron interacciones de tipo m-m stacking, hallindose anillos centroides
separados por més de 4.9 A, El empaguetamiento molecular visualizado en forma paralela al
Bja a, sa muastra an la Fig. 5.8,
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Fig. 5.9, Empaguatarnienta erstaling del BSTHOS (vista desde el plana [100]).
En el cristal del BSBZT, las interacciones intermaleculares mas destacadas mcluyeron dos
EPH del tipo C-H--0 {Cp-He Oz ¥ Cr-Hr-0Oy) 8 interaccionss m--n sfacking paralelas, lipo

sandwich (face-lo-face). La Fig, 5,10 muestra las tres interacciones x-x, con distancias enire
los centroides de amillos en el rango de 3,6-3.7 A,

Fig. 5.10. Interacciones T -x stacking én ¢ BEBZT (con separacitn antre los centroides de < 4 &),

Ademas, pudo observarse una red de EPH de tipo C-H--0, que lleva a la formacion de lazos
(ribbors) infinitos entre moléculas del BSBEZT, que se desplazan paralelos al eje ¢ {Fig. 5.11).
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Fig. 511. Parsson da un lazo infinito en el BSBET basado an EPH C-H--0.

En la Fig. 5.12 =& muesira un diagrama del empaquetamiento del BSBZT, visto en forma
paralela &l eje ¢, a lo large del cual se propagan los lazes. Estos estan localizades en cada una
de las cuatro esguinas de |a celda unitaria.

Fig. 5.12. Empaguatamiento cristalinoe del BSBZT [01].

Las moleculas en el cristal del p-NO-BSTHQ se maniienen unidas por un EPH
intermolecular débil de tipo C-H-Q [Cis-Hig-On) & interacciones de van der Waals., Se
observaron lambién interaccionas de tipo n--x slacking antra al fenilo del bancanosullonilo v la
porcidn aromatica de la THO, halidndose anillos centroides separados por menos de 4.9 A, en
una disposicion paralela desplazada. El empaguetamiento cristalino de este dervado y las
interaccionas antes mencionadas se muestran enla Fig. 513, visto a lo largo del eje b
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vér o
I ein s

Fig. §.13. Empaguetamients crisialing del p-NO-BETHG (a2 lo largo del eje b e inferacciones m-x

Las moléculas presentes en los cristales de las Formas | v 1l ded TM-BSTHQ'™ demosiraron
ser conformacionalimente similares (Fig. 5.14.A). Esto se ve reflejado, ademas, en los
volimenes de la celda unitaria de cada polimerie, que tienden a ser equivalentes: 1684,12(9)
A" y 1671,45(4) A° para | v II, respectivamente (Tablas 5.5.1.5 y 5.5.1.6, Anexos 5.1).™" Por el
contrario, sus empaguatamientas cristalinos fueron significativamente diferentes (Fig. 5.14.8).

Flg. 5.14. A) Conformaciones y B) empaquetamientos cristalinos {2 lo largo del eje b), de las Formas |
ircgod v I {verde) del TM-BETHQ,

En el cristal de la Forma |, las mokeculas se mantienen unidas per un EPH intermolecular

débil (Cs-Hs0y2) & interaccionas de van der Waals. En cambio, las moléculas de la Forma Il
no posean EPH intermoleculares, solo interacciones de van der Waals de tipo C-H---H-C. ™

¥ | a obtencidn de estos dos polimorios del TM-BSTHG se describid en ia Seccidn 4.4.4 del

Capitulo 4.
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Tampoco se detectaron interacciones de lipo % sfackimg en ninguna de las dos formas,
haliindose anillos centroides separados por més de 4,9 A (Fig. 5.5.3, Anexos 5.3).

54.1.2. Estudio comparativo entre estructuras cristolings

5a levd a cabo un estudio comparativo entre las estructuras tridimensionales, obtenidas
por DRXM, de los NBS-Hel estudiados. Con esle fin, se sumd la informacidn cristalografica
provenienie de otros fres compuestos relacionados estructuralmente y publicados en la CSD.'™
Estos fueron, la N-{4-fluor-bencenasulionilo}-2-metil-1,2,3 4-tetrahidroquinolina (p-F-BSTHQa),
analogo del BSTHQa, reportado por Pagliero y col..™ el N-(4-metibencenosulfoniio)-1H-1.2.3-
benzotriazol (p-CHy-BSBZT) un derivade similar al BSBZT publicado por Rodriguez y col ®= y
al N-4-lerf-butilbencenasulfonilo-1H-benzimidazol (TB-BSBZD) descriplo por Abdireymoyv y
col.®™ Por lo tanto, se compararon las estructuras tridmensionales de los ocho NBS-Het (Fig.
5,15} ¥ e analizaron pardicularmente, las relaciones entre las interacciones intermoleculares
evidenciadas entra las moléculas en el cristal y sus pf

,;; =

p=NO-BSTHGQ BSTHC =F-B5THQa
TM-BSTHG Formi | TE BSBID BSBLT PCH;-BSBET

Fig. 515, Estruciuras cristalinas y conformaciones de ocho derivados NBS-Het.

El anglisis conformacional comparativo se realizg cbsenanda bos angulos de torsidn @, y @,
(Tabla 5.5).

Tabia 5.5, Angulos digdros relevanias, @q y g (%) de 108 ocho compuastios NBS-Het

TM- THM-
p-NO- p-F- pCHy-  TB-
BSTHG BSTHO B&TH BSTH BSEZT
BSTHO STHQ STHO» BS5THGa =8 BSBEZIT BSBZID
Forma | Forma |
iy 65,8 H1.9 1414 1405 4 rd 54,8 25,0 BB 2
Pi 2T d46,0 1174 1224 178 711 o 96,0 a1

Los derivados con helerociclos THO y THOa se caraclerdzaron por posear conlormaciones
variadas, lo cual se deberia a fas fuerzas presentes en la red cristaina y al propio
empaquetamiente, Por un lado, e BSTHQ, el ESTHQa y el p-F-BSTHQa exhibieron valores de
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s ¥ 9. Semejantes y, por o tanto, conformaciones similares (Tabla 5.5). Entre ellos la mayor
desviacion se produjo entre & @y del BSTHQ y e de los dos restanies, diferencia gque puede
apreciarse mejor al superponer las estructuras maoleculares de! BSTHQ y ol BSTHQa (Fig.
5.16). Por ofro lade, el p-NO-BSTHQ v el TM-BSTHQ presentaron anguios @ ¥ ¢y de mayor
valkor absolulo, comparados con los tres primeros compuesios analizados,

Flg. 5.16. Eatruciuras crisialinas del BETHQ (rojo) v ol BSTHQA (varde) superpuesias (56 suparponen
solo eslas dos para una mejor visualizacian).

Los compuestos con heterociclos totalmente aromaticos, como es el caso del BSBZT, l p-
CHs-BSBET y el TEB-BSBZD, mostraron similaridad conformacional, En general, los valores de
s fueron mayores que la de los derivados de THOa y THQ (a excepcion del TM-BSTHQ).

También, se compararon las interacciones intermoleculares gue establecen lodos los
derivados, con sus correspondientes pf (Tabla 5.8). Es de destacar que el p-CH;-BSBZT, que
mostrd la mayor cantidad de interacciones intermoleculares, presentd un pf muy por encima de
ios demds (~ 234 "C). Los derivados TB-BSBZD, p-F-BSTHQa y BSBZT tienen pf similares (-
122 “C) v en cada uno de ellos se observaron dos EPH intermoleculares. El p-NO,-BSTHG
axhibid un EPH y una interaccion m--x, poseyendo un gf intermedio {~ 115 °C} entre los
derivados con uno v dos EPH. En las estructuras cristalinas del BSTHQ, el TM-BSTHQ y el
BSTHGa s identificd solo una interaccion de H, lo que explicaria que sus pf hayan sida los
méas bajos encontrados (< 100 *C).

Tabla 5.8. Inferacciones intermoleculares y of (°C) de ios ocho derivades NBS-Het estudiados,

p-HOr | TM-BSTHG| TM-BSTHQ o F- :
Es'n-bn Lesdon 1 R hocsing hsﬂ-luqlnm“m BSBZT |p-CHrBSBZT| TB-BS8ZD |
Cre- Cur - Hg—Ohz gltﬁ-‘...g‘: Cir-Hir 0 |

biber® oM -0 HysOhs | CooHa-Ohg CH-0 | Hip Qg | Cp-Hp Oy | 00 H“ 3 i ,
':: lH"---F 5!".: Er' ?"'C'II E’IJ'HIJ"'D" /]

s Pt SR | Dokl | |

pt | B1-82 | 1151168 | 88-89 B8-100 '1321:5; 123124 | 23392359 | 121.9-1229 |

= Bin interaccionas. * ND = No determinado.” Enlaces de hidrogeno inlermoleculares,

5.4.2. Modelado molecular

A los fines de comparar melodobogias expermentales v tedricas, se realzaron cikculos de
minimizacion de las geometrias del BSTHQ, &l BSTHQa, el BSBZT, & p-NO-BSTHQ v &l TM-
BSTHQ Forma | w 1l, mediante modedado molecular. Los resultados de los calculos de los
minimos absolutos mosiraron que kos derivados, poseen conformaciones similares, tanto en
vacio como en agua. Esto pudo corroborarse, tanio por la visualzacién de los confdrmeros
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lermodinamicamente mas eslables. como por el analsis de sus angulos diedros @,-9, (Tabla
57

Tabla 5.7, Anguins diedros (%) obtenidos a partir de datos de DREXM v OC en vacio v agua, para las
geometrias del BESTHO, del BSTHQa, del BSBZT, del p-NO»-BSTHQ v del TM-BSTHQ Forma | y 11,

Angulos diedros QC (vacio) QC (agua) DRXM
g (M- Coyn-Ca) 1.6 1.8 a5
BETHG g (M-Ca-Cq- G} -58.2 -58.9 -69 4
Pa (CaM1=511-Cr) 80,3 78 65,8
s (M =54-Coi-Cig) 7097 B1 727
@1 (Ny-Cs-Crp-C) -2,8 -2.8 -4.2
Pe (M- Ca-Ca-Ty) EB3 57.9 RS
el Pz (Carbi-5ip-Cis) -80,1 778 -77.4
Py (My-S4-Ci-Chs) 100 a4 104,65
—— P (MM -51-Cyal BT T7.5 -04.8
P (M-S Cra-Goa) &8 88,7 84,2
@y (M- Cy-Cip-Ca) 2.3 22 02
-NO,-BSTHG gz (N-Ca-Ca-Gy) -53.8 -58.8 -B1,5
Py (T M-501-Gral 2.8 74,3 B1,9
@y (M =50 =C =Gl T9.8 79,9 HE
By (Ny-Ca-Cp-Cy) 1.6 21 1.2
TM-BSTHO Pz (MN-Ce-Cy-Cy) -53.1 50,1 -B3,1
Forma | P [CaM=5i-C i) =148,9 ~145,5 =141 4
gy (M-S0 Cis) -115.8 -116,1 174
B AN =Gy Gy Ca) 1.6 2.1 a4
THM-ESTHO P (Mg =0g=Cn=i0y) 58,1 =55, 1 -61,7
Farma Il Py (CaM1-511-Cra) -148,9 -146,6 -140.8
e (M1-541-Cri-Cis) -115,8 1181 1224

5.4.3. Comparaocidn entre las estructuras tridimensionales de DRXM y QC

Las estruciuras da minima anergia eblanidas por métodos computacionabas s CoOmparann
con [as encontradas por DRXM, es decir, con |las conformaciones adoptadas por las moléculas
en el estado sofido. Para la comparacion se utilizd el indicador AMSD, considerando que
valores menores a 1.0 A se presentan para conformaciones similares, en tanto que, si son
mencres a 0.3 A comresponden a estructuras casi idénlicas.™ Cuando se confrontaron las
conformaciones obienidas para el BSTHQ, en el vacio v en el cristal, la mayor desviasion (14,5
*) g8 produce a nivel del diedro @s (Ce-Ny-S,,-C.4), con un AMSD de 0,34 A Las estructuras
comparadas del BSTHQa, tienen una mejor cancordancia (RMSD = 0,09 A), considerdndose
idénticas entre si. Por al confrario, e mismo andlsis para el BSBZT dic como resultado un
RMSD de 1,15 A, observandose una gran desviacion en el @; (Me-N;-55-Ci) de 27 °. Esta
diferencia puede explicarse si 52 toman en cuenta las fusrzas de cohesidn presentas en la

"7 Estos dngudos se definen igual que enla Fig. 5.6,
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estructura cristaling, pero ausentes en la molécula aislada en vacio.™ En cuanto al p-NOg-
BSTHQ, |as conformaciones prasentaron entre =i un AMSD de 0,16 A, E| TM-BSTHQ Forma |,
posea una desviackn de 7.5 ° en el diedro @5 (C-Ni-54-Cyi) con un RMSD de solo 0,20 A.
Migntras que la Forma Il, pesee un BMSD, apenas mayor, de 0,22 A. Por lo tanto, todas serian
consicderadas casi idénlicas, En la Fig. 517, se muestran superpuestas las estruciuras
oblenidas por DRXM v por QC en vacio

PHNO-BSTHG TM-BSTHQ Forma | TM-BSTHG Farma [l

Fig. 5.17, Superposicion da estructuras oblanidas por QC (rogo) v DRXM {verda], del BSTHAQ. =
BETHOa, el BSBZT. &l p-MNO,-BSTHO, & TM-BSTHQ Forma |y el TM-BSTHQ Forma (|

5.4.4. Interacciones de hidrogeno intramoleculares

Pagliers y col.® confirmaron la presencia de enlaces del tipo C-H-0=5 en los denvadaos
MBS-Het, mediante cilculos tedricos v espectroscopia de 'H-RMN™', Los reportados por
dichas autores se detallan a conlinuacion:

¢ =H-0O=3 y -CoH--OeS para derivados de las familias THO (A) y THOa (B)

s OH--D=8 y -CoH--0=5 para los derivados de la familia THID (C).

¢ =C.H-0=3 para los derivados de la famiiia BEZT (D}

Para un conocimients mas detallado de los resullados anteriores, se analizaron [os
paramediros geometricos, obtenidos a partir de la resolucion de las estructuras cristalinas y por
calculos tedricos v de los pardmetros esterecelactrénicos, a través de NBO.™ ™ Para |os sais
derivados, se midieron los parametros d, Oy 8 de sus conformaciones da minima anergia v de
las estructuras cristalinas de los cinco derivados resueltos en este trabajo de fesis. Se

™" E| comimiente quimice & {ppm)-de los H, involucrados en el EPH, fue mas alto comparade con el
migma Hoen el especio IH'H Wil el heleroQiclo comasponduenls,
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analizaron todas las disposiciones atdmicas qua podrian llegar a establecer EPH y los
resultados sa datallan en [a Tabla 5.8

Tabla 5.8, Parameiros geoméiricos que definen las Inferacciones de H de los sels derivados (las
distencias estdn en A, mientras que log dngulcs en *).

DRXM oo
Parametras d 0 2] d ] 8
Cp-Hp- iy = ; = 228 2,90 15,5
CaHagDya - - - 2.28 287 1128
B3THG Cig-Hig-0hya - - - 251 293 1028
CigMig=0s e - = 2.68 3m a7.4
T e - 297 2,89 1139
CarHag O = > = 225 287 114.5
el Cyg-Hyg-Oig - . - 2.50 253 1023
EW-HW---D'H = x - d E.E‘Ir 3.“1‘ 9?12 -
CuwHi-O 258 294 1026 256 2,97 1011
BSBZT CoaHy =y 2,61 285 101.4 2.60 258 298
CigeHpDign 2 - < 2.48 308 1135
Co-Hig-Ohg 248 23 108,7
Ca-Hyg Oy i 2.41 284 108,4
bl Cys-Hig-Oha 256 296 1007
Cyg-HigOhg 2.57 297 1004
Ca-Hg— 0z 2249 288 1na.z2 240 2891 1142
CaHu-Oha 232 2,84 1118 2.28 2,56 1116
Crg-Hya-0hia 257 293 1031 250 253 1022
g i Cig-Hig-Cha 262 295 01,0 2.66 253 ar.1
Cyg-Hyg -0y 243 272 7.2 2.40 272 254
CigrHig-Og 242 271 97,6 2,39 272 953
Cy-HeDhy 3,56 3,53 T 3.63 3,66 7248
CerHpg Oy 230 273 108.5 2.28 282 1086
Tl::::l':ﬂ Coy-Hag-Chig 227 am 1056 23z 271 28,0
Cog-Hoyg—Ohyg 251 292 104,7 2,62 2,88 az.1
Cop-Ha M 2,41 322 1396 242 325 1328
CaHg Oun 358 248 2 767 .83 3,68 728
TM-BSTHO CarHag Dy 2591 2.7 108 8 2.28 282 1088
Forma ll Gy Hay O 239 271 28,3 232 2,71 a3.0
Gag-Hag-Dhy 268 254 256 262 288 az1
g Mg M, 235 314 136.3 242 325 1328

e e e L L R I A P BT

Al analizar los parametros estructurales mostrados an la Tabla 58 (excluyendo la
disposicion Cy=Hy- 0y del TM-BSTHQ Formas |y Il, mostrada en rojo) v teniendo en cuenta
s criterios establecidos por Desiraju v col.,'™ por Taylor vy Kennard.'™ y por Jeffrey'", se
puede congluir que:;

¥ Las distancias de enlaces H.- 0 {@), obtenidas por DRXM v por QC, se encuentran en e
rango 2.25-2,69 A v, por lo tanto, dentro de los limites postulados por Desiraju y col.'™ {2,0-3,0
A) y por la clasificacian de Jeffrey para interacciones débiles (> 2,2 A).'™
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» Las distancias C--O (D), aparecieron entre 2,71 y 3.25 A, es decir, estan levemenie por
debajo del intervalo propuesto por Desiraju y col. (3.0-4.0 A)'™ y segin Jeffrey podrian
considerarse inleracciones moderadas (2,5-3.2 A),"™ lo que estaria mostrando interacciones
mas favorecidas.

* Todos los angulos C-H--O (8) estan entre 92,1-1308,6 * ko gue estd conforme con el
range encontrado por Dasiraju y cal,'™ por Taylor y Kennard.'™ y por Jeffrey.'™

Finalmente, iodas las disposiciones C-H--0) analizadas para los NBS-Het estudiados
pueden considerarse como interacciones da H, a la luz de los limites establecidos por los
autoras arriba mencionados. La gran excepciin @s Cy=Hy-Oy: del TM=-BSTHQ, que claramente
se gleja de una geometria optima para esteblecer EPH.

3.4.4.1. Andlisis de los enloces de hidrogenos por DRXM

Desde un punto de vista cristalografico, se considera gue distanclas interatdomicas
menores que la suma de los radios de van der Waals indican la existencia de EPH."® Segin
esta criterio, en el BSTHQ, la conlormacion molecular observada en |3 esiructura cristaling, es
mantenida por tres entaces intramoleculares, Ce-Ha-Oha, CeHa Oy ¥ CigHag O, con
distancias C-O en el rango de 2.825(4)-2,930(3) A. En el BSTHQa, se observaron las Ires
mismas interacciones intramoleculares (Cop-HagDha, Ce-He D ¥ CigHig-Dha). Dichos
enlaces, se pueden apreciar en la reprasentacion de bolas, en donde se ve el contacto de los
radios de van der Waals (Fig. 5.18).

Fig. 5.18. Represantacion de bofas del BSTHGA.

En cuanta al BSEZT, se cbhservaron dos EPH intramoleculares, el primero (igeramente mas
luerte que & segundo) conformade por Cye-Huw—0z ¥ 8l segunde por Cue-Hi-Oy, gue es
gecmétrcamente menos favorable.

La conformacion del p-NO.-BSTHQ e5 mantenida por tres EPH intramofeculares (Coe-
Heg g CaHa- 0y ¥ Cig-Hig-Ohs), al igual que en el BSTHQ, mas dos interacciones
establecidas enlre los O del NO; y los enlaces C-H del lenilo {Cyg-Hyg-~ 0oz ¥ Gaa-Hyg—Oyy).

Las conformacionas de las Formas | y Il del TM-BSTHQ en al estado solido se estabilizan &
través de cuatro EPH intramoleculares (Cog-HagO4a, Coa-Hes Oz, Cap-Hap- Oha v Co-Hag My ).

Todas las interacciones descriptas anteriormente se resumen en la Tabla 5.9.
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Tabla 5.9. Interacciones inframoleculares de los cinco derivados NBS-Het, segun resultados de DRXM,

BETHO BSTHOa BSEZT = Emr-ﬂf‘f'l'ﬂﬂ TM-BSTHQ Farma | | TM-BSTHQ Foema (I

Eﬂlm.. DIJ- e e
GoHy-Oin | GrHy-Om Gog-Hop-Oa. CaprHaaOha, Caa-HagOha,
MO, Gty Ohg, CawrHay 1Oy,

Cap-Hap- Ohz. | Cap-Heg O, CorHooO Coag-Heg- Oy, ConMi 0} Mo O
CopHigOis | CiHigOia W | e 2 Flag- L CragrMaz - O,
. Car-Hie- N, Cgr-HoN,

Elﬂ-H'lE" {:Iﬂ

Las ﬁ*ﬂﬂﬂﬂiﬂiﬂnﬂﬂ CigHig Oy, ﬂm'Hm"'C‘u. C’B'HB'"DIE: ":19'H|5"'G'|E ¥ ":-a'Ha"":'lz de las
estrucluras cristalinas del BSTHQ, &f BSTHQa, el BSBIT, &l p-NO-BSTHQ y &l TM-BSTHQ,
respectivamenta, no sa definen como EPH desde el punto de vista cristalografico. Esto se debe
a que las distancias H--O estan por encima de la suma de los radios de van der Waals da H y
0267 A"

5.4.4.2. Andlisis de los enlaces de hidrdgenos por NBO

En general, dado que los EPH fienen un componente electrostalico, los argumentos
basados sdlo en la distancia, pueden llegar a ser arbitrarios cuando se esta estudiando
interacciones muy débiles como las que involucran a los G-H.O. Por esta razén, se amplic al
andilisis hacia el estudio de los pardmetros estereoelectronicos, En este caso, se considerd que
los pares de electrones libres del O (LPD) estan participando como donores (o el LPN en al
caso de C-H--N) y el orbital antieniazante o*C-H como aceptor (LFO—0*C-H) has

Las energias de las perurbaciones de 2do orden, E¥' (donor—aceptor), se calcularon a
partir del andlisis de NBO realizado sobre los minimos obtenidos en vacio (Tabla 5.10).
Cuando se representan graficamente los orbitales LPO y a”C-H, es posible visualizar los EPH,
ya que se producen sus solapamienios (Fig. 5.19). Por ejemplo, para el BSTHQ, se observarcn
interacciones entre CeHap -0z, Cp-He-Dha ¥ Cis-Hie—-hz (Tabla 5.10) v los miemos puaden
observarse an la Fig. 5.19, donde es claro el solapamiento de los orbitales involucrados. En
cambio, el ordenamiento Cyg-Hig 043 no presentd solapamiento de los orbitales LPO,;—a*Ciy-
His ¥ confirmarom, asi, la falta de EPH inframolecular enfre ellos. Este resullado, a su vez,
coingide con lo abtenido por DXBM, para este derivade. Al llevar a cabo este mismao andlisis en
los derivados BSTHQa, p-NO,-BSTHQ y TM-BSTHQ, s llegd a las mismas conclusionas
sobre |a posibiidad de formacion da EPH. En cambio, el BSBZT presentd interacciones en las
disposiciones Ce-He 04z ¥ Cia-Hyg 0o, que fueron diferentes a las abtenidas por DAXM (G-
My Oy ¥ CieHyy04). Esto seria originado por la diferencia del angulo diedro Nap-Ny-5,5:Cya,
entre la estructura cristaling (-34,6 *) y &l minimo en vacia (-67,6 =), gue lleva a favorecer una u
ofra interaccidn. Es Importante recordar que las fuerzas intermoleculares en el cristal ded
BSBZT fueron mds fuertes que en los ofros derivados analizados. Esto podria estar influyendo
en las diterencias observadas entre las estruciuras oblenidas por DRXM y QC. Por otra parte,
el BSTHIQ presentd dos EPH, como describld Paghero,™ los cuales involucraron a Gi-Hy--Oy2

¥ CaoHyOhs.
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Tabla 5.10. Energias de perturbacidn de 2do orden (E™') en kealimol (El andlisis NBO fue levado a cabo

a nivel BALYPE-31+G(d,pi).
BSTHO B5THGa BSBIT
[ LP1)0 0 CrHsg a.70 LP( )0, —0 CrHe  0.73 e i T :
LFIE:'D@—{' I".:-I"H:'.'. aAT LPII:'I_IG‘H" .r:'E._,.H_." 1.68 |.'-'|': 1 gt L 17 052
LB, 50" Ca-Hig 0,68 LP{) Oy —oCa-Ha 0.83 LR =0 Cis-H 052
L1100 =" CaH 0,46 L P10 Gy H 0.51
L P {210 s— " O Hy .36 LP(3C i —o*Gy-Hy 062
BSTHIG P-NO-BSTHG ™-BSTHG |
LP(3)0 0 Cr-H, 1,51 LP{1}0y—0"CeHm 0,58 LP(1 10— C-H, 055
LP{1 105 —a"CeH 0,25 LP{BI0 g+ 0" CarHag 1 27 P30y —0*Cy-H 0,85
LP{3)0 5—a"Cy-H 087 LP{1}07—0"Ci-Hi 0.75
[ 2 o i, L 0 4
LS " G Hy 0.58
] i L&D g —0" Car-Hey 044
LP(1)Qy —a"Cig-Hya 0.33 LR IN =" Cgg-Heg 1,68
LP(2)0y—a"Cop-Hiy 0,48
LP{1 }0ee—a*Cig-His 0,33
LP{&)Oe—a* G Has 046

G HagOha

Ca-He- O

BETHO
Fig. 5.18. Orbitales LPD y 0*C-H involugrades en los EPH del BETHQ (valores de conforma: 0,04},

cﬂ‘Hl L ":'I.E'

L IH'H1H""D'|]

Resumiendo, el andlisiz comparative entre DRXP y QC mosird resullados congruenies
respecto a las interacciones de EPH intramaleculares. Solo el BSBZT manifestd dilerencias
antra los aslablecidos en estado sdlide y en vacio. La Fig. 5.20 muesira dichos enlaces
gréficamente, segin los valores obtenidos por NBO.
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= )
J‘-J JJ‘__‘J

J‘ﬁw JJJ ﬂﬂfif J“ -

f 1. f i' f‘f'

-J
J- 9 J "'
BSTHO BSTHOA ESBIT
4
| ¥
P J“" [

9059, *"’: EAd ‘3 2,2
S ed @ ?
< 2 fiii‘ ved
303 N N o

BSTHIQ PNO-BSTHG TM-BESTHO
Fig. 5.20. EPH {lineas triples) obtenidos por MBO en los seis MBS-Hel estudiados (minimos &n vacial,

Se observd que, los dervados BSTHQ, BSTHQa y p-NO-BSTHQ presentaron
interacciones entre el sulfonilo v log H del heterociclo que tendieron a ser mas fuertes (mayores
anergias de pertubacion) gue las de! sulfonilo con los H del bencena debido, probablementa, a
restricciones geométricas. El TM-BSTHQ tuvo un compertamiento diferente del observado en
los otros derivados de! mismo heterociclo (THQ). Al poseer los grupos metilos en la posicion
oo del bencenosultanila, se lograron establecer mas interaccionas de tipo C-H-0. En tanto
que, siendo la posicidn relfativa entre el bencenosulfonilo v el heterccicle diferente, la
interacsitn Cop-Hag--0y; 58 mantiene, pera se pierde & EPH CyHy--0,; presente an las demas
THC. En &l BSTHIQ sdlo =& establecieron inleracciones con la porcién heterociclica, Los EPH
intramoleculares presentes en la estructura del BSBZT son diferentes, segln se encuentra an
al cristal 0 an vacio.

En conclusian, con el estudio de los pardmelros esterecelecindnicos, utilizando calculos
NBO, se identificaron las disposiciones aldmicas que conducian a los EPH. Ademas, se
corrobord gque estos resultados en vacio son congruentes con los obtenidos por cristalografia
de rayos X, a excepcion del BSBZT. Los rangos establecidos por Desiraju y col.,'™ por Taylor y
Kennard,'™ y por Jetirey'™ se deben usar con cuidado en casos donde las interacciones son
debiles.
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5.4.5. Piromidalizacion del N

En las estructuras cristalinas resueltas v en los minimos oblenidos por QC, lodos [os
compuestos, a excepcidn del BSBET, presentan el M anular piramidalizado, Dicha disposicidn
conlleva a una pérdida de la planaridad del heterociclo, gue en cieras conformaciones es
mayor que en oftras. Para llevar a cabo un esludio mds delallado de esta caracteristica
estructural se usaron diferentes parametros, tales como:

= gl angulo @ (Fig. 5.21), que coresponde a la sumatoria de los tres dngulos planos
alrededor del M (8 = &4 + ®; + $4). El & de un stomo de M plano trigonal ideal es de 360 *,

» gl angula a (Fig. 521}, que es el Angulo fuera del plano del atomo de arufre, con
respecto al planc definido por el dtomo de N v los dos atomos de C adyacentes.™ El a estd
enfre 0 * (sp” puro) y 55 ° (sp” pura)."™ Por ejemplo, Yamaguchi y col.,'” luego de estudiar 349
M-arilsulfonamidas con el N piramidalizado, enconiraron para &l dngulo 8 un rango de 332,3-
360.0 ®, mientras que, para g el rango oblenide fue de 23 3 60 *

o @l angulo de torsidn del N, Ty (R-N-BxRy), que se axtiende desde 120 ° para e N sp’
hasia 180 ° para los sp°.

= |a distancia entre el dtome de N v el plano formado por sus tres sustituyentes (D M-
plano). Esie se halla generalmente enire 0,2 y 0.4 A para N piramidalizados y cercano a 0 ®
para M planares.®™

» la hibridizacion del atomo de N y las occupancias electrinicas en los diferentes orbitales,
para o cual se recurrio al analisis NBO.

N qu.::; "
Oy / \h"""ﬂ

Fig. 5.21. Parametros geometricos & y a gue delinen la prramidalizacion del M.

Los resultados oblenidos, luege de aplicar todos los criterios arriba descriplos a bos seis
denvados en estudio. se resumen en la Tabla 5.11. Los cuatro parametros geométricos (8, a,
Tw ¥ D N-plano) demaosiraron gue los derivados BSTHQ, BSTHQa, BSTHIQ, p-NO~BSTHQ y
TM-BSTHQ, presentarian piramidalizacion del M, En cambio, el BSBIT demostrd una
disposicion casi planar. Con elanglisis NBO, sa logrd demostrar que el N de los derivados
BSTHQ, BSTHGa, BSTHIQ, p-NO.-BSTHQ v TM-BSTHQ adopta una hibridizacién sp® con un
caracter p enriquecide (Tabla 5.11), lo cual explica el caracter piramidal observado en sus
astruciuras. Eslo lambién fue reportado por Remko ¥ col. para el grupo de N-sulonamidas
icidas estudiadas.'™ Dicho comportamiento, lleva a que el N pueda comportarse como un
centro esteraoganico,

Los derivados en estudio presentaron dislancias de enlace 5S-G, dentro del rango 1,78-
1,80 A (Tabla 5.11), como se describe para sulfonamidas heterociclicas y aromaticas.'™ Estas
distancias coresponden a una longitud de enlace simple entre un C hibridizado sp” y un 5, lo
cual s debe a que el grupo sulfonamida y el anillo aromatico se encueniran aproximadamente
perpendiculares.”™ Los derivados BSTHQ, BSTHQa, BSTHIQ y p-NO-BSTHQ adguieren una
conformacidn en 2 cual el enlace 5-Cuem 25 ant-pariplanar con respecta al par de elaciranas
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libres del N (Fig. 5.22). Es decir gue, &l par de electrones libres del N divide en dos al angulo
0=5=0, sugiriendo gue ese rotdmero es estabilizado por la interaccidn de dicho par de
electrones Bbres con los orbitales d del azufre™ *'? En cambio, & TM-BSTHQ posee una
disposicion syn-periplanar entre el par da elactrones libres dal N y el enlace 5-C.

\ e Flanos def amillo fermilo

Fig. 5.22. Conformacion ani-periplanar (A) y syn-periplanar (B) Bnlrﬂ el enkace 5-C, .. v ol par de

Q

1~ N

R
e

¥

Tabla 5.11. Paramairos que describen la piramidalizacion de los seis derivados.

o

LA

N\

A

giactronas libras dal M.

F'il.ln.."|I

311+G(2d p))

5.4.6. Andlisis estereoquimico

Los resullados obtenidos mediante la resolucion de su estructura crigtalina confirmarcn
que el BSTHQ cristalizo en ¢l grupo espacial P2,2,2, el cual es no-centrosimetrico, Esto
significa que lodas las moléculas en el crstal tuvieron la misma esterepquimica en el atomo de
N v, por lo tanto, |a posibiiidad de dos peeudo-estersaisdmeros {Flg. 5.23),

" Obtenidos por clkoules NBO BILYP/E-21+G(d.p)

Paimetros | BSTHQ | ®BSTHOs | msszr | ssTwo | PHOC
B=339,1 | B=3374 | Be=3470 | B=3343 | Ow3385 | O=3358
{?Tﬁ?- a=305 o =294 a=7.4 n=225 0=297 o =462
E;'H__’;I.;‘ = T = 1495 T = 150,56 =172 Ty = 1435 T = 150.3 = 1338
¥ A S o M-plano= | DN-plano = | DN-plano = | DMN-plano= | DN-plano= | DN-plano =
0,238 0,230 0,062 0,287 0,232 0,373
Lm’{?;‘.'. NS 1,69 1,68 1,73 1,67 1,65 1,67
Longitud 5-
- . 1,79 1,79 1,78 1,79 1 1.82
Cyor (M ot
8(21,3%);p | 8(21.3%);p | s(284%):p | s{256%);p | s(226%):p | s{21.0%)p
Elecironicos® | 3.7 (78,6%); | 3.7(78.4%); | 25(71.6%); | 29 (744 %); | 2.4 (77.39); | 3.8 (79,0 %):
iy d0.0(0,0%) | d00(03%) | dO0(0,0%) | d0,0(0,0%) | d0,0(0,0%) | d0,0(0,135
Hibridizacién
75 sp’ sp’ sp’ sp° sp® sp’
[ Hibrigagion 1m 168 52 23 342 a7
calculala sp s sp° 5P 5 5p
Eﬂi”’;:“ N Ny Ce Mo posee ¥ M N
" Anguios y distancias exraidos de las estrucluras de minima energia en vacio (QC con BILYPE-

121




Estudio de Propiedades Estructurales 3D Capitulo 5

oY 7D

15BSTHO 1R-BETHQ

Flg. 5.23. Esterentzdmeros del BETHQ con distinta configuracidn en el M.

Mo es de esperar que la reaccion de sintesis utilizada en este trabajo de tesis origine un
producto quiral.™ De todos modos, se confirma |a ausencia de rotacién dptica por potarimetria
([ = 0.2 + 0,1° (c. 0.9, nhexana)} a temperatura ambiente. Estos resultados contrastan
notablemente con los provenientes de la DRXM, donde stlo se observd el isdomero 17 en e
cristal analizado. Eslo podria explicarse si el BSTHG hublera cristalizado como conglomerado
(grupp espacial F2;2,2;, no-cenfromeéfrico] o cual sucede con un 5 a un 10 % de
prevalencia.'™

En este punto de la discusidn cabria preguntarse s [a muestra sdlida se origind por una
resolucidn espontanea (somero 1A en estado salido ¥ 15 en solucion) o por una cristalizacion
astereoselectiva, astando presentes ambos isdmeras en diferentas cristales (conglomerado) y
la seleccion del monocristal para la DRXM, correspondio al 1A' A partir de una inspeccidn
visual no fue posible observar, en la muesira, cristales diferenfes (que puedan atribuirse al ofro
isdrmero). Tampoco s& pudieron analizar olros crislales de esta muastra por DRXM. En cambio,
se realizd una bisqueds bibliografica en la base de datos de la CSD,™ para conocer si
existian informados ofros compuestos con el mismo comperamiente peculiar que e BSTHQ.
Se haltaron informes, por un lado, de Hashmi ¥ col®' que reporaron que la 7-metil-1-
bencenosulfonil-1.2,3.4-letrahidroquinolin-8-ol (Fig. 5.24.4) cristalizd en e grupo espacial
mongclinica P22 (centrasimelrico) ¥ con £ = 4, Eslo significa que dos de las cuatro mobéculas
tienen una orientacion en el N y las otras dos |a opuesta. Aunque, los autores no comentaron al
respecto, esio gueda claro al observar el empaquetamienio cristalino (Fig. 5.24.8).

___’FF“

=

20 an

A
Fig. 5.24. A) Estructura 20 y 30 ded 7-matil- 1-bencenasulfanil-1,2,3 4-tetrahidroguinolin-8-ol.
B} Empaguetamients cristabno visto a lo large del eje b7

Otra-  estructura reporlada fue el (A-1-{4-bromofenilsulfonl)-3,6-dimetil-1,2,3,4-

tetrahidroguinoling, resuella poar Reichardt v col.™ gque cristalizd en el grupo espacial
monaoclinico P2, con £ = 4 (Fig. 5.25.A). Los autores postulan gue en la unidad asimétrica hay
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dos moleculas con diferentes conformaciones del anillo tetrahidropiriding, pero con la misma
configuracién absoluta (A) en el C,. Esto pone de manifiesto que elios consideraron a los
isdmeros del N, coma confdrmeras, A continuacion, se muesira la celda unitaria. vista a lo largo
del eje &, en donde se observan las cuatro maléculas, dos con el N en una disposicion espacial
y las otras dos con la opuesta (Fig, 5.256.B).

Fig. 5.25. A) Estructura 20 v 30 del (A)-1-{4-bromaofenilsulfonil)-3,6-dimatil-1,2 3 4-tetrahidroguinolina.
B} Empaquetamients cristaling visto a lo largo de a. ™'

Ademas de los dos casos ariba descriptos, se puede sumar & esta discusion los resultados
obtenidos de las estructuras cristalinas del p-NO»-BSTHQ vy & TM-BSTHQ Formas | y I,
resueltas en el presente trabajo. Ambas cristalizaron en grupos espaciales cenfrosimatricos y,
por lo tanto, presentaron los dos isdmeros del N en la celda unitaria, es decir, que cristalizarian
coma racematos (Fig. 5.5).

A partir de lodas las observaciones presentadas amiba, se destaca aun mas el
comportamiento particular del BSTHQG &n su estado sdlido. Desde este punto de visla, seria
racional denominar a estos esterapisdmeros del compuesto, como anantibmeros onginados par
un N estereogénico. Por estas razones, consideramos de interés profundizar el estudio de los
isbmeros del BSTHQ, ahora recurriendo a harramientas de QC. Se llevd a cabo un andlisis
conformacional, a través de |a rotacian del angulo diedro @s (Ce-N,-5,,-Cy4. Fig. 5.6) sobre los
dos isomeros por separado. Para el caleulo se empled BALYP/8-311G(d,p) y las estructuras de
partida fueron, por un lado & minimo absoluto obtenido anteriormente (Seccidn 5.4.2) que
corresponde al 1TR-BSTHQ (1a) v, por ofro, la imagen especular de esla estructura &l 15
BSTHQ (2a). La notacién que se usard de ahora en adelants consiste en utilizar ndmeros para
diferenciar las configuraciones y letras para los confdrmeros. La Fig. 5268 mouesira los
resultacos obtenidas, en un grifico de energia relativa en funcion del dngulo diedro Ca-N,-54;-
Cra-
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Fig. 5.26. Aolacién del dngulo diedro gy (Cz-MN-5,-Cy). A) Para el 1 R-BSTHQ (pariendo de 1a) y B)
para &l 15-BETHQ (partiendo de 2a}.

Los periles de energia relativa difieren a los informadas por Pagliere™ usando e método
semiempirico AM1, ya gue empleande B3LYP/G-311G(dp), se hallaron minimos no
aquivalentas en cada isomero configuracional. Como puede apreciarse en la Fig. 5.26, para
ambos esleredisomercs existen fres estructuras que sSe comesponden con minimeos
gnergéticos, 1a (minimo absoluta) y 1b y 1c (minimos tocales). Es interesante notar que en
ninguno de ellos se invierte la configuracién del N, por lo que solo se obtenen, a partir de esta
rotacidn, diferentes confdrmeros, los cuales se presentan superpussios en la Fig. 5.27.

Fig. 5.27. Superposicidn (a partir del heterociclo) de los diferantes conldrmearos del (1/)-BSTHQ (14
rofo, 10 vieta v 1o amarilo).

Al comparar las energias de los contdrmercs 1a-c, se observo que sa fralan de minimos no
equivalentes, pero que estan proximos en energia (AE ~1,56 kcal'mal, Tabla 5.12).

Tabla 5.12. Valores de Angulos diedros y enargias relativas de los dilerenles confdrrmaras dal (157
BSTHO.

Punlos estacionarios Diedro CeM=5-Chs () — 'w.F'.l'll..E‘..‘_-l_'rrml:l
1a — . BG30 0.00
b &9.08 1,55
g 135,08 1,97

calculos de frecuancia y Corraccines [Bmmicas o8 punid cerng
Par o tanto, uliizando cdloulos ab fmitio, la rofacion en tormno al enlace N-5, no cambia la

asteraoguimica dal N. Para poder estudiar las caracteristicas de inversion del N y su
comporiamiante energetico, fug nacasand cambiar las coordenadas def andlisiz. Fue asl gue
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s& considerd rotar especificamente el diedro Ce-Cy-Ni-544. pariendo de 1b, que ya poseia &
anguka Cz-Ny-5,4-Ciy rotado y solo faltaba que se produzca |a inversidn da N (Fig. 5.28.4). De
asla lorma, se obluve el olro isomero (2d) con un cambio conformacional en el ciclo de la THOG
& inversidn del M {Fig. 5.28.B).

TR i ﬂ.
s
| v

Err il i @l [ i lmad |
a TV
>

"Nt

m 50 W i 1" ] i

Anpale disdmo 0,85, 71
A B
Flg. 5.28. A] Diedro Cy-Co-M -5 de 1b rotado para kograr ef cambio configuracional. B} Pertil de
inversion { Mopieg) ded N

El iwdmaro 2d. a diferencia de 1a, posee el grupo bencenosulfonilo rotado carca de 180 ° en
torna &l enlace N-5 v con &l N invertida (Fig. 5.29), El 1a posea &l cclohexano an conformadcidn
semd-sila, mientras que 2d 1o tiene en conformacién sofd, Sus diferencias energeticas se
presentan en la Tabla 5.13. Al comparar las estructuras de 2d con 2a, 5e vio gue ambas
poseen igual configuracion, pero cambian conlormacionalmeante a nivel del anillo de la THCL. EI
2a {al igual que 1a y su estructura cristalina) posee el Gy v G5 por encima y par debajo del
plano del helerocicla (semi-silia), respectivamente; por el confrario 2d presenta ambos dlomos
por encima de dicho plano {sofd),

B
Fig. 5.28. Comparacion de las estructuras de 1a (sin color) y 2d (color naranja). A y B son dstinios
punios de visualizacon,

Las energias de Ta, 1d ¥y 2d relativas a 2a fueron 002, 0,75 ¥ 0,76 kcalmol
respectivamente. Ademas, con &l fin de profundizar el analisis, se identificd y caracterizd el ET?
v |a barrera de energia entre las diferentes astructuras. Para ello, se utilizd ta funcion QS5T2 v
e realizd el cdlculo en vacio ¥ en p-heplano (preestablecido en Gaussian v elegido por
gimilitud a n-hexano). Se estudid el ET® entre 1a v 28 (ET .2, entre 1d y 2d (ET 44 ¥ €ntre
tay 2d (ET%sz). Estos resultados se resumen en la Tabla 5.13. En la Fig. 5.30, se presentan
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las conformaciones minimas y los ET' del BSTHQ, junlo a las energlas relativas con respecto
a! minimo absolute, as dedar 2a.

Tabla 5.13. Valores de enenglfa de las diferentes configuraciones del BSTHQ (1 y 2| y de dilerenias
conformaciones {a-d} en n-heptano (energias simiares se obluvieron en vacio).

Puntos estacionarios WG (kealimal) vE (kealimal)

1a-2a 0,06 0,02
ET ia2a-12 3,00 212
ET ipzs-2a 3,06 2,14

2d-1d 0,08 0,01
ET! oz-2d 219 1,32
ET% 529~ 1d 2,24 1,93

2d - 1a 0,63 0,75
ET yzq~2d £ 52 1,42
ET 024 18 3,14 2,17

E”I.l-ll
P S 2,04 kealimol o
0,00 koodimal - : 0,02 koal!mod

- -
A Erlm-ﬁ'\d
2,08 keaiimol

1d - : 2d
075 kcalmod [, 78 kcal'mod
Flg. 6.30. Conformaciones de minima energia y ET* sobre la superficie de energia potencial del BSTHQ:
y las energias relativas al minimo absolulo, 2a (refinadas con 6-311+G(2d,p)).

En los ET' obtenidos se observa una disposicion casi planar del N, que tendria lugar al
producirse la inversion. Un resultado similar fue reporiado por Lambert y col™™ en N-
tosilaminas cickcas. En general, se obsarvo que, para &l BSTHQ, el proceso de interconversion
involucra rotacidn e inversion, tal cual fue descriplo por Thiel y col™™ para la N-
metimetanosulfenamida. A pesar de que no se estudiaron los procasos de rotacion e inversion
por separado, postulames que k3 rofacidn seria el paso Bmitante en este proceso. Eslo se
fundamenta en el hecho de gue el enlace N-5 fendria una rotacion restringida, a causa del
cardcter doble parcial que posee, siendo su longitud de 1,69 A, la cual es menor a la de un
anlace simple N-5 (1,75 A). Ademas. si se cbsarvan las energias relativas abtenidas en la
rotacion del diedro @ (CeNy-54-Cra) encontramas maximos (no refinados) de alrededor de 7
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kcalimol (Fig. 5.26.A y B), mientras que en la rotacion del diedro Gy-Ce-Ny-5,,, donde soio se
produce i inversion (porque |a rotacidn ya se efectud) el maxima {no refinada) del perfil posee
una energia de aproximadamente 1,8 keal'mol (Fig. 5.28.8).

Se obtuvieron, en general, barreras de inversion bajas, comparadas con e WNH, {58
keal'mol)®'™™ ='* o con (CHa)aNH (4,4 kealimol).='” Entre 2a y 1a es de 2,12 kcalimol. En tanto
que, enire 2d y 1a es de 1,42 kealimel, lo que coincide con lo descripto por Baert y col.”" para
ciclohexanos fusionados con anlllos aromdticos, en donde la conformacidn sofd resulld 1,2
keal'mal menos estable que la semi-silla. Por esta razon se podria esperar gue, en solucion y a
lemparalura ambienta, se presente una alla velecidad de interconversion entre los diferentes
isomeros. Esle es, probablemente, la consecuencia mas imporante de la lexibiidad
confermacional y configuracional del grupo sulfonamida,”'” y explica el hecho gue en solucidn y
a lemperalura ambiente, eslos isdmeros no se lograron separar. Asi mismao, &l especiro 'H-
RN del BSTHQ correspondit a un promedio de los espectras de ambas configuracionas. Lo
mismo s observd al agregar sales de europio [reactive de corrimiento guimice) v al variar la
temperatura hasta 55 "C (las mediciones a menores temperaturas no se pudieron realizar por
cuestiones técnicas). Resultados similares encontraron Huisman y col. ™ para el derivado N-
(bencenosulfonil)-2, 3-dihidroquinolina-4{ TH)-ona, en &l cual los H del a-metilenc aparecen con
igual desplazamiento. Los autores adjudicaron este fendmeno a una rapida inversion del N,
gua lleva a producir la equivalancia magnética de dichos H,

Todo lo anterior permite inferir que la formacién de un conglomerado del BSTHQ desde -
hexang fue un heche muy interesante, considerando la baja barrera energética de inversion
que posee este derivado en solucidn y 12 poca prevalencia de este fendmeno (5-10 %).

En ofro contexto, el derivado BSTHGa presenta dos centros esterecgénicos (N y Gy} v, por
lo tanta, la posibilidad de cuatro diasteredmeros, Para simplificar v facilitar la discusion se
danominard a cada uno de la siguiente manera: el 15278 como 1, el 1R25 como 2, el 1525
como 3y el 1TH.2A como 4 [Fig. 5.:31).

oF 7o

TLE, - B5TH O RSB ETHCN

oY O

11 25- RS TS TRIE - RETH
Fig. 5.31. Posibles isSmeros configuracionales del BSTHGa.

A partir de la resolucion de la estructura cristalina de! BSTHGa, se pudo comprobar que
cristalizd en el grupo espacial P24/c (centrosimétrico, £ = 4). Por lo tanfo, dos de las cuatro
moléculas en la celda unidad tienen la misma estereoquimica en al N y en el G, miantras que
las ofras dos fienen la opuesta. Los angulos de torsidn coraspondientes posaan magnitudes
iguales pero signos opuestos, Ademas, en el cristal estuvieron presentes los izdmeros 1
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152/ v 2 (1R25) pero no los dos restantes (3 y 4). Se llevd a cabo una busqueda de
estructuras cristalinas reportadas en la C8D,"' y se pudo comgprobar que este comportamiento
resultd frecuente entre compuestos similares. Asi, Hashml v col.™" reportaran las estructuras
deal 2-melil-1-bencencsuffonil-1,2,3,4-tetrahidroguinalin-8-cl y del 2,7-dimetil-1-bencenosulfonil-
1,2,3 4-tetrahidroguinolin-8-o0l (Fig. 5.32). Estos autores llevaron a cabo las sintesis sin
contralar la asteracquimica.

ﬁ'@ rg ’“}@ &u
20 a0 2Ly S0
A B

Fig. 5.32, Estructuras 20 v 30 del 2-metil-1-bencenosulionil-1,2 3 4-fefrahidroquinolin-B-ol (&) y del 2,7-
dimefil-1-bencenosuBoni-1,2 3, 4-tetrahidrequinofin-8-of (B).7"

El Z-medil-1-bancenosulionil-1,2,3,4-1etrahidroquinalin-8-ol cristalizd en @l grupo espacial
Pbca, con B moléculas en |a celda unidad, mientras gque el 2,7-dimetil-1-bencenasulfonil-
1,2,3 4-tetrahidroguinclin-B-ol lo hizo en el grupo P-1, con Z = 4. Ambos grupos espaciales son
centrosimétricos, por lo que fa mitad de las moléculas tienen una disposicidn especifica en el
Cavenel My, laotra mitad, la opuesia, Se vio gue ambas presentaron los isdmeros 1R.25y
152R, astando ausanias |os corraspondiantes 1525 v 1R2A. En la Fig. 5.33 se muesira &l
empaguetamiente  cristaine  del  2,7-dimeti-1-bencenosuifonil-1,2,3,4-tetrahidroquinolin-g-ol
(omitiendose el del 2-metil-1-bencenosulfenil-1.2,3 4-tetrahidroquinolin-8-al por la dificultad de
observar el empaquetamiento con Z = B}

Flg. 5.33. Empaquatamiento cristalino del 2, 7-dimetil-1-bencenosulionil-1 2 3 4-tetrahidroguinalin-S-ol, 2
lo largo del eje ="

Un fencmenc similar al descripto arriba, se obsernvd con el dervado p-F-BSTHGa (grupo
aspacial P2,/c centrasimétrico con Z = 4).° A partir de todos estos antecedentes, se puede
concluir gue el comporiamiento cbservado para el BSTHQa resulta frecuents an esla claze de
derivados.
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Con el objetivo de analizar los diferentes istmeros del BSTHQa, al igual que se hizo con el
BSTHQ, s lleva a cabo un analisis conformacional, mediante la rotacidn del dngulo diedro
@3 (Co-M;-5,-Cy5). Se analizaron los dos isomeros 1 (152R y 2 (1R.25) por separado. Se
empled el BALYP/E-311Gd.p) v las esirucluras de partida fueron los minimos absolutos
obtenidos anferiormente y que llamaremos 1a y 2a. En la Fig. 5.34. A se presenian los
resultados cblanidos para el isdmero 2,

| TS on

e
§ ?

ke NTR| /)

B e v i o L s s oo b

L = IE S i 2 i 5 i
dneguiin disdre GA -5, 0 |

A =)

Fig. 5.34. A) Rofacidn del dnguio diedrd g, CeMy-5-Cs an 2 (118, 25-B5THGa) v B} Superposician a
partir del helerociclo de los diferentes conférmeros: 2a rojo, 2o azul v 2c amarilio,

Con la rotacitn realizada, se encontraron tres minemos no equivalentas proximaos en energia
(Tabla 5,14}, como pcurid con el BSTHO. Estos fueron 2a (gua corresponde al minimo
absolulo y a la estructura cristalina), 2b y 2, minimos locales (Fig. 5.34.8). Al igual que con &
BSTHQ, a partir de esta rotacion no se logrd invertir el N, El isdmero 1 (15,28), no mostrado,
condujo a los mismos resultados, obteniéndoze también los isdémearos 1a, 1h y 1c

Ta_l:la_ 5.1_4_.__"-faiur _|_:|e _E'!-_':-;uln:-ﬁ diedroa y enargias relatvas de los diferentes confarmerss del BSTHOa,

Punios estacionarios Diedro @y Ca-MNy-S12-Cs 17} \E (kcalmol|
Za RO, 6 000

=
(e

2 P
¥ ] I-'.'.'\.

2 13837 =K

Por ofre lado, también se estudid el pedil energético que se produciria por la inversiin del N,
rotando el diedro Ce-Cy-Ni-54: v pariendo desde 2b (Fig. 5.35.A). La Fig. 5.35.B muesira los
rasultados obtenidos.
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Flg. 5.35. A} Angulo diedro Cy-Cy-My-5,; de 2b ({1 A.25)-BSTHQa), rotado para lograr el cambio

configuracionsl. B) Peril de inversibn del M.

Como puede apreciarse en la Fig. 5.35.B, a partir de tratamiento del angulo especifico Ly
Co-hl-5,;, 80 obtiene aofro Isdmero configuracional [(denominado 4). Esle es oo de los
diateredmeros posibles del BESTHQa, cuva configuracién no se encontrd en la estruclura
cristaling. La isomenzacion se llevé & cabo a traves de la inversien del M y un cambio
conformagcional en el anillo det ciclohexeno, dado que &l metilo adopla una posicion ecuatorial.
Asi, mieniras que 1 v 2 poseen el ciclohexeno en conformacion semi-zila, 4 lo fiene en la
conformacion sofd,

Par otro lado, se estudiaron los isdmeros 3 {1 A2F) v 4 (15.25), realizando una rotacidn, a
nivel 8-31Gi(d), del angulo diedro @y, Ca-Nyi-5:2-Cis (Fig. 5.36). En estas estructuras (3 v 4) el
metilo se encuenira en posicion ecuatorial, 1o cual no es favorable energéticamente. Por esta
razén, partiendo desde dichas configuraciones v rotando el diedro Cp-Mi-5,-C4s, 58 produce la
imversidn del N, cambiando a las configuraciones mas estables en cada caso (o que no ocurrid
con 1 y 2). Asi, por inversidn ded N se observd un consecuente cambio configuracional v el
derivado pasd de 3 (1R2A) a1 (1527 yde 4 (1528 a 2 {1R.25), ambos con &l matio an

g ol

TRES |

- |
¥ [
-
-} 8 -
LN -~
- )
=

a
1] L1 Lo i ™ {15
By i e M e B D]

Fig. 5.36. Rotacion del angaslo diedro Gy {Cp-Ny-5,-C sl partienda de 4 ({1 5.25)-BSTHOa).

posicion axial,

Fel] T%E
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Lina vez realizado el analisis conformacional, se procedio a la caracterizacion de los ET y
de las barreras energélicas enire los cuatro isomeros y sus estructuras de minima energia, 1a
(152A), 2a (1R25), 3a (1R2RA} v 4a (15.25). Una vez oblenido el ET?, se realizd un
refinamiento a nivel 6-311+G(2d,p), en vacio, como asi también en etanol y éter dietilico
[solventes de donde se obluvo el monocristal). Las energias relativas fueron similares en los
tres sistemas estudiados, por lo que en la Tabla 515 v en la Fig. 5.37 se resume lo obtenida an
vacio. En la Fig. 5.37, se presentan las conformaciones de minima energia y los ETY del
BSTHQa. junto a las energias relativas con respecio al minima absoluto (1a).

Tabla 5.15. Valor de dngulos diedros y energias relativas de las diferentes configuraciones del BSTHOa,

Puntos eslacionarbos AG (keal'mol) AE {kcalimol)
2a-1a 0,08 0,02
ET! ,0n-2a 12,73 11,85
ET g0 - 18 12,81 11,87
Ja-1a £.35 5.20
ET uu-3a 8,03 7.03
ET%, - 1a 13,38 12,23
1 ETH Ts-2a
11,67 kial/mal
28 (18,25 1n (1520
0,02 keal'mal 00 kcalivmod
ETH iy
12,23 kcalimol

da 15,25 Ja (12
521 kealimod - 5,20 kealtmol

Flg. 5.37. Conformaciones de minima energia y Ef‘ sobre Iz syperficia de energia potencial dal
BSTHGa; v lzs energias relatives al minimo absoludo (refinadas con 6-311+G(2d,p)k

En la Fig. 5.38.A v B se presentan los perfiles energéticos obtenidos para 1a y 2a, y para 1a
¥ 3a, respectivamente, para visualizar las diferencias.
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Flg. 5.38, A) Dptimizacidn del estado de frangiclon (QSTE) enfre 2a (1R,25) ¥ 1a (1528, B) QET3 enire
2a1A2ZRA v 1a(152F). Relinadas en vacio a nivel 8-311+G{2d,p}

Las configuraciones 1R.25 y 15,2A tuvieron una barrera de 11,85 kealmol (Fig. 5.38.A).
Paro considerando gue dichas estructuras estan en aquilibrio v que son ispanergaticas, habra
una poblacidn igualitaria de ambas. Como se aprecia en la Fig, 5.38.8, el isomero 3a (1R.2A),
con el melile ecuatorial. resultd ser 5.2 kealmol menos estable que 1a (15,.2A), con el metilo
axial. Lo mismo sucedid con 1525 v 1A.25, a favor de este oitimo. Considerando que esias
estructuras se encuentran en eguilibrio, esta diferencia en energia supona un enriguecimiento
dal 99,9 % a favor de la ubicackin axial dal metilo, segin la ecuacion de Gibbs. ™™ Esto explica
que en el cristal estén presentes los isomeros 1R.25 v 15.2A,. ambos con el metilo en posicidn
axal,

Pagliero y col.™ realizaron un extensivo andlisis de AMN sobre este derivado v concluyeron
que, en soluciones de DMSO y a lemperalura ambiente, el metilo de la posicion 2 se
ancuenira, generalmeante, en posician axal ™

Los ET* hallados poseen el N con una disposicion casi planar. En cuanio al analisis acerca
de rofacibén-inversidn, a diferencia de lo discutido para ol BSTHQ, en el BSTHGa ambos
procesos tendrian requerimienios energebicos similares, va que el melile en posicidn 2
produciria una restriccidn a la inversion. En la rotacidn del diedro @;, Cx-Ny-Sip-Cis (Fig, 5.34)
s& encuentran maximos no refinados de aproximadamenie 7 kcal'mod, v en la rotacidn da Cy-
CaMy-5)z (Fig. 5.35.8) el maximo s ubica a alredador de & keal'mal.

En lo que concierna al BSBZT, debido & que posee un N planar con hibridizacion sp®, no

fiene centros quirales. lgualmente sa llevd a cabo ol andlisis conformacional, medianta la
rotacion del diedra s, Nx-Ny-55-C,2, utiizando 6-31G(d) (Fig. 5.39).
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Se obluviercn dos minimos isoenergéticos (1a con un @ = -67.62 * y 1b con un @4 = 68,41
*}, o cual se confimd cuanda ambos se refinaron a nivel B-311+G{2d,pl. Este resultado, se
explica por la planaridad del heterociclo, lo que hace indiferante el posicionamiento del
bencenosulfonilo, hacia cualquiera de sus caras.

En la estructura cristalina del BSBZT, ambas conformacionas (1a y 1h) estan presentes
dentro de |a celda unidad, con grupo espacial P-1yconun Z = 2,

Hallazgos similares fueron informados por Stepnicka y col™' para el 1-{metilsulfonil)-1H-
1.2, 3-benzotriazol, va que cristalizd en el grupo espacial monoclinico P2/ con un 2 = 4,
presentando los dos conldrmeras analizados en el BSBZT (Fig. 5.40.A). Lo mismo sucedid con
la estructura del p-CHy-BSBZT, rasuelta por Rodriguaz v col™ que cristalizé en el grupo
espacial P-1 conun £ = 2 (Fig. 5.40.B).

-

. =

-

of Pugp &

Fig. 5.40. Empaguatamients cristaling de 1-[metlsulfonil)-1 41,2, 3-banzotriazol, a ko largo del aje b (&) ¥
del p-CHy-BSBIT a o largo del aje 2 (B},

El BSTHIQ posee un N piramidalizado, con un a = 22.5 °, por lo que esta al limite del rango
establecido por Yamaguchi y col. (23-80 *)'" y es el derivado que menos caracter sp? (sp™®)
presenta a nivel del N (excluvendo al BSBZT).

La rotacion del diedro @4, Gi-Ng-544-C1a, @ nivel 8-31G(d). dio el perdi de energia mostrado
an la Fig. 5.41, En &l se puede ocbhsarvar la presencia de dos minimos no equivalentes (1 y 2).
Esios esterepisdmeros lienen diferente configuracion en el N, &l 1 es A (9; = 63,48 ),
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mieniras que & 2 as & (¢4 = 80,52 °), o que se cenfirma cuando ambos se refinaron a nivel &-
311+G{2d,p). La d¥erencia de energia enire ambos minimaos fue de 1,71 kcal'mal a favor de 1,
segin se calculd utilizando DFT.

S
T

' e AW \ i ;
' \‘L_f’r ﬁk{ \\"F

i A ia K = -

An gl diehn C, -He S04

Fig. 5.41. Parfil d= energia. oblenidn 3 parfir de la rotacon del diedro @y, C-Na-5,,-0, del BSTHIO

Los resultados enconfrados demuestran que e BSTHIQ, a dilerencia de ks demas
derivados da THQ, puede interconvertirse por simple rotacion del angulo @y (Gi-Ma=54-Gia)
debido a la baja diferencia energética existente entre los isomeros y al bajo grado de
piramidalizacidn gue presenta.

El p-NO-BSTHQ cristalizd en un grupo espacial centrosiméinco (P2yc) con Z = 4, por lo
que dos de las cuatro moleculas en la celda unidad tienen una configuracion en el N, mieniras
que as otras dos tienen la opuesta. Los angulos de torsidn poseen iguales magnitudes pero
signos opuesios, lo que caracterizaria al sélido como un racemato,

En el estudio de QC, cuando se realizd la rotacidn del dngulo @1 (Ca-Ni-514-Cii) se
enconiraron resultados similares a los obtenidos para el BSTHQ. Esto conlirmaria que el
suslituyente en posicsdn para, no influyd sobre las barreras energéticas de interconversion de
fos isdmeros conformacionales vy configuracionakes.

Los dos polimoros del TM-BSTHQ (Saccion 4.4.4) cristalizaron en grupos espacizles
centrosimétricos (P2,/¢c la Forma | y P2/n la Forma Il), por lo gue presentaron las dos
configuraciones del M en la celda unidad v se clasificarian coma racemalos.

El estudio conformacional por cakcutos tedricos a traves oe la rofacion del diedro gy (Ca-M,-
5y-Cha), @ nivel 6-3110(d.p} mostréd cuatro minimos no equivalentes (1a, 1b, 1 y 1d] que
tienen la misma configuracion (A sobre el N (Fig. 5.42), La diferencia de enengia entre fos
distinios minemos se muestra en la Tabla 5.16.
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Fig. 5.42. Rotacion del angulo dedro @s, Ca-MNy-5,4-Ciy dal TM-BSTHO

Tabla 5.18. Valor de angulos diedros v energias relativas de los diferentes confdrmeros del TM-BESTHQ.

Punto estacionario Diedro g Cy=Mz=5y -0y %) VE (kcalimuol)
14 148,86 .00
b 67,81 1,09
1o B6.75 175
1d 136,34 1,63
;| 148,92 0,00

Ademdas, se realizd una caracterizacion de los ET? y de las barreras energéticas entre los
cuatro confdérmeros, 1a-d, v sa incluyd a 2a (enantidmero de 1a), isdmero que tambign estuvo
presente en el cristal. Para esto, se usaron ks métodos QST2 y QST3, Los ET® obtenidos,
fueran relinados a nivel 8-311+G{2d,p) en vacio. A partir de aslo, se confirmd gue 1a y 2a son
estructuras isoenergdticas, v presentaron una barrera de mterconversion baja de 2,09 kcalimaol,
Los confdrmeros mostraron diferencias de ~ 1 kcal'mol con respecta a 1a (minimo absobluto) ¥
barreras de interconversion de alrededor de & kcallmol. En la Tabla 5.17 y en la Fig. 543 se

resumen los resulfados obienidos.
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Tabla 5.17. Valor de angulos dedros v energlas relativas de las diferentes conformaciones y
configuracones del TM-BSTHGQ.

Puntos estacionarios AG [kcalimod) AE (keal'maol)
1bi-1a 1,40 1,08
ET an=1b 5,26 5,23
ET g =12 768 6,32
1c-1a 1,55 1,75
ETY a0 1€ 6.1 4,56
E--r;llll.m: -1a 7,66 8,51
1d - 1a 1.66 1,63
ET e 1d 5,12 3.92
ET e 18 B.7B B,55
Za-Ta -0,01 0.00
ET! - 28 3,43 209
ETr1l-2|: =1a 3,42 208

ib ' “'hé‘:%}r h&:‘% ) SN

1,0 kc:alimenl : : 1,75 koalimol
ET‘., o e . e E':1- i
6,32 kcal/miod _~" 631 keabmol

PR S i
- th
"3\%" 0,00 kealmol
ETI

(1] Er'“.u !
giakealimol 555 heokimad

e

-
h\ ia 1al

0. kealimal 1,Edkcalmol

Fig. 5.43. Conformaciones de minima energla y ET' sobre |a superficis de energia potencial del TM-
ESTHQ v las enargias relalivas con respecio al minimo absoluto 1a (refinadss con 6-311+G{2d,p))

Es importante destacar gue, la conformacién observada en las estructuras crstalinas de las
Formas | y Il del TM-BSTHQ coinciden con el minimo absoluto encontrado por QC, es decir.
con 1a ¥ con su isdmero configuracional 2a. Esto confirma gue, en vacio y en estada salida, las
confermaciones fueron similares, Aungue, ninguna de los demas confGrmeros (1b, 1c v 1d) se
encontrt en el estado séddo.
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Investigaciones estruclturales de polimorfismo en compuestos oOrgdnicos  muestran
consistentemenia gue las longiludes de enlace y los dngulcs de enlace no difieren
significativarments entre los polimartas de un compuesto.®™ La constancia de estos pardmetros
geaometricos na es sorprendente, debedo a las energias relativamente grandes gue involucran
estos cambens. Este no es el caso de los parametros de torsidn sobre anlaces simples, donde
las energias imvolucradas suelen ser comparables a las diferencias energéticas entre las
distintas fases cristalinas de un compueste. Puesto que 105 paramelros 1orsionakes definen la
conformacion malscular, es avidente gue en aquellas maléculas que poseen grados de libartad
de tarsidn, sus polimorios pueden exhibir diferencias significativas en sus conformaciones
moleculares.™ Esto se concce como polimerfisme confarmacional.

Como se observd medianta al analisis conformacional del TM-BSTHQ, |la molécula poses
varigs conformengs, que surgen a parir de la rotacidn del enlace N-5. A pesar de ello, dicho
derivade no se caracterizd por presentar polimorfismo conformacional. Los cambios gue
llevaron a producir las dos fases polimorficas (Formas |y 1) estdn dados a nivel de las
intaracciones intermoleculares y del empaquetamiento cristaling, ¥ no en la conformacidn
adoptada por el compuesto. Esto podria tener su origen en el hacho de gue, en el cristal, las
intaracciones intramoleculares (3 C-H--0 y 1 C-H.-N} superarian a las imtermoleculares (1 C-
H--0 en Forma |y solo interacciones de van dar Walls en Forma I, Hevando a mantener una
misma corformacion, la de minima energla cbienida por calculos tedricos an vacio,

5.5 Conclusiones

Se lograron resoiver las estructuras cristalinas de cinco de los seis derivados, ulilizando
DRXM. En al caso del TM-ESTHQ, se confirmaran, ademas, las geomeltrias cristalinas de dos
polimorfos

Sa llevaron a cabo estudios de QC y se obtuvieron las estruciuras de minima energia de
todos los dervados en estudio, en fase gaseosa y en agua. Por ambas metodologias, se
nbservd gl plegamienta de las moléculas en forma de V' o mariposa (originada por la geometiia
dal grupo sulfonilo), la conformacidn mas tavorable anergéticamenta para los compuestos dal
tipo sulfonamida,

Al comparar las conformaciones obienidas por DRXM v por OC (en agua y en vacio) se vio
que eran similares entre si, Cuando s& compararon las conformacionas en estado sdkda v en
vacio, para los derivados BSTHQ, BSTHQa, BSBZT, p-NO,-BSTHQ, TM-BSTHQ Formas | y
I, respectivamente, se demosird que casi todas, a excepcidn del BSBIT, se consideran
conlermacionas aproximadamente idénticas [AMSD fueron menores 3 0,3 A).®

El estudio de los EPH inframoleculares en fos derivados estudiados {3 excepcion dal
BSBZIT) puede ser realizado utiizando célculos NBO o datos cristalograficos, yva que se
corrobord que conducen a resultados congruentas.

El analisis de piramidalizacidn y de hibridizacidn dal M, parmitio confirmar gue cincg
darivades poseen el N piramidalizado (salo el BSBZT mastrd un M sp®), Esta llevd a que el N
Epj f8  comporte  Soma  cantra Esteweu-génim, dardg la posibiidad de isomeros
cenformacionales y configuracianales.

El BSTHQ, cristalizeé como el lsdmerold, a pesar de la barrera de energia de
IMerconversidn relativamente baja que poseen los isémeros 1Ry 15 (2,12 keal/mol) tanto en
vacio como en solucidn. Este comportamients no se hafle en los restantes derivados
estudiades nl en oros estructuralmente similares registrados en la GSD.™' La barrera
angrgética baja, que explicd @ hecho gue en solucidn y a temperatura ambienle esios
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esterepisomercs no se logren separar, permitic Inferr gue la obtencién de un solo
estarapistmens por cristalizacidn, fue un hallazgo muy intaresante,

El BSTHQa cristalizd en un grupa aspacial cantrasimatnon, astando presantes kos isdmeros
152RYy 1R.25 pero no los 1R.2R ¥y 15,25 Enire las configuraciones 1R25 v 1.5,2A 1a barrera
cakulada fue de 11,8 Keal'maol, aungue habria vna poblacian igualitana de ambas, ya que sus
estructuras estan en equilibrio v son isoenargéticas. Los isdmearcs con e melilo ecuatarial
resultaron menos estable que los de posicion axial, ewstiendo un 99% a favor de esta ultima
conformacidn.™ Esto explicaria que ambos isémeros presentes en el cristal. lengan el metilo
en esa ubicacion,

Tamto el p=-NO-BESTHQ como al TM-BSTHQ (en sus dos modiicacionas cristaknas),
cristalizaron en grupos espaciales centrosimétricos, por o gue presentan las dos
configuraciones en el N en la celda unidad (racematos).

A partir del estudio contormacional del TM-BSTHQ se hallaron cuatro conformeras proximas
en energia. El minimo absoluto obtenido en vacio, coincide con la conformacién hallada en
estado sdlido de los dos polimoros identificados. Minguno de los demas confdrmeros se
encontrd en las astructuras eristalinas.

138



Estudios de Solubilidad Capitulo 6

6. ESTUDIOS DE SOLUBILIDAD

Vi

En el descubrmienic de nuevos farmacos, k& Cuimica Combinatoria v el cribado de alto
rendimienio llevaron a un gran incremento en la cantidad de compuesios utilizados en ensayos
biologicos. Sin embargo, el numero de nuevos larmacos aprobados anualmente no ha
cambiade significativamente en las ditimas dos décadas.™ En 1990, el 40 % de los fracasos en
ia 1+ de nuevos IFA se debia a problemas en la farmacocingtica y en la BD de las NEG. En
2005, el porcentaje de fracasos se redujo al 10 26, debido a la incorporacion en etapas
tempranas del descubrimiento ™

En la primera parte del presente caplitulo, se describen los resuliados obtenidos en la
determinacion experimental de la solubiidad cinatica (5.) dal BSTHQ y del p-NO-BSTHQ vy de
la solubilidad termodinamica an agua (S..) de los seis derivados NBS-Heat en astudio. En una
segunda parte, se muestran los resultados obtenidos al intentar mejorar la solubikdad aparente
(Su). Gon este fin, y para evidenciar el efecto cosolvenie del efanol sobre la 5., se llevd a
cabo la determinacion experimental de la solubilidad lermodinamica en mezclas agua:atanal
para dos derivados, el BSTHQ v el BSBEZT. También, se calcularon las solubiidades
termodinamicas en mezclas aguazetancl, ulilizando dos modeles matematicos de predicsicn,
Finaimente, se muesiran los resullados obtenidos en la preparacién y caracterizacion de
complejos de G-C0 con el BSTHQ v e BESBZT, los cuales se obtuvieron con el fin de optimizar
su S, v su estabilidad FQ.

6.1. Introduccidn

6.1.1. Modelos para la prediceidn de solubilidad

La solubdidad de un compuesto depende de las caracteristicas FO del spluto v del solvente
y de factores fales como la temperatura, la presidn o el pH.™ Ademds, obadece a un balance
antra inferacciones soluto-soluta, solvente-solvenie y solulo-solvenie. Esto la transforma en
una propiedad fisica sumamente compleja a la hora de determinarla v explicarla,

A pesar de que los ensayos de HTS para la deferminacion de la solubilidad han llevado a
obtener resultados confiables, la generacidn de dalos de alta calidad sigue siendo una
actividad relativamente costosa, la cual demanda mucho Biempo. Por lo tanio, = desarclla de
modelos para la prediccion de la 5, de NEQ, a partir de la estructura quimica, ha atraido
considerable atencion. Las aproximaciones para la estimacion de la S, basadas en
descriptores moleculares lambign ayedan a enlender qué caracteristicas estructuralas limitan
la 5, v, por lo tanto, pueden proporcionar informacion Gl para los guimicos medicinakes y
farmacéuticos.™
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Como se expuso en el Capitula 1, es crucial determinar y evaluar la S, v la 5, de las NEQ,
lo maés lemprano posible en el proceso de |+D. Una baja solubiidad puede (raer
complicaciongs imporantes en varnas de las etapas posteriores. Por ejemplo, en las
determinaciones de bioactividad una nueva molécula puede ser considerada no activa vy
descartada, siendo an realidad un falso negativo, a raiz de su precipitacion en el medio acuoso
dende se realiza el bipensayo.

Cuande se suscitan problemas de limitada solubilidad en un compuesto lider prometedor, g5
necesano recurrr a varios melodos para optimizar su S, De todos los métodos posibles, la
cosolvenclia es uno de los mas utilizados para incrementar la 5,, de compuestos no polares
en vehiculos acuosos. La determinackn  expenmental de dicha solubilidad es una de las
opciones a las que se recurre para evaluar el afecto del cosolvente, aungue tambidn se usan
los métodos de prediccidn, En esios Gltimos afics, se han propuesio varios modelos para
estimar la solubiidad en mezclas de solventes, lo que resulta muy ol en los astudios de
cosolvencia.

De los modelos existentes, uno de los mas importantes es 2l modelo logaritmico-lineal
(LL) desarroliado por Yalkowsky y col ™ Este describe un incremento exponencial en la
solubillidad de moldculas no-polares con el incremento lineal de la concentracidn de
cosolventes.™ Ademas, proporciona una buena estimacion de la solubilidad termodinamica en
mezcias agua:cosalvenis, empleands solo el dalo de la S, del compuasto (Ec. 6.1).5°

I':lg ":I'_u = .|r. I"g 5..;- * Jr-_v. Ing";p Ec. 6.1

dande S, s la solubllidad del soluto en la mezcla aguacosolvente, £ v . son las fracciones
da volumen de cosolvenla y agua, respactivamenta; S.. y S. 50n l1as solubilidades en el
cosolvente puro v en agua, respectivamente. El valor de solubilidades expresado en M, mgimlL,
fracoidn malar, ete.

Si remplazamos L., por 1-f, se obliene [a Ec. 6.2:

logS, =logs +(logS —log8 )f Ee. 6.2
La refacion entre las solubilidades del soluto orgénico en el cosolvente pura (5. ¥ en el

agua pura {5,:), expresada como fog S - log 5. es el poder o fuerza solubilizanta del
cosolvente, tambien conocida como o. Remplazando @ en la E¢. 6.2, surge la Ec. 6.3.48.

lopd =logh, +f Ec.63a

A su vez, s importante rescatar que loe perfiles de solubilidad de muchos compuasios son
a menuds ingales hasta una L de 0,5, por lo gue 3¢ ha demostrado gue o modely LL puede
zar modificado como s& muesira en la Ec. 6.3.b.

log s, =logd +,. Ec. 6.3.b

donde 0,4 &5 el poder solubdizante hasta una fraccldn de cosolventa de 0.5, Eslo proporciona
predicciones mas precisas v es mas practico en el area farmaceutica, ya gue la mayoria de los
cosolvenies se emplean en f: < 0,5,

Los cosalvenies son muy uliizados en ias mediciones de bioactividad, con el lin de superar
las dificultades de una limitada S, En dichos ensayos, ef compuesio se dizusehe en algon
cosolvente y, luego, s& diluye en un medio acuoso, lo que suele producir precipitacion. Es
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importante realizar determinaciones iniciales de solubilidad, probando varos cosolventes o
mezclas, para seleccionar los mas aptos, o cual puede resullar muy cosios0 8N recursos y
tiempo.® En esle sentido, &l modelo LL permite prever gl valor de o que va a tener un
determinado cosclvente sobre uwn compuesto en particular. Upna forma de oblener
exparimentaimenta dicho valor es a través de la determinacion de la solubilidad de cada
derivado en un sistema aguaccosolvents particular. Finalmente, se calcula o a parir de la
pendients de un grafico de log (S,/S..) en funcién de la L.

logs, =logs_=do Ec. 6.4

Valvani v col. reportaron una relacién lineal entre o y el log del coeficients de paricidn
oclanollagua (log P} yio el log del factor capacidad cromatrografica a 0 % de maodificador
organica (log k)™ la que fus expresada como se muesira en la Ec. 6.5,

F=5logk, +7 Ec. 6.5

dende s y { son constantes propias del cosolvente, independientes de la naturaleza del soluto,
También existe una relacidn lingal antra ogs v 109 k. (Ec. 6.6).

Fra = 5y |'|.'I-g k.. Py Ec. BE6

Yalkowsky y col. cuantificaron las dos constantes s y t del modelo LL para cuatro
cosolventes usados cominmente: etanol, PEG 400, propilenglicol (PG) y glicarina (G). A partir
de 251 pares de solulos-cosolventes, con amplio rango de polaridades y estructuras, obtenidos
experimentalments y de bibliografia, caleularon los o Jouyban, también, recapild los valores
desyipara gy de s ¥ los para gqs para un nomero mayor de cosolventes, inciuyendo, los
cuatro anteriores mas acatona, acetonilrilo, bulilamina, DMSO, DMF™ (Tabla 6.1).

Tabia 6.1. Constantas 5 y 1 ¥ Sqs ¥ by.s 0 diferentes cosolventes,™

o Tas ]

B t B tos

Acetong 1,14 -0,10 1,25 0,21
Acetoniirilo 1,16 -0,49 1,04 0,44
Bufilamina 0,64 186 0,87 .83
D8AF 0.83 042 0,65 1,70
DMS0 0,73 0,95 0,72 0,78
Etanal 0,95 030 0,81 1,14
PEG 400 0,88 0.58 Q.78 1,27
PG 0,78 0.37 0,55 087
& 035 028 0,38 0,14

Por otro lado, Jouyban y Acree desarrollaron un modelo (8l modelo Jouyban-Acree, JA)
cual predice |a solubiidad termodinamica en mezclas de solvenies con un error aceplable, y es
valido para ser ufilizado en el drea farmacéutica.™ Esle modelo necesita de un dato
axparimental extra con respecto al modelo LL, |a solubilidad termodindmica del derivado en el
cosolvente puro. For lo fante, sa deben conocer los dos valores exparimentales extremos de
solubifidad, o cual lo transforma en uno de los modelos de correlacidn mas precisps, ™ 6 25
' La Ec. 6.7 muestra la forma de calcular la solubiidad de un scluto en una mezcla
agua.cosolvents,
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logs,, = [ logS,, + f. logS, + £.£. 3 AL~ 1.) Ec. 6.7

donde A son los términos de interaccidn solvente-solvente y soluto-solvente calculados
utilizanda un analisis de minimos cuadrados. El modelo de JA, escritc como en la Ec. 6.8,
permite calcular la solubilidad termodindmica de compuestos an solventes binarios y a diversas
temperaturas:

]ng"'.lu..l' - -|II-|' !l::'ﬂ"'ﬁlr.l.r +-lr:u I'“H 'Sulr..l' i -IFI-lrll.'i il.,'.:_{l...f’:,.:rﬂ"_.'_.. E" E"E
dwdl

donde S.r S ¥ Saer 500 |as solubilidades del soluto en la mezcla de solventes, en el
cosolvente puro v en agua pura a 13 temperatura T (en K) v J es la constante del modelo.

6.1.2. Formacidn de complefos de inclusidn

Una de las aproximaciones experimentales propuestas para superar problemas de S
durante los ensayos de bioactivdad, es |a formacion de complejos de inclusion con CD. La
preparacién v ulilizacidn de dichos complejos se fundamenta en gue el acomplejamiento puede
mejorar la S, del compuesto, evilando su precipitacion en &l medio donde se realiza e
bioensayo. Ademds, los derivados mantendrian su actividad bioldgica intrinseca v la CD no
alectaria a la medicion ™

Lag CD son oligosacaridos cichcos que contienen por lo menos & unidades de D-(+)-
glucopiranosa unidas enfre si por medio de enlaces glicosidicos o-(1,4]). Esta estructura
quimica adopta espacialmente la forma de wun cono truncado (Fig. 6.1), cuyos hidroxilos
externos le dan caracleristicas hidrofilicas y son responsables de su solubilidad; mientras que
hacia el interior de la cavidad quedan expuestos los profones 3, 5 y & del azicar, junto con los
O de los enlaces a-(1,4), generando una cavidad hidrofdbica, Esta region es la responsable de
la principal aplcacion de estos compuestos comoe formadores de complejos de inclusion, ™

o b

|
L
S o
I e T ,_-"I
o geB | uet a=h

Fig.6.1. Esquema de |a estructura de cono truncado de fas CD. A ta derecha 58 muestra la D{+)-
glucopiranasa y se indica la numeracion de los prolones. ™

La IUPAC define un complejo o un compuesto de inclusion como aguel en gue un
companente (el Ngandal genera una cavidad, deniro de la cual se locaflza wna segunda
gspecie (el huésped o sustralo)™ Las GD serian el igando gue en su inferior hospeda
moléculas con caracteristicas FQ adecuadas.®™ La fuerzas de atraccién antre el ligando y sl
hugsped son, generalmente, iferacciones hidroldbicas, electrostaticas, fuerzas de van der
Waals y la pérdida de tension de los anilles gue se incluyen, ™
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Segun el ndmero de unidades de D-(+)-glucopiranosa, las CO de orfgen natural se clasifican
en a-, B- ¥ v-CD con 6, 7 ¥ 8 unidades, respectivamants. También, se han sinlatizado
numerasos derivados, tal como la §CD. Sin embargo, no iodas presentan las mismas
capacidades para la formacion de complejos de inclusidn. Usualmente, la cavidad de la o-CD
as de un tamafio insuficiente para hospedar en su interior maoléculas, mientras que la §-C0 por
su gran tamafio forma complejos de inclusidn con baja estabiidad. Por otro lada, la ¢-CD y los
derivados suslifidos son reactivos relativamente caros. La B-CD es la de mayor aplicacion, ya
gue ha demostrado tener capacidad para hospedar una amplia gama da moléculas y resulta la
mas econgmica. Tambien, =& ha observado su mayor praferencia para incluir preferentamania
estructuras aromaticas. **

Uno de los métodos mds usados para investigar el efecto de un agente solubilizador o
ligando frente a un sustrato es el andlisis de solubilidad de fasa (ASF). Esta malodologia,
consisie en agregar canfidades del susirato en exceso sobre scluciones de concentracion
crecienta del ligando. Finalmente, sa grafica la concentracion tofal del sustralo en solucion (5.}
en funcion de la concentracion dal ligando o CO {Fig. 6.2).

Cemceriracion de 00
Fig. 6.2, Diagrama ladnico da 5., (concantraciin dal complaef hudspad liganda) an Tunckon de
concantracion de CO.

En fa Fig. 6.2 s& muesiran grificos da 5., (conceniracién del complejo compuesto:CO) an
funcidn de la concentracion de CD, en los cuales aparecen los diferentes perfiles que se
pueden obtener en estos expermentos. & grandes rasgos, existen dos tipos de perfiles: los de
fipo A, que son aguellos en los que la S5, aumenta, y los del tipo B, caracteristicos de
complajos que tienen baja 5,.. Un peril B caractariza a un complejo gue fieng una S, maxima
{a una concentracion de ligando especifica) v un peril B, indica que el complejo es insolubla,
Por ofro lado, los gue se comporan como 58 muestra en A, presentan un incremento de la
8, CON UN comportamiento lineal conforme aumenia la concentracidn de CD. Uno Ap, indica
que &l incremeanto se desvia positivamente de [a lineafidad v uno Ay o hace negativamenta. Ay
supone un complejo de primer orden respecto del ligando, mienfras que un complgjo As
corresponde a un orden superior. El tipo Ay puede ser explicado por las alleraciones del
solvante a altas concentraciones del ligande, o porque el ligando se asocia consigo mismo a
concentraciones elevadas. ™

Independignte del sistema gue formen el sustrato con la CD, Ia ecuacion de equilibro para
un compéejo en el gque se desconoce la estequiometria, es la siguiente:
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mS + nlL — o Ec. 6.8

donde |a constante de asociacion K, qgueda determinada por |a expresion:
; L .
i . G. 6,10
[sF[e]

Para complejos con estequiomelria 1:1, se puede abtener la constante de asociacion a partir
dela Ec. 6.11.
pesiente

= A1
3 il = pendiente) il

Los valores de K,,, a menudo se encuentran antre 50 y 2000 M, con promadios de 130,
450 y 350 M~ para a-CD, B-CD y y-CD, respectivamente.™ Sin embargo, Gibaud y col.™’
reportaron valores de K, tan alios como 57143 y 507681 M para algunos complejos.

6.2. Objetivos

Los objetivos del estudio descripio en el presente capitulo fueron:

o Detarminar la 5, del BSTHQ vy del p-ND~BSTHQ y la 5,. de los seis derivados en estudio.

o Optimizar la 5, de los derivados NBS-Het mediame las técmnicas de cosolvenca y
acomplejamiento con ciclodextrings.

6.3. Materiales y metodologias

FPara la determinacion expenmental de las 5. v S se utiizaron las MT del BSTHQ, del
BSTHQa, dal BSBZT, del BSTHIQ, de! p-NO-BSTHQ y del TM-BSTHQ. Para la obtencidn de
las curvas de calibrado se utilizaron los ET de cada uno de ellos. Los solventes usados (agua
purificada Milli Q, etanol, DMS0O, PEG 400, nhexano, acetona, diclorometano, cloroforma)
fueron todos da grade analitico o HPLC v de marcas disponibles en el mercado local.

El equipamiento utilizado fue: balanza analitica digital Memiar® AE100 (Suiza): agitador
mecénico Vortex Precylec™ (Buenos Aires, Argentina); bafio sonicader LC30H ELMA®
(Alemanial: bafo termostatizade Vicking™ modelo Dubnoll (Buenos Aires, Argentina);
especirofotometro. UV Thermo Electron Corp. UY-Visible Ewolution 300 {(EEUL) y
micropipetas P200 y P1000 HTL.

6.3.1. Selubilidad cinética (5}

o€ considerd importante celerminar la S a traves del profocolo de ensayos turbidimétricos,
ya que, matcdoldgicamente, es el andlisis que mas se asemeja a los bioensayos.” Se
determing, asi, la 3., a 25 "C, de dos derivades seleccionados, el BETHG v el p-NO-BSTHG,
utilizando como técnica analitica la Espectrofolometria UV-Visible. Sa siguid la metodologia
descripta por Lipinski. ™ Para ello, se prepararon tres SM del compuesio a ensayar en DMSO
(10 mg/mL), A 2.5 mL de agua Mili O colocades en la cubeta del espectrofoldmetro, 22 le
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agregaran en ferma consacutiva 2 pl de la SM {a intervalos de 2 min}, Luego da cada adicidn,
s@ midid fa A a 800 nm. Las mediciones se realizaron por tripicado. Con los agregados
consecuiivos de SM se observd la aparicitn de turbidez, la cual es detestada por ef cambio de
A producido por la dispersion de la luz de las particulas precipitadas.™ Al graficar la A en
funcidn del volumen de 5M agregado (uL), se abtuvo una curva bilineal. La 5. se estimd a
partir del inicio de |a precipitacidn sobra |a base del aumento en la A Este ensayo no
proparciona una medida precisa, sino gue los resulflados se presentan coma un rango de
precipitacion estimado {es decir, entre un limite inferior y superior).™ Se supone que en algan
punto dentro de este rango el compuesto pracipita. Para propositos comparativos, se uiiliza el
valar limite inferiar, =°

La concentracion de DMS0 es un parametro importante, ya gue a altas proporciones puade
operar como cosolvente, o cual cambia la constante dieléctrica de la solucion y ayuda a
sohvatar a los compuestos lipofilicos.,

6.3.2. Solubilidad termodindmica acuosa [Sa)

Primarg, s determing la 4., del espectro LUV-visible de cada uno de los seis compuestos
an una solucidn de aguaetanol 0,5:0,5. Luego, s& obiuvo la curva de calibrado de cada uno
de ellos. Los resultades obienides se evaluaron mediante andlisis de regresidn ineal y ANOVA,
Sa aplicd, ademas, el fest ¢ de Student para el intercepto v la pendiente utiizando el programa
InfoStat'=® y cuadrados minimos. En la construceidn de 1as curvas, se incluyd la respuesta
comespondiente al punto de concentracidn  cero, por tralarse de una  técnica
especirofatométrica de analisis.”

El limite da deteccion (LD) y el de cuantificacion (LG) se calcularon a traves de la desviacion
astandar de la regpuasta v la pendienta, sagun las siguientes axprasionas:

LD =33 ab LC=100/b
donde o a5 la desviacikin esténdar de la respuesta y b es la pendiente de la curva de
calibracidn, El valor de o sa determind con la desviacion estandar del y-intercepio de |a linea
de regresion, '

Por ofro lado, se lleva a cabo una prueba de adsorcion sobre membranas HVLP 04700
Millipare™ con uno de los compuestos seleccionados, &l BSTHQ. Para ello, se prepard una
solucidn de concentracidn comocida v se la fitrd tres veces consecutivas (1F, 2F y 3F,
respectivamenta). La determinacion de la A a la An,, de las tres soluciones se realizd por
cuadruplicado, corroborando que las A no vanaron significativamente entre si (RS0 = 0,3 5%,
Tabla 5.6.1, &naxas 6.1).

Las determinaciones de 5, =o roalizaron por tiplicads para los seis derivados en estudio,
siguiendo la siguiente metodologia: se prepararon 3 fubos con tapa hermeética para cada
compuesto. Se agregd a cada uno, un exceso de solute ¥ 18 mL de agua Milli Q. Los tubos se
sonicaron inicialmente por 30 min vy, luego, se mantuvieron swmergidos en un bafo
termostatizado (25 *C) con agitacion continua {50 o.p.m.), con sonicando diario de 1 h. Se
varificd gue siempre parmaneciera exceso dal sustrato. Para cada muestra, se tomd una
alicuota (2,5 mL) del sobrenadante v se filtrd con membranas HVLP 04700 Mlllipms*'da 0,45
pm. Las jeringas vy filtros se termostatizanon para evitar la precipitacién de compuesto. El primer
mL de fitrado se descardd para eliminar cualguier efecto de adsorcion en la membrana, Se
realizo el blanco y se midieron las soluciones problemas por Espectrofotometria LIV-Visible. Se
aseguro que la A astuviera en la zona de linealidad de la curva de calibrado obtenida para cada
dernvado. Las determinacicnes se efeciuaron cada 24 h y se verificd gue el equilibrio se
alcanzara por la censtancia del valor de |a concentracion (RSD = 4 %) en funcion del tiempo. ™
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Al finalizar, se analizd el sdfido remanente de los diferentes tubos por TLC v MPC. para
comprobar la estabilidad quimica v fisica de la fase enstaling a lo largo del ensayo.

6.3.3. Solubilidad termodindmica en mezclas agua:etanal

A fin de daterminar [a solubdidad termodindmica del BSTHG v el BSBZT, an primer lugar, se
eslablecid el tiempo de equilibrado en siete proporciones de aguasetanol. Para ello, se
colocaron porciones en exceso de cada uno de los analites en site tubos de vidrio v se les
agregaron 20 mL de las siguientes proporciones aguacetancl: 1:0; 0.2:0.1; 0.8:0.2; 0,7:0.3; 1:1;
0,25:0,75; 0:1. A fiempos predeterminados (24, 48; 72; 84, %6 v 108 h) se tomaron alicuotas y
sa delermind espectrolotometricamante la cantidad de analifo disvelto, con el objetve de
comprobar el iempo necesario para que el sistema llegue al equilibrio. El tiempo de equilibrado
(72 h, Tabla 5.6.3.1, Anexos 6.3} se establecio aplicanda el mismo criterio propuesto para la
determinacién de la S, (ASD s 4 %)™

La cuantificacion del BESBIT en las mezclas aguaetancl se realizd por espectrofotometria
UV-Visible. En cambio, para el BSTHQ, se usd la HPLG (cromatdgrafo Waters® Miliord, EELIU,
con una bomba Waters 1525 Binary, una detactor Waters 2596 Pholodiode Array ¥ un inyvector
Waters 717 Plus Autosampler). La fase mdwil utilizada fue metanol.agua (80:20 V), en modo
isocratice. Se utifizd una columna X-Bridge™ Shield AP18 con particulas de refleno con un
digmetro de 3,5 pm (4.6 x 50 mm). Las mediciones se realizaron a 25 "C, con un flujo de 1
mLimin e inyecciones de 20 pl, a una 4 de deteccion de 254 nm. Se calcularon y analizaron
los pardmetros de picos de HPLC segan FA VIl Ed.'* y USP24-NF19."" los cuales resultaron
aptos para el andlisis cuantitativo, ya que fueron estrechos y simétricos. El pico del analito ze
logro resolver (A = 1,66) del pica de THQ (posible impureza y'o producto de degradacion),
demcstrando la especificidad del métods (Tabla 5.6.3.2 ¥ Figs. 5.6.3.1-2, Anexos 5.3).

Para cada derivado se construye la respectiva curva de calibrado. Para esto, se
prepararon tres SM independientes en mezclas aguaetanal 1:1,°" y a parfir de cada una, se
realizaron las diluciones, Las ecuaciones de regresidn lineal v las represantacionas graficas de
las curvas de calibrado, se llevaron a cabo determinando las areas o A de fas diluciones de
concentracion conocida, y graficando drea o A versus concentracidn, con sus respectivos
paramediros estadisticos.™ Los resultados de las curvas de calibrado y sus pardmetros
estadisticos, indicaron buena linealidad en los intervalos 0,001-0,15 mg/mL para el BSTHQ y
0.0-0,028 mg/mL para el BSBZT, slando aptas para la cuantificackin de ambos derivados
[Anexas 6.3).

Fara las determinaciones de solubilidad se ensayvaran por riplicado las siate mezclas de
agua:etanol sefaladas antericrmente. Para ello, se adiciond una cantidad conccida del analito
a 20 mL de cada mezcla de solventes, hasta observar un exceso de solido no disuelin. Las
muestras se sometiercn a agitacidn mecanica v a sonicado, a una temperalura constanta de 25
*C. durante el tiempa necesario para alcanzar el equifibrio. Una vez alcanzado, se extrajo una
alicuota de cada sobrenadante y se filtrd a través de membranas de 0,45 pm. Las jaringas vy los
filtros se termostiatizaron a una lemperatura superior, para evitar la precipitacidn de compuesto.
Luego de filtrar, se determinaron las dreas por HPLC para el BSTHQ y las A para el BSBZT.
Las soluciones y Ios sdlidos remanentes se analizaron por TLC y MPG, para constatar la
estabilidad quimica y fisica, respectivameante, durante la determinacian.

Para predacir la solubilidad del BSTHQ y del BSBZT en mezclas agua:etancl se probaron
dos modelos, el LL (Ec. 6.12 paralas fentre O y 1, donde 5 = 0,95 y t = 0,30 v la Ec. 6.13 para
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las L.de 0a05. donde s = 0.81 ¥ bas = 1,147 v el de JA (Ec. 6.14).® Para &l modelo LL se
usaron los log k. experimentales determinados por Pagliero ™

logh =logsS, +(030+095logk ) f Ec.6.12
log§, =logs +(1L14+081logk )f Ec.6.13
log 5, = f.log s, . = f, bgS. . + f.f, u“;':' +4Eﬁ'”"]{- ' L m'““”;. —La ?'J Ec.6.13

Ze evaluo la exactitud de los valores de solubibdad calculados para diferenciar entre
modelos predictivas y poco predictives y, tambien, para conocer €l range de error esperado de
un determinado maodelo. Cabe sefialar que en la literatura se emplean, para los valores de
solubilidad, diferentes criterios de exactitud,

Asi, Yalkowsky, el pionerp en la investigacion de modelos de prediccion de solubilidad, usa
el grror absoluto promedic (AAE, del ingkés Average Absolute Errorl, mostrado en la Ec. 6.15;
como asi @amben el eror cuadratico medio (RM3E, del inghés Rool Mean Sguare Error),
detallado en la Ec. 6.16.

Eilug 5 predicho ) — lugSlabsrn'uduﬂ
= T Ec. 615

E ilog _"]' [-I.'?re.i';ﬁf.fr.r.rj = log S{EJ:UEH'E'JEI }j :
) i

FI“fl‘i-E - Ec. 6.16

donde log S (predicha) v log 5 (observada) son les log de las solubitidades molares calculadas
y Bxperimantales, respectivamente y N a5 el nimero de compuestos usados. Los valoras de
AAE y de RMSE podrian ser definidos en forma logaritmica (log S o In 5) o antmética (5). Por
esta razon, se debe tener en cuenta la escala utilizada, cuando se comparan los valores
informados en diderentes reportes.

Por otro lado, el grupo de Jouyban y col.,™ guienss trabajaron exhaustivamenta en el
desarrolly de modelos de cosolvencia, usan como criterio de exactitud a la desviacion media
porcentual, MPD (dal inglés Mean Percantage Devialion)!

MPD = Ec. 617

100 i( |.5'1 predichal— .S'I::rh.:rn'.udall A
' Sterbservadal J

I

La misma definicién ha sido usada por varios investigadores, si bien con diferantes
terminokogias entre ellos, porcentaje de error promedio, ™ desviacion porcentual promedio®™ y
dasviacidn porcentual™ Dickbut y cal, ™ Jouyban y caol,”™ y Ruckenstein y Shulgin®®
propusiaron que un métoda de estimacidn de solubifidad en mezclas de solventes es aceptable
8 sus wvalores calculados estin en promedio, dentro del 30 % (MPD) de los valores
axpenmeantales.

Cuanda se utilizé el modelo LL (Ec. 6.6) para algunos denvados de la quimioteca, se calculé
al poder solubilizante (0ys) de cinco cosolventas de interés, empleando las constantes Sps ¥ tos
reportadas por Jouyban™ y los log k., obtenidos experimentalmente por Pagliero.™ Luegn, se
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astudid la relacidn existente entre la polardad de los dervados y & fuerza solubilizante de cada
cosobvente, con &l fin de elegir los més aplos para cada compuasto,

6.3.4. Complejos de inchusion con B-CD

Fara la preparacion de los compiejos con B-GD s5e wtilizaron fas MT del BSTHQ y el BSBZT,
g-CD y agua purificada (Milli Q). La B-CD empleada contenia 9,5 mol de agua por cada mal de
B-CDy, determinaciin realizada por TG, ¥ se obtuve por donacidn de Ferromel S.A
representante de Roquette en Argentina,

Para la obtancidn de Ios complejos del BSTHQ se usd la técnica de suspensitn, mientras
que para el BSBZT se utilizaron dos técnicas de acompiejamiento {(suspension v amasado),
Para ambos, s& ensayaron dos relaciones de sustrato:f-CD. a saber 1:1 y 1:2 (lo cual na hace
referencia a la estequiomelria del complejo fermado).

Metodo de suspension: se agregaron 0,077 mmal de susiraio (el BSTHG o el BSBZT) a 8
mL da una solucidn acwosa da B-CD preparada con 0,077 mmol (compiejo 121} o 0,154 mmal
(complejo 1:2). La mezcla resultante se dejo bajo agitacidn constante por 20 h, a 30 °C,
obieniéndose una suspension lechosa, la cual se tiltrd en caliente.

Mélods de amasado: e mezclaron proporciones 1:1 y 12 del BSBET:B-CD con agua
Millick, en un morero, v |3 pasta homogenea cbienida se amaso por 35 min. La pasta se
dapositd sobre papel de filtro ¥ s& dejd secar a lemperatura ambsente.

Mezcla fisica (MF): se mezclaron suavemente por 3 min, porciones 1.1 y 1:2 de sustrato:p-
CD an viales de wvidrio.

La caracterizacion de las muestras solidas obtenidas se llevd a cabo utiizando MPC, TG,
D&EC, IR, DRIFT v DRXP, con los equipos descriptos an el Gapitulo 4.

Para estudiar el efecto de la B-CD sobre |a solubilidad de cada dervado se levaron a cabo
analisis de solubilidad de fase [ASF), utilizando la Espectrofotometria UV-Visible como
facnica analitica de cuantificacion. Para ello, primero, se abtuvieron las curvas espectrales del
BSTHQ v el BSBEZT en soluckdn acuosa de B-C0D v, luego, las curvas de calibrado
correspondientes (n = 3), determinando las A de soluciones de concentracion conocida (0,0-
0,038 mg'mL para el BSTHQ y 0,0-0,02 mg/mL para ai BSBZT). Finalmante, 5& graficd la A en
funcién de la concentracian, con sus respectives parametros estadisticos.

Las determinaciones del tiempo de equilibrado del BSTHQ y del BSBIZT, se efectuaron
colocando un exceso del analito en agua, confeniendo cantdades crecentes de 3-C0D (0-13
mbd). Se midieron las A de los sobrenadantes cada 24 h v se considerd alcanzado el eguilibrio
cuando estas no difirieron significativamente (RSO = 4%:). Luego de establecer el tiempo de
equilibrado, se realizaron determinaciones por friplicado a dicho tiempo. Los tubos
conteniendo las muestras se sonicaron, inicialmente por 30 min ¥ luego se mantuvieron
sumergidos en un bafio termostatizado (256 °C) con agitacidn continua a 50 o.p.m., ¥ con
sonicados de 1 h por dia. Siempre se verificd gue hublera exceso del susiralo. Se tomd una
alicuota (25 mL) de la muesira problema y del blanca (solucion de B-CD de igual
concentracion gue la muestra problema, pero sin sustrato}l vy se fitrd com membranas
HVLPD4700 Millipere®. Las jeringas vy filtres se termostatizaron para evitar la precipitacion del
analito,

Al finalizar los ensayos, sa analizaron los precipitados da los diferentes fubos par MPC,
DRIFT yio DSC, para constatar que los compuestos 2 mantuvieron estables a lo largo del
experimento. En todes s cascs, se confirmd por MPC que las fases cristalinas no habian

148



Estudios de Solubilidad Capitulo 6

sufrido cambios polimoricos ni degradacion {(comparando el The: del solido remanente, con el
del ET).

6.3.5. Formacion de cocristales

Con el objetive de mejorar la S, del dervado BSBZT, se intentd 1a farmacion de cocristales
entre dicho sustrato ¥ cuatro coformadores reconocidos generalmenta como seguros, GRAS
{del inglés Generally Recognized As Safe) seleccionados: dcido benzoico, nicotinamida, scido
succinico ¥ sacarina. En general, s probaron proporcionas 1:1 v en el caso del acide succinicn
fuercn 1.2 ¥ 2:1. La metodologia utiizada fue mortereado de cada componante individual en
seco por 20 min vy, luego, en forma conjunta, por 20 min mds, con asistencia de solvente
{etanol y acetonitrila). Las muestras oblenidas fueron caraclerzadas par MPC, pf, TLC, TG,
D5C, DRIFT v DRXP.

6.4. Resultados y Discusion

6.4.1. Solubilidad cinética (5.}

5@ determinaron las 5. del BSTHQ y del p-NO,-BSTHQ, utiizando e método
turbidimétrico,” a 25 °C. La Fig. 6.3, muestra las curvas obtenidas al graficar las A en funcidn
del volumen de SM de cada analita.
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Fig. 6.3. Curvas de absorbancia versus volumen (L) de SM preparada en DMSO del: A) BSTHQ y del
B) p-NDx-BSTHQ. La linea roja Rarizontal represanta el rango de inflexion, donde se produce el cambio

de pendiente.

Los valores de S. (pg/mL)** se calcularon a partir del ranga de inflexion (linea roja) y se
axpresaron como limite inlerior y superior (Tabla 6.2). El BSTHQ resultd ser el mas soluble de
los dos derivados aunque, si se tienen en cuenia los criterios de clasificacion de solubilidad
propuestos por Tong,™ ambes derivados se considerarian practicaments insclubles (solubilidad

< 100 pg/mL).

Ademas, se calculd el % final de DMSO agregade en cada determinacion (Tabla 6.2),
siendo importante destacar que bajo las condiciones ensayadas, &ste no superd el 048 %
{condicién necesaria para que no s& produzea efecto cosclventa).”™
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Tabla 6.2, Solubilidad cinética (5.} del BESTHQ y del p-NO,-BSTHQ 8 25 *C.

| : Limite inferior Limite supericr
BSTHO 8, {pg/mL) 408 0,3 48,9 4 0.3
DMSO (%) 0,40 0,48
p-HO -BSTHO S, (pg/mL) 8.1 40,2 16,203
DMSO (%) 0,08 0.18

Los resultados oblenidos anteriormeante demostraron gue eslos derivados poseen S, bajas,
lo cual debe ser temdo en cuenta en las mediciones de actividad bicldgica. teniendo la
precawcidn de gue el compuestc no precipita en dicho meadia,

6.4.2. Solubilidad termodingmica acuosa [$..)

La Tabla 6.3 presenta los valores de S, (pg/mL) a 25 *C de los seis derivados NBS-Het
estudiados. En la misma se consignan ademas los valores de log S (M), los fiempos de
equilibrado (T,) v los punfos de fusidn de los solidos remanantes (como Theeo) 08 culles se
comparan con los puntos de fusién de les ET.

Los resultados de kas curvas de calibrado, sus respeciives andlisis estadislicos v los valores
de 5, a diferentes tiempos sa presantan en los Anexas 6.2. Los dalos de 5, del BETHQ y del
BSBZT provienen de la determinacidn de solubilidad en cosalventes a partir de la proporcidn
agua:etanol 1:0 (Seccion 6.4.3).

Tabla 6.3. Catos de 5, 2 25 °C de los ses derivados MES-Het estudiados.

BSTHG | BSTHGa | BSBZT | BSTHIG m TM-BSTHO
S (ppg'mL} 43402 1,603 2.0 +£0,1 0240, 1,703 1,0£02
log S (M) -4.8 -5.3 -4.4 -£.0 -5.3 -5.5
Teln}"® 72 20 12 o2 82 g2
Thip {*C) de SR ® 65 114 132 161 119 =
Thipc d@ ET (°C) ° (s 114 132 161 118 51

" To = Tiempo de equilibeado, * The: de SA = Temperaturas de fusidn obtenidas por MPC para log
shlides remanentes luego de la determinacion de S... © Thee dé ET = Temperaluras de lusidn oblenidas
por MPC para los esis estandares de rabajo.

Como se puede apreciar en la Tabla 8.3, los dervados se caraclenzaron por poseer una
baja S... segun la clasificacion de Tong (< 100 pg'mL).* El BSTHQO y el BSBZT (4.3 £ 0.2
pgiml v 3,0 £ 0,1 pg/ml, respeciivamente) resultaron ser 0s mas solubles. El BESTHQa (1.6 £
0.3 po/mL) ¥ el p-MO-BSTHG (1.7 £ 0.3 pg'/mL) presentaron 5. del mismo orden entre si v
meanor que las antenares, La 5, del TM-BSTHQ fue da 1,0 £ 0,2 pg/mL, siendo el BSTHIQ el
meanos soluble de todos los derivados, con un valor de S5, = 0,3 20,7 pg/mL.

Es de destacar que los Thipe de cada solido remanente fueron coincidentes con log de los
respactivos ET, confirmando la estabiidad fisica y quimica de todos o compuestios durante al
tiempao de ensayo (Tabla 6.3). También por TLC, se constatd que todos ellos se mantuvieron
estables quimicameante.

Si se analizan comparativamente las 5. y S, resulla evidente que las primeras fueron
significativamante mayores que las sagundas en los dos derivados estudiados. Para el
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BSTHQ, la 5. fue 40,8 pg/mL vy la 5., fue 4.3 yg'mL. Para el p-NO-B53THQ |a 5. fue 8,1 pg/mL
y la S, fue 1,7 pg'mL. Estos resultados indican que los compuestos precipiaron desde una
solucion sobresaturada cuando se determing su S. Es posible conocer fa relacion de
supersaturacion haclende el cociente entre 5./5,.. el que fue de 9.5 para ol BSTHQ y de 4.8
para @l p-NO,-BSTHQ. Hallazgos similares fueron enconirados por olros lnvesiigadnras,m
guienes explicarcn la diferencia sugiriendo tres razones: el efecto solubilizante del DMS0, &l
tiempo coro de incubacion y el efecto del estade sélido.™'

6.4.3. Solubilidad aparente en mezciax agua:etanol

Los datos de 5, del BSTHQ a 25 °C en siele mezclas de agua:elanol, sa presentan en la
Tabla 6.4 (Tabla completa S.6.3.4, Anexos 6.3.1). A su vez en la Fig. 6.4.A, =& muesira el
grafico de solubiidad [mg/mL) en funcidn de la fraccion de etanol (£} v en la Fig. 6.4.B el del
log decimal de solubilidad, log 5. (mg/mL) en funcidn de la f,. donde se aprecia su linealizacion
(R = 0.97). A partir de los resullados obtenidos, es evidente que la 5,; del BSTHQ aumenta a
medida gue incrementa la f,. Inicialmente el aumenio es lenio, hasta una f critica (0,5), luego
de la cual se produce un incremento de solubilidad pronunciado. Este compuesto fue
aproximadamente 12000 veces mas scluble en etanol absoluio gue en agua pura.

Tabla 6.4, Solubdidad aparente promedio [n = 3} del BESTHQ en funcidn de la fraccldn de etanal (£

fe Solubiikdad £ SO (mg/mL)
i} 0,043 £ 0,0002
0.1 0,0108 £ 0,0007
= 0,030 £ 0,004
0.3 00,1184 £0,0003
0.5 262 + 0,05
0.5 19802
1 G |
. . .-".. [N
] 1
2 ) B
J ]
L;. " - "-.; E ul
; ]
: 1 ) e Y =
A B

Fig. 6.4. &) Grafico de ka solubilidad aparente (5,,) del BSTHG (mg/mL) en luncidn de La fraccidn de
etanal (L), B) Grafico del logaritmo decimal de la sclubilidad aparenie (log 5) del BSTHG img/mL en
funcion de la fraccidn de etanol (£).

Los datos de S, promedio (n = 3] del BSBZT a 25 *C, en siete mezclas de agua:etanol, se
muestran en la Tabia 6.5 (Tabla completa 5.6.3.6, Anexos 6.3.2). Mientras que en la Fig. 6.5.A,
se presenta el gratico de solubilidad (mg/mlL) en funcion de la fraccion de atanal (L) v en la Fig.
6.5.B el del log S en luncidn de la f,, donde se aprecia su linealizacidn (A® = 0,97). Al lgual que
con gl BSTHQ, la: 5, del BSBEZT muestra un aumento en lorma lenla hasta wna [ = 0.5, &
partir de la cual e incremento enm mucho mas significativo. Este compuesio fue
aproximadamenie 2600 vecas mas soluble en etanal absoluto gue en agua pura.
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Cabe destacar gue las mediciones de solubllidad del BSBZT se debieron llavar a cabo a las
12 h de comenzado el ensayo, en todas las mezclas aguaetanol (no asi en agua pura), dado
gue & las 24 h se detecto la presencia de impurezas por TLC, y la velocidad de degradacidn
aumeritd con el aumenio de la . La descomposicion en solucion ya fue reportada por Hergert™
¥ posiblamente el sonicado y 1a agitacion de las muestras contribuya a facilitarla. En casos de
inestabilidad quimica, como éste, se acapla que fas mediciones de solubilidad termodinamica
se realicen a menor tiempo.

Tabla 6.5. Solubiidad aparenta promadio (n = 3) del BSBZT en luncidn da fa fraccidn de atanal (L),

% Solubllidad + SD (mgimL) -
o 0,0030 £ 0,0001
04 10,0064 + 0,0003
0.2 00143 £ 0.0004
0.3 0054 0007
0.5 0453 £ 0,002
0.75 44407
1 BO0+02
.-'-l..-.
-
»
5 - E
t s
N f// g
7
_..-'
e W M P y Sk
A B

Fig. B.5.A) Grafico de la solubilidad aparente [S.) del BEBZT (mg/mL) en funcidn de la fraccidn de
etanol (£). B} Grafico del logaritma decimal de ka solubilidad aparenta {log 5) del BSBZT (mgiml) an
luncidn de la Iraccidn de etanal ().

Ademds de la determinacidn experimental, se estimd la solubilidad termodinamica del
BSTHQ y dal BSBZT en dilerenies proporciones de aguaetanol, usando el modelo LL y &l de
JA, Los resultados se presentan en la Tabla 6.8, la cual incluye los valores da 5,
axpermeantales a los fines de la comparacidn.
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Tabla 6.6, Sclubilidad aparente {mg/ml) a 25 *C estimada {modelos LL y JA) vy exparmmental en funcin
de la fraccion de etanal f,), para el BSTHQ y ¢l BSBZT.

BSTHG | BSBIT
k Speean IS0 Byl Bpusa” Spa® i Swapem 80 Sy’ Ssuns’ Spu’
i} D043 £ 0,002 0,043 11,0043 0,003 00030 + 0300 [, 0030 A8 [n i Lokl

o1 L0106 £ 0,0007 0,004 0,016 00151 | 0064 + 00003 DU0dGH 00074 0008
02 0,030 = 0,004 0,024 0,028 052 001 43 + [ 0004 LELFL B 00183 0.02F3
4 0.1184 £ 0,0003 00571 0,073 01784 0,054 £ {000 0,053 0,045 L0800
1.5 232 = 008 .32 048 1,91 0,453 ¢ 0002 0, 18a 1,271 0,529
0,7E 198402 24 218 44 £01 12 4.4
5241 ol b B¢ k2 i il

"LL con o = Modelo logaritmico lineal para las fracciones de etanol 0-1, usando el poder solubliizante
g " LL con gps = Modelo logaritmico lineal para las fracciones de etanal 0-0.5, usando el poder
solubizante aps. © JA = Modelo de Jouyban-Acres.

Las rapresentaciones graficas (log § versus f) de las S, estimadas usando el modelo LL
con o (para & = 0-1) ¥ el JA, se muestran comparadas con las determinaciones experimeniales
en la Fig. 6.6,
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Flg. 6.6. Graficos de log 5 (mg/mL) &n luncidn de la fraccidn de etanod ({), para A) BSTHQ y B) BSBZT,
icon ef modeto LL con 0. Los valores experimentales aparecen como 8 los valoras calculados con el
modeds LL con @ como-8= y los predichos con el modelo JA como 8-
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A su vez en la Fig. 6.7 sa exhiben las S,, estimadas usando el modelo LL con o, (para f, =
u'ﬂ-.s:l-
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Fig. 6.7. Gréficos de log 5 (mg/mL} versus [a fraccidn de etanol (&) para: A} el BESTHQ v B oi BSBEIT,
con el medelo LL con dqs. Los valores experimentales aparecen como —#- y los valores calculados con
&l modelo LL con O ; COMmo =8,

A partir de los graficos semi-logaritmicos (log S versus ) de las Figs, 6.6, se observa una
desviacion de la solubllidad experimental, con respecto a la linealidad que plantea el modelo
LL. Este fendmenoc ha sido reportado por varios aulores en mezclas aguacosolventes
apriticos y en mezclas aguaalcoboles de cadena corta ™ ** Rubino y Obeng encontraron
cierta similitud en las desviaciones de diferentes solulos y sugirieron que las Interacciones
cosolvente-agua son las principales responsables de estos comportamientos. ™ Dichos autores
hallaron desviaciones negativas a bajas fracciones de cosolranta (), y positivas a altas §. Este
mismo efecto se observd para el BSTHQ v el BSBZT en aguaetanol, en especial, a alias f.
Mieniras que a bajas &, &l agua mantendria su habdidad de lormar estrucluras altamente
ordenadas, debido a que |a naturaieza organica de los cosolvenles conduce a un lipo particular
de inferaccian con el agua. Esta ha sido descrita como la formacion de “icebergs”, “clusters™ o
“témpanos” de agua alrededor de las porciones apolares del cosolvente, as decir, &l efecta de
la hidratacidn hidrofdbica®™" Puesto que este fendmeno depende de la capacidad de las
moléculas de agua de formar uniones cohesivas entre si, 85 de esperar que este tipo de
interaccidn sea predominante a bajas . Ademas. los grupos hidroxilo del elanol pueden
interactuar con el agua mediante EPH, por lo gque a bajas £, aumentaria la estructuracion del
agua, por la formacion de dichos enlaces. Tal comportamiento reforzaria ko ya conseguido por
el efecto hidrofobico.

Por lo tanto, los dos tipes de interacciones que llevan a un aumento en la estructuracion dal
agua, conducen, a su vez, a una disminucién an las interacciones soluto-solventes, resultanda
an una solubilidad menor a la esperada, basandose en |a Ec. 6.4 del modelo LL* A altas &, 8
estructura fridimensional dal agua ha dieminudo significativamenta o ha desaparecido vy las
moléculas de agua v cosolvente se encuentran més disponibles para interaccionar con las
moléculas de solufo, esto conduce a estimaciones de solublidad mayores a las esperadas,
segun el modelo de aditividad logaritmica.*™ =°

La exactitud enitre la solubilidad experimental v la estimada (gue mide la “calidad” de la
prediccidn], se obtuve a iravés del AAE (Ec. B.15), del AMSE {Ec. 6.18} y del MPD (Ec. B.17) y
se presenta en la Tabla 6.7.



Estudios de Solubilidad Capitulo 6

Tabia 6.7, Errores de pradiccién para cada medelo de estimacion de S,, para ol BSTHO v el BSBIT.

B ey =

R Lbe Ll JA LLo LL Ogs JA

AAE (escala log) " 0,4 0.2 0,1 0,2 0,1 0,1
RMSE (escala log) * 05 0.3 0.1 03 0,1 02
MPD (%) © 43.2 258 29,3 28.2 20,3 336

" Emor Absoluto Promedio calculade en escala logaritmica mediants i Ec. 6.15. © Ermor Cuadrética
Medio calculado en escala logaritmica a través de fa Ec. 6.16. " Desviacion Madia Porcentual calculada
en escala porceniual mediante la Ec. 6.17.

Al analizar los datos presentades en la Tabla 6.7, s2 puede conclulr gue:

¥ El modelo LL ops, presentd mejor exactiud de prediccion comparado con el modelo LL
g, confirmando &l comportamiento ineal del sistema hasta una f, de 0,5. Mas alla de este valor,
al comportamiento se aleja levemenie de la inealidad, lo que se comrelaciona con el aumento
més pronunciado que se observd experimentaimente a partir de la f; critica de 0,5.

¥ El modelo de JA tuvo una capacidad predictiva ligeramente menar para el BSBZT. que
para @l BSTHQ (33,6 % y 29,3 %, respaciivamenta).

¥ Para el BSTHQ, ol modelo de JA proporciond predicciones mas pracisas (28,3 %),
comparadoe con el modelo LL o (43,2 %). En cambio, para el BSBZT, ocurrid lo contrario (28,2
% para LL ¥ 33,6 % para JA).

¥ Sl se considera que los modelos con MPD < 30 % son aceplables,™ ™ la mayoria de
los estudiados fusron aptos, A excepcitn del LL o para el BSTHQ (43,2 %) y del JA para el
BSBZT (33,6 %).

Por las consideraciones antas expuasias, v a los fines oel disefo v desarollo de los
compuestos de la quimioteca de NBS-Het, se propuso |a utilizacidn del modado LL a; 5, el cual
resulio tener la mayor capacidad predictiva. Este modalo resultd interesante, por su simplicidad
(siendo facil de interpretar) v por el hecho de reguenr un solo valor expanmental como woul, 8
diferencia del modelo de JA gue necesila los dos exlremos. Ademas, posee buen pader
predictivo, para los requisitos que s exigen en esta etapa del disefo. Por otro lado, en la
practica farmacéutica, se ulilizan normalmente fracciones de cosolventas menores a 0,5,

Otro aspecto imporanie gue puede ser analizado con los datos obienidos, se relaciona con
la fuerza solubilizante de diferentes cosolventes para los derivados NBS-Het, con el fin de
eslablecer cuales son log mas electivos para aplicarlos en los bicensayos. Por ello, se
calcularon los @ys de cinco cosolventes comunmente utilizados en Farmacia (DMS0, etanol,
FEG 400, PG y G}, para 16 derivados de cuatro familias de la guimioteca, entre ellas THQ,
THOa, BZT y THIQ. Con este fin se usd la Ec. 6.6, los parameiros s.s ¥ tos de cada cosolvente
(Tabla 6.1}, y los log k. expermentales.® A partir de los resultados obtenidos (Tabla S.6.4.1,
Anexos), s& pudo concluir que:

» Engeneral, PEG 400 [0y promedio de 67 dervados = 4,3}, atanal [0y s promedio 92 67
derivados = 4 3) v DMSO (g, 5 promedio de &7 derivados = 3,6) gon los que presanlan mayores
poderes sclubilizantes para derivados de |la guimigieca, mientras que PG posee un poder
medio (dys promedio de 67 derivados = 3.0} vy G tiene una fuerza solubilizante pobre (o
promeadio de 67 derivados = 1,6},

# Los derivades pt-Butilo v TM de los cuatro heterociclos (los mas lipofilicos de cada
familia) presentan una mayor solubilidad en PEG 400 (g, promedio de B derivados = 5.4),
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etanaol (@, promedio de B dervados = 5.4) vy DMS0D {op; promedio de B derivados = 4.8), ¥ no
asi en G {0y promedio de 8 derivados = 2,1).

=  Sibien los dervados p-NHCOCH,, p-NH; y el propio heterociclo de cada familia, son los
més hidrofilicos, siguen presenlando una mayor solubifidad en PEG 400 (oqs promedio da 11
derivados = 3,5), efanol (s promedio de 11 derivados = 3.4} y DMS0 (052 promedio de 11
darivados = 2,8).

Mi v col. al estudiar la solubilidad de carbendazim reportaron resultados similares con
respecto al orden del poder solubilizante de los solventes (PEG 400 > etanal = PG > G).*™
Dicho orden coincide con el de las polardades de los cosolventes, segin reflejan sus
constantes digléctricas o pardametros de sclubilidad.

De asta manera, queda demostrado que para realizar ensayos de bioactividad sobre los
dervados de la quimioteca de NBS-Hat, es imporante considerar la wilizacion de cosolventes
como PEG 400, etancl y DMSO {en concenlraciones apropiadas, segin el ensayo a
realizarse). En efecto, Becera y col.™ demostraron la actividad in vitro del BSBZT sobre T,
cruzi (epimastigotes y ftripomastigotes) usendo una mezcla PEG 400:anol (7:3) comao
cosolvente. Este sistema de cosolventes se descubrid después de muchas pruabas, tratando
de conseguir, por un lado, gue la mezcla de sclventes fuera compatible con &l medio bioldgico
ino influyera en el crecimiento de los parasitos) y que el BSBZT se maniuviera soluble y
estable en las concentraciones requendas por el bioensayo (madicidn confiable).® Ademas,
para las delerminaciones de actividad antibacteriana in wiro sobre varios compuestos de la
quimateca s& usaron DMSO (hasta un 10 % de concentracion),™ PEG 400 yio etanol con
resultados satistactorios,™ = """

6.4.4 Complejos de inclusién con §-CD

6.4.4.1. BSTHQ:8-CD

Mediante la técnica de suspensidn, mezclando proporciones 1:1 (C1:1) y 1:2 {C1:2) dal
BSTHQ:B-CD, se obtuvieron diferentes muestras sdbdas, las cuales se analizaron por MPG,
DSC, TG, DRIFT v DRXP. En el andlisis por MPC, el BESTHQ presentd una Thype = 66 *C y lo
mismo se cbservd con la MF corespondiente. En cambio, para los complejes C1:1 y C1:2 no
so detectd fusidn en ese rango de temperatura, Con respecto a los habitos cristalinos, el
BSTHQ se caracterizd por poseer un habito laminar, mientras que los complejos fueron todos
silidos pulverulantos.

Por DSC, lano el BETHA como la MF mostraron una endoterma & Tee = 66,01 "C (AH, =
79,42 J/g) correspondiante a la fuskdn del sustrato (Fig. 6.8). En el C1:1 se observd, en cambio,
una pequefia endoterma a 65,8 *C (Teww) cormespondiente a la fusidn del BSTHG (Fig. no
mostrada), indicando la presencia da una pequena canlidad de sustralo sin reaccionar, Por el
confraria, en la curva DSC del C1:2 (Flg. 6.8} no 2o observd ningdn pico endoliémico alribuible
a la fusidn del compuesto, sugiriendo la formacion de un compleje. Por ello, el C1:2 se analizd
por DRIFT y DRXP.

For TG también se comprobd que el compartamienta térmico dal C1:2 fue diferenta al de |a
MF v el precursor (Fig. 6.8.8) indicando una interaccidn entre e BSTHQ y la CD. Es posible
ohservar an la curva TG del complejo la ausencia ded agua de hidratacion de la CD (ya gue no
se verilica ninguna pérdida de masa entra 25 y 140 *C) la cual si s halla presente en la MF.
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Otra argumento en esta mismo sentido es |a disminucidn de la pérdida de masa entre 130 y
190 °C (asociada a la descomposicion del sustrato, conforme a lo indicado par 1a curva TG de
la MF} ya gue solo se visualiza un peguefio salto en dicho rango de lemperaturas. La
descompasicidn  del sustrato, podria deberse a su desacomplejamiento por efecto de la
tfemparatura tal coma reporta Szejtil.™
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Fig. 8.8. Curvas DSC (A) y TG (B) del BSTHQ, B-CD, MF 12 y del C1:2,

En la Fig. 6.9, se presantan los espaciros DAIFT del BSTHQ, de la B-C0, y del G1:2. Para
resaltar los cambios, éstos se marcan con lineas, circulos o flechas v se especifican al pie de
dicha Fig. El andfisis comparative reveld que, en el compleo, resulfaron desplazadas o
desaparecieron algunas bandas de absorcidn del BSTHQ. Las bandas comrespondienies a los
esfiramientos vS0O, asim, y sim. (1344 cm' y 1167 em’) resullaron desplazadas hacia
frecuancias manores en el espectro de C1:2 (lineas violeta ¥ naranja en la Fig. §.9). La banda
de vC-N, la cusl aparece a 1230 cm’ en el BSTHQ, se desplazd a frecuencias mayores {1240
em'} y 5@ ensancho en el complejo (linea y flecha fucsia en la Fig. 6.9). Los sobretonos de los
C-C aromaticos, presentss en el sustralo a 1931-1681 cm’', desaparecen en el comphejo
{circulo rojo en la Fig. 6.9). Esto indicaria que la fraccidn haterociclica ¥ el grupe sulfonio del
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sustrato presentan una mayor interaccion con la §-CD y, por lo tanto, serian las partes de las
maléculas incluidas an la cavidad,
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Linae gue indica el wC-M {1230 nm":l y flecha que muesira la senal del ©1:2
Circule que indica los sobretonos da los anilles aromaticos {1991-1681 em™)

Fig. 6.9. Especires DRIFT de BSTHQ, B-CD y C1:2.

Por DRXP se confirmd la formacion del complejo BSTHQ:B-CD en estado sdlido, ya que &l
patrén de polvo del mismo no fua coincidente con los del BSTHQ y B-CD (Fig. 6.10). Como
rasgo distinfive, puede sefialarse gue las reflexiones del palrédn del C1:2 fueron anchas, de
poca intensidad v poco resuelias, sugiriendo que confenia parficulas muy peguanas o bign que
poseia baja cristalinidad, lo cual fue consisiente con el DSC.
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Fig. 6.10. DRXP dei BETHG, p-C0, MF 1:2 y C1:2,
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El andlisis integrado de todas las determinaciones arriba descriptas permitiria confirmar la
formacion de un complejo de inclusion BETHQ:B-CD en & esfado sdlida.

Para completar su caracterizacion, se considerd importanie estudiar su comportamienta en
solucion. Con este fin, s selecciond al mélodo de ASF, que permitiria cuantificar & alecto de
la B-CD sobre la S,, del BSTHQ. Una vez cbienida la curva de calibrado (Figs. 5.65.1-2 y
Tabla 5.6.5.1, Anexos 6.5), se determing el tiempo de eguilibracion (Tablas 5.65.2A ¥y B,

Anexos 6.5) el cual fue de 23 h (RS0 < 4 %).
Finalmenta, se realizd la determinacion de la S, (pg/mlL), & 25 °C, y a las 120 h. En la Tabla

B8 (Tabla completa 5.6.5.3. Anexos 6.5), se detallan los valores promedios de fres
medicionas, a diferentas concantraciones de B-CD ([B-CDJ

Tabla 6.8. Solubldades aparentes (S,,) promadios (n = 3} de los complejos BSTHQ:B-CO, obtenidas a
120 hya25"C

N° de muestra [B-CO] (mb) Sy pramedio = B0 fpg/md)
——— 0 5,34 20,04
2 0,032 65+£02
3 0.05 3,90 £0,08
4 0,25 11,00 = 0,02
5 0.5 185£0,5
i 1 184202
- 2 16,38 £ 0,03
i 5 17,70 2 0,06
i 10 23903
e 13 22,37 20,21
T 14,5 22,94 £ 0,03
12 16 10,08 0,28

" La determinacién a [B-CO] = 0,05 mM (M3] mostrd una disminucién de ta 5. comparada con sus
wecinos y on kamisma medickin realizada para el tiempo de equilibrado.

En |3 Fig. 6.11 se muesira la 5,, del BSTHQ en funcion de fa concentracidn de -C0. Como
s apracia, el perfil obtenido es de tipo Bs, ko gue indicaria la formacion de complejos con
distinta estequicmetria. ™

A partir de los resultados obtenides, se pude comprobar que para concentraciones de B-CD
entre 0 y 0,5 mM ocurre un aumento lineal de la S, en funcidn del incremento de la [B-C0]
que a 0,5 mM de B-CD se produce un cambio en la pendiente, alcanzandose una meseta de
S fcon algunos incrementos v descensos). Este comportamiento indica que las velocidades
de formacion y de precipitacian del complajo han alcanzado el equilibric.™

A una concentrackdn de B-CD de 10 mM se alcanzd la maxima 5, (23,9 £ 0,3 pg'ml), lo
que reprasenta un aumento de 3,8 veces con respecto a la 5, del BSTHQ (6,34 + 0,04
pg/mL). Esto es acorde con lo reportado por ofros autores para complejos con B-CO, como por
ejemple Zoppi v col.™  que lograron aumentos de 4, 2.2, y 2.2 veces para sulladiazing,
sulfamerazing y sulfamelazing, respaclivamente.
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Fig. B.11. Solubilidad aparente [ 5} promedio (n = 3] del BETHO en funcidn de ks [B-C0),

Los solidos remanentes luego de finalizado el ASF se caracterizaron por MPG, DSC y
DRIFT. En todas las muesiras, se pudo comprobar |2 presencia del BSTHQ (Tablas S 654 ¥
£.6.5.5 v Fig. 5.6.5.3, Anexos 6.5). En la parte inicial de la curva de S, versus [B-CD] (Fig.
6.11), comprendida entre 0 y 0,5 mM de B-CD, solo permanecio sustrato precipitado (dos lases
an tofal, solucidn v sustrato sdbda). Esto sa confirmd por MPC, yva que el sélido sn exceso
fundio completamente a8 Thec = 65 *C. Por encima de [B-CD| = 0.5 mM, en la regién de la
meseta, estaban presentes en el precipitado tanto el sustrato como el complejo (lres fases en
fofal, soluckdn, sustralo stlido ¥ complejo sdlida). Eslo tamblén se corrobord madiante MPC, ya
que: se observd una fusion parcial 8 These ~ 65 °C, correspondiente al BSTHQ y una lusion lotal
a ~ 275 °C, asociada al complejo precipiado (Tablas S.6.5.4 y 5.6.5.5). Por DRIFT, ze
confirnd que los sdlidos precipitados de las muestras de [B-CD] = 0,25 vy 0.5 mM
corresponderian al BSTHQ, mientras que el sdlido remanente a & [B-C0] = 10 mM, tiene un
aspectro similar al complejo, reafirmando que, a dicha concentracidn, parte del complejo
precipita (Fig. 5.6.5.4, Anexos 6.5).

A partir de la porcidn indclal ascendente del perfil (Fig, 6.11), se pudo estimar una de las
estequiomeatrias del complejo. Este segmento fue lineal, con una pendiente de 0,10 £ 0,01 y un
coeficiente B® de 0,99 (Fg. .11 y 6.12), lo cual indicaria que en solucidn se formd, al menos,
un complejo de esteguiometria 1:1, La constanie de estabilidad aparente del complgpe 1.1
{K 4], calculada a partir de la Ec. 6.11, fue de 4783 M (S, = 2.32 x 10 M) .=®
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Fig. 6.12. Porcidn inicial ascendente del grafico de ASF del BSTHO:B-CD (S5, en funcién de ia [f-CD),
ambos an concentraciin b)),
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6.4.4.2. BSBIT:8-CD

Por amasado y suspension de mezclas del BSBZT y B-CD, en proporciones 101 y 122, se
obiuvieron muestras solidas gue se caraclerizaron en primer lugar por MPC. La Tabla 5.10
resume los resultados obtenidos mediante MPC para las muestras sdlidas praparadas, las que
g8 compararon con el sustrato puro (BSBZT), con |la B-CD y con la MF. El BSBZT y la MF
presentaron una Theec = 133 °C; en cambio, para el C1:1 y &l C1:2 no se dateclt lusion an ese
rango de temperatura. Ademas, se observaron diferencias en las caracteristicas morfoldgicas
del sustrato, la B-CD y los C1:1 y C1:2, sugirendo [a complgjacion del BSBEIT con B-COD (Tabla
6.10).

Tabla 6.10. Datos de puntos de fusion [ Thee) ¥ habitos cristalings, determinados por MPC, del BSBZT,
i@ B-C0, la MF 1:2, el G121 y el G1:2 obtanidas por suspension y ef G152 conseguida por amasado,

c1-1 ci:2 c1:2
BESRIT e SRt suspension  suspensidn  amasado
" Hékita prematco  putverulento pulveruenic puverulento  pulverulenito  laminar
Fusidn
i | O o) f
(130-133 ") 2 i =
E“ﬁﬁf‘: i S 5l 5l = sl | sl
" 1 a a,
!:d_ilil.‘.ﬂ'ﬂpﬂﬂiﬂiﬁﬂ'l [150*C) 270 *C) (150 =C} 12000 (200 *Ch {200 *C)

For DSC, el BSBZT (Fig. 6.13.A) mostrd un pico endotérmico de fusion a8 Towe = 1269 °C
(M = 1143 Jfg). En las MF, en &l C1:1 v en el C1:2 (preparado por amasado) se obserd el
mismo avento, aungue de menor intensidad, ko que indicaria |a presencia de una pequeda
canfidad del BSBZT sin reaccionar, En cambio, en al C1:2 (oblenido por sugpensidn) el pico de
fugidn del sustrato desaparecid compieiamente sugiriendo la formacién de un complejo de
inclusian. La diterencia en & comporfamianto frenle al calenlamiento de los G122 oblenidos por
amasado v suspensidn, so podria atibuir a que la primera técnica no fue tan eficienie como la
sequnda, o 8 que se deberia haber usado mas tiempo (> 35 min) para permitir &
acomplejamienio total (o cual es poco practico si se realiza de forma manual).

Los datos obtenides por TG fambeen confirman los resuliados del anafisis por MPC y DSC.
Por gtemiplo la curva TG del BSBEZT (Fig. 6.13.B) presenta una pérdida da masa, atrbuida a su
descomposicion Ermica, 8 154,35 "0 [Tyl En cambio, en la curva TG del C1:2 suspensién
no se defeciaron pérdidas de masa hasta aproximadamente 185 °C [Tyl Ello sustentaria las
interacciones entre el BSBET v la B-CD y ademas indicaria gue e compiejamiento con la €0
aumenta la astabilidad lérmica del BSBZT en aproxamadamente 30 *C,
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Fig. 6,13, Curvas DSC (A) v TG [B) del BSEEZT, la 8-CD, el C1:1 suspension y el C1:2 suspensidn y
amasado.

El andlisis por IR del BSBZT también reveld diferencias con respecto al susirato puro y la -
CD. Para resaltar los cambios, éstos 58 marcan con lineas, circulos o flechas y se especifican
al pie de la Fig. 6.14. Las diferencias mas nofables se registraron en la zona comprendida enfre
2100-400 cm' (Fig. 6.14). Asi, la banda corespondiente &l vSO; asim. (1384 cm") resultd
desplazada hacla frecuencias mayores (1350 cm™) en el especire de C1:2 (linea violeta en |a
Fig. 6.14). Las bandas de vC-N, las cuales aparecen a 1311 y 1230 cm’' en el BSBZT, se
modificaran en intensidad y en nimero en el complejo (linea y circulo tucsia en la Fig. 6.14). La
sefial comespondienta al vSO, sim., situada a 1177 cm™ en el BSBZT. desaparece en el C1:2
(linga y flacha naranja en la Fig. 6.14). Las bandas de deformacion del helerociclo, ubicadas a
958 cm”', desaparecen en & complejo (linea y flecha amarilla en la Fig. §.14). Los sobretonos
de los C-C arométicos, presentas en &l sustrato a 1960-1675 cm'', también desaparecen en el
compigjo (rectangulc rojo en la Fig. 6.149). Considerando los resultados encontrados, se
podria postular que la porcidn heterociclica v el sulfonilo del BSBZT presentan una mayor
interaccion con la B-C0 v, por lo tanto, seria la parte de [a molécula que se incluiria en la
cavidad,
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Fig. 6.14. Espectro de IR del BSBZT, f-CO y CG1:2 suspension.

Los patrones de DRXP del BSBZT, [a B-CD y el C1:2 suspensidn se exhiben en la Fig, 6.15.
Como se aprecia, el pairdn de DRXP del G122 suspension no es la suma artmetica de los
difractogramas de sus precursores, confirmando la interaccién entre el BSBZT y la §-CD en
aslado sdlido, v la reduccién en la cristalinidad del sustrato. En efecto, el difractograma del
C1:2 exhibe solo tres picos principales, anchos y da baja intensidad, y un halo a partir de 13 °
28, rasgos caracteristicos de sdlidos parcialmente cristalinos (Fig. 6.15),
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Fig. 6.15. DRXF del BSBZT, §-CD, MF 1:2 y C1:2 suspensitn.
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El comportamiento del complejo BSBZT:E-CD en solugitn v 13 influencia de la B-CD sobre
ks 5, del BSBZT, se estudiaron por ASF. Pravio a dicho andlisls y a la medicidn expenmental
da la 5., de los complejos, se determinaron la curva espectral, la de callbrado (Figs. 5.6.5.5-6y
en la Tabla S.6.5.6, Anexos 6.5) y el empo de equilbracion del sistema (Tablas 5.6.5.7,
Anexos B.5). Este ditimo se establecid a las 37 h (ASD < 4 %5).

Las S,; {pg/mL) medias (n = 3} a 25 °C vy a las 37 h, se muestran en Tabla 6.11 (Tabla
completa 5.6.5.8, Anexos 6.5). El grafico de la S, en funcidn de [B-CO] (Fig. 6.16) mostrd un
perfil da tipo Bs, al igual que para al BSTHQ.

Tabls 6.11. Solublidades aparentes (5. promodiasin = 3) para el BSBZT:B-CD, obtenidas a40h v a
2520

N° de muestra [B-CD] (mM) S promedio £ SD(pg/mL)
1 Q 315 £0.02
2 0032 3,58 + 0,06
3 005 39102
4 025 T 7402
5 0.5 123 £01
5] 1 18,84 £ 0,02
T 2 18,14 £ 0,02
B L 1247 £0,02
g 10 8.8+0.1
10 13 8,58 0,02
11 145 109+03
12 16 12404

La Fig. 6.16 muestra que entre 0 y 1 mM de B-CD ocurrid un aumeanto lineal de fa S, en
funcidn del incremente de la [B-CD] v que a la [B-CD] = 1 mM se produje un cambio en la
pendiente, alcanzandose una meseta de 5,, enire 1 y 2 mM de B-CD. La maxima S,, fua de
19,14 £ 0,02 pg/mL, la cual réprésenta un aumento da 6 veces con respecto a la S, del
BSBZT (3,15 = 0,02 pg'mL}. Luego de alcanzar la meseta, se observd una disminucion de la
Sap producida por la precipitacion del complejo. Este hecho indicaria |a formacion de compilejos
con distinia estequiomaetria.
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Fig. 6.16. Solubilidad aparents (S,.) pramedio (n = 3) del BSBZT en funcion de la [B-COJ.
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Los solidos remanentes al final del ASF se analizaron por TLC, DSC v MPG. Por TLC se
detecto, tanto para los residuos solidos como para los sobrenadantes de las muestras, una
unica mancha corraspondiente al sustrate, confirmando en todos los casos la estabikdad del
compuesto a lo largo del ensayo (40 h). Resultados similares se obtuvieron por DSC a 10
*Cimin para los solidos remanentes de las muestras 1 ([B-CD] = 0 mM), 4 ([B-CD] = 0,25 mM) ¥
9 ([B-CD] = 10 mM), Fig. 5.6.5.7, Anexos 6.5. En los tres casos, solo se obsenvd ia endoterma
de fusiin del derivado BSBET {Towa ~ 128 "C) ¥ no s evidenciaron picos endolermicos
adicionalas atribuibles a la presencia de BZT (uno de los produclos de descomposicidn) a 100
°C. Por un lado, esto demosird que el exceso de compuesto se maniuvo a lo largo del
experimento vy, por ofro, que fue esiable hasia 40 h de ensayo, tanio en agua pura, como en
presencia de B-CD.

Los resultados obtenidos por MPC, para lodos los solidos remanantes, también confimmaron
que siempre hubo exceso del BSBZT v que éste se mantuve estable gquimicamenta durante el
experimento (Tablas 5.6.5.9 y 5.6.5.10, Anexos 6.5). En la parte inicial de [a curva de S, an
funcion de [B-CD) (Fig. 6.16), comprendida entre 0 y 1 mM de p-CD, solo permanece sustrato
precipitado (dos fases en total, solucidn y sustrato solida), va que el sdlido remanente fundid
completamente 8 Thec ~ 132 °C. En la regitn de la meseta, por encima de [B-C0] = 1 mM, se
ancontrd susiralo y complejo precipitado (tres fases en fotal, solucion, sustrato sofido v
complejo sdlido), ya que se observd una fusidn parcial a Thee ~ 132 °C, correspondiente al
BSBZT y wuna fusion fotal a ~ 280 °C, asociada al complejo precipitado (Tablas 5.6.59 y
£.6.5.10). Un compartamiento similar e abservd para el BSTHQ.,

A parfir de la porcion inicial ascendente del perfil de tipo Bs se pudo estimar una de las
esieguiometrias del complejo (Fig. 6.16).* El valor de la pendiente fue de 0.080 + 0.003 con
un coeficiente A® de 0,99 (Fig. 6.16 y 6.17), lo cual indicaria que en la solucidn se formé al
menos un complejo con estequiomelria 1:1. La constanle de estabilidad aparente K.,
calculada a partir de la Ec. .11, fue de 4986 M (S = 1,28 x 10° M).**
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Fig. 6.17. Porcadn lineal ascendente del grafico de ASF del BSBZT:P-CD (5,, versus [p-CD), ambos an
conceniracion M.

6.4.5. Formacion de cocristales

A partir del morfereado con asistencia de solvente del BSBZT con cada una de los cuatro
coformadores selaccionados, an proporcionas 1:1 (y 1:2 y 21 para acido succinico) se
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obiuvieron diferentes muestras solidas. La caracterizacion con MPC, gl TLG, TG, DSC, DRIFT
y DRXP, parmitic concluir que en todos o casos se abluvieran mezclas lisicas y no se logrd la
formacidn de cocristales.

6.5, Conclusiones

El derivado BSTHQ demostrd una 5. moderada (40,8-48,9 pg/mL), mientras que al p-NOy-
BSTHQ, una 5. baja (B, 1-16,2 pg/mL). En lo que respecta a fa 5, los sels derivados se
caractenzaron por preseniar una bala solubilidad en agua, De los seis derivados, el BSTHG v
gl BSBIT resultaron ser los mas solubles, en tanto que el TM-BSTHQ y el BSTHIQ mosiraron
las S5, mds bajas. La 5,; resultd mucho manor que [a 5. Por ejemplo, en el case del BESTHG,
la S fue 3.5 drdenes de magnitud menor que fa 3., en tantc que, para el p-NO-BSTHQ fue
4.8 veces menor.

Las 5,, obtenidas para o BSTHQ y el BSBIT en siete proporciones aguaetanol,
evidenciaron que a medida que aumenta la £, aumenta la S, de los compuestos. Inicialments,
la S aumenta lentamente, hasta una £ critica (0.5), luago de la cual se produce un incremento
pronunciado.

En lo que respecta a prediccion de solubllidad en cosolventes, el modelo LL o, presantd
mejor exactitud de prediccion gue el LL o. Esto confirma que eslos sislemas se comporian de
forma lineal hasta una £ de 0.5 La mayorfa de los modeios aplicados para estimar la
solubilidad fueron considerados aceptables (MPD < 30 %)*"** a excepcion del LL o para o
BSTHQ (43,2 %) v el de JA para el BSBZT (33,6 %). Por asla razdn, se propuso la ulilizacidn
del modelo LL ops. Con éste se calcularon ks poderes sclubilizanies (mas) de cinco
cosolvantes sobre los compuestos de la guimioteca NBS-Het. Se concluyd que todos
presentan una mayor solubdidad en PEG 400, stanol y DMS0.

Se prepararon y caracterizaron complejos de B-CD con el BSTHQ y el BSBZT en estado
sflido y en solucidn, utiizando las técnicas de suspension y amasado. Los complejos sdlidos
obtenidos se caracterizaron con MPG, DRIFT, IR, TG, DSC, DAXP y se estudd su
comportamianto e@n solucidn por ASF. Estos diimos resultados mostraron que ambos
complejos presentan perfiles de tipo B, ™ ** ko que supone complejos donde el aumento de S,
es limitado. En el BSTHQ, se akcanzd la maxima 5, (23,9 0,3 pg/mL) a 10 mM de B-CD, que
corresponde a 3.8 veces u 8, (6,34 + 0,04 pg/mL). En el BESBZT, entre 1 y 2 mM de B-CD se
logro la maxima S,; (19,14 + 0,02pa/mL), siendo & veces su 5, (3,15 + 0.02pg/mL).
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7. RELACIONES ESTRUCTURA-SOLUBILIDAD

Vil

La guimiocteca de NB3-Het esta integrada aciualmente por 145 compuestos y se caracteriza
por ser dinamica, ya que crece en forma rapida afo a anfo. Debido a esto, es importante
conocer qué propiedades FOQ estan contribuyendo a la baja S. de los derivados ya
gintelizados.

En esle capilulo sa presenlaran los resullados corespondientes a los esludios de
relaciones estructura-solubilidad cualitativas y cuanfitativas (Q33R, del inglés Quaniifative
Structure-Solubility Relationship). Para esto, se inlegraron y ralacionaron los datos oblenidos
en los estudios del estado sdlido (Capilule 4) v de las propiedades estruclurales
fridimensionales (Capitule §) con os de evaluacion y mejora de la solubilidad (Capitulo §), Se
analizaron, ademas, diferentes modelos de prediccion desarrollados por oiros autores y s2 los
aplicd en la estimacion de la solubilidad (S..) de los derivados NBS-Het.

E= de esperar que el conocimiento generado pueda contribuir al disefio de nuevos NES-Het
gue presenten S, mas allas.

7.1. Introduccién

Con el objetivo de llevar a cabo esludios de OS5,R es necesario recurrir a la
quimiometria®**.* = Para ello, se utilizan medelos comelatives que permiten relacionar una
determinada variable dependiente o respuesia, con otras independientes (descriptores,
regrasoras o predictores). El estudio de las eofralaciones entre fa estruciura quimica y alguna
propiedad moelecular ha hecho aportes significatives al disefio y desarrolio de MEQ. Las
propiedades pueden ser divididas en tres grupes: intrinsecas, quimicas y beologicas (Fig. 7.1).
Cuando la actividad biclogica o towicoldpica es la variable dependiente, &l analisis e conoca
como relaciones cuantitativas estructura-actvidad (QSARF™ o relaciones cuantitativas
estructura-toxicidad (QSTR), mientras que, la prediccidn de propledades guimicas o fisicas as
lamada refaciones cuaniitafivas estructura-propiedad (QSPR) ™

" Digciplina que apica la estadistica ¥ la matematica a la quimica
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 Propledades quimicas |
Propledades Intrinsecas tf']:: |
Ao Salubilidad
Peso mobecular Estabilidad
Conectividad N i LRI J
et e Estructura molecular |
roporcldn aromatica - i
R de donores y sceptores da H \‘ Fm:«:-:nmmu
Area Superficial Polar Topolégica : twidad
Enlacesrotablas _ owcida ” __J'-' I

Flg. 7.1. Proplpdades infrinsecas, quimicas y bioksgicas wlilizadas en los estudios de relaciones con
la estruciura mobecular,™

En el presenta capitulo se expone el desarrollo de modelos de QSS..A, en donde la S5, es
la variable respuesta y diferentes descriptores molecutares son las varables independientes. El
esiqueama de trabgjo ulilizado para generar dichos modalos se muestra en la Fig. 7.2.

Datos experimentales | MéEtodo de modelado | Descriptones moleculares
'V 050%
Conjunto de prueba i Conjunto de entrenamiento ] Seleccdn del
subconjunto de
//’) descriptores

Prueba del modelo [——S=nalstsomainds {\adelg

Pobre sjusiepal corjuntode prushs n ajuste al conjuin de proeba
¥
Modelo fallido —
Comenzar
nuevamente Modelo final Q55,.R

Flg. 7.2. Ezquema de rabajo aphcado en esta tesis para la generacion de modelos 0SS, R {Adagtado
de Delaney™)

Los modelos de correlackon necesitan de un conjunto da datos experimentales de 5,,. Una
parte de ellos origina el conjunto de enlrenamiento y, olra, &l de prueba o testeo. Con &
primere se construye el modelo y, una vez alcanzado el mejor, se lo valida usando al
segundo,”™ cuyos datos no deben formar parte del de entrenamiento.™ Luege de oblenido &l
modelo final, entranado y testeado, puede usarse con fines explicativos y predictivos.
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7.1.1. Fuentes de datos experimentales

Existen dos estrategias para la consiruccion de modelos de relaciones esiruciura-propiedad,
Una plantea la utiizacion de grandes bases de dalos como conjunto de enirenameento
[Menprames > 400), con compuesios de gran vanabilidad estruciural, para cubrir un amphic
a@speciro quimico. La otra posibilidad es la construccion de modelos mas especificos, utilizando
conjunios de entrenamigntos inlegradaos por compuestos ralacionadoes estructuraiments o con
propiedades FO smilares a las de os que se guiaran predecs.

En los dlitimos anos, se han generado ¥ ulilizado varias bases de dalos para el modelado de
la S, Enfre las de libre access, podemaos mencionar la de Huuskonen {~ 1300 eniradas) que
es probablemente la mas conocida;®™ la de Delaney, que contiene alrededor de 1100
compuestos de bajo PM;™ |a de Jain y Yalkowsky, integrada por 580 maléculas no electrolilos
{extraidos de la base de dalos AQUASOL®™) para las gue estdn disponibles, también, los of
axperimentales;™ la de Yalkowsky v col., con 1642 compuesios organicos, los cuales fueron
recogidos de las bases de datos WATER NT*™ v1.0 EPA y AQUASOL™ y la de Wang v cal.
(1708 molécutas),™ que combina las bases de dalos de Huuskonen y Delaney, eliminando
errores ¥ enfradas duplicadas. Por obro lade, existen dos bases de dalocs comerciales,
AQUASOL™ y PHYSPROP,™ que confienen aproximadamente 6000 compuesios cada una.
Debe tenarse en cuenta que los dalos de teralura mo siempre puaden combinarse para formar
una base de datos grande, dadas las diversas técnicas expenmentales de medicion de
solubilidades reporiadas en la literalura clentifica.

En este sentido, Weaver y Gleeson propusieron el concepto conocido como “domimng de
apiicabilidad”, una herramienta para mejorar la capacidad predictiva de lbs modelos.™ Este
concepto se uliliza para estimar la incertidumbre en la prediccidn de la 5. de una molécula,
en base & su similitud con los compuestos utiizados para construir el modedo. Para lograr una
prediccidn mas precisa de |as moléculas del conjunto de prueba. se utilizan en el
entrenamiento compuestos similares astructuralmente. En aigunos casos, @ similitud de fos
dominios ;E mige ulilizande algun descripior molecular, en lugar de la semejanza esiructural
{Fig. 7.3).

Fig. 7.3, llusiracion grafica del dominio de aplicabslidad en el espaco de tas componenles principales.
El conjunio de enfrenamiento del modelo Q55 R se representa por un cireulo amariilo. Les moléculas,
CUYas S, seran estimadas, se réprasentan en varde cuando se encueniran deniro, &n naranja cuando

estan cerca ¥ en rojo cuando se ubican iejos del espacio de entrenamients, =
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7.1.2. Descriptores moleculares

Teniendo an cuenta que la 5, depende principalments de la cristalinidad del soluto vy da su
habilidad para interactuar con el agua,”™ surge la pregunia, ;cuiles son los descriptores o
variables moleculares apropiados para explicaria? Para responder a ella, se deben considerar
las imMeraccionas involucradas en ol proceso de disolucidn de un compuesto en un solvente. Es
asi que las variables que describan la energia de red cristaling, la de cavilacidn v la de
solvatacion, seran los tras téminos energéticos adecuados para modelar la solubilidad. La lista
de descriplores ulilizados en los modelos de S.. 85 casi ilimitada, aungue s mas
ampliamente usados en estudios de O55:.R son el ASPT, el PM y el volumen, los enlaces
rotables (ER), la polarizabilidad (Pol), la proporcion aromatica y & nimero de anillos, los
indices topoldgicos (describiendo la forma de la molécula), el log P, el gf los enlaces
intermoleculares presentes en el cristal, los lipos o grupos de alomos, |08 NUMeros de donores
y aceptores de H, enire olros,

Los descriplores calculados por métodos cudnticos también han proporcionado una buena
correlacion con los valores de la 5. experimental en farmacos y pesticidas, siendo una de sus
principales limitaciones la alta demanda de tiempo computacienal. ™ Para generar descriptores
moleculares an 0S5,A se han desarrallado varios programas.entre elios Dragen®™ MOE
(wyw,.chemcomp.com), Cerius 2 (www.accelrys.com) y Molconn-2 (www Iripos.com), entre
oros.® De las propiedades molecularss mencionadas, el log P suele poseer la mayor
correlacion con la S, en muchos de los modelos estudiades, dado que es una medida de la
interaccidn del soluta con el agua.™®

Los descriptores maoleculares 3D no son comunmeante utllizados para la prediccion de la
salubiidad, aunque proporcionarfan informacién méas acorde a la realidad fisica. Su utilizacion
anade complefidad a los cdlculos v, hasta ahora, no proporcionaron ninguna mejora destacable
&n comparacion con las variables 20.

7.1.3. Métodos estadisticos aplicados en el modelado

Exlsta una amplia gama de técnicas estadisticas y de data-mining (mineria de datos) ¥ que
s¢ pueden aplicar para la construccidon de modelos de QOSSR con fines explicatives o
predictivos. Estes van de los andlisis de regresidn lineal simple hasta aguelles basados en
redes neuronales (ANN, del inglés Artificial Neural Nefwork). Particularmenta, el andlisis de
regresidn lineal mullvariado [(ARLM) es una herramienta muy Ofil, dado que puede proveer
conocimientos de las propiedades que influencian la 5, En estudios recientas, Hewitt y col.
concluyeron que el ARLM fue superior, sobre otros métodos complejos.”™

Es importante lener en cuenta, que el desarrollo de buenos modeics necesita de una
meticulosa seleccion de los descriptores modeculares a ser utilizados. Para asto, al Andlisis de
Componentes Principales (ACP) o el de Minimos Cuadrados Parciales {PLS, del inglés Partial
Least Squares) son aproximaciones muy (files para la reduccion de dimensiones.™

Los métedos estadisticos mas cominmente usados pueden ser divididos en dos clases:

#8 Ee un campo de las denclas de la computacidn, referido al proceso que intenta descubrir
patrones en grandes volimenes de conjuntos de datos. Utiiza los métodos de inteligencia artiticial,
aprendizaje automatico, estadistica y sstemas de bases de datos, El objetivo general consisie en extrasr
informaciin de un conjunio de detos y transformarla &n ung estruclura comprensible para su uso
psianiar.
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“ Los de reconocimiento de patrones: se usan para explorar |a distribucion de un grupo de
compuestos en un espacio de propiedades o la intercorrelacién entre descriplores. Entre
ellos, se pueden ctar el ACP, los arboles de regresion, el analisis de conglomerados y &l
ANN,

% Loz de correlacion: dentifican relaciones cuaniitativas entre los descriptores v una
variable respuesta. Los més conocidos son el ARLM, el PLS y &l ANN.*™

El ACP es una técnica esladistica de reduccion del numera de descriplores (Mascspess). EN
el caso de contar con un banco de datos con muchas variables, el desafio sera disminuir su
numers sin perder informagcion imporante. Se utiiza para situaciones donde se presentan
muchos descriplores de naluraleza cuantifativa y en donde se hace dificll visualizar relaciones
entre ellos, Oro problema gue suele presentarse, €5 |a fuerte correlacion entre las variables
{multicolinealidad), es decir, que miden lo misme, bajo distintos puntos de vista,*™

Para estudiar las relaciones que se presentan entre descriptores correlacionados, se pusde
transformar el conjunto origingl en ofro nuevo, que no tenga repsticion o redundancia en la
infarmacidn, llamado conjunto de componantes principales (CP). Estos serdn una combinacion
lineal de las variables originales y, ademds, independientes entre si.”™ “® El ACP permile
obtener gréficos biplots donde se visualizan en un mismo espacio las observacionas, como
puntos, v las varables, como vectores. De esta forma, es posible identificar asociaciones entre
ambas y entre cada una de ellas individualmente. Los &ngulos entre los vectores pueden ser
interpratados en lérminos de sus corelaciones. Los angulos de 50 ° entre dos descriplores
indican gue no estdn correlacionados, en cambio, dngulos de 0 * o 180 ® implican una fuerta
correlacion, en forma positiva o negativa, respectivaments, Por otro lado, las longitudes
similares de los veclores, se exphcarian como confribuciones equivalentes da cada descriptar,

El andlisis de conglomerados, andlizis de clusler, [axonomia numénica o reconocimisnto
de palrones, es una técnica estadistica midfivarada, cuva finalidad es dividir un conjunto de
objetos en grupas, que son representados come un dendrograma.”’” Los perfiles de los cbjetos
&n un mismo grupo, deben ser similares entre =i (cohesidn interna) mientras que, los de
diterentes clusters deben ser distintos (aislamisnto externg) 2™

Los arboles de regresion son una técnica de andlisis discriminanie, que permite la
asignacidn de muestras a grupos predelinidos en funcidn de variables predictoras.™ La
informacion se representa en un diagrama en forma de arbol invertido. Comienza con un nodo
raiz, que es dividido en subgrupos (determinados por la paricidn de una variable prediclora) v
luego se generan nodos hijos. Estos son parficionados usando una nuava variable, o que se
repite sucesivamenie para los nuevos nodos hijos. Algunos de los nodos resultanies son
tarminales, mientras que otros confindan dividiéndose. En cada arbol se cumple la propiedad
de tener un camino Gnico entre el nodo raiz y cada uno de los demas.™

El analisis de correlacién es un método estadistico que permile correlacionar variables
cuantitativas entre si, a través del coeficiente de correlacidn intervariable o de Pearson (p).
Este es un estadistico gue varia entra -1 y 1, exiremos que indican gue la cormelacion es
maxima pero en senfidos opuestos. 5i su vakor es 0 no hay asociacidn entre las vanables. Los
resultados =g presentan, generaimente, como una malrz, donde el numero de filas, de
columnas y de variables seleccionadas es el mismo. Los elementos de la diagonal principal son
iguales a 1 ya que representan |a correlacion de una variable con si misma. Por debajo de la
diagonal principal v en la posicidn i s encuentra al coeficiente de comelacidn antre fa i-ésima
¥ j-ésima variables de la lista.*™
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El ARLM es una extension natural de la regresion lineal simple. La variable respuesta a
dependienta cambia con cada una de las regrasoras, segin una tasa constante llamada
pendiente parcial o coeficiente de regresidn parcial. Bl procedimients para  ajustar estos
modelos se realiza, usualmente, por minimos cuadrados v conduce a la solucion de un sistema
de ecuaciones lineakes. La ventaja de ulilizar ARLM es la positxlidad de estudiar el efecto de
varias regresoras simultdneamente. ™ Es importante tener en cuenta ciertos requisitos para la
tormulacidn corracta de las ecuaciones multiparamétricas, Las variables seleccionadas para ef
analisis deben sar esencialmente independientes [orogonalidad), por bo que solo se utilizan las
gue tengan un coeficiente de corelacion menor a 0,6 en la matriz de Pearson.™ Cada variable
debe estar justificada por una pruaba [ o por limiles da confianza vy la inclusitn da la Oitima
debe ser chequeada por el valor F. S ecuaciones diferentes conducen a resultados
comparabdes, se debe elegr el modelo mas simple (prncipic de parsimonig). Para
correlacionar cuantitativamente un conjunio de datos, écle debe taner un tamano minime
(cinco compuestos por vanable). La inclusidn de muchos descriptores ¥y pocos datos puede
afectar la capacidad predictiva v producir modelos scbreajustados ¥ complejos.™’ Por el
contrario, cuando éste es demasiado simple se produce el subajuste.”™ En ambos casos, los
modelos tendran imitada aplicabilidad a otras moléculas fuera del conjunto de entrenamiento.
Cuando ecuaciones con varables diferentes dan resultados comparables, se selecciona a
aqualla que presente concordancia con las relaciones cualitativas v el comportamiento guimico
inherente a los datos.™’

Conceptualmente, fa Onica forma de asequrar que sa ha enconfrado e meajor modedo,
consiste en calcular todas las posibles regresiones, o cual solo es factible cuando el ndmerg
total de variables es relativamente pequeno. Esto répidamente se convierte en un problema
importante al aumentar su nimero; por ejemplo, para 10 variables independientes, hay 2'%- 1 =
1023 ecuaciones posibles. Afortunadamente, muchos programas de estadistica ofrecen la
posibilidad de seleccionar los mejores modelos, ™

Loz modelos no lineales son mejor explorados con los siguientes metodas: algormos
genéticos,™ maguinas de vectores de soporte, procasos gaussiancs™ y autématas celularas,
antra otras.™ Descripciones detalladas de cada une de ellos, junto a otros métados, se pueden
consultar en revisiones bibliograficas realizadas por van der Waterbeemd y col ™ ™ y Kubinyi y
ool 2%

714, Prueba de modelos

La prueba de los modelos (Fig. 7.2} s& lleva a cabo comparando diferentes astadisticos,
sienda los més frecuentes los que se detallan a continuacidn,

» El coeficiente de determinacidn (R*): mide la proporcidn de variabilidad de la variable
dependiente explicada por la independiente o por la recta de regresicn, por o gue se lo ufiliza
como medida de auste. Su principal bmitacion, en este sentido, &s la de sobrestimar &l
vardadera R de la poblaciin, ya que a medida que s incrementa el niomero de variables gue
participan en & modelo {serd el caso propio del andlisis muitivariable) mayor es su valor,
Debido a esto, algunos autores recomiendan utilizar el coeficiente de determinacidon ajustado
{R%). Este estadistico gqueda ajustado por el nimero de observaciones y de variables
independientes incluidas ™

= El error cuadratico medie de prediccion (MSPE, del inglés Mean Sguared Prediction
Error: se reporta como funcidn de pérdida, es decir, permite describir cudn costoso resultaria
que el prondstico se aleje una clerta magnitud o distancia del verdadero valor. Es una forma de
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validacitn cruzada (cross-walidation) que se utiiza an el analisis de regresion para proporcionar
una medida resumen del ajuste da un modelo.

» Fl cuadrade medio del error (MSE, del inglés Mean Sguared Errori; es una forma de
evaluar la diferencia enfre un estimador v el valor real de la cantidad que se quiere calcular.
Mide &l promedio ded cuadrado del “error®; siendo éste, al valor gque el estimador difiere de la
canfidad a ser estimada.

¢ Los criterios de informacion de Akaike [AIC) y Bayesianc (BIC): estos penalizan el
potencial de incurrir en  sobreajustes (el BIC en mayor medidal. a modeios
sobreparamatrizados o a aguellos poco parsimoniosas. Cuanto menor sean |os valores de AlG
y BIC, mejor serd el modala.

# Elwvalor F; es una relacion de varianzas v su valor debe ser mayor que el valor tabulado
para un nivel de significancia preestablecido (20 %. 95 % o 99 %), Esta prueba estadistica
depende de n y del nimerno de variables incluidas an el modelo.

= El| Cp de Maflows (Cp): representa la importancia predictiva que poses cada regresora
sobre |a vanable respuasta.

# E| Eror Abscluta Promedio (AAE, del inglés Absoiute Average Erronl v el Ermror
Cuadratico Medio (RMSE, del inglés Root Mean Square Error): permiten comparar los valoras
eslimados y los expermeniales enire si.

7.1.5. Modelos de solubilidad

A continuacion, se ofrece una revisibn general de los diferentes enfoques concepiuales para
predecir y explicar la S, en funcidn de propiedades moleculares. Se presentan las ventajas y
desventajas de las distiintas perspeciivas, aplicadas en particular al descubrimiento v disefo de
1&[’“\&1355 39, 262, 285, 206

7.1.5.1. Modelos basados en log P

La lipafilicidad es una da las propiadades FO da mayor intarés para el desamollo da NEQ,
debido a su relacidn directa con |a habilidad de atravesar membranas bicldgicas por difusion
pasiva. En un principio, se reporaron relaciones empiricas entre &l log S v la lipofikcidad,
expresada como fog P, mostrando la relacion inversa entre ellas (Ec. 7.1 y Ec. 7.2). 51 bien s&
usaron log P experimantales, las correlaciones con bog P calculado (Clog P) proporcionaron
resultados igualmenta validos

logs, =(09783=1339]og P Ec. 7.1
n = 156, A = 0,674 para solutos liquidos™

log S, =L17~-138log P Ec. 7.2
n = 300, A% = 0,931 para solulos solidos™

Sin embargo, |2 relacién se deterord cuando ze afadieron mokéculas méas complejas,
haciéndose evidenie la necesidad de variables adicignales, junto con méfodos estadisticos
mis sofisticados.™

T.1.5.2, Ecuoclones Generales de solubilidad [EGS)

En las EGS, la correlacian con el log P es mejorada por la adicidn del pf exparimental. Da
asta manera, las inleracciones soluto-solvente son descriplas por el log P, mientras que, las del
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eslado solido, o hacen a través del pf La primera EGS fue propuesta por Yakowsky v
Valvani, ™ revisada por Jain y Yalkowsky™ y validada por Ran, Jain y Yalkowsky®™ (Ec. 7.3).

log 5 =-00Hgf —25)—log P+ 0,5 Ec. 7.3

Wang y col.™ propusieron una nueva EGS (Ec. 7.4}, mejorande la de Jain y Yalkowsky, al
eliminar [as entradas arrdneas y duplicadas y ramplazar log P exparmeantal por el Clog P.

log S =3513-0010pf =1112Clog P Ec.74
Error estandar (EE} = 0,72 v A = 0,937

Ran y Yalkowsky™" darivaron otra EGS (Ec. 7.5) para compuestos orgdnicos no electrolitos,

log § = 0,38 14 - 10223 lag P - 0,00961( pf - 25) B T8
AAE = 0,38, RMSE = 0,53 y B” de 0,96

7.1.5.3.  EGS Extendida (EGSE)

Una dificultad en el uso de las EGS es la necesidad de determinaciones expenmentales del
o, va que, desalortunadamenta, la mayoria de las moléculas utilizadas an el screening wirtual
no tienen dizponibles estos valores. Una solucidn al problema fue remplazarios datos
pxperimentales por calculades. tal como propusieron recientemente Hughes y col™' Otro
recurso fue usar variables moleculares diferentes al pf, gue dan lugar a las EGSE, tal como la
acuarcién desarrcllada por Meylan y Howard, usanda log P y PM como descriptores {Ec. 7.6).7

logS =080-085log P-0073PM +3_ 1, Ec. 76
ARE = 0.7 y n=13000 o

donde fi es el factor de correccion de una sere de compuestos especificos, por ejemplo
alcoholes alifaticos, sulfonamidas, etz

Delaney reportd otra EGSE (Ec. 7.7), usando como descriptores el Clog P, el PM, el ER y 1a
PA {definida coma la proporcion da dtomos aromdticos en la molécula). ™

log s =016 = (L63C log P = 0,0062 PM + 0.0066ER - (0,74 PA Ec. 7.7

Wang y col.™ usaron & Clog P y remplazaron el pf por la polarizabiidad molecular, que es
taciimente predicha mediante modelos empiricos. Aesulto alentador que |a ecuacion construida
usando dos variables calculadas condujera solo a un ligero empecramienta del EE y el R® (Ec.
7.8).

log § = 1,095 - 0,008 Pol - 1,078C log P Ec. 7.8
EE = 0,887 y A’ = 0,908
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7.1.54. Modelos bosodos en propiedades de solvatacion

Abraham y Le®™ propusieron un méteda alegante para predecis la solubilidad. eonsiderando
las mteraccionas soluto-sclvents (Ec. 7.9}

log§=052—LOOR, +0.777" + 2173 " —4.24% A" 3363 &"» " -399V,  Ec.78

dende As es la refraccion molar, =™ es la polarizabilidad, o y 8" son la acidez v la basicidad de
los EPH, respeciivamenie v V. g5 gl volumen molecular de Mo Gowan (que también caracteriza
la hidrofobicidad del soluto). La ventaja de 1a Ec. 7.9 es que la significancia fisica de cada
variable facilita su interpretacidn. La desventaia es su limitada aplicabifidad a moléculas
complejas similares a famacos, Sin embargo, puede ser superada usando el madulo ABSCOLY
{ADME Boxes)™ que calcula dichos pardmetras desde contribuciones de fragmentos.

7.1.5.5. Maodelo basado en la aproximacion de Hildebrand

El enfoque de Hildebrand™ parmite predecir la solubdidad con un arror aceptable, utilizando
un Unico dato experimental (a 25 °C) de un dervado quimico relacionada estructiuralmente.
Dicha aproximacian, propone dos modelos alternativos, gue se expresan en las Ec. 7.10 'y Ec.
Fith i 8

IS =—ln§ o) 2B =AT | Ec. 7.10
RT ol

=In§ ==In%5 + M Ec. 7.1
RT

donde R es la constante de los gases (1,9872 cal mol” K'), T es la temperatura en K a la que
se desea estimar la solubilidad, V; v 8; son el volumen maolar y el pardmetro de solubifidad del
saluto, ¢y ¥ Oy denotan |a fraccion de volumen y el parametro de solubilidad del soivenie [gue
representa la constante dieléctrica). El valor de ¢, s igual a 1, el &, para el agua es igual a
24 52 y el 5; se asume igual a 10,3.™ Los términos F v G {constantes del modelo que incluyen
la determinacion experimental de solubilidad) pueden ser calculados mediante las Ec. V.12 y
7.13, respectivamants,

B 1 ]'
F==In§ +in§' -In| L i ._{i"] J Be 12
L Rl
g
'“‘[]“ T ] Ec.7.13
0= X "_‘ :
In[hwiﬂi —az]r]
AT
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La § (solubilidad ideal del soluta en fraccion molar) se calkcula como lo expresa la Ec. 7.14.
Cuando no se cuenta con la AMy (entalpda do fusidn del soluto), puede calcularsa usando la Ec.
715

=&l {(pf=T) Ec. 7.14
-n§ =——
RTpf
s =ﬂ-D23[JJ[ﬁ'_ T} Ec. 7.15
T In(25-)
T

F.1.5.6. Programas de calculo de solubilidad

Es poszible predecir la solubilidad in sillco, ya gue se encuentran disponibles varios
programas de calculo, taies como ACD/Percepta Platform, EPl-Suite, ChemSilico,
COSMOlogic, OSIRIS Property Explorer y Pharma Algorithms, entre ctros.® El programa
ACD/Percepta Platform,™ desarrollado por Advanced Chemistry Development (AGD) proves
un numero de propiedades FO de compuestos, incluyende |a solubilidad, calculo bazado en la
ufilizacion de diferentes algoritmos. E! Estimation Program Interface (EPI-Suite),™
desarrollade por la EPA's Office of Pollution Prevention Toxics y Syracuse Research
Corporation es de libre acceso y permite calcular distintas propiedades de un soluto, enire allas
la solubilidad, Ademas, brinda la posibildad de incorporar previamente, variables empincas
como of y log P, que mejoran la estimacion realizada por el programa.

FLAF Otros modelos desarrollados

Ademas de loz modelos de solubiidad descriplos en la Tabla 7.1 se resumen ofros
desarrollades recientemente,
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Tabla 7.1, Algunos de los modelos usados para la prediccion de solubilidad termodinamica publicedos
en afios recientas, ™

Afin _ﬁ_ulnr}iﬂ. SiEndn [hsserigilnres Bt Pt Pt A EMSE.. iTe AAE., HMSNE.
1006 Hireen o0 AMN  MOE 000 FLT] 3l 0 [7H] T T
DT Sehwaiphodsr™ GPF Dragm us? a3 £1] 0,35
0. dpade
AInmas: segin
T Wang™ ARIM drey iyt S 17 54 05 afh oW 057 1,74
superficial,
ClogP, P
Tipao die
I8 Ohmezamiva ™ op Anmes, lig P 274 113 ] (AL OLHH [l
villurmen, PR
fafice de
HME  Dhxbowice™  ARLM Thesul 100 [ T w7
Dragin
1% D harmice ™ ARLM [ragoa u7 13 1 £ i7h £
2IHIE Du-Cunny™ PLE o 1515 53 25T a5 LRs o432
Clog P EFH.
1ME  Hosskoemn™  ARLM N anilios (L1 (g 5 | AT M
anan. FR
HHIR Fhoo™ FLS EFP HED ¥ 5 (=R ]| 4% arl
IMIR H'.I.!lll.‘.-"l SN MOE 20630 1300 BT i 023 (= 1] [HR ] LY
R Heghe™' ARIM  ClogPypf 140 ET . Gt LET: TR T - (K]
Tipo de
bl ] Wang ARLM Brcanias, Chog Sfetel (4 [1} LY [FE R} LAES NnH3 0.75 98
PP
I Hewin™ ARLM log PP, H; 140 13 1 074 .55
hi 1] Hewan™ AN log . Pe, Ry [EC] ¥ 3 (Kl ] 1.51
Pl
am ilarzilares dial
i) Krmer EF fariaiford, R4Z LT T1].5% 5%
Velzuwdf, MOE
IR ] Kramer'™ ERMN r. B2 T47 T2

Nerereeampnie: NUMERD de datos an &l conjurs de enlrenamienio, M. Numen de dales en e conjuro
de 1esien, Nassrpes: MATIEND de descoripiores.

Cabe senalar que la mayoria de los modelos se construyeron con ARLM y ANN. En general,
presentan un BMSE entre 0,7 a 1,0 unidades logaritmicas. Para conjunios con peguerna
cantidad de datos se consiguiercn, de manera relativamente facil, buenes rendimiantos, pero
para conjuntos con muchos datos ello fue mas dificil. Resulta alentador que se haya obienido
un buen rendimiento (RMSE,., < 0,85) para modelos que wtilizan grandes conjuntos de datos,
tales como ef ARLM de Wang y eal.™

7.1.5.8. Rongos de error oceptodos en los calculos de solubilidod

La prediccion del conjunto de testeo es comparada con los datos expenmantales, ulilizando
critarios de axactitud, 1ales como AAE v BMSE, enfre oiros. Las capacidades predictivas entre
loe modelos conocidos presentan diferencias que podrian asociarse a tres factores. El primero,
se refiere a la fala en los datos. La magnitud dal error expenmental proporciona un limite en la
exactitud del modeko empirico. Ademas, si el conjunto de dalos tiene poca diversidad quimica,
gl modalo serd incapaz de predecir moléculas fuera de esta regidn. El segundo, s denomina
fafla en los descriplores ¥ ocurre cuando estos explican las propledades de las moléculas de
forma insuficiente. Fimalmente, el tercero se debe a la falls en los mélodos, que al tomar
informacion de los datos exparimentaies en defecto o en exceso orginarian un subajusie o
sobreajuste del modelo, respactivameante. ™
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La primera de fas fallas se cenira en la dificultad de obtener resultados experimentales
reproducibles. Por ejemplo, @ dato de la 8, reporada para un dado solulo puade variar de
laboratonio an laboratorio, encontrandose diferencias entre dos determinaciones mayores al
900 %.” De acuerdo a Jorgensen y Dulfy’ y Katrtzky y col™' la inceridumbre en las
mediciones exparimantales de 5, no @s menor a 0,6 unidades logaritmicas. Por lo tanto, no se
pueden esperar modelos in siico mas precisos que 0,5.*

En 2002, Jorgensen y Dulty® postularon que no existian métodos viables para la prediccion
con manos de 1 unidad logaritmica de incereza. A pesar de astas dificullades, estos modelos
88 consideraron adecuados para el pre-screenimg de sintesis v para el disefio de quimictecas
de compuastos. La situacion actual ha mejorado, aungue se siguen encontranda métodos con
RMSE mayores a 1. ** En general, diferentes autores consideran como aceptables valores
AMSE menores a 0,85" o de AAE de alrededor de 0,4.%*

7.2. Objetivos e hipotesis

Los objetivos propuesios para este estudio fueron:

Eslablecer relaciongs estructura-solubdlidad de tipo cuali- y cuantitativas de los
derivados de la quimioteca MBS-Het, para determinar cudles propiedades som mas
influyentes o explicativas de su 5.

o Estudiar la correlacidn entre la variable respussta log S y variables o descriptores
moleculares independientas,

Desarrollar modelos cuantialivos propios, para explicar y predecir la S.. de los
derivados de la quimiotesa. Ellos deben reunir las siguientes condiciones:

1. Ser lo suficiemtementa simples para poder aplicarios sobra un gran conjunto de datos.

2, Poseer exactifudes semejantes a las obtenidas por atros autores.™*

3. Que puedan aplicarsa en diferentes etapas del disefo de larmacos, es decir, en fases
lempranas donde sdlo se cuenta con variables calculadas v en las del desarrolio donde
=& puede dizponer de una amplia variedad de datos expermentales.

2e planted como hipdtesis que para lograr un buen modelo predictivo, se puede partir de un
conjunto de enfrenamiento integrado por derivados con propiedades FQ similaras a las de los
NBS-Het.

7.3. Metodologias

7.3.1. Relociones estructura-solubilidod

El estudio de |as relaciones cualitativas estructura-solubilidad se llevd a cabo sobre los
sais derivados NBS-Hel seleccionados para este trabajo de lesis. Se inlegraron bos dalos del
estado so0lido (Capitulo 4}, las propiedades estructurales tridimensionales (Capitulo 5) v los
valores de 5, (Capitulo 6). Se tuvieron en cuenta para el analisis comparativo, propiedades
intrinsecas tales como el l@mano malecular, la polandad, la polarizabiidad y la flexibilidad.
Ademas, como propiedades FO se consideraron |a energia de [a red cristalina y la lipofilicidad.
Con este fin se recurrid a kos descriptores gue se detallan a continuacion:

1. EIPMy el volumen (en ﬁf']. que representan el tamaifo de la molécula.
2. Los Donores H, que representan el numero de atomos donores de EPH (O-H y N-H).
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o

Los Aceptores H, gue representan el numero de atomos aceplores de EPH (O y NJ,

4. Loz enlaces imtermoleculares en el cristal, gque fuercn oblonidos a partir de las
estruciuras cristalinas resueltas por DRXM.

5. El ASPT (en I!'Lz]. que caracterza la polaridad molecular v 105 tipos de EPH v 52 defing
coma la suma de las superficies de alomos polares ™

G. La polarizabilidad [Pol) molecular estatica, que indica como una molécula responde a

un campo electrico externc, Es wna medida de las inlgracciones induclivas y el

coeficiente de dispersidn dentro de una molécula o sistema molecular ™

La cantidad de ER. que represanta la flaxibilidad malecular.

B. El nimerc de anillos aromaticos totales (N anillos), que informa el grado de
aromaticidad de la molécula, por lo que alectaria en forma directa a la S,..

9. La PA, que representa el grado relativo de cardcter aromético.™ Es definida como la
relacidn entre el nimerc de &tomos aromaticos y el nimero total de atomos pesados.™”
¥ 58 datermind an forma manual.

10.El log P, que es5 ¢l indice de polaridad molecular, describe la hidrofobicidad de la
molecula ¥y se relaciona directamente con la energia de solvatackin en el proceso de
dieplucion, Esta variable se caleuld eon el pragrama Bio-Loom® para Windows v1,5
BioByte ':}DI';I'.JIE

11. Bl log K, que fue determinado por Pagliero mediante HPLC.™ a partir del factor de
capacidad cromalografico.

12. Bl pf {determinado experimentalmante con el fusidémetro de bloogue de acero an lubo

capilar), representa las interacciones implicitas en el estado solido, relacicnandose, por

Io tanio, con fa energia de red cristalina. Su pradiccion es muy dificultosa, ™ en cambio,

su determinacion forma parte de la caracterizacion de tedos los compuestes NES-Het

sintetizadaos.

Los descriptores 1-7 se cakularon para los seis derivados a partir del modulo
ACD/Percepta, mediante la platalorma de ChemSpider (www.chemspider com),”” a excepcidn
del volumen, para &l que se uzd ol programa Molinspiration (hiip:wesw molinspiralion. comiegi-

bin‘properties).
7.3.2. Relaciones cuantitativas estructura-solubilidad

El analisis de las O85,.R se llevd a cabo a través de |a utilizacion da modelos explicatvos y
predictivos propuestos por ofros autores. Ademas, se desamrollaron modelog propios,
adecuados para explicar ¥ predecir la solubilidad de los derivados NBES3-Het va obtenidos v bos
nuevos a disanar (Fig. 7.2).

i

7321 Relociones cuantitotivas estructura-solubilidad conocidos

Se utiizaron ocho modelos de relaciones estructura-solubilidad, desarrollados por

diferantes aulores, para calcular la solubilidad de los seis compuesios NBS-Het.
1. EGS de Yalkowsky (Ec. 7.3).%°

EGS de Wang y col. (Ec. o | W
EGS de Ran y Yalkowsky (Ec. 7.5
EGS Extendida de Delaney (Ec. 7.7)."
Ecuacion de Abraham y Le™® (Ec. 7.9}, calculada usando el médulo ABSOLY del
software ADME Boxes ™

o os oo
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8. Modelos de Hildebrand. Se ufilizaron las Ec. 7.10 y 7.11. El log 5' se calculd utilizando
& valor de AM, axperimental obtenida por DSC (Ec. 7.14) y la AH, calculada (Ec. 7.15).
Se obtuvieron, por lo tanto, cuatro valores de S,
a. Modelo a de Hildebrand, usanda (Ec. 7.10) v pf DSC v AH, experimental (Ec.
7.14).
b. Modalo b de Hildebrand, usando (Ee. 7.10) y of DSC y AH, calculada (Ee. 7.15).
c. Modelo ¢ de Hildebrand, usando (Ec. 7.1} v pf DSC v AH, experimental [Ec.
T.14),
d. Modelo o de Hildebrand, usanda (Ee. 7.11) y pf DSC y AH, calculada (Ec. 7.15).
7. Modulo del programa ACD/Percapta Platform w2012, bajo licancia tamp-nra:la e
8. Programa EP| Suite v4.11 (hilpsiw : e :
Este ditimo con v sin la incorporacian pre-wa dal pr :,- del log F' Los p#‘ se ::islenmnarm
mediante DSC y los log P se remplazaron por los log &, obtenidos experimentalmante
por HPLC ™

Los diferantes maodelos cuantitativos de solubilidad se evaluaron y compararon con la S,
oblenida experimentalmente, utiizando los indicadores estadisticos AAE (Ec. 6.15) v AMSE
(Ec. .16}, ambos en escala logaritmica (desarrollados en el Capitulo 6).

7322 Desaorrollos propios de relociones cuantitotivas estructura-sofubilideod

En el presente trabajo, para el andlisis estadistico de las Q55,R, 28 cred una base de
datos conformada por compuestos externcs a la quimieca [Messma] CUYES Se: 58 hubleran
determinado experimentalmenta, en el equilibrio, a 25 £+ 3 *C y al menos por duplicado. Para
esto, se procedid a una cuidadosa recopilacidn, cuvos criterios de inclusidn se detallan a
continuacion. Primero, se estudid el espacio quimicc donde se ubican los derivados gue
forman parte de la guimicteca NBS-Hat, en tolal 145 (Ngumessca). Luego, se seleccionaron
compuestos no electrolitos, a partir de bases de datos publicadas, entre ellas, la de Jain y
Yakowsky™ y la de Yalkowsky y col® Los compuestos seleccionados fueran, en general,
farmacos, moleculas druglike v algunos de uso en agricultura v en la industria. El siguiente
criterio impuasto fue el de incluir derivados cuyos Clog P, pf y PM se encontraran dentro del
universo de valores de los de la guimicteca NBS-Hel. Se considerd, asi, el espacio delimitado
par:

* gl rango de PM de la guimislaca, 257,31-366,27 £ 100,

» gl rango de Clog P de la quimioteca, 0,92-5,88 + 0,5,

¢ gl rango de pf de la quimiocteca, 25,0-223.0 considerando el mismo limite inferior y + 17 *C
dal suparion.

Estas vanables se seleccionaron por ser fisico- ¥ guimicamente representativas. Los otros 8
descriptores utilizados [que se mencionaran mas adelante) no se los usd comao filiro, ya que
sus variaciones permitieron ampliar @ diversidad de propiedades moleculares, dentro del
espacio guimico estudiado. Ez imporania conlar con dicha varabilidad v, fambién, con una
distribucion uniforme de los datos para gue la correlacion gue surja permita generar modelos
explicativos confiables y de alta capacidad predictiva,™™

El 1ofal de derivados selaccionados (Naeeem. = 301), se dividieron al azar entra aquellos que
conformaron el conjunto de entrenamientd (Nepeeessens = 246, 81,7 % del iofal, Tabla 5.7.2,
Angxos 7.2} ¥ el conjunto de prueba o tesleo (N = 55, 18,3 % del total), que confienan
también a los & compuestos NBS-Het (Tabla 5.7.3, Anexos 7.2).%
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Las wvariables independientes ulilizadas (Nyeepess = 11) fueron tas mismas que sa
describigron en la Seccidn 7.3.1, con excepcion de los enlaces intermaoleculares en el cristal.

Todos los desarrolios estadisticos se llevaron a cabo con el programa Infostati2,'™ a
excepcion de los graficos 3D gque se realizaron con Origing.0.""* Se utilizé estadistica
descriptiva {medidas resumen), gralicos 3D y andlisis de conglomerados para visualizar
apropiadamanta al espacio quimico que ocupan los compuesios da fa quimiotaca NBS-Het y
los de fa base de datos externa.

Para avitar la oblancidn de modelos sobreajustados, se luvo en cuenia que la relacion
antre el nimero de datos del conjunio de entrenamienic (MNewemmee = 246) ¥ 8l némero de
descriplores {Nasorpoes = 11) 588 mayor a gingg. “™ %7

Para lograr modelos simples y parsimonioses, fug importanie wilizar métedos de reduccidn
de dimensiones, ya que los descriplores podrian estar correlacionados entre si. Para esto, se
recurmid a los andlisis de ACP, de arboles de regresidn, de corelacion de Pearson ¥ de
regresion ineal simple,

Las ecuaciones de Q55,.R se construyeron utiizando el ARLM. El programa Infostat
proporciona una herramianta que permite elegir los mejores resultados de una sene de
ecuaciones de ARLM, mediante el algoritmo de seleccion de modelos, Para elio, los ordena de
acuerdo & estadisticos tales coma el RY,, el MSPE, el MSE, el AIC y el BIC."™ Luego, las
ecuaciones seleccionadas se uliizaron para predecir las S.. de los derivados que forman
parte del conjunto de entrenamienta vy del conjunio de prueba o testeo (Fig. 7.2). Los valores
aslimados y los experimentales de dichos conjuntos de datos, se compararon mediania el AAE
{Ec. 6.15) y el RAMSE (Ec. 6.16), ambos en escala logaritmica (Secclon 6.3.3). Desde ef
conjunto de enfrenamiento se obtuvieron el AAE,, v &l RMSE,., y desde el conjunio de testen
al AAE,.., ¥ el AMSE,...

A partir de los mejores modelos obtenides se seleccionaron dos ecuaciones. La primera,
mas exacta, surgio del analisis de as 11 variables: en tanto que la segunda, excluyd al pf, dado
que su prediccion resulta complicada y solo se puede oblener de datos experimantales. ™'

7.4. Resultados y Discusion

7.4.1. Relociones estructura-solubilidod

Los descriptores de las propiedades infrinsecas ¥y FO mas explicativos de la 5, de los seis
derivados estudiados en esle trabajo, se presentan en |a Tabla 7.2, Es importante deslacar que
algunas propledades estan referidas a la molécula en su conjunto ¥ otras a la contribucién de
fragmentos esiructurales.
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Tabla 7.2, Descriptores mobeculares de los seis derivados NES-Het estudiados. =
BSTHQ | BSTHQa | BsBzr | Bsia | PHO- | T
PM (g/mal)* 273,35 287,38 25820 | 27335 31835 | 32046
pf(*C) " 61 o3 123 150 115 89
ey " | 1cH.0 |1oHo | :']:;:H:::‘ no" | f:ﬂn 1C-H-0
ClogP* 3,46 3,98 1,74 3,30 320 536
log kK, ° 365 4.01 3,35 3,62 a7e 517
Donores H * 0 0 i} o 0 o
Aceptores H 3 3 g 3 B 3
ASPT (A% * 45,78 45,76 73.23 45,76 94,59 45,76
PA"® 0,63 0.5 0,83 0,53 058 D52
N° de anillos arométicos * 2 2 3 2 2 2
ER" 2 2 Z 2 3 )
Volumen (4% ' 239,23 25582 | 20798 | 23e.23 | 26257 | 30548
Pol (x10™} " .0 3.2 2,78 3,01 325 375
log 5(M) ¥ -4.8 -5.3 4.9 -6.0 -5.3 5.5

' Calculado a partir del modulo ACD/Percepla a fravés de la platalorma de ChemSpider
{wawchemepider.com).”” " Determinado con fusidmetro de blogue de acero en tubo capdar. ©
Calculades con el programa Bio-Loom™ para Windows v1,5 BioByte Corp.™® © Determinades por HPLS
por Pagliero,™ a partir del factor de capacidad cromaiogréfice. " Definida como la proporcian de dtomos
gromaticos en  la molécula, Calcutado  con  Molnspiration  Program  Predictions
(e, molinspiration.com/cal-bin/propertiss). * Segon se expuso en la Tabla 6.3 (Capitulo 6). °
Estruciura no resuelta

El analisis infegral v comparativo de oz dalos mostrados en la Tabla 7.2 permitid establecer
una serne de observaciones que ameritan ser deslacadas.

+ El PM de los compuestos estudiados se encuenira enire 250 y 330 g/mol, valores que s2
correspanden con propiedades drugike (PM menores a 500) seglin lo postulado por Lipinski™
y Wieth,""" En forma simitar, un analisis de los farmacos usados actualmente en clinica, mastrd
que & B0 % poseen PM menores a 450 (hilpdwww organic-chemistry.org/prog/pend,
caracleristica asociada a una mayor probabilidad de sar absorbida y, por lo lanta, de llegar a su
sitic de accién. Por esta razdn, las NEG no deberian superar dichos limites.

* Los pf de los seis NBS-Het esludiados fueron menores a 150 °C. Eslos valores
relativamenta bajos se deberian a la exislencia en el cristal de interacciones infarmoleculares
débiles. Seqln se descrbid en el Capitulo 5, solo se enconiraron EPH de tipo G-H-O para &l
BSTHQ, = BSTHOQa, & BSBIT, el p-NO»~-BSTHQ y & TM-BSTHQ e inleracciones x--m
stacking para el BSBZT y ol p-NO;-BSTHQ. La mayoria de los compuestos druglive tisnen pf
en @l rango 75-200 °C y raramente superan los 250 “C."" Los seis derivados NBS-Hat se
encuentran dentro da estos limites, a excepcsin del BSTHQ, gue estd por debajo.
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¥ Tanto el Clog P como el log k. (con valores comparables entre si) 52 usaron como
medidas de la Bpofilicidad v describeron de manara similar dicha propledad. La excepeian lua
el BEBZIT cuyo Clog P = 1,74 fue subesiimado (log k, = 3,35). Los compuesios estudiados
presentarcn lipofilicidades con valores experimentales v calculados mayores a 3, sin considerar
el Clog P del BSBZT, y menores a 5,36. Lipinski propuso que los mejores candidatos a tener
buena BD oral, sarlan compuestos con Clog P menores a 5.7 En consecuencia, la mayoria de
oz derivados estudiados poseen valores de lipofilicidad que los favorecerian en los procesos
de absorcion y permeacion a través de membranas por difusion pasiva. Sin embargo, la misma
propiedad podria afectar a su 5,.. Esta relativamente alta lipofilicdad, también explica el efacto
positive que produjo la utiizacidn de etanol en el aumento de la 3, del BSTHQ v del BEBZT
{Capitulo 6)."

v Los derivados no posean alomos donores de H; en cambio, presentan entre 3 v 6
aceptores. Muevamente, los valores de estas propiedades se encuentran comprendidas dentro
de los criterips faverables, propuesio por Lipinski, para moléculas druglke (donores H y
aceplores de H menoras a 5y 10, respaciivamenta).

v Los derivados poseen una PA alta, mayor a 0,5, orginada por la existencia de anillos
aromaticos, tanto en la porcidn heterociclica como en el bancenasulfonil,

¥ En lo que respecia a los ER, Ios seis derivados presentaron enfre 2 v 3 enlaces, lo cual
@sla de acuerdo con el imite esiablecido por Veber, guien estudid una serie de derivados de
los cuales el 75 % de los analizados presentaban mala BD (< 20 %) y también mas de 10 ER.

¥ El ASPT, altamente relacionado al ndmero de grupos formadores de EPH, deberia ser
menor a 140 para que pueda esperarse una BD oral aceptable, Todos los derivados poseen
valores de ASPT por debajo de este limile.

En general, a partir de los descriplores de las propiedades globales de las moléculas y de la
contribucién de fragmentos estructurales analizadas (Tabla 7.2), es posible Inferir que las bajas
S, reporiadas para los derivados estudiados, estarian explicadas por sus altas lipofilicidades
{3.3-5,2), sus altas PA (= 0,5), sus pocos donores (0) y aceptores de H (3-6). Por el contrario,
las bajas energias de la red cristalina (pf < 150 *C v la existencia de pocos enlaces
intermoleculares a nivel de! cristal, ademas de débiles) contribuirian en menor proporcian. Por
gjemplo, & BSTHGa posee un Clog P de 3,98, una PA de 0.6, sus Donores y Aceptores de
EPH son 0y 3, respectivamente, ¥ un pfde 99 °C,

Otras veces puade chservarse una tendencia contraria a la analizada con los NBS-Het. Por
ejemplo, & carbendazim, posee un pf alto (305 *C) ¥y un bajo Clog P (1,71) ¥ es su alta
cristalinidad la que coniribuye mas significalivamenie a su insolubilidad en agua, ¥ en menor
medida lo hace su polaridad.™

Una situacidn ligeramenta diferante a la del resto de los compuestos estudiados se presenta
para el BSBZLT, siendo que poses un helerociclo tolalmente aromatico, establece, ademas de
dos EPH {C-H--0) y tres interacciones x--x stacking. Su energia de red cristalina seria mayor
que la de los demdas, lo que coniribuiria a la baja sclubilidad observada, a pesar de ser el mas
hidrofilico de todos os derivados estudiados (log ke = 3,35).

Par estas razones, v analizando los res tdrminos enargéticos que gobéermnan |a disolucdn
de un soluto, se postula gue una alta energia de solvatacion seria gl paso mitanie en el
proceso ermaodindmico de disolucién de los derivades de la quimicteca de NBS-Hel. Ademas,
la energia de red cristalina contribuiria, generalmente, an mayor medida, cuanda la lipofilicidad
sea baja.
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7.4.2. Prediccion con modelos de solubilidad existentes

Se recurrid al uso de algunos de los métodos predictivos de S.u.. Los resultados se
muestran en la Tabla 7.3. Todas las variables ulilizadas en estos calkculos sa detallan en la
Tabla 5.7.1, Anexos.

Tabla 7.3. Determinacidn v prediccdn de log S (M), junto al AAE y BMSE de cada modelo pradictiva,
pera ks seis derivados. Lot resultades de predicoidn se disponen ordenanda fos modelos da mayor a
menos segln su capacidad predictiva, comparando con la S.. experimental,

log 5(M) BSTHQ | BSTHQa | BSBIT | BSTHIQ | p-NO-BSTHQ | TM-BSTHGQ | AAE | AMSE
Expenimeantal -4.8 53 49 5,0 53 55

[Renyvakowsky | .- | o7 | 1.2 07 26 |38s| 410
Wang " -1,0 2.0 0.3 1.8 1,2 3.4 3,77 | 388
Yalkowsky ° -3.4 -4,3 2.3 4 2 3,6 5,5 140| 1,82
ACD? -3.7 -4,0 38 3.4 -4,2 -5.0 1,26 141
EPI-5° 4.7 -5,2 2.7 -39 -5.3 -7.0 029 1,37
Dalanay ' 4.2 -4 31 4.1 4.3 56 1,00] 1,18
Abraham y Le ¥ 4.0 -4.5 a9 4,1 4.8 -85 o86| 1,01
EPI-C" -4,0 -4.8 4,2 4,8 4,7 5.7 066 | 0,72
Hiidebrand ¢ 4.8 5.7 5,1 65 57 6.3 040 | 047
Hildebrand a' -4.8 -5,5 5,8 65 54 5.3 020 | 037
Hildebrand &" -4.8 -5.2 5,3 -5,8 -5,0 5.1 021 | 0,26
Hildetrand o' 4.8 5.4 4.8 £8 53 -6.,1 018 | 0,26

? Bcuaciin General de Solublidad (EGS) de Ran y Yelkowsky™ ° EQGS de Wang., ° EGS oe
Yalkowsky,™ " AGD/Percepta Platiorm, Madulo ABSOLY del programa ADME Boxes,™ (desarrcllado
por Advanced Ghemistry Development). " Modulo Estimation Program Interface (EPI) Suite, sin pf y log
P expermaniakes (desamollado por EPA's Office of Polfubion Prevention Toxics and Syracuse Research
Comp). ' EGS Extendida de Delansy.™ ¥ Ecuaciin de Abrsham y Le, celculada usando el modulo
ABSOLV del programa ADME Boxes.™ " Modulo Estimation Frogram Interface (EPI) Sulle, con pf v og
P lcomo log k. expenimentales.  Modelo ode Hildebrand (Ec. 7.11), usando pf DSC y AH; experimental
{Ec. 7.14). ' Modelo 2 de Hildebrand (Ec. 7,10}, usando of DSC y AM, experimental (Ee. 7.14). " Modedo
b de Hildebrand (Ec. 7.10), usande pf DSC y AM, calculada (Ee. 7.15). ' Modslo o de Hildebrand (Ee.
7.11}, usando pf DSC v AM, calculada (Ec. 7.15),

Los tres modelos basados en la EGS no mostraron buoena exactitud en la prediccion,
posevendo valores de AAE y RMSE por encima de 1.4 unidades logaritmicas. En general,
estos maélodos sobrestimaron los valores de 5. Cuando se analiza la EGS extendida de
Delaney,™ como asl también, el modelo basada en la solvatacidn (Abraham ¥ Le®™. los
resultados tampoco mejoraron. En cuanto a los programas prediclivos de solubilidad, se
obsarvo que la mejor prediccion se logrd con el EPK-Suite considerando los pf v log ke
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experimentales (EPI-C), aungue se vio, una tendencia a la sobreestimacion de las
solubilidades. Los demas programas (ACD y EPI-5) arrjaron resultados menos satistactorios.
En general, se considerd gue aquellos modelos con AAE mayores a 08 no serian
recomendables para ser ulilizados en la prediccitn de los compuestos de la guimioteca.

Las discrepancias observadas, entre los valores calculados y 108 exparimentales, se podrian
deber a que los compuesios ulilizados en el entrenamiento de los modelos, poseen una
naluraleza quimica diferente a la de los NBS-Het, A una conclusion similar legé Remko'™ en la
prediccign de log P, donde muchos de los metodos ulilizados funcionann bien para una
determinada clase de compuestos, pero sa obluvieron grandes emores en otras seres de
denvados con caraclerislicas estructurales diferenciadas. Varics aulores postulan gue se
lograrfan mayores progresos en los modelos predictivos, utilizando bases de datos de gran
tamafio y diversidad, gue cubran amplios rangos de solubilidades,™ aunque fa utilizacién de
datos especiicos, con dervados relacionados estructuralmente, podrian arojar buenos
resultados. Ademas, seria indispensable el us0o de conjuntos de datos con solubiidades
experimentales de alia precision.®

El método basada én la aproximacidin de Hildebrand resulté alentador, logrando buenas
axactitudes an general. Sin embargo, |a mejor prediceion se consiguid al utilizar el modeio d,
obteniendo valores de AAE v RMSE de 0,18 y 0,26, respeclivamente. Es claro que la inclusion
de datos experimentales en las acuaciones, mejora significativamente 1a capacidad predictiva.
Asi, se pudo aplicar este método de forma segura, en la prediccion de la solubilidad de otros
derivados de la guimioteca. Para ello, sa incluyd el voluman molar (el cual se obtuvo a partir del
programa Molinspiration) v el pf del compuesto, También, se analizd la capacidad predicliva del
modalo de Hilkdebrand, graficando fas solubilidades estimadas en funcidn de las experimeniales
{Hg/mL) de los seis derivados (Fig. 7.4). 5e obluvo una pendiente cercana a 1 {1,18) y un
coeficiente B = 0,80, lo que da idea de la buena capacidad predictiva que tiena este modelo.

4.8,
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ESTHD
5 .| S caboulada = 1,18 (1 0,20) 3, experisential = 084 {1 0,43)
E Sl F= 0,50 5 = 00038
;S
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-
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 ERe
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1
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tolubikdad experiments [ppfml)

Fig. 7.4. Solubilidad calculada vsanda ef models e Hildebrand (@) versus [a solubtidad
experimental {an pgimL).

7.4.3. Relaciones cuantitativas estructura-solubilidad

Para comenzar con el estudio cuantitativo, se analizaron las caractersticas de la guimioteca
de MNBS-Het, sobre la cual se quiera predecir la S... Para esto, se recurrid a un analisis
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estadistico descriptivo a partir del cual se obtuvieron las medidas resumen expuestas en la
Tabla 7.4, que permiten describir en forma resumida dicho conjunta de datas.

Tabla 7.4. Medidas resumen de la guimioteca NBS-Hat N uasme-. = 145)

Variable Psiimicinci Media s0 Min M
M 145 309,81 23,29 257.31 366,27
pric) 145 125.02 36,71 25,00 223.00
Clag P (Bio-Loom™ 145 3,52 1.00 0,82 5,88
log &, (HPLC) Fi 4,10 0,69 2.87 5,69
Daonores H 145 0,16 0,46 0,00 2,00
Aceptores H 145 4,36 1,40 3.00 8.00
ASPT (A% 145 GRET 24,00 4576 136.96
PA 145 0,67 0,10 0.50 0,83
M= aniBos aromaticos 145 2,41 0,49 2,00 3,00
ER 145 257 0,50 2.00 3,00
Volumen (A% 145 254,50 2383 20783 322,06

Las moléculas se seleccionaron de las bases de datos de Jain y Yalkowsky™ y de
Yalkowsky y col. ™ considerando log criterios de Inclusidn expuestos en la Seccidn 7.3.2.2 v sa
eliminaron las enfradas que estuvieran repetidas. Asi, se obtuvo un conjunto de 301 moléculas
Nasmmals CUYEs medidas resumen s muestran en fa Tabla 7.5 El conjuntc de. datos
seleccionados cubre un rango de sofubilidad relevante en el proceso de descubrimiente de
iarmaces (-8.5 a -0,45) lo que respalda, también, la propuesta de seleccidn.®

Tabla 7.5. Medidas resumen de la bage de dalos extema (Nygee. = 301},

Variabla [, I Media S0 Min Max
P 40 260, 78 A0 150:13 428,12
of (G 30 100,25 59.87 25,00 240,00

Clog P am 381 1,53 0,54 6,85

Dancees H am 0,35 087 .00 3,00

Aceptores H a1 2,18 28 0,00 2,00
ASPT 01 3,52 32.95 .00 137,40

PA 301 045 i 0,00 1.00

r* anillos aromaticas 301 1.27 1,048 0,00 5,00
ER - - 301 245 240 0,00 11,00
Volurmen (A7) am 211.94 G843 65,21 381,43
Pol {x 10™ cm®) an 261 0,77 0.88 4,23

log 5 {experimental) 201 -4 41 1,72 8,449 -0.45

Con al fin de evaluar la diversidad existente denitrc de este conjunio de compuestos, ce
realizd un grafico de dispersién 30, del espacio quimice definide por Clog P, pf y PM.™ EI
metodo del espacio quimice es muy ulilizade, va que plantea que un compuesto tendera a
poseer valores diskntvos para ciertas propiedades, lo gue se ve reflgjado en su distribucion en
un espacio multidimensional.™ La Fig. 7.5 muestra la representacién 3D de los espacios
gquimicos de la quimioteca (A) v de la base de dates externa (B), y sugiere gue el conjunto de
datos seleccionatos posee gran diversidad.
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Fig. 7.5. Espacio quimico 30 definide para la guimictesa de MBS-Het [A) v para Ia base de datos exdiema
B}

Los gréficos 3D {Fig. 7.5) muestran gue |a mayoria de los datos (tanto de la quimioteca
come de la base de dalgs) estan uniformemente distribuidos en gl espacio gquimico definide
para moléculas con caracteristicas drglke [zona druglke) 1al como o dentifican las
propiedades de Lipinski’™ El estudio anterior se complementd con un andlisis de
conglomerados, el cual se realizg teniendo como criteno de clasficacion a los 307 compuestos
y analizando las 11 variables seleccionadas. Se utilizd la distancia Euclidea para caleular la
matriz de distancias y se compararon cuatro algoritmos de conglomeracion jerarquicos:
promedic, encadenamiento simple, encadenamienitc completo y ward (Tabla 7.6). El
dendrograma del métoda con mayor correlacion colendtica se expona an la Fig. 7.5 148

Tabla 7.6. Corelacliones cofenébicas de los dilerentes métodos de analisis de conglomerados (promedio,

ancacenamiens simpke, encadenamienio compiels v ward) tenlendo comg criterio ée dasificacidn & los
301 compussios de la bass de dalos exlerna.

Metodos
Promedio {Average Encadenamiente Simple “Encadenamiento Completo Ward
linkage) (Single linkage) [Complete linkage) N
0,702 0,542 0,623 0,515
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Fig. 7.6. Dendrograma del método con mayor cormelacion cofenética (promedio),

Con el algoritmo jerdrquico promedio (average fnkagel se obtuvo la mejor comrelacion
cofenética. En el dendrograma de la Fig. 7.6 se observa como los compueslos se agrupan
segln su similitud en cuanto a las variables analizadas. En el grafico no se pretende analizar
cada compuasto en forma especifica, sino la tendancia general, Las muestras que se unen
mas cerca de la izguierda de! dendrograma son mas similares gue aguellas que se unen an la
parte derecha. ™' En dicho dendrograma, se fijd un criterio de corte arbitrario a ia distancia 3.8,
dado que se suele frazar una linea de referencia a una distancia igual al 50 % dal maximo
[cercana a 7,5).5" A parlir de esto, se pudo comoborar que los derivados se encuentran
distribuidos uniformemente, porque se presanian muchos agrupamientos diferentes antes dal
valor de corte ffado.

Comao primera aproximacion, se analizaron las 11 variables y su contribucidn sobre el log 5,
estudiando & conjunto de entrenamientd (Neseemes = 246). Para ello, se llievd adelanie un
ACP, como método de reduccidn de dimensiones y para determinar qué variables eslaban
correlacionadas enire si vy cuales tenian mayor peso. En la Fig. 7.7, se observa el grifico bipiot
obtenido para las 11 variables, donde solo se muestra el construido con l0s dos primeros
componentes principales (GP1 v CP2) que lograron explicar el 67 % de la variabikidad total, A
iravés oe la Tabla 7.7-Aulovalores, se vio gue los fres ejes axplican un 7B 9% de |a variabilidad.
El peso de las variables se analizé a partir de [a Tabla 7.7-Autovectores.
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Fig. 7.7. Biplol ded ACP, CP1 varsus CP2 [5& representan los veciones de cada variable y la distribucion

de loe 246 derivados en estudial,

Tabla 7.7, Analisis de componentes prindpales, AGP [Nimepmres = 11, Aulovalores

Lambda Valor Proporcion Prop Acum
1 4,43 040 0,40
2 2,96 027 0.67
3 1,24 0.11 078
Autoveciones
Wariables el a8l
Clog P 0,07 0,48
g 0.27 018
P 0,34 022
Daonores H 0,30 -0,16
Aceplores H 037 =020
ASPT 0,39 a2
Pa 0,12 043
N* de anillos 0,03 047
ER 021 -010
Volumean 0.42 0,21
Pol 037 034

Los autovectoras reportados (@1 y 82) muesiran los coehicientes con que cada variable
original fue ponderada para conformar las CP1 y CP2. En este cazo, fue evidente que, al
construir la CP1, las vanables PM, pi, Donores H, Aceptores H, ASPT, ER, volumen y Fol
reciban los pesos mas altos (todos positivos). El mismo andlisis puede realizamsa sobra CP2.

De acverdo a los resultados obtenidos en al ACP, se observd que las variables se agrupan

en ires sectores:

# Sgctor 1, Imtegrado por Clog P, PA y WN® anillos. Estas variables presenian lave
corredacion (Angulo enfre las vacloras manoras a 90 °); tenianda alto peso en CP2.
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#  Seclor 2, inlegrado par PA, volumean, Pal y pf. Estas poseen leve cormelacidn v tlenan
alto pesoc en CP1,

e Seclor 3, formado por Donores H, Aceplores H, ER y ASPT. Estas tienen clerta
corrglacidn anire si; siendo varables de alto peso en CP1.

= A sy vez las variables que integran los sectores 1 v 3, estarian algo correlacionadas en
forma negativa [angulo entre vectores ~ 180 °)

* Las variables de los sectores 1 y 2 presentarian baja cormeiacion [dngulo entre vectares
=80 %,

El andlisis de la influencia de las 11 variables en estudio también s llevd a cabo mediante
un arbgd de regresion (Fig. 7.8}, Los resultados obtenidos demuestran que los descripioras mas
importantas (con mayor pese) para explicar la 5, fueron Clag P, PM, Pol, of y N aniflos, ya
que ocupan los nodos principales. Es de destacar la congruencia entre este hallazgo y los
encantrados mediante ef ACP, ya que son las mismas que mostraron un afto peso en CP1 y
CP2,
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Flg. 7.8. Arbol de regrasihn a partir de 1as 11 variables estudiadas,

Luego da realizar una revisién general del comportamiento entre las 11 variables estudiadas
¥ su relacion con la variable dependiente, log 5, a través de las dos Ecnicas anteriores de
andlises multivanado, se prosiguid con & estudio de la correlacion de Pearson entre la variable
respuesta ¥ las 11 variables restantes (Tabla 7.8).
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Tabla 7.8. Cogficientes de comrelacion de Pegrson (o) enfre |a varabie respliesta, log & v &l resto de 1as
variables independigntes.

Variabla{1} Variable(2) Plgedrn i o
fog & Clog P 246 4,58
g 5 of 2446 0.3z
g & P 246 0,50
log 5 Donoeas H 246 n.2av
log 5 #ceptores H 246 024
log 5 ASPT 245 0.21
log 5 B 245 0,48
g 5 2 anillos 244 -0,53
log S ER 246 002
log 5 Vicluman 248 -(,38
log & Pal 248 (1,56

A partir de este andlisis podemos concluir que Clog P presenta la mas alta comelagion
negativa con log 5 {p = -0,88). ER presantd la correlacsin de Pearson mas baja (p = 0.02).

Se realizd un analisis de regresitn lineal simple, entre el log S y cada una de las variables
independientes en estudio (Tabla 7.9). Este resultd congruente con el analisis de corralacion de
Pearson realizado. La variable Clog P presenta los mejares estadisticos y es |a mas explicativa
del log 5 (Cp de Maliows mas grande}. conclusidn a la gue tambien aribaron ofros
investigadaras. ™ El rasto de las vanables presentaron estadisticos manos prometedoras, entre
elios R*, = 0,31, MSPE, AIC y BIC mayores a los obtersdos con el modelo 7.1 y valores F
menores. Aungue los valores de significacién o para la prueba de hipotesis de regresion
indicaran que todos (a excepcion de ER) posaen una regresion lneal significativa (p< o = 0.03}
con el log 3
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Tabla 7.9, Anafisis de regrasion lineal eimple anire el log 5 y cada una da las vansbles independienies
en esiudm |:nn1|-\.|-mr|'ﬂ-|'m - WEL

Modelo log 5= H‘.| MSPE MSE  AIC BIG 1] Cp F
-0,89 (= 0,03) Clog

T4 e oezitnie 078 070 065 G0BE3 61935 <00001 87459 87717
0,01 (+ 0,0018) pf -
7.2 376 (+0.91] 005 304 298 %7133 931,84 00004 1382 1287
-0,01 (£ 0,0014) o
T3 pM-t1i7(@o0ay 05 288 235 91213 D265 <00001 €341 8275
0,73 (+ 0,16)
74 DoneresH-48B(+ 007 2895 281 96501 97552 00001 2048 1055
0,12)
0,20 (40,05
TS5  Aceptores H-4,84 005 302 257 96080 98040 00002 1532 1437
[£0,16)
0,01 (20,0033}
7.6 ASPT - 4,77 (+ 0.04 306 301 97321 98373 00011 1187 1091
0.16)
0,01 (+ 0,05} EA -
.7 44 (% 0.18) 00003 3,79 314 98389 99440 07761 108 D08
-0,85 (+ 0,09) N
7.8 anillos - 3,35 (+ D28 23 226 00821 913,73 <00001 9543 0481
0.15)
-2,53 (+10,30) PA - ,
o 9,29 (£ 0,16) 023 247 243 92014 93085 <0000F 7299 7229
0,01 (4 0.0015)
740 Volumen-233(+ 014 272 268 04484 05515 00001 4313 4230
0,34}
1,25 {£ 0,12} Pal -
7.11 1,16 (£0.32) 0,31 220 216 @9208 90259 «00001 111,06 110,50

Para obtener conclusiones cuantitativas acerca de las correlaciones entre las regresoras v
complementar los resultados obtenidos por el ACP, se recumia al analisis de comelacion
intervariables de Pearson. La varable ER fue excluida en este analisls, dada su baja
correlacidn con el log 5. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7.10. Se halié una
alta correlacidn positiva (p remarcado en rojo) enfre PA v M® anillos (g = 0,88), enire Pol, PM v
volumen (o = 0,6) ¥ entre Aceptores H ¥y ASPT (o = 0,83). Esto indicd que dichas variables no
debian ser consideradas en un mismo modelo, para cumplic con el criterio de orogonalidad ¥
avitar |a multicolinealidad, Entre las demas variables, el p fue manor a 0,6, por lo que no sé las
considerd carrelacionadas. ™
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Tabla 7.10. Matriz de correlacion intervariable (Namemose = 10, Dpsipnamigns = 246,
ClogP pf PM Donores H Aceptores H ASPT (A®) PA N anillos VM (A% Pal

ClogP 1,00

pf 0,10 1,00

PM 030 045 1,00
Donores H -0,44 -047 024 1,00
Aceptores H -046 020 0.7 0.45 1,00
ASPT(A®) -043 D28 D42 0,48 0,93 1,00

PA 0.46 -0,10 -0,14 -0,24 -0.26 031 1,00

Neanlllos 046 0,10 -T4x10%  -019 -0,14 020 088 1,00

VvM{A% 017 058 078 0,41 0,52 D54 014 006 1,00

Pol 0,34 057 0B0 0,32 0,38 0,41 oo?y 028 oaE  1.00

Con la informacion oblenida a partir de los andlisis esladisticos dascriplos anteriormenta y
lenigndo en cuenta criterios FQ, se realizd un primer ARLM, con el fin de desarroliar nuesiro
primer modelo, al gue dercminamos Modelo |, ulilizando las 10 variables independientes
seleccionadas, S recurrid al algontmo de seleccién de medelos que poses Infostal, para
esiudios donde se cuenta con muchas variables. El programa permitid calcular los mejores 100
modelos de prediccién, para cada estadistico: R, MSPE, MSE, AIC y BIC (cada uno por
separada). ™ A partir de ella, se obluvieron los resullados expuestos en las Tablas 5.7.4-8
(Anexos 7.2). Se consiguieron modeles con 4 a 10 vanables independientes. Por lo que se
considerd como criterio de inclusion un Niecpuees = 5. Esto se establecio para cumplir con el
principio de parsimaonia, dado que |os diferentes modalos conducian a resullades comparables.
Da los modelos seleccionados cON Numopons = 9, 58 eliminaron aquelios repetidos, quedando
los 15 modeks, gue se muestran en la Tabla 7.11 {se omiten los coelicienles y sus
esladisticos). Luego, & corrobord gue las variables independientes de los diferentes modedos
no estuvieran intercorrelacionadas entre si ko que permitic desestimar los modelos 3-9 (en
rgjol. Finalmente, se obtuvo un total de B modelos, con 4 o 5 variables |Nasegmen) cada uno.
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Tabla 7.11. Modelos con Ny 5 5 s8leccionados desde &l 1oial de modelos chienldos.

Modelo

o o4 W By =

= =l M

it
12
13
14
15

[ [T —

LnoEn e dw

noonothtn oW oinodn o&n oL oon b

Descriptoras
Clog P of
Clag P ol
Clog P fil
Clog P fl
Clog P of
Clog P o
Clog P il
Clog P [}
Glog P 1
Cloag P ol
Clog P o
Clog P i)
Clog P pt
Clog P pf
Clog P pf

PR
P
PR
P
Pid
P
Fhd
Acopiores H
ASPT
PiA
PR
P
A
Phd
Fid

PA

M* anilbos
Fa

P&

P&

K™ anitbos
M7 aniliss
W

Wi
Danores H
Donoras H
Aceptores H
Aceptores H
ASPT
ASPT

H* anillos
Pal
WA
Fal
WA
Pl
Pal
P&
N* aniflos
F#
M= anilos
PA
W andlos

Capitulo 7

Con el fin de obtener un modelo que pueda ser aplicado en etapas de disefio (previo a la
sintasis del denvado) se desarrolld e Modelo Il. Para ello, se realizd un sagundo ARLM con
lag 10 variables anteriores, pero excluyendo al pf La racionalidad de este criterio de exclusidn
esiriba en el hecho de gue el pf es la Onica variable que deberia ser determinada
experimentalmente, dada la dificultad de su prediccion.™ También, se utilizd el algoritma de
saleccion de Infostal, a partir del cual 2e calcularon los mejores 100 modelos de pradiccidn
para cada estadistico (Tablas 5.7.9-13, Anexos). Se hallaron modelos con 3 a 9 descriptores.
Se considerd como criterio de iNClUSION UN Negemes: = 4 ¥ 52 aliminaron aguellas entradas
repetidas. Esto redujo las ecuaciones a 18 (Tabla 7.12). Ademas, una vez descarados los
modelos 3-8 y 15-18 (en rojo en la Tabla 7.12) debide a que las variables independientes
estaban intercorrelackionadas, se obluvo un lotal de B modelos con 3 o 4 variables (Naescimoes -
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Tabla 7.12. Modelos con Neggpoes % 4 seleccionados desde el tolal de modelos (Rywoigioms = 9, 5in

considerar pf},

N® MNasscripmms DESCriplores
1 3 Clieq P
2 3 Clog P
| 3 Clog P
4 4 Clog P
5 4 Clag P
B 4 Clog P
7 g Clog P
& 4 Clog P
a ] Clog P
10 4 Clog P
11 4 Clog P
iz 4 Clog P
13 4 Clog P
14 4 Clog P
15 i Cog P
16 4 Ciag P
i7 F Ciag P
18 i Clag P

PM
PM
Wi
Phl
P
P
Fh
Pid
PM
P
P
P
P
PM
Aceplores H
ASPT
Ph
Fa

Fa

e anillos
Pal

Marilog
Marilios

PA

FA

Fi

Dorores H
Donores H
Aceptores H
Aceniores H
ASPT
ASPT

WM

Wi

W

Wi

Capitulo 7

Pal
Wi
Pal
Wi
N* anillas
P
N* anillzs
P
M anilbos
P
k= anilios
Puol
Pol
P
Pod

Los 8 modelos provenientes desde ambos AALM se presentan en las Tablas 713 v /.14

con todos sus estadisticos. A partir de los resultados mostrados, se concluyo que las modelos
de regresion multivariable mejoraron significativamente con respecito a los modelos de
regresidn simple. Por ejemplo, el Modelo 7.1, en el cual solo se utilizd al Clog P como
regresora, posee un RS, de 0,78 (Ec. 7.1, Tabla 7.9) miantras que los gue utiizan vanas
regresoras poseen A, » 0,87 (Tablas 7.13 y 7.14). Por lo tanto, agregar mas variables aporio

nueva informacion mportants.
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Tabla 7.13. Modelos de regresidn multivariable seleccionados (& muesiran las varlables, sin cosficientes y estadisticos) a parnir del primer ARLM.

MOUEID  Maserirors Variables R, MSPE  MSE s BIC F  AAE," FRAMSE,. AAE.. AMSE.
77 ] Clog P, pf, PM y PA 0,81 0.1 030 40630 42734 5BaSE 052 0,68 0,55 n72
7.18 4 Clog P, pf, PM y N® anilles  0.890 0,31 030 407,00 42803 S5B413 054 a7 0,57 0.75
7.49 5 Rlog P, ""‘;:;"f“"'"“ H bs1 o030 020 gsess 42311 48750 154 168 189 174

Clog P, pf. PFM, Danores
7.20 5 1
Hy N* anilios 081 0M 028 40034 42487 48377 047 0,64 0,49 0.67
log P, pf. PM
7.21 5 e ‘“E. ; F_::W'“”’E“ DS1 D31 029 40431 42584 47525 052 0,68 055 07
7.22 5 Clog P, o, PM, Acepiores oo, p32 030 40626 43080 47111 0.51 088 0,54 0,72
H v = amillas
, Clog P, pf. PM. ASPT
7.23 5 Chog F.p s BFTY  ge1 o3 029 402,02 42656 48014 0,52 0,69 0,55 0.71
Clog P. o, PM, ASPT y N* y
7.24 5 og F. o, i M oem 031 029 40396 42849 47600 050 0,68 0,53 070

* AAE,..: Error Absoluto Promedio dal eonjunto de ernrenarnien'.nll'-tllsE,_.,_: Error Cuadraticn Madio del conjurio de entrenamisnto,

Tabla 7.14. Modelos de regresion seleccionados (se muestran las varisbles, sin cosficiendes v estadistices) a pariir del segundo ARLM, sin conslderar el pf,

[T — Variables R, MSPE  MSE AIC  BIC F  AAE.. RMSE,. AAE, RMSE,.
725 3 Clog P, PM y PA 0,87 041 0,40 476,79 494,32 563,71 O,68 083 a7 0,80
T.26 3 Clog P, PM v N° anillos 0.ER 041 0,58 472686 490,18 574,63 0. &1 088 0,85 1.04
727 Cogf.PM. BonolesHY g7 a2 040 47B70 40m8z 42104 088 083 070 088
7.28 4 Clog P, ::‘Eﬂ?ﬁ::’"” Y pe7 041 030 47485 40568 42020 082 0,99 0,86 1,08
7.28 g COR P MeRCSHY g7 042 040 47786 dome0 42286 076 0% 07 097
7% A Fr:.:f'aiﬁfﬁms HY ne7 o4 030 47440 49543 42970 085 102 0,80 1,08
731 4 Clog P, PM, ASPET v PA 087 041 040 47688 48001 42480 0,80 0,58 B3 1.00
T2 d Clog P, PM, ASFT.y N° 0,BE 0.41 0,33 473,58 48461 43134 0,91 1,08 0,95 1,13

aniilos

* AAE,...: Error Absoluto Promedio del conjunto de En1rer.ami-entarmﬁ.§,m Eror Cuadrdtico Media del conjunto de entrenamiendo.
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A partir de la Tabla 7.13, se puede concluir que el Modelo 7.20 posee los mejores
estadisticos, entre allos mayor RY,, menores MSPE y MSE, menares AIC y BIC y mayor F.
Ademas, presentd los mas bajos AAE y AMSE, tanio en el conjunto de enfrenamienta, como
en el da lestes. Ademas, se trata de un modele simple y parsimonioso. Por o que se lo
selecciond como @l Modelo | de prediccidn, de mayor exaclitud, para cuando se cuenta con el
pf experimental del compuesto, Los coeficientes de regresidn y estadisticos comespondientes
al Modelo | (7.20 de la Tabla 7.13) se exponen en las Tablas 7.15.

Tabia T.15.A. Resultados del Modelo I coaficientas de ragrasion ¥ estadisticas asociadas.

Coeficlente  Estimador  E.E.' LI (85%)" LS (85%)°T T' o cp®  WVIF'
aonslants {ije=F ! 014 0,66 1,2 BED  =0,0000
Clog P -0,84 0,03 -0,90 0,78 2681 <0,0001 72817 208
pf -0,01 7ax10? 00 0,01 8,34 <0,0001 9194 165
PM 00047 Bax10t 00 00035 756 <0,0001 61,20 1,71
Donores H .20 0.07 0.ar .33 283 0,0037 1357 LT
N° anilios -0,24 0,04 -0,31 40,16 6,41 <00001 4582 142

“ E.E.: Error astandar de estimacion - LI y LS (95 %): Limiles de intenvalo de n.:nnr;anza algeE % T
Estadistico T de confraste para probar 1a hipdtesis que &l parametro vale caro ° o El valor de
significacitn o para la prueba de hipdiesis basada en T. " G Cp de Maflows. ' VIF: Factor de inflacidn
de la varienza (del ingkés Variance Infiation Factor), medida para identificar multicofinealidad.

Tabla 7.15.B. Cuadro de Andlisis de ka Varianza (50 tipo 11},

F.v.* sc” gl - cM* F* P
Modelo 693,08 5 138,62 483,77 =0,0001
Clog P 209,00 1 209,00 724,18 <0.0001

pf 25,18 1 25,18 B7.29 <0,0001
(47 16,48 1 16,49 57,14 <0,0001
Donores H 248 1 248 8,60 0,0037
N° anlllos 11,86 1 11,86 41,00 <0.0001
Error £9,26 240 0.29
Total 767,35 245

TF.V. Fuenies de vanackan. | S0, Suma oe cuadrados. | al: Grados de libertad. | CM: Cuadrados
minimos. " F: El valor F, gue rapresanta una relacion de varianzas, ' p: El valor de significacidn o para ka
prusba de hipotesis basada en T.

Las 5 regresoras tuvieron un valor p < 0,05, es decir, que presentan relacion lineal
significativa con &l log S, lo cual justifica la ulilizacion de cada una de ellas (Tabla 7.15.4).
Como se vio anteriormente, la regresora Clog P es la gue tiene mayor importancia predictiva en
aste modelo (mayor peso sobre &l log 5). dado que poses al mayor Cp da Mallows. A la misma
conclusion ze aribd en el analisis cuafitativo, yva que a partir de los seis compuesios
saleccionados se alcanzd el mismo resultado, indicando que ellos son buenos regresantantes
del total de compuestos de la quimioteca.

Tomando la mformacidn sobre los coeficientes de regresidn de la Tabla 7.15.a, se puede
escribir la ecuacidn de regresidn del Modelo I

log S =-0,84 {+0,03) Clog P - 0,01 (* 7,3 x 10" pf- 0,0047 (£ 6.3 x 10"} PM + 0,20 ( 0,07)
Donores H - 0,24 (+ 0,04) N° anilies + 0,94 (£ 0,14)
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Para verificar la adecuacidn dei modelo y lograr un mejor analisis de las relaciones. se
hicieron los graficos de residuos parciales en funcidn de cada una de la regresoras (Figs. 7.9-
13). A partir de esio, y de los resultados de la Tabla 7.15, s& observd que las variables

seleccionadas se relacionan linealmente y de forma negativa con
Donores H.

el log 5. a excepcion de los
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Fig. 7.13. Residuos parciales versus N° anillos.

Fara conocer algunos elementos de diagndstico def ARLM, se obtuvieran los graficos de
residuns estudentizados wversus predichos y la distancia de Cook (Figs. 7.14 y 7.15). En &l
primer grafico, =& ve que & modelo estd bien ajustade v los supuestos del modelo (normalidad,
homocedasticidad” e independencia) se cumplen, ya gue el 95 % de los residucs
estudentizados estén entre -2 v 2, y los puntos se distribuyen aleatoriamente. En la Fig. 7.15, si
bien una observacion se separa del resto (#245), su distancia de Cook as menor a 1, por lo
cual no sa considera una chservacion anomala.

Un madelo predictvo presenta homocedasticidad cuando la varianza del error de la variakla
anddgena & manlisna a ko lergo de las observacionss. En obras pelabeas, la varianza de los amores as
constante,
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Consideranda la ecuacion obtenida para el Modelo |, s calculd la 5., de los 248 derlvados
que integran el conjunto de entrenamiento (Tabla 5.7.2, Anaxos 7.2). La capacidad predictiva
del modelo s2 evalud con e AAE,, y & AMSE,, que resultd de 0,47 y 0,64 respectivamenta.
Resultados similares fueron obitenidos por Jain y Yalkowsky ™ Analizando los residuales entre
valores de log & expenmentales y calculados (log 5 experimental - log S calculada), el 89,4 %
da los valores predichos se encuentran por debajo de la unidad comparados con los valores
observados experimentaimente.

La validacion del modelo se realizd mediante la exploracién del conjunto de tesleo (N =
55). Todos los derivados y sus valores de S5, se presentan en la Tabla 5.7.3, Anexos 7.2. La
capacidad predictiva de dicho modelo s avalud con AAE. v AMSE.., cbleniéndose valores
de 0,49 y 0,67, respectivamenta. Ellos estan en el mismo orden que los errores expuestios en la
Tabla 7.1 & incluso, en algunos cases, poseen mejor capacidad predictiva. Si se analizan los
residuales entre los valores de log S experimentales y los cakulados, el B7.3 % de los log S
predichos con este modelo caen por debajo de 1 con respecio a los valores experimentales,
Otros modelos desarrollados. entre ellos el da Yalkowsky y col. raportan valores de 83 %%

Al analizar los resultados mostrados en la Tabla 7.14, se puede concluir que el Modelo 7.25
posega buenos estadisticos (entre los mejores de esa seleccidn) y es simple y parsimonioso
MNaescrpnes = 3}, EN consecuencia, se 0 selecciond como el Modelo Il de prediccion, para
cuando se desed inCorporar un nuevo compuesto a la guimicteca ¥ no se cuenta con el pf
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axperimental. Los coelicientes de regresidn v estadisticos correspondientes al Modelo Il (7.25
en la Tabla 7.14) se exponen en fa Tabla 7.16.

Tahle T.16.A, FIEE.thadus dal hIEialn Il; coeficientes de regresidn y aﬂaElali::ua asociados.
Coeficiente  Estimador E.E." L {!DE‘IE} g LE{EIE:H 2 T p- cp*® VIF '

constanto 1.13 017 0,80 147 B.66  <0,0001
Clog P -0,78 0,03 -0.64 -0,71 2456 «<0,0001 60383 1,53
FM 0,01 g2xi0" 001 -0,01 -1288 <0D0DT 16782 1,24
PA -1,10 0,14 -1,38 -0,82 770 <0,0001  B202 142

"E.E.. Emor estandar oe esimacion © LI y LS {95 %): Limiles de nlervalo de confianza al 95 % - T.
Estadistico T de contraste para probar 13 hipdtesis que el pardmetro vale cera " p El valor de
significacién p para |a prueba de hipitesis basada en T. * G Cp de Mallows. ' VIF: Facior da inflacion
de la varianza (del inglés Yarance feflalion Factor}, medida para identficar multicolinealidad.

Tabla 7.16.8. Cuadro da Andlisis de la Varianza {SC tipo 111,

A sC* gl cM " F* p'
Modelo 671.28 3 223,76 563,71 <0,0001
Clog P 230,48 1 239,48 603,31 <0,0001

PM 65,69 1 65,69 165,50 =0,0001
PA 23,54 1 23,54 58,30 <0,0001
Error 96,06 242 0,40
Total 767,35 245

TF.V.. Fuentes de variacion. | SC: Suma de cuadrados. | gl Grados oe libertad. | CM; Cuadrados
minimos. " F: Elvalar F, que represania una relacion de varianzas. ' pr El valor de significacion p para la
pruaba de hipdesis basada an T,

Las 3 regresoras presentaron un valor o < 0,05, es decir que tienen relacidn lineal
significativa con el log 5, lo cual justifica la utilizacién de cada una de ellas (Tabla 7.16.A).
Tomando la informacidn sobre los coeficientes de regresion se puedsa escribir la ecuacion de
regresidn del Modelo I

jog 5=-0,78 (+0,03) Clog P - 0,01 (£ 6.2 x 107) PM - 1,10 (+ 0,14) PA + 1,13 (£ 0,17)

Para verificar la adecuacion del modelo, se realizaron los graficos de residuos parciales
versus cada una de |a regresoras (Figs. 7.16-18). A partir de eslo, y de los resultados de la
Tabla 7.16, se observa que las varables seleccionadas sa relacionaron linealmente y de forma
negativa con al log S
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A partir del grafico de residuos estudentizados versus predichos (Fig. 7.18), se ve que el
modelo @std béen ajustado v los supuestos del modedo se cumplen. Con ka Fig. 720, si bien una
observacion se separa del resto (#88), su distancia de Cook es menor 2 1, por o cual no sa

considera una observacion anomala,
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Utilizando la ecuacidn obtenida para el Modelo Il, s& calculd la 5. de los 246 derivados
que integran el conjunto de entrenamiento (Tabla 5.7.2, Anexos 7.2). La capacidad predictiva
del modelo se evalud con &l AAE,, v el RMSE,,, que resulld de 068 y 0,83, respectivamenta.
Analizando los residuales entre valores de log S experimentales y calculados ({log S
axperimental - log S calculada), el 78,9 % de los valores predichos sa encuentran por debajo
de la unidad, comparados con los valores cbservados experimenialments. En cuanto al
conjunto de tested (Npy = 55), 8l AAE.s ¥ el RMSE.., resultaron ser 0,71 y 0,80,
respectivamente. Al analizar los residuales entre valores de log S experimentalas y calculados,
al 76,4 % de los log 5 predichos con el Modelo Il caen por dabajo de 1 con respecto a los
valores experimentales. El Modelo Il resultd menos exacto gue el Modelo | (o gue indica la
clara e importante contribucion del pfi, pero, aun asi, sigue siendo satisfactorio.

En las Fig. 7.21 y 7.22 se muestran los graficos del log 5 caleulado con @l Modelo | versus
al log 5 experimental v con el Modelo Il versus el log 5 experimental, respectivaments, para la
lotalidad de los compuestos que conforman ks conjuntos de entranamignto y da 185180 (Nawms
= 301). A partir de las ecuacionss de regresidn lineal s& obluvo que las pandientas fuaron
carcanas a la unidad (0,93 v 0,90, respectivamanta), en tanto qua los Fl“,, fueron 0,89 y 0,86,
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Fig. 7.21. Grafico da log S calculado con ol Modelo | {7.20) versus el log S experimental y sus
paramairos de regresion.
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Fig. 7.22. Grilfico de log 5§ calculado con el Madelo Il (7.25) versus of log S experimental y sus
pardmetros de regresiin,

En la Fig. 7.23 =a axpone la relacion entre los dos modelos desarralados (| y 1) para los
compuestos de los conjuntos de entranamienta y de lested (Nyye., = 301). A partir de la
ecuacién de regresin lineal se obiuvo una pendiente de 0,94, en tanto que el HEq fue igual a
0,91.
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Fig. 7.23. Andksis di regresion inaal simple entra el log 5 (Modelo ) versus &l log 5 (Modelo I).

Varios autores postularon que el log P es probablemente &l pardmetre mas influyante sobre
la solubilidad *™ Ademés, como s& propuso antericrmente en las retaciones cualitativas, |a alta
lipofibcidad de estos derivados levaria a que el proceso de solvataciin sea poco favorable y,
por o tanto, que se caraclericen por poseer una alla energia de solvatacion. Esto explicaria la
relacitin negativa observada anteriormente entre log P v log 5.

Por otro lado, para que un solulo sa disuelva, sus moléculas deben liberarse desde & red
cristalina del sdido. El pf reprasenta la energla de esa red, |a que debe superarse para que sl
process de disolucidn transcurra, Esto explicaria la relacidn negativa observada antariommeanis
gnirg pfy log 5.

Para gue un soluto entre en la solucidn, debe formarse una cavidad an el sano del solvenie,
Paor lo tanto, cuanto mayor tamano tenga & soluto (representado, en este caso, por el PM),
mayor tamafio deberd lener la cavidad. Asi, para formar una cavidad mas grande, serd
necesaric que se rompan mas EPH agua-agua®™ Esto explicaria la relacién negativa
observada entre PFM y log 5.

Las moléculas planas, rigidas o con sistemas de anillos n conjugados eslan correlacionadas
con el incremento de la estabilidad del estado sdélido v tienen una alta probabilidad de poseer
baja solubilidad. ™ Esto explicaria la relacién negativa observada entre aromaticidad {ya sea
como N* anilios o PA) y log 5.

La formaciin de EPH, entre las moléculas de sobulo (en la interaccién soluto-soluln) o entra
ias de soluto v el agua (en la interaccion scluto-solventa} afecta su sclubilidad.

Las ecuaciones oblendas poseen cierla similiiud a las EGS (Ec. 7.3, 7.4 y 7.5 s
coeficientes de log P v de pfson cercanos a -1 v -0,01, respectivamente. Meylan y Howard (Ec.
7.8) obluvieron un modelo de solubilidad similar, al utiizar los descriptores log P y PM.*™ Sin
ambargo, como 58 expuso anlanormente, estas ecuaconas no fuvieron buenas capacidades
predictivas sobre los derivados MBS-Hel de la quimioteca. Esto mejord radicakmenia con (oS
Modelos | y Il desarrollados en este trabajo, donde se agregan més descriptoras, con mayor
informacian y con diferentes coeficiantes en cada variable en estudio,
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7.4.3.1.  Relacidn entre Clog P y log k., pora el BSBZT

Como se menciond anferiormente, 5ol el BSBZT, mosind discrepancia entre su Clog P
(calculado por Bio-Loom™) v el log &, (determinado por HPLG). Esta diferencia fue repartada
por Pagliero™ quien, ademds, demostrd que todes los derivados de la familia BZT se alejan an
igual medida. Esto se pusde cbservar en el diagrama de dispersion entre Clog P (Bio-Loom™)
en funcidn del log k. (HPLC) en la Fig. 7.24, para un n = 76 (derivados a los cuales se les
defterming el log k). En general, los compuestos pertenecientes a las familias de THO, THOa,
THIQ e INDOL se ubican sobre la diagonal. En tanto que, los derivados de la familia BZT se
alejan de la diagonal, lendiendo a ser subestimados por parte del programa Bio-Loam®.

T -
ll-:.__.-'-
L

1™ -

\
I
i

- EAMTTAENT' &

Al LT
g e P

Fig. 7.24. Diagrama de dispersion entre e Clog P {Bio-Loom™) versus log k, (HPLC).

En cuanio al log k. Pagliero posiuld que el BET al poseer dos N exiras respecto a los
heterociclos de las otras familias, podria originar, & nivel cromalografice, un balance de
interacciones solulo-fase mavll y solute-fase eslacionaria diferante a los damas,

De esta forma, Pagliero propuso una ecuacidn de regresion lineal entre Clog P v log kK, {Ec.
7.33) para la serie BZT (n = 15}, que funcienaria como factor de correccdn del Clog P
calculado,

log k, = 0,69 (+ 0,04} Clog P + 2.26 (£0.09) Ec. 7.33

Las dilerencias a nivel del log P van a Incidir sobra la prediccion dal log 5, dada la esiracha
relacidn entre ambas variables en los Modelos | y Il Por lo fanto, la Ec. 7.33 fue considerada
coma factor de correccion para calcular el log S del BSB2ZT (Tabla 7.17). Se observd gue los
Modelos | y 1l pradicen muy bien cuando se uliliza el log &, (valores residuales absolulos de
0,1). En tanto que, la prediccion es menos exacta y sobreestimada, al usar el Clog P obtenido
por Bio-Loom® (residuales de 1.2). La situacidn se volvid favorable al aplicar el factor de
correccian sobre el Clog P, obleniendo residuales de 0,2, Por 1o fanto, ka prediccion de S..- de
derivados pertenecientes a la familia BET debe ser reafizada aplicando el faclor de correccidn
de la Ec. 7.33 sobre ol Clog P Bio-Loom™ Mieniras que, en los demas integrantes de la
guimioteca se podria utilizar el Clog P sin cofreccion.
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Tabla ?.17. Comparacion enire las predicciones de og S {M) del BSBEZT.

log S (M) BSBZT |RES| {Experimental - Predicho)
Experimental 4.5
Hidebrand d" -4 8 0,1
Modale | {con Clog P Bie-Loom 3,7 1.2
Madelo |l {con Clog P Bio-Loom -3,7 1.2
Modelo | (con log k, HPLC) -5.0 0.1
Modeda |1 {con log ke HPLG} -5.0) 0,1
Modaio | {con Giog P comegido con Ec. 7.33) -5.1 02
Modelo Il {eon Cliog P corregido con Eg. 7.33) o 0.2

" Modelo d de Hildebrand (Ec. 7.11), usanda pf DSGC y AH, calculada (Ec, 7.15],

J4.3.2. Comparacion entre el modelo de Hildebrand v los modelos |y 1

El Modelo | prasantd valores de AAE y AMSE de 0,48 y 0,59, respactivamente, (Tabla 7.18)
para los seis derivades NBS-Hel en esiudio. Al analizar los residuales enire los log 5
experimentales y calculados, se obsenvo que todos presentaron valores por debajo de la
unidad. En tanto que, ® Modelo Il wvo valores de AAE y RAMSE de 051 y 073,
respeciivamente. Sus residuales esluvieron por debajo de 1, a excepcidn del BESTHIQ vy del
TM-BSTHQ que presentaron una diferencia de 1,06 y 1,40, respectivamente, enfre el log 5
estimado ¥ el exparimental.

Antenormente, se vio que, ulilizando el modelo o de Hildebrand (Ecs. 7.11-7.15) se podia
caloular |3 Seu- de los seis denvados con buena exactitud, con valores de AAE v RMSE de 0,18
y 0.26, raspactivamenta. Esta mejor predicoitn alcanzada podria explicarse por 2 inclusidn de
un valor exparimantal de ajuste.

Tebla 7.18. Deferminacidn v predicckin de log 5 (M), junto al AAE v RMSE de cada modelo predictive,
para los sels derlvados NBS-Het,

log SiM) | BSTHG | BSTHGS |BSBZT®| BSTHIG ;";.:.ﬂ; ARE | RMSE
Experimental | 4.8 53 42 6,0 53 55
Hiidebrand @* | -4.8 5.4 4,8 5,8 53 61 |o1a| o026
Modeln | 43 52 5.1 Y 49 65 |oas| o5
Modaka I 5.0 5.5 5.1 -4.48 5.3 B8 0,51 0,73

¥ Modelo o de Hildebrand usando valores oe of obienidos por FE y A calculads [Ef: 74507 Liiszando
Clog P con ol factor de comecodn (Ec. 7.33).

oe llevd a cabo, ademas, la prediccion de S... del resto de los derivados de la quimioteca
MBS-Hal con los Modelos | y Il (Tabla 5.7.14, Anexos), Luego, se compard esta prediccién con
la del modelo o de Hildebrand, a través de un andlisiz de regresidn lineal, Los resultados
graficos de dichos analisis, junto con [as ecuaciones de regresidn v sus estadisticos se
muesiran en las Figs. 7.25 y 7.26. En ellas sa observa claramenta que los Modelos | v [l
tienden a arrojar estimaciones de S,y mas altas que las del modelo de Hildebrand, va gque la
mayoria de los puntaos se ubican por encima de |a linea diagonal con pendiente 1. Las
relaciones lineales entre ambas predicciones fueron estadisticameante signiticativas (p < 0,058),
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con pendientes de 0,64 y 0,25, respectivamente, aunque presentaron R®, muy bajos (0,26 y
0,04, respectivamenta),

<3

b

log = [(Modsicl)
i
=]
"

<108

Ing5s |Modslc || = 064 [£ 0,09] log 5  (Hildwbrand| - 1ES [ 0,53}
. A%, =G, o< 00001

-E"'.E_-i-l:- -1 5 -5,70 =4 35 3,00

legg 8 [Hiklalbiand &
Fig. 7.25. Analisis de regrasion lingal simple entre el log 5 Modalo | versus al log 5 Hildebrand (la linea
delgads es |2 linea de tendenca del analisis de regresidn, mésniras que la gruesa constileye 13 linea
diagonal con pandients de 1),

3,00
-4, 181
®
;_%_ A7l i
5 ==
E r
=705
ogs (Modaion| = 0,325 (£ 0,09) log5  (ldedrand] - 4,14 {2 0.55]
&, =04, p = 0010
H D : e - —
-, & =1, O =310 -4, A0

log & (Hildeteand d)

Fig. 7.26. Analisis de regresion lineal simple entre e log 5§ Modelo I versus el log S Hildebrand {la
finea delgada as la linea de tendancia dal andlisis de regrasidn, mientras que la gruesa constituye la
linea diagonal con pendiente da 1).

El andliziz de regresién enfre los dos modelos desamrollados, v aplicados zobre los 145

derivades de la quimicteca, produjo un A%, de 0,84 y una relacion lineal estadisticamente
significatva (o < 0,0001), lo que se muesira en la Fig. 7.27.
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Fig. 7.27. Analisia de regresidn lineal simple entre &l log 5 Modedo | versus ef log S Modelo Il

Fara explicar las diferancias observadas enire las predicciones de Hildebrand (Modelo o) v
la de los modelos locales, se realizaron diagramas de dispersion entra el kog S Madalo | y el log
& Hildebrand, en las cuales los elementos graficos varian en tamafio segun sus pf (Fig. 7.28) y
seglin sus Clog P (Fig. 7.28). En &l grifico de la Fig. 7.28, no s observa una tendaencia de
dispersian en tuncion del tamafio de los elementos, lo que indicaria que el pf ne esta influyendo
an gran medida sobre la regresion del log S Modelo | versus el log S Hildebrand. En cambio, en
la Fig. 7.29, claramenle se presenta una dispersion de puntos mas pequefios (mencres Clog P)
en la parte suparior, en tanto que, los elementos mas grandes (mayores Clog P) se ublcan mas
cerca de la linea diagonal Se cbservd gque los compuestos con Clog P entre 3 y 5
aproximadamente, resultan ser mejor predichos par ambos modelos (| y Hildebrand), lo cual
quedd demostrado a parir del analisis de regresion lineal simple entre los log S pradichos pos
ambos. Para ello, se fitraran los compuestos de la quimioteca NBS-Het, con Clog P = 3 (lo que
represenia un 28 % de tolal de derivados). Luego, se realizd dicho andlisis v los resultados se
muestran en la Fig. 7.30, donde se puede ver que la relacion lineal fue significativa (p <
0,0001), y la pendiente resultd mas cercana a 1 (0,79) y el R® de 0.49, Una tendencia similar se
obsernvd para los modelos 11y de Hildebrand.
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A.&0 — ‘
-840 -7 -5 70 4,35 -%. 0
log 5 [Hildabiand )

Fig. 7.28, Grilico de dispersidn de log 5 Modelo | versus el log & Hildebrand, Tamafo de los
alemantos como funcibn del pl

kg & Modelo )

4,35 -3

log S {Hidebeund d)
Fig. 7.29. Grilico de dispersion de log 5 Modelo | versus el log 5 Hildebrand. Tamario de los

glamentos coms funcidn del Ciog P, Los elementes més cercanos a ka diagonal se rofulan con sus Clog
F
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Fig. 7.30. Andlisis do regrasian lineal simple entre el log 5 Modelo | versus el log 5 Hildebrand para
derivados de la quimioteca NBS-Het con Clog P = 3

Las diferencias disculidas anteriorments probatlements se deban a que el modelo de
Hildebrand posee como valor inpul de 5,. experimental, &l provenieme del BSTHQ, cuya Clog
F es 3,46, Esto probablemente permita obtener buenas estimaciones de S, para dervados
eon Clog P similares (como sucedio con los seis compuestos NBS-Het en estudio, en donde
solo el TM-BESTHQ se alejd a 5.17). El modelo podria fallar cuando se intenten predecir
dervados con valores de lipofilicidad distintos al del BSTHO. Para consolidar este postulads,
ga analizo la capacidad predictiva del modelo de Hildebrand (Modelo o), sobre compuestos de
la base de dalos externa (Mygen. = 301). Se realizd un diagrama de dispersion entre el log 5
gxperimental v e predicho por el modelo d de Hildebrand. Los resultados se muesiran an ka
Fig. 7.31. Alli se aprecia comao los derivados con Clog P cercanos a ~ 3,5 se ubican cerca de la
diagonal. En tanto que, los mas hidrofilicos tienden a ser sobreestimades (ubicandose por
encima de la diagonal] ¥ los mas lipofilicos, subestimados {por debajo de la diagonal).

i

gk Eipaeeesl

# (K- ] e aLm i

kg B gHEdy byl o
Fig. 7.31. Grafico de dispersidn de log S experimental versus 2l log 5 Hildebrand, Tamaho de los

elementos en funcidn del Clog P. Los elementos mas cercanos a la diagonal se robulan con sus Clog P.
E=sto demuestra que el modelo de Hildebrand responde bien para compuestos con Clog P
cercanos a 3,5, en un rango aproximade de £ 0.5 Mientras gue los Modelos | y Il desarrollados
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8. CONCLUSIONES GENERALES

VIII

Se considerd importante estudiar las propledades del estado sdlido de sais derivados MBS-
Hel, para confribuir al disefio racional de NEQ dentro del marco metodaoldgico v conceptual de
la GM. A través de la utiizacion de técnicas experimentales y computacionales, se planted
analizar sus propiedades FO (solubiidad, Clog P, pf, donores y aceptores de H, ASPT,
proporcion aromatica) y estructurales (conformaciones en el estado solido y en el vacio) y
analizar las relaciones estructura-S,..

Para cumplir con dichos objetivos, se prepararon 166 muestras solidas corespondientes a
ios seis compuesios en esiudio, aplicando siele métodos de cristalizacion distintos. La
caracterizacion de las propiedades del estado sdlide de las muestras del BSTHQ, BSTHQa,
BSBZT, BSTHIQ y p-NO-BSTHQ permitio establecer que cada uno de ellas presentaria una
anica fase cristaling, la cual saria la estable a temperatura ambiente. Por al contrario, al Thl-
BSTHQ presenid, al menos, dos polimorfos, aunque las evidencias obtenidas sugieren gue
axistirian fases adicionales. Las estructuras cristalinas de los polmorios | y 1l del TM-BSTHQ
sa lograron resolver exitosamente, mediante DRXM, v se comprobd que ambas lases
exhibieron una conformacion similar (auvsencia de polimordismo conformacional) presentando
diferencias a nivel del empaquetamienio cristaling. Ademas, de las dos estructuras cristalinas
mencionadas, se lograron resolver las del BSTHGQ, BSTHQa, BSBIT y p-NO-BSTHQ,
ulilizando DAXM. A su vez, con modelado molecular, se obtuvieron las estructuras de minima
anergia de todos los derivados, en fase gaseosa y en agua. Por ambas mefodologias
axperimantales y compulacionales, se cbservd el plegamiento de las meléculas en forma de V
o mariposa, | conformacion mas favorable energeticaments para los compuasios del tipo
sultonamida. Al comparar as conformaciones oblenidas por DRAXM y por QC {en agua y en
vacio) se vic gue eran similares entre si. Cuando se compararon las conformaciones en estado
stlido y en vacio, para cada uno de los derivados analizados, se demostrd que casi todas, a
axcepcion del BSBZT, se consideran conformaciones aproximadameante idénticas.® El minima
absoluto del TM-BSTHGQ obtenido en vacio, coincide con fa conformacién hallada en estado
sdlido de los dos polimerfos dentificados.

El analisis de piramidakzacién y de hibridizacion del N, permitié confirmar que cinco
darivados poseen al N piramidalizado (solo al BSBZT mostrd un N sp®). Esto Bevd a que al N
sp’ se comporie como centro estereogénico, dando la posibiidad de isdmeros
conformacionales v configuracionales,

El BSTHQ, cristalizd como 18, a pesar de la barrera de inferconversidn relativamente baja
que poseen log isomeros 1R y 15 (2,12 keakmol) tanto en vacio como en solucidn. Este
comportamiento no se halld en los reslantes derivados estudiados ni en olres estructuralmente
similares registrados en la CSD."' La barrera energética baja, que explict &l hecha de que, en
solucidn y a temperatura ambiante, astos esterecisdmeros no se logren separar, parmitia inferir
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Continucidon Tabla 7.18. Compuestos seleccionados de fa quimioteca NBS-Hat in=47) conlog 52 -5
(M} crdenados de Mawar a menos soiubilidad,

Compaesa c;“.i ar® B [:"" 'ﬁ'::'?t ASPT E;H =nr:m Pa Volumen I':'{fli
p-HH - BETHE 315 1540 W33 2 4 mm 2 2 057 26711 483
E-COCH-BSTHD 303 1274 315349 1] 4 62,83 3 K 083 274,78 -4_84

- -BE A2 247 100 3W3T9 0 T 109,17 3 3 071 ¥4y 4ma

p-CHESINDOLINA 376 TR0 19377 O i a576 2 2 079 23597 -ame
B-NOy-BSTHI 320 1150 331835 1] & .50 3 2 0,88 261,57 =4, 20
p-F-E5HID 3712 130 76 0 1 B3 2 1 4mM  uanm a8
pCH-BSMoNDOUNA 407 640 8738 O T 4578 2 1 G40 2ImESE 49
o-NOB5THID 313 1285 31835 O 6 G459 3 T 085 26257  -ags
=N -BSINDOL 337 845 aRA 0 & o528 2 3 471 23953 -1, 98
pOCH, - BEATI 275 1540 28832 O 5 E357 2 3 075 13763 -4
m-NO-BSMEINDOLINA 331 1200 3835 ¢ 00 & 9458 3 2 055 26135 502
p-MHCOCH, -RSBZD 2150 1860 31535 1 &  BSad 3 1 088 26008 5,02
B-COCH,-BSBZT 118 1250 MLz @ & 50,3 3 FOB7L  WIAT 508
0-NO-B5THO 320 1315 31%3% | -] 9453 3 F| .83 6257 =504

* Calcukado con el programa Bio-Loom™ para Windows v1,5 BioByte Corp

* Determinado experimeantalmente v expresado en *C

* Caloulade a parte del mddule ACOPercepla a través de la plataforma de ChemSpider
[www. chemspader.com).”

* Calcudado con Mofingpiration (hitp2//www.molinspiration. comvogi-bin'properties) y expresado en A%,

7.5 Conclusiones

Ze analizarcn las relaciones estructura-solubilidad cualitativas para los seis derivados
estudiados. En general, 8 partir de los descriptores de las propiedades globales de las
makéculas ¥ de |a contribucion de fragmentos estructurales analizadas se pudo inferir gue fa
baja S, de los derivados estudiados estaria explicada por sus allas pafdlcdades (3,3-5.2), sus
attas PA (= 0.5), sus pocos donoras (0} v aceptores de H (3-6). Por el conirario, las bajas
energias de la red cristalina (pf menores a 150 *C y la existencia de pocos enlaces
intermoleculares a nivel del cristal, ademas de débiles) contnibuirian en menor proporcion.
Analizando los tras términos energéticos gue gobiernan la disclucidn de un soluto, postulamas
que una alta energia de solvatacion seria el paso limitante en el proceso termodindmico de
disclucion de estos derivados (y no las energias de red cristakna y de cavitacian).

En cuanto a los modelos de prediccion de S... propuestos en la Reratura, la mayoria
presentaron bajas exactiiudes de prediccion, La situacign mas alentadora se logrd con el
modelo basado en la aproximacion de Hildebrand. Utilizanda la Ec. 4, se obtuva muy buena
exactitud, con valores de AAE y RMSE de 0,18 y 0,26, respectivamanta.

Par andlisis de correlacion, se vio que 10 de las 11 variables estudiadas (ER quedd
excluida) estaban correlacionadas con la variable respuesta. Se llevaron adelante dos ARLM,
para desarrollar los Modelos |y [l Para ello, se utiizaron las 10 variables en estudio en el
Modela |, y 3 de ellas (excluyendo al pf) para el |l. Analizando y comparanda distintos modelos,
que surgieran desda el algoritmo de seleccidn de Infostat, se demostré gue el Modelo 7.20 (1)
resultd el mds exacto. En tanto gue, el Madelo 7.25 (I} fue el mas aceptable y parsimonioso
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para predecir B S 2n etapas de disefo. La capacidad predictiva de los dos modaios,
avaluada madianta el AAE., v el RMSE,.... resultd satistactoria y sus errores comparables con
los de modelos desarrollados por ofros autores.

La prediccion de 5. de derivados de la familia BET debid ser realizada aplicando el factor
de correcciin de la Ec. 7.33 sobre el Clog P Bio-Loom®, va que este programsa tiende a
subestimarlo. Mientras que, en los demds integranies de la guimioteca se pudo utilizar gl Clog
P sin correccian,

Las Modedos | vy I propuestos podrian tener, en forma complementaria, grandes
aplicaciones en el disefio de nuevos compuestos da la quimioteca. Podrian ser utiizados para
predecir |a S de una molécula antes de su sinfesis; también podrian aplicarse como una
ragla o criterio para definir meléculas druglhke; ¥ servirian como Un fillrg para prigrizar
moléculas a ser medidas en ensayos de bioactividad. Ademas. astos modelos demaostraron
mayor robustez v capacidad predictiva para el resto de los derivados de la quimicteca que i
modelo Jde Hildebrand,

Con la seleccion de los denvados mas solubles, se pudo contribuir al disefio racional de
nuevos andlogos, siendo indispensable incluir heterociclos y sustituyentes en la parcion del
bencenosulfonilo mas hidrofilicos, antre ellos -NHz, -NOs, -H, -COCH; y NHCOCH; y mas
daonares de EPH,
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8. CONCLUSIONES GENERALES

VI

Se considerd imporiante estudiar las propladades del estado sélido de seis derivados NBS-
Het, para confribuir al disefio racional de NEQ dentro del mareo melodoldgico y conceptual de
la QM. A través de la uliizacién de Scnicas experimentales y computacionzles, se planted
anaizar sus propiedades FO (solubdlidad, Clog P, pf, donores y aceptores de H, ASPT,
proporcidn aromatica) y estructurales (conformaciones en el estado sdlido y en el vacio) ¥
analizar laz relaciones estructura-S,.

Para cumplir con dichos objetivos, se prepararon 166 muestras sdidas correspondientas a
los seis compuestos en estudio, aplicando siele métodos de crstalizacion distintos, La
caracterizacion de las propiedades del estado sdlido de las muestras del BSTHQ, BSTHQa,
BSBIT, BSTHIQ y p-NO,-BSTHQ permitic establecer que cada uno de ellas presentaria una
unica fase cristalina, la cual serfa [a estable a temperatura ambiente. Por el contrario, e TM-
BSTHQ presentd, al mencs, dos polimorfos, aungue las evidencias obtenidas sugieran gue
axistirian fases adicionales. Las estructuras cristalinas de los poimorfos | y Il del TM-BSTHQ
sg Iograron resolver exitosamente, mediante DRXM, y se comprobd que ambas fases
exhibieron una conformacion simitar {ausencia de polimorfismo conformacional) presentando
diferencias a nive! dal empaguetamiento crisialing. Ademas, de las dos estruciuras cristalinas
mencionadas, s2 lograron resolver las del BSTHQ, BSTHGa, BSBIT v p-NO-B5THG,
ulilizando DRXM, A su vez, con modelado molecular, se obtuvieron kas esfructuras de minima
anergfa de lodos los derivados, en fase gaseosa y en agua. Por ambas metodologias
expenmentales v compulacionales, se observd el plegamiento de las moléculas en forma de W
0 maripoga, la conformacién mas favorable energéticamente para los compuestos del tipo
sulfonamida, Al comparar las conformaciones oblenidas por DRXM v por OQC {en agua v en
vacio} se vio gue aran similares entre si. Cuando s2 compararon las conformaciones en estado
s0lido v en vacio, para cada uno de los derivados analizados, se demostrd gue casi todas, a
axcepeidn del BSBZT, se consideran conformaciones aproximadamente idénticas.™ El minime
absoluto del TM-BSTHQ obtenido en vacio, coincide con la conformacikin hallada en estado
sofido de los dos poimorfos ideniificados.

El analisis de piramidakizacién y de hibridizacion del M, permitié confirmar gque cinco
dervados posean el N piramidalizado (sole el BSBZT mastrd un N sp’), Esto llevd a que el N
sp’ se comporle como cenfro estersogénico, dando la  posibiidad de isémeros
conformacionales y configuracionalaes.

El BSTHQ, eristalizd coma 1R, a pesar de |2 barrera de interconversion relativamente baja
que poseen los |sdmeros 1/ y 15 (2,12 keal'mol) tanto en vacio como en solucidn. Este
comportamianto no se halld en los restantas derivados estudiades ni en otros estructuralmeante
similares registrades en la CSD."™ La barrera energética baja, que explied af hacho da que, en

solucidn y a temperatura ambiente, estos estereoisdmeros no se logren separar, permitid infarir
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que la oblencion, por cristalizacion, de un solo esterecisdmero, fue un hallazgo muy
interesanta. El BSTHQa cristalizéd en un grupo espacial centrosimétrico, estando presentas los
isomeros 152A y 1A.25, pero no los 1A,2Ry 1528, Enire las configuraciones 1R.25y 15.2R
la barrera calculada fue de 11,8 keal/mol, aunque habria una poblacidn igualitaria de ambas, ya
que sus eslrucluras estan en equilibrio y son ispenergéticas. Los isdmeros con el metilo
ecuatorial resultaron menos estable que los de posicidn axal, existiendo un 99% a favor de
esta Glima conformacion.®™ Esto explicaria que ambos isomeros presentes en el cristal,
tengan al metilo en esa ubicacidn. Tanto el p-NO-BSTHQ como e TM-BSTHQ (en sus dos
fases cristalinas), cristalizaron en grupos aspaciales cenfrosimélricos, por o que prasantan las
dos configuraciones en el M en la celda unidad (racematas).

En lo que respecta a la 5., s seis dervades se caracterizaron por poseer una baja
solubibdad en agua. El BSTHQ v el BSBET resultaron ser los mas solubles, en lante gue, ef
BSTHGa v el p-NO»~BSTHQ presantarcn una menor solubilidad (enconfrandose en gl mismo
orden) ¥ ¢l TM-BSTHQ v el BSTHIQ mostraron fas 5, mas bajas de los seis,

Las solubllidades oblenidas para el BSTHQ v =l BSBLT en sigle proporciones aguasetanaol,
avidanciaron que a medida que aumenia |a f, aumenta la S,, e los compuestos. Iniciaimenta,
la 5, aumenia lentamente, hasia una & crifica (0,5), lwego de k& cual se produce un incremeanto
pronunciado.

La mayoria de los modelos aplicades para estimar o predecir la solubilidad en cosolventes,
fueron considerados aceplables {MPD < 30 2.7 E| medelo LL gy, presentd una major
exacliiud de prediccion en comparaciin con el LL . Esto confirma gue estos sisiemas se
comportan de forma lingal hasta una f, de 0,5. Por esta razdn, se propuso la utilizacion del
modealo LL o5, con el cual se calcularon los poderes solubilizantes (Gqs) de cinco cosolventes
sobre los compuestos de la guimioteca NBS-Het. Se concluyo que todos presentan una mayor
solubilidad en PEG 400, etanol y DMSO.

Se prepararon y caractenzaron complejos de B-CD con el BSTHQ y el BSBZT an estado
solido y en solucion, utilizando fas técnicas de suspensién ¥ amasade, Los complejos sdlidos
obtenidos se caracterizaron con MPG, DRIFT, IR, TG, DSC, DRXP y se estudid su
comportamianta en solucidm por ASF, Estos dlfimos resultados mostraron que ambos
complejos presentan perfiles de tipo B, ™ ** lo que supone complejos donde el aumento de S,
as limitado. En el BSTHQ, se alcanzd la maxima 3,, (23,9 20,3 yg/mL) & 10 mM de p-CD, que
corresponde a 3.8 veces suU 5. (6,34 £ 0.04 pg/mL). En gl BSBIT, entre 1 v 2 mM de B-CD se
logrd la maxima S, (19,14 + 0,02pg/mL}), siendo 6 veces su 5, (3,15 £ 0,02ug/mL).

Se analizaron las relaciones estructura-solubilidad cualitativas scbre los seis dervados
esiudiados. En general, a parlir de los descriptores de las propiedades globales de las
moléculas y de la contribucion de fragmenios estructurales analizadas se pudo inferir que la
baja 5. de los derivados estudiados, estaria explicada por sus altas lipofiicidades (3,3-5.2),
sus altas PA (> 0.5), sus poces donores (0} y aceptores de H (3-6). Por al contrario, las bajas
energias de la red cristalina (pof menores a 150 *C y la existencia de pocos enlaces
intermoleculares a nivel del cristal, ademas de débiles) contribuirian en menor proporcion.
Analizando los tres l&rminos enargéticos que gobieman la disolucidn de un soluto, postulamos
que una alta energia de solvatacion seria el paso limitante en el proceso termodinamico de
disolucitn de estos derivados, v no las energlas de red cristaling v de cavitacidn.

En cuanto a los modelos de prediccidn de 5. propuestos en la lleratura, la mayoria
presentaron bajas exactitudes de prediccion. La siuacion mas alentadora se logrd con el
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modeio basado en la aproximacion de Hidebrand (Ec. o} obteniéndose una muy buena
exaciitud, con valores de AAE v AMSE de 0,18 v 0,26, respaciivamante. Aungua dicha modelo
=0lo respondic bien para compuestos con Clog P cercanos a 3,5 £ 0,5,

En o que respecla a relaciones estructura-solubilidad cuantitativas, sa levaron adelante
dos ARLM, para desarcllar kos Modelos | y 1l Para ello, se utilizaron las 10 variables en
astudio en el Modelo |, y 8 de ellas (excluyende al pf) para el Il. Analizando y comparando
distintos modelos, se demostrd que el Medala | (7.20) resultd el mas exacte. En tanto gque, &l
Modelo 11 (7.25) fue el mas aceptable v parsimonioso para predecir 1a S.e 8n etapas de disefio,
donda no se cuenta con los pf La capacidad predictiva de los modelos, evaluada mediante al
AAEL ¥ &l BM3E,,, resultd satisfactoria v sus esrores comparables con los de modalos
desarrollados por ofros autores, Ademads, los dos modelos desarrollados demosiraron mayor
robustez v capacidad predictiva, para el resto de los derivados de la quimiateca, gue al modelo
7 de Hildebrand. Los Modelos | y || podrian tener, en forma complementaria, grandes
aplicaciones en el disefio de nuevos compuestos de la quimioteca. Podrian ser utilizados para
predecir la S, de una malécula antes de su sintesis; también podrian aplicarse como una
regla o criterio para definir moléculas drgike; y senirian como un filing para priorzar
maléculas a ser madidas en ensayos da biactividad.

Hann y Osprea™ propusieron que compueestos con log § z -5, sean considerados
‘elegibles”, en las etapas del descubrimiento, para continuar con su desarrollo. Es asi que, de
los 145 compuestos gue integran la quimiotaca NBS-Het, 47 sa encuentran en asta categoria.
Ademds, enfre los 47 compuestos se hallan dos (p-NO-BSTHG y m-NO»-BSTHQ) que yva
habian sido seleccionados por su actividad fremte al parasito P, faiciparum (g = 10 pM), un
tercero {BSBZT) cuya actvidad frente a T, cruzl ha sido ampliamenta demostrada™ y cuya
solubilidad {log 5 experimental =-4,9 v log & calculado = -5,12) esta dentro del limite aceptable
¥y un cuarte (BSTHQ) con una actividad antibacteriana muy promisoria. Por lo fante, podemaos
considerar a dichos derivados como verdaderos protolipos o lideres.

Con la seleccidn de los derivados mas solubles, se pudo contribuir al disefio racional de
neeves andlogos, siendo indispensable incluir heterociclos ¥ sustituyventes en la porcion del
bencenoulionila mas hidrofilicos, entre ellos -NHz, NGOy, -H, -COCH; v NHCOCH; vy mas
donores de EFH.
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9, APENDICE DEL CAPITULO 5

IX

El fragmento sultonamida, es un grupo funcional extremadamente importante a nivel
biolégica, por ancontrarse preésente en una gran variedad de farmacos. Por eflo, entender las
conformaciones adopladas por esle fragmento es esencial para comprender la forma en que
EII:ileI in wmam 4]

En el presenta capitulo suplementario se estudian las conformaciones exhibidas por
diferentes sulfonamidas en el eslado sdlido y en el ambiente de una enzima, a nivel de la
Cambridge Structural Database, CSD y de la Protein Data Bank, POB, respactivamente. ™
Sa analiza, ademas, el efecto de dichas entornos sobre la piramidalizacidn del N.

9.1. Introduccion

La conformacion de minima energia obtenida en vacio o la de estado sdlido conseguida por
rayas ¥, no necesariamente se corresponden con la de solucidn o la del ambiente de un
receptor proteico, pero toda esta informacidn resulta util en un estudio global.

Las interacciones intermoleculares, podrian influir fueremente en las conformaciones
adopladas an ol estado sdlido o en solucidn v & nivel de las afinidades ligando-receptor,
mientras que las inframoleculares dominarian las conformaciones adoptadas en el vacio™
Cuanda los calculos son realizados en el vacio, las interacciones electrostiticas intemas se
magnifican an relacidn con lo que ocurre en solucidn. Las conformaciones en fase gaseosa,
caracterizadas por interacciones intframoleculares enfre dtomos topoldgicamente distantes, son
mucho menos pobladas en solucién, donde los grupos polares o cargados deben desolvalarse
en orden a interactuar unos con ofres. ™" Aungque estas estructuras o conformaciones no
necesariamente se asemejan a la que estd presente en el medio bioldgico®™ los datos
procedentes de estos estudios se consideran como una informacidn muy Ot en OM v an al
disefo de Mrmacos. Se debe lener cuidado con el uso de los resultados derivados
exclusivamente de calculos tedricos o de estructuras cristalinas para explicar las interacciones
en solucidn o estimar posibles uniones con receptores bioldgicos. Aportes complementarios y
comparaciones de ambas meiodologias pueden resultar una buena aproximacion.

En general, las luerzas que median el reconocimienta molacular a nivel ligando-recaptor,
son similares en todos los sislemas: los EPH fuertes (O-H--0, N-H--0 y O-H--M}, loa EPH
débiles (C-H--0, C-H.-N, C-H-.-m}, Ias interacciones entre heterodtomos, las m-x stacking v las
de van der Waal. De todas ellas, las de puente de H son las mds fueries y direccionales vy,
generalmente, determinan la unidn de los ligados al receptor.™

El conocimiento alcanzado sobre los EPH asta siendo utiizada en el screeming virltial de
farmacos, fanto en su aproximacion directa (disefio basado en la estructura) como indirecta
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(disefo basado en el ligando).™ El disefio basado en la esiructura se fundamenta en el
estudio de la estructura 30 del blanco biclogico, obtenida por DRX o RMN ¢ desde modelos de
homalogia de proteinas.’® Esta metodologia busca identificar v optimizar interacciones entre
ligandos v receplores moleculares, generalmente proteinas, dadas sus  estrucluras
ridimensionales. El proceso de oplimizacion requiere el conocmiento sobre geometrias,
afinidades e inleraccionas atractivas que se pueden extraer desdea las estructuras crisialinas, ™
Es importante considerar que la unidn entre el ligando v el blance bioldgico es un procaso
sumamente compiejo, en donde se ven involucrados muchos factores (energias de enlace,
complementariedades, grados de libertad, etc.) ™

Por otro lado, el estudio de piramidalizacion del N es sumamente imporfante en los
derivados sullonamidas y se deberia lener en cuenla en scréening virluales y estudios 30-
QSAR. donde se necesita contar con estructuras de inicio fiables. Lo cual es sumamente
mportanie ya que |a inleraccion lgando-receplor a5 esteraocsolectiva. Por ko lanto, para
plantear estudios de docking deberia considerarse el efecto de la piramidalizacitn del N, Asi,
Eastman y col.'™ lrabajaron con la proleina farnesitransferasa (PFT) presente en el P
falciparum v propusieron analizar los cuatro isdémercs del derivado BMS-388831 (Fig. 9.1.A),
que tiene como estereocentros a un © quiral ¥ un N piramidalizade, De esta forma, encontraron
diferencias entre los modos de unidn de estos isdmeros a dicha proteina. El mismo
comportamiento se observé en e compuesito BMS-214662 (Fig. 8.1.B), que cnstalizd
estereoselectivaments en el sitio active de la PFT.™

,f“"._ -. Q
W m‘@
RE e ,f R

Fig. 8.1. Eum.rl::'rmas del BME-3B8891 (A), del BMS-214662 (B) ¥ conformaciin bicactiva del iganda
BME-214662 cristalizado con la enzima (C].

9.2. Objetivo

El objetivo propuesto para este capitulo fue integrar los conocimientos alcanzados a nival
confermacional de los NES-Hal, con los datos cristalograficos experimentales de la CS0 y La
FDB.

9.3. Metodologias

Ee realizd |a husqueda de aentfunburas cristalinas a partir de la base de datos de la CSD
{ ; m/P D. y de la PDB
ihm:r ifweww, rosb., Dru"ﬂdb.fhummmml;_ﬁﬂ]
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La base de datos de la G50 fue lundada en 1965 y se ha convertido en un recurso esencial
para los cientificos de tode el mundo. Alll se depositan las estructuras cristalinas de pequenas
moléculas organicas y organometalicas, Contiene los resultados de mas de 600000 rayos Xy
de dilraccion de neutrones. Cuenta con una amplia variedad de recursos informéatices, los
cuales son Gifes en OM v se ulilizaron en este capitulo;
¥ Mercury, que ofrece una amplia gama de herramientas para la visualizacidn 30 de
eslruciuras y la exploracidn del empaquetamiento cristaling,

+ ConQuest. es al programa principal para buscar y recuperar informacion desde la base de
datos de la CSD.

¥ Mogul, que proporciona informagion precisa sobre geometrias moleculares preferidas.
Permite al acceso a millcnes de estrucluras cristalinas derivadas de la CSD, las cuales se
clasifican guimicamenle segun enlaces, angulos de valencia, Angulos de lorsiGn y
caonformacionas de anillos ciclicos,

+ |sostar &s una aplicacion que proporciona mikes de diagramas de dispersion 30 interactivos
gue muesiran la probabilidad de ocurrencia y las caracteristicas espaciales de las interacciones
enira pares de grupos funcionales quimicos. lsostar contiene informacion sobre los enlaces
molaculares derlvades da las estructuras cristalinas de moléculas pequedias de la C5D y de las
interacciones proteina-igando observadas en la PDB (donde no se muestran los H). Este
programa requiere que e proponga un fragmento de interés {grupo cantral), a partir del cual se
realiza la blsqueda de interacciones intlermoleculares con grupes denominados contactos. Un
contacto en Isostar es definido como un enlace intermolecular entre cualguier par de alomos A
v B, cuya distancia es menor que las distancias de van der Waals + 0.5 A Los diagramas de
dispersion dan informacion acerca de las frecuencias y direccionalidades de los contactos no
anlazantes de tipo intermolecular. Estos graficos son presentados simetrizados, dado que sola
un cuarto de los grupos contactos son mosirados.

* Superstar es un programa que permite generar mapas de puntos de interaccion a nivel de
08 sitios de unidn a proteinas o alrededor da paguanas makdculas, utilizanda informacién da
los enlaces intermoleculares cristalogrificos.™ Estos mapas son basados, por o tants, en
informacin cristalografica experimental de la base de datos CSD.

La base de datos de la PDB, que raine las estructuras de macromoléculas bioldgicas
{incluyando proteinas v acidos nucleicos), se establecid en 1971 en el Laboratorio Naclonal de
Braokhaven y originalmente contenia 7 estructuras. En 1998, el Research Collaboratory for
Structural Biginformatics (RCSB) se convirtid en el responsable de fa gestidn de la PDB. En
2003 se formd la wwPDEB para mantensr un Unico archive PDB de datos estructurales de
macromoleculares gue esté a disposicidn de la comunidad global de forma gratuita.
Actualmenta, presenta 52304 estruciuras depositadas (acceso: 22-7-13).

La informacidn preciza de una molécula es proporcionada por &l andlisls de su estructura
cristalinga. Aungue, los datos obtenidos solo describen una conformacion, se puede sacar
informacidn del comportamiento dindmico, da a2 fexibilidad v reactividad desde al andlisis de
estruciuras cristalinas. Sin embargo, la pregunta sigue siendo: Lodmo extraer esta informacidn
desde una sola conformacion de la molécula, representada en su estructura cristalina? El
primear método consiste en el analisis comparativo de estructuras disponibées, por ejemplo, en
la CSD o an la PDB, de un nimero de cristales estrechamente relacionados, de moléculas, o
de sus fragmentos v la determinacidn de sus diferenclas. El segunde método no sdlo sa limita a
la informacidn cristalografica. Este asume gue los daios cristalograficos 30D son 8l punto da
partida del andlisis conformacional, ulilizando cilculos tedricos.® La segunda metodalogla fue
aplicada en el transcurso del Capitule 5. En tanto que, el primero (método de comelacion de
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datos cristalinos) fue ulilizado a lo largo del presente, lo cual se hace faclible gracias al
programa Isostar, Superstar y a busquedas bibliograficas relacionadas.

9.4. Resultados

Como se vio, 8 reconocimiento molecular entre un ligando ¥y su receplor biologico esia
principalmenta gulade por las interacciones intermoleculares gue puedan establecerse entre
ambas moléculas. Los derivados MNBS-Het presentan heterociclos, los cuales en general,
poseen una estructura privilegiada. Esto se debe, esanciamente, a la presencia de dtomos
como M, 5y O con amplias posibilidades de establecer interacciones dipolares, incluldas las de
tipo puente H.™ Ademas, estos compuestos poseen el grupo -50: que presenta una alia
polaridad en el enlace 5—0, lo que & permite astablecer interacciones dipolares con fasilidad.
Cada oxigeno del -S5O, puede actuar como aceptor an EPH, de manera similar al de un grupo
carbonilo (C=0). De hecha, & grupo -50; y el C=0 son considerados bioisdsieros no clasicos
por presenlar, principalmente, similitudes slectrénicas.™ *® Esips derivados NBS-Het se
caracterizan, también, por contener la porcidn fenilo, que offece numercsas posibilidades da
interaccion, a fravés de fuerzas de van der Waals, enlaces C-H--n, anclaje n--x o lormacidn de
complejos de fransferencia de carga.

9.4.1. Conformaciones de sulfonamidas

El primer estudic acerca de anlsulfonamidas, publicado en la G50, fue en 1986 y fue
realizado por Beddoes y col.™ Dichos aulores resolvieron las estrucluras de rayos X de 49
sulfonamidas aciclicas. Actualmente, el ndmero de estructuras arlsulfonamidas presentes en la
CS5D aumentd en dos drdenes de magnitud comparade con 27 afos atras. Pero, las
conformaciones enconiradas no han cambiado desde 1286 a la actualidad. En este sentido, s
se analiza a lo largo del enface M-5 v G-5, tanio el par de electrones libres del N como el orbiial
p del carbono aromético dividen en dos al enlace O=S«0 (Fig. 9.2}, Se ha sugerido que estos
rotameros sa astabilizan por Interacciones de los elecirones libres con los orbitales d del 5.

Fig. 8.2, Conformacion general de sulonamidas anconiradas en la cso.™

Stahl y col.™™ analizaron la tendencia del angulo @, C-C-5-N, en estructuras cristalinas de
compuestos sulfenamidas y sullenas presentes en la C5D. En ausencia de susliluyentes oo
{&/a), los autores reportan un pice méximo a 90 %, Los dtomos de O del sulfonilo estan situades
a un lado y otra del anillo fenilo (con dngulos de torsidn entre 60 = v 120 °}. Mienlras gue con
sustituyentes oo no H (c'o), 8l pico maximo se desplaza a alrededor de 70 * (Fig. 9.3),
decir, el grupo sullonilo gira lejos del sustiluyanie hasta posicionar al enlace S=0 casi coplanar
con e fenilo.
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Fig. 9.3, Histograma de distribucion del angula gy, C-C-5-M, (en negro se presantan los compuestos sin
suslituyentes oro y en celeste (o8 que poses un sustituyente orta),

Para un estudio general de las conformaciones de sulfonamidas se requiere también un
analisis del angulo de torsidn s, C-5-MN-C, como asi mismo de la hibridizacion del atomo de M.,
Stahl y col.*™ también realizaron un andlisis al respecta, sobre sulfonamidas de la CSD. Dichos
autores utilizaron |a distancia N-plano (D N-plano) coma una medida de piramidalizacidn. En la
Fig. 9.4.A se presenta el grafico entre la D N-plano en funcidn del dngulo de torsion g, C-5-N-
C, para sulfonamidas 3rias, El éangulo C-5-N-C es, generalmente, menor a 90 * y disminuye
con o aumento de la piramidalizacion del N, Un segundo grupe, mucho menos poblado de
estrucluras, esld relacionado con el primero per la inversidn del N, mediante el cual uno de los
sustituyentes de! N v el par de electrones libres cambian de posicién. En este caso, axiste una
carrelacidn positiva antre &l aumento de la piramidalidad v |a torsidn del dangulo. Un examen
mds datallado revela que esta segunda confermacion solo es adoptada por estruciuras con
sustituyenies del N ramificados, que sufririan significativo impedimento estérico, como as, por
ejempio, el derivado de la Fig. 9.4.B.

Cigiprcia M-plano L)

Angulo T SH.C 1)
A B
Fig. 8.4. A) Grafico de la D N-plano versus el angulo @s, C-5-M-C, para sulfonamidas de la C50. B)
Derivada arilsulfanamida con sustiuyenies del N ramificadas,

En forma complementaria a los estudios realizados por Stahl y col.,™ se ulilizé el programa
Mogul para comparar los angulos de forsion @y y @y, enire los NBS-Het cristalizados y los
fragmentos estructuralmente similares de la CED. El programa graficd un histograma de
frecuencias y senald en rojo el dngulo de lorsidn del compuesto analizado, Asi, para &l p-NQ.-
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BSTHQ, por ejemplo, se obtuvieron los graficos mostrados en la Fig, 9.5. Alli se observa que,
tanto el angulo @, (Fig. 8.5.A4) como el g, (Fig. 8.5.8), poseen valores usuales, ya que se
ubican en el cantro del histograma. Un comporiamiento similar se obltiene para los derivados
BSTHQ v BSTHQa, con valores de ¢; de 65,8 * y 77.4 °, respectivamente; y de ¢, de 77,4 * y
TrE"

o il i
. =

il

degais aa aida Hi

]

Pl BF Pl
1

. -
Rigaie il it 7]

B
Fig. 9.5. Histograma de distribucion del angulo 9s (A} y de @. |B) para el pNO;-BSTHGQ.

En cuanto al TM-BSTHQ, el angulo ¢, presenté un valor inusual para este lipo de

fragmentos, gue se aleja del area del hislograma (Fig. 9.6.A). En cambio &l valor de @y resultd
sef habitual (Fig. 9.6.8).
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Fig. 8.8. Hislograma da distribucion del angubo @q (A) v de g4 (B), para el TM-BSTHG,

Algunos autores propusieron la utilizacion de la CSD, para estudiar las conformacsonas mas
habituales presentadas por determinados fragmentos estructurales. La presencia de
conlormaciones inusuales, podria advertir la predisposicidn 8 polimorfismo. Por ejemplo,
Goldbeck y col. postularon gue el farmaco antiparkinsoniano rofigatina, poseyd conformaciones
inusuales en la Forma |, que hubiera proporcionado una advertencia de polimorfos.™ Esto
podria suponer fa predisposicidn a palimarfismo por parte del TM-BSTHQ, que aungue se vio
gue kas Formas | y Il no eran palimorfos conformacionales, el compuesto tiene propension a
exhibir miltiples polimorios.

Caon fines comparativos, sa llevd a cabo una bisqueda en la PDB,*™ de ligandos con el
fragmento sulfonamida, cristalizados con diferentes receplores, Dicha blsqueda, ulilizando la
palabra cave sulfonamida, arrojé 258 resultados de los cuales 229 (88,8 %) correspondian a
sulfonamidas con el N primario (sulfas 1rias) y secundario (2rias), en tanto que 29 (11,2 %) de
aflas poseian el N terciario (3rias). En este sentido, resultd interesante analizar la preferencia
del angulo g, C-C-5-N, de estas esfruciuras cristalizadas con receplores bloldglcos, s decir
en sus conformaciones bicactivas. Cuando se analizd la tendencia de este angulo en dichos
kgandos, no se observd un comportamiento especifico como en las sulfas que fuaron
cristalizadas solas (Fig. 9.3). Los angulos se presentaron mas dispersos y las frecuencias
relativas difineron, segin fa presencia o no de sustituyentes orfo y, también, seqin se trale de
sulfonamidas 1rias, 2rias o 3rias (Fig. 9.7). Esto explicarfa qgue la conformacién bivactiva esta
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influenciada por el entormno del receptor, llevando a producir diferentes &ngulos de torsidn sobre
el ligando interactuanta.
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Flg. 8.7. Frecuencia del angulo gy, C-C-5-M, en sulionamidas de la PDB sin sustituyenies orlo, /o (A] ¥
con sustiuyentes orto, oo (Bl

Cuando analizamos el perfil entre [a D N-plano ¥ el angulo §.. C-5-N-C, para sulfonamidas
cristalizadas con receplores biolégicos (Fig. 9.8) se obtiene, en la primera porcidn, un
comportamiento similar al observado para las estructuras de la CSD (Fig. 9.4.A). Es decir, que
cuando el angulo @; es menor a 90 °, se observa su disminucidon con el aumenio de la
piramidaizacion del N. El segundo grupo se muesira mas disperso y menos poblado de
esfructuras en retacion con lo observado por Stahl y col.™ para sulfonamidas presentas en la
CSD, ademas no se presenta |a tendancia reportada por dichos aulores.
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Fig. 8.8. Grafico de |1a D N-plano versus el dnguio @, C-5-N-C, para sullonamidas de la PDBE.

Las diferancias observadas anteriorments, tendrian su origen en las interacciones
intermoleculares que establece un compuesto, en forma diferencial, a nivel de una red de
ampaquatamiento cristalino de moléculas de su mismao fipo o a nivel de un receptor biologico.

9.4.2. Interacciones intermoleculares de sulfonamidas

A partir del programa Isostar, se estudiaron las interaccionas intermoleculares que presenta
2l grupo sulfonamida, a nivel de la CSD y de la PDB. Dado que, como se estudid en el Capitulo
5, las estructuraz de los compuestos NBS-Het presentaron el M piramidal v planar, las dos
conformaciones fueron analizadas. Ambas fueron elegidas como grupos cenfrales y el
programa arrojd todos bs grupos contactos con los gue interaccionan dentro del rango de sus
radios de van der Walls + 0,5 A.

Si se analiza como grupe central a la sulfonamida con N piramidal, el programa |sostar
arrojd los grupos contactes presentados en la Tabla 9.1. Allf se observa, que dicho grupo
posee la capacidad de interaccionar con una amplia variedad de fragmentos, entre ellios C-H,
N-H, O-H, con atomos da N, O, § y haldgenos y con aminoacidos. En general, en la C5D se
presentan mayores canfidades de interacciones, o cual es lbdgico dado qgue dicha base de
datos posee una mayor cantidad de depdsitos (mas de 6 wveces la POB). Aungue, una
tendencia diferentas se obsarvd en la PDB, para las interacciones del grupo sulfonamida con
los fragmentos M-H v C=0 de amida y O-H de agua, que superaron en cantidad a las de la
CED. Esto podria daberse a que dichos tragmentos son muy comunas en las macromoléculas
bioldgicas, mientras que a nivel oa la CS0D solo se observan en compuesios peptidicos
aspacilicos v an hidratos,
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Tabla 9.1, Grupes contacios que presentd el grupe central sulfonamida con ¢l N piramidal
(http:/Esostar code cam ac.ukMmlD1 16 rame 2 himf).

Cualquier C, M, 0,50 H

Cualguier enlace potar X-H (X =N, O o 5]

Cualguier C-H alguilico
hMalilano

Ml

Cusglguier C-H aromatico

Carbono aromético sustituido

Fenilo

Cualgumer M-H

Cualquier M-H no cargads
Cualgquir M-H catidnicg
W-H de amida

Cisp”VGiar)-NHz no cargado

AMH, catidnico

Cusalgquier O-H
0-H de alcoholes
O-H dis fanalas

Agua

N sp® o aromiticos
Ciano

RyM piramical

RN planar no cargado
Cualguier O terminal
Cualguier C=0

C=0 de amidas

C=0) de estaras
Carboxialos

Eteres alilaticos
Uniones O an esteres
0 gromaticos

0 de sullaxidos o sullonas
Mibrg

Cuahguiar 5
Gualguler C=5
Tioateras alifaticos
5 aromdticos

Cualguiar C-F
Cuahguiar C-CI

General

C-H solamente

N-H solamente

O-H solaments

QtrosNu O

Arufre

HaldgenosHaluros

50
2040
207

C50
4858
BRg
1930
4654
336
923

b 11
&

119

CS0
13
106

POB

PDH

L e e T o B R ]
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Cuslguier C-Br 40 ]
lan ioduro i 0
Aminoacidos
Cal POB
CIOMH; 2 &
Imidazal . i)
Guaredinio X 2

* LS50 mo presentd los resultacos e i bosgueda

Los graficos de dispersidn { scafferpiof) mas relevantes se muestran en fa Tabla 5.2, A partir
de ellos se observa claramenie gue |a mayoria de lag interacciones se establecen con fos O del
50 v en manor meadida con el M

Tabla 3.2. Diagramas de disparsidn entre la sulfonamida piramidsl y sus grupoes contactos.
| Grupo contacto C5D FDB

Cualquesr G M, O, S0 H

Cuslguier enlace polar X-H (X = N, 0o

o
|

Si se analiza como grupo cenfral a la sulfonamida con N planar, el programa Isostar amoio
los grupos contactos expuesios en la Tabla 9.3, Se obluve una tendencia similar a la
observada con el N piramidal, con respecto a |a cantidad de interacclones descripias en una y
oira base de dalos.
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Tabia 9.3, Grupos conlactos que presentd & grepo central sulfonamida con el W planar

(hitpEostar.code. cam.ac sshimb 01 16Arame 1 himd).
General

Cualquier C. N, 0, 5a H
Cualguser enlace polar X-H (X = N, O 0 5}

C-H solamente

Cualguier G-H alguilica
Metilano

hatilo

Cualquier C-H aromatico
Carbono aromético sustifuido
Fesilo

H-H solamenie

Cualguier M-H

Cualquiar N-H no cangade
Cualquier MN-H calidnico

-H de emida
Cisp®)Giar}-NH; no cargade
AMH, calidnico

0-H solameanta

Cuakuier O-H
O-H de alcoholas
O-H da fenoles
Agua

Oiros Mu O

N sp® o0 aromaticos
Ciang

RN plarar mo cargads
Cualguier O terminal
Cualquier C=0

C=0 de amadas

C=0 de esleres

Eteres alifaticos
Liniones O an estaras
0 aromalicos

O de sultdxdos o sulfonas
Mitro

Azuire

Cualguier 5
Cuahguier C=5
Tioateres alifaticos
2 aromdlicos

HalGgenos/Haluros
Cualguier C-F

Cualguier C-Cl
Cuakguier C-Br

Csh
8356
138

BNNEUBYEERRIG
e - ]

mangg

CsD

53
41

Capitulo 9

POB
519
182

POB

P IERY

&

"ﬂﬂﬂﬂﬂﬁaﬁﬂﬂﬂ‘b

O ks O oo T
jw ]
i i}

FDB
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Aminodcidos
csh PDBE
COMH; 1 18
Imicfazal : 2
Guanidinia ] 14

" CS0 no prasentt los resultados de la blsgueda

Los gralticos de dispersion {scafferplof) mas relevantes se muestran en la Tabla 8.4, Al igual
gue en la €S0, la mayoria de los contactos intermaoleculares se establecen con los O del
sulfonilo v no com & M.

Tabla 9.4, Diagramas de disparsion endre la sulfonamida planar y sus grupos conlacios
Grupo contacto | CSD PDB

Cuslquier T, N, 0. 5o H

uabguier erdlace polar X-H (X = N, O
o 3]

Ademas,; se analizé al anillo faniko, como grupo centraf v su capacidad de interaccionar con
diferentes grupos contactos, enlre los cuales se destacan las interacciones C-H--x, qua sa
localizan por encima y por debajo del planc del anilio (Fig. 8.9.4). También intarvena en
interaccionas M-H-n y C-0--x @ incluso como donor de H en enlaces C-H--0 y C-H--N (Fig
8.9.B).

233



Apéndice del Capitulo 5 Capitulo 9

A

Fig. 8.9. A} Grafico de dispersidn {mostrado coma superlicie da conlorno) da fa mteraccion G-H-x
B} Grélco de dispersién de e mleraccidn entre cuslquier entece polar X-H (X = M, & o O y el anillo
fenila.

& partr del programa Supersiar se generarcn mapas de puntos de interaccion alrededor de
los seis dervados MNBS-Hei, ufiizando informacion de las interacciones infermoleculares
crislalograficas.™ Los grupos luncionales estudiados fueron los O aleohdlicos, los O de agua,
los O carbonilices, los N no cargados, los © metilicos y los C aromaticos,

Para los seis dervados se observo gue la interaccidn principal de los O alcoholicos ¥ los
de agua (O-H actuando como donores de puante de H) se da con los O da los -S0. (como
aceptores). En menor medida se produjeron conlactos con bbs C-H alifaticos y en el caso
puntual del p-NQO-BSTHQ, con &l grupo -NC: (Fig. 8.10.A). Les O carbonilicos, se disponen
fodeando a los anillos feniles e interaccionando, como aceptores, con los entaces C-H.
Ademas, se coniactan con los C-H alifaticos (Fig. 9.10.B). Los N no cargados se ubican cerca
da los -850 an los seis denvados esludiados, caaclandoss an la lerma de N-H cama donares
de EPH, En el derivade p-NQOs-BSTHQ también s& cbserva unicnes puniuales cen el grupo -
MO (Fig. 9.10.C). Los C metilicos y aromaticos interaccionan principaimente con los -S0;, &
fravés de EPH débiles y con C-H, meadianie enlaces de van der Walls (Fig. 3.10.0).
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] ]
Fig. 9.10. Magpas de nlgraccionas antra: A) pNO=B5THQ v los O alcohdicos, B) BSBET ¥ los O
carboniicos, G) pNOx=BSTHOQ v los M no cargados y 0 TM-BSTHQ v los C metilicos.

%.4.3. Interacciones ligando-receptor

For olro lado, == saeleccionaron algunos ligandos con M terciarios, que fueron cristalizados
con diferentes proteinas y se analizaron que tipos de inferacciones se presentan en cada caso.
Ademas, se midid la D N-plano, para inspeccionar si sa presenta alguna fendencia en aste
senlida (Tabla 9.5). Se ocbhservd que, en general, las O del -S0, actdan como aceptores de H,
interaccionands con aminodcides donoras come Law, Gly, Tyr, lle v Ala, aunque en otros casos
na se establecen migracciones con este grupo. El fenilo unido al -50: se ha identificado en
uniones con restos hidrofdbicos de e, Ala, Gly, Phe, Leu & His. Ademas, se establecen
migracciones ®--n slacking con Phe, como sucede en 8 (Tabla 9.5). Este enlace tambign 58
abservd en el fenilo del hketerociclo de THO ¥ de benzodiacepinas con kos aminoacidos Phe y
Tyr. En cuanto al grado de piramidalizacion adoptade por el N del ligando, al comporiamisnto
as muy variado, con cascs donde el M es practicamente planar (5, B, 11 ¥ 12] ¥ en olros donde
58 presenta alla piramidalizacion (1 v 7).
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Tabla 9.5. Resumen da interacciones ligando-recepor (L-F).
N Ligando 20 Ln: Receplor Interacciones L-R S
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N Ligando 20 p?::‘n Recaptor imleracciones L-A Rel
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Enzima convertidora de a-FNT |Factor de necrosis tumiral). La inhibicidn de TACE es conssderado un
mecanizno alractivo para conirofar ta beracion de a-FNT vy una lerapia wable para el tratamiento de
artritis remaioadea y de enfermedad de Crohn (causadas por ta sobresspresidn de a-FNT, una citoquina
pro-inflamatoriz). El sitio activo es romalogo &l de las MMP. por ko gue wn gran nimero de inhibldores u-e
MMP, mostraron beena inhibicidn de TACE. El disefio de ligandos selectivas &5 un gran degafio, ™
Sul!nnarmm s¢ hallan relaconadas a ambos recepliores.
® Proteina tamesiiiransierasa. Inhibidores de PFT han mosirado eficacia como agentes antitumorales y
fambién como agentes anliparasiaros.
" Gerandigeranilransferaza. La farnesiliransforasa y la geranilgeranilfransferasa | son proteinas muy
similares. Estan bormadas pos dos sebunidadaes, 13 subunidad a¥a, gue & comin para ambas enzimas, y
la subunidad bela, cuyva (dentidad de secuencias es lan solo del 25 %,
" Quinasas dependienies de ciclina. Inhibidores de @ CDK2, evilan la progresion del ciclo celular,
pudiendo reducir la sensibilidad del epitelic de muchos agenies antitumorales vy, por eflo, representa una
estrategia como prevencion de [ alepeda nducida por quimioberapia.
* Recepiores X del higade. El antagonismo de las dos isolormas allamente similares de LRX-a y B, se
plant=a como tratamiento de hiperirighcerdemia, un factor de riesgo de la sleroescierosis
cardiovarcular *
' Metalloproteinasas de matriz. Las MMP son una familia de proteasas exiracelulares, gue se convirtieron
en un targel promeiedor en la blsqueds de terapias antibbmorales. Lina gran varedad de aducios MMP-
ii'liggnr han sido cristalizados, muchos de los cuales contienan al grupe sullonamids (17 de un fotal de
B4},

9.5. Conclusiones

A partir del andlisis de las sulfonamidas presentes an la CSD, Stahl y col.™ reportaren que
en &l enlace M-S y C-5, fanto el par de electrones fibres del N como ef orbital p del carbono
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aromatico, dividen en dos al enlace O=5=0. Al analizar la tendencia del angulo g, G-0-5-M,
en ausencia de sustituyentas oo [sf0), se obsarvd un pico maximo a 90 °. Los atomos de O
del sulfonile s& situaron a un lade v olre del anille fenilo (con dngulos de torsidn antre 60 % v
120 %), Mientras que con sustituyentes orfo no H {¢/o), gl pico mazximo se desplazg a alrededaor
de 70 = Stahl y col™ también estudiaron el dngulo de torsidn g, G-5-N-C, y la hibridizacitn
del atomo de M. El dngulo C-5-N-C fue, generalmenta, mencr a 90 * v disminuyd con el
aumente de la piramidalizacion del N icomo D M-plana},

La tendancia dal angula gy, G-C-5-M en las conformacionas bicactivas de sulfonamidas, no
presentd un comporamenio especifico como en la CSD. Los dangulos 28 presentaron mas
dispersas y las frecuencias relativas difirieron, segun la presencia o no de sustituyentes aro y,
fambién, segin se frate de sullonamidas Trias, 2rias o 3ras.La relacién entre el dngulo @, C-5-
MN-C v la D N-plamo presenta, en la pimera porcidn, un comportamients similar al observado
para las estructuras de la C50. Es decir, que cuando el angulo g5 s menor a 80 °, se obsarva
U disminucidn con al aumento de la piramdalizacidn del N.Las diferenciazs observadas
anteriormente, tendrian su origen en las interacciones intermoleculares que establece un
compueste, an farma diferencial, a nivel de una red de empaquetamianto cristaling de
mokéculas de su mismo lipo o a nivel de un receplor bioldgico.

Con el programa Mogul se observd gue el p-NO.-BSTHQ presentd valores usuales, tanio
en al angulo gy (81,9 ®) como en el gy (91,6 %1, ya que se ubican en &l centro del histograma.
Ln comportamiento similar se obtiena para los darivados BSTHG v BSTHGa, con valoras de
Pz 08 608"y 774 "yde g, de 774"y V7.6 " respectivamente, En cuanto al TM-BSTHQ, &l
anguia @ (1414 ®) presentd un valor inusual para este tipo de fragmentos, que se alejo del
drea dal histograma. En cambéo af valor de ou (62,7 °) resultd ser habitual:

Con el Isostar, 3e concluyg gque las sulfonamidas con N piramidal ¥ planar interaccignan
con una amplia variedad de fragmentos, entre ellos C-H, N-H, O-H, con dtomos de N, O, S ¥
haldgenos v con amincdcidos. La mayoria de las interacciones se establecen con los O del -
S0 y en menor medida con el N de la sulfonamida. A su vez el anillo fenilo, como grupo
ceniral, demosird capacidad de interaccionar con diferantes grupos contactos, entre los cuales
se destacan las interacciones C-H--x, N-H-x y C-0--1 & incluso coma donor de H en enlaces
C-H-O y C-H--M.

Con el programa Superstar, se vio gue la princlipal interaccion de los O alcoholicos v los de
agua (O-H actuando como donores de puante de H) se dio con los O de los -850 (coma
acaptaras).Los O carbonllicos, se dispusisron rodeando a kos anillos feniles e interaccionando,
como aceptares, con los enlaces C-H, Los N no cargados se ubicaron cerca de los -S0; en los
seis derivados estudiados, contactindose como M-H donores de EPH. Los C metilicos y
aromaticos interaccionaron principalmente con los -50;, a través de EPH débiles v con C-H,
madiante inferaccionas de van der Walls,

En losligandos con N terciarios cristalizados con proteinas se vio que los O del -850,
actuaran come aceptores de H, interaccionando con aminoacidos donores como Leu, Gly, Tyr,
lle ¥ Ala. Por otro lado, el fenilo unido al -50; se ha identificado en interacciones con restos
hidroddbicos de lle, Ala, Gly, Phe, Lau & His. Ademas,; es capaz de establecer interacciones
n--% stacking con Phe, Las conformaciones bioactivas exhibieron disposiciones dande &l N es
practicamente planar y en otros donde se presenta alta piramidalizacion.
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