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De nuestros miedos nacen los corajes
y en nuestras dudas viven nuestras certezas.

Los suenos anuncian otra realidad posible
y los delirios, otra razon.

En los extravios nos esperan hallazgos,

porque es preciso perderse
para volver a encontrarse...
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Resumen

Las enfermedades parasitarias siguen siendo una de las principales preocupaciones para la
salud publica de los paises en desarrollo. Entre ellas, las causadas por protozoos tienen un
gran impacto porque han resurgido en los ultimos decenios como amenazas importantes. En
particular, se pueden mencionar la Enfermedad de Chagas, la malaria y la leishmaniasis,
gue a pesar de su alta prevalencia, su farmacoterapia ha variado poco en los ultimos 40
afos y los pocos farmacos disponibles presentan, en general, propiedades fisicoquimicas o
biofarmacéuticas desfavorables. Debido a esto, existe la urgente necesidad de optimizarlos
o de contar con nuevos ingredientes farmacéuticos activos.

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue optimizar las propiedades fisicas,
guimicas y biofarmacéuticas del tinidazol (TNZ) y del p-nitro-bencenosulfonil-1,2,3,4-
tetrahidroquinolina (p-NO»-BSTHQ). El TNZ es un antiparasitario de amplio espectro que
presenta eficacia establecida, pero exhibe baja solubilidad acuosa e inestabilidad
fotoquimica. Ademas, se seleccioné al p-NO2-BSTHQ, una nueva entidad quimica (NEQ) en
etapa de investigacion preclinica. Este presenta actividad in vitro frente a los agentes
etiologicos de la Enfermedad de Chagas, la malaria y la leishmaniasis, pero presenta muy
baja solubilidad acuosa.

En este trabajo de investigacion, se selecciond la sintesis de cocristales (CC) para el
TNZ, y la preparacién de nanocristales (NC) para el p-NO,-BSTHQ, dos estrategias
actualmente disponibles para optimizar propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas
desfavorables de ingredientes farmacéuticos activos (IFA) y NEQ.

A los fines de exponer los resultados obtenidos en este trabajo, la presentacion se
organizé de la siguiente manera:

En el Capitulo 1 se describe la problematica actual del disefio y desarrollo de farmacos
y la importancia del estado sélido de los farmacos y su manipulacion, mediante la
preparacion de nuevas formas sdlidas multicomponentes y la reduccién del tamafio de
particulas a escala nanométrica. Ademas, se resumen los métodos de preparacion y la
relevancia farmacéutica y biofarmacéutica de los CC y NC como estrategias para la
optimizacion de propiedades fisicas, quimicas y biofarmacéuticas desfavorables de IFA y
NEQ.

En el Capitulo 2 se presenta una breve descripcion de las técnicas analiticas utilizadas

para la caracterizacion de CC y NC, y de dos propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas



claves para evaluar el desempefio in vitro de estas nuevas formas sélidas, la solubilidad
acuosa (Sa) y velocidad de disolucion (VD).

En el Capitulo 3 se presentan los resultados obtenidos en la busqueda de CC del TNZ,
y se detalla la caracterizacion fisicoquimica y biofarmacéutica de los tres nuevos CC (TNZ-
CA, TNZ-PABA y TNZ-SA) y los dos eutécticos (TNZ-NA y TNZ-SUC) obtenidos. La
caracterizacion llevada a cabo demostré que los 3 CC obtenidos mejoraron la fotoestabilidad
en estado sélido de TNZ. Estos resultados demostraron que la cocristalizacion es una
aproximacion valida para mejorar las propiedades fisicoquimicas de este IFA.

En el Capitulo 4 se describe la preparacion de NC del p-NO.-BSTHQ mediante
nanomolienda asistida por microesferas y se presentan los detalles de su caracterizaciéon
fisicoquimica y biofarmacéutica. Los resultados demostraron que la nanometrizacion es una
estrategia valida para optimizar la escasa solubilidad acuosa en equilibrio y nula VD de la
NEQ.

Por ultimo, en el Capitulo 5 se presentan las conclusiones generales y proyecciones

de este trabajo de Tesis Doctoral.
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Fandifio Octavio Ezequiel OBIJETIVOS

OBJETIVOS DE LA TESIS

OBJETIVO GENERAL

Las enfermedades parasitarias siguen siendo una de las principales preocupaciones
para la salud publica de la mayoria de los paises en desarrollo. Entre ellas, las
causadas por protozoos tienen gran impacto porque han resurgido en los ultimos
decenios como amenazas importantes para la salud humana. De gran preocupacion
son la Enfermedad de Chagas, la malaria y la leishmaniasis, que se han
generalizado sobre todo en paises ubicados en zonas tropicales y subtropicales, y
tienen una prevalencia mundial de mas de 238 millones de personas afectadas. En
la ausencia de vacunas eficaces, la quimioterapia desempefia un papel critico en el
control de dichas enfermedades. Lamentablemente, el tratamiento farmacoldgico
para dichas patologias ha variado poco en los ultimos 40 afios, a pesar de que los
pocos farmacos existentes para su tratamiento presentan propiedades
biofarmacéuticas y toxicologicas desfavorables.

En la actualidad existe la necesidad de contar con tratamientos
farmacoterapéuticos mejorados o con nuevos farmacos para las enfermedades
parasitarias. El objetivo general de este trabajo de Tesis fue optimizar las
propiedades fisicas y biofarmacéuticas desfavorables del tinidazol (TNZ) y del p-
nitro-bencenosulfonil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina  (p-NO2-BSTHQ) con el fin de
contribuir a la quimioterapia de dichas enfermedades. EI TNZ es un ingrediente
farmacéutico activo antiparasitario de reconocida utilidad terapéutica con baja
solubilidad acuosa y que es fotoinestable en estado sélido y en solucion. El p-NO3-
BSTHQ una nueva entidad quimica en etapa de investigacion preclinica que
presenta actividad in vitro frente a los agentes etioldgicos de la Enfermedad de

Chagas, la malaria y la leishmaniasis.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Sintetizar y caracterizar fisicoquimicamente formas solidas alternativas

multicomponentes del tinidazol, en particular cocristales y eutécticos.

» Preparar y caracterizar fisicoquimicamente nanocristales, cocristales vy

dispersiones sélidas de la p-nitro-bencenosulfonil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina.

» Obtener monocristales de buena calidad para resolver las estructuras
cristalinas de las nuevas formas soélidas obtenidas por difraccion de Rayos X

de monocristal.

» Evaluar propiedades fisicas y biofarmaceéuticas in vitro de las nuevas formas

sélidas del tinidazol y la p-nitro-bencenosulfonil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina.
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Fandifio Octavio Ezequiel Capitulo 1

EL ESTADO SOLIDO DE LOS FARMACOS Y SU
IMPORTANCIA PARA LOS MEDICAMENTOS

1.1 Introduccidn

Actualmente, la mayoria de los productos farmacéuticos, y de las formulaciones en
etapas de desarrollo, son formas de dosificacion sélidas (comprimidos, capsulas y
suspensiones, entre otras) que contienen uno o mas ingredientes farmacéuticos
activos (IFA) en estado sélido (Domingos et al., 2015; Zhang y Zhou, 2017). Las
ventajas de formularlos en dicho estado procede principalmente de su capacidad de
cristalizar, y por ende de purificar, de su facilidad de manipular, y de una mejor
estabilidad quimica y fisica, en comparacion con los liquidos (Domingos et al., 2015;
Zhang y Zhou, 2017). De alli que, de los varios estados de la materia en los que una
sustancia puede existir, el estado sélido es el que se encuentra mas comunmente en
los IFA, y es el mas importante y relevante para el desarrollo farmacéutico.

El estudio del estado sélido es fundamental para la seleccion de la forma
sélida* en la que se administrardn los IFA, y es un requisito regulatorio para la
aprobacion de cada farmaco nuevo. Ademas, el estado sdlido de un IFA, de nuevas
entidades quimicas (NEQ) de interés farmacéutico y aun de medicamentos, se
puede disefiar y manipular. Esto permite eventualmente alterar favorablemente
propiedades fisicas, quimicas y biofarmacéuticas desfavorables (Olusanmi et al.,
2014; Domingos et al., 2015).

* Formas so6lidas: cada una de las diferentes fases cristalinas o amorfas que puede adoptar una
sustancia en estado sélido.
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Precisamente, la manipulacion del estado sélido ha surgido como una
estrategia de gran relevancia en el area farmacéutica (Domingos et al., 2015). Esto
es debido a que un alto porcentaje de los IFA y NEQ actuales pertenecen a la clase
Il (baja solubilidad acuosa (Sa) y alta permeabilidad intestinal) del Sistema de
Clasificacion Biofarmaceéutica (SCB) de IFA (Olusanmi et al., 2014). En el caso de
esos IFA y NEQ, la biodisponibilidad (BD) es controlada por la liberacion del IFA o
NEQ desde la forma de dosificacion, debido a su baja Sa o lenta velocidad de
disolucion (Olusanmi et al., 2014). Ambas caracteristicas (al igual que otras
propiedades fisicas, quimicas y biofarmacéuticas desfavorables) se pueden alterar
favorablemente mediante el disefio y sintesis de nuevas formas sélidas cristalinas, o
amorfas, asi como por estrategias de ingenieria de particulas (Domingos et al., 2015;
Saravanan et al., 2020).

El objetivo de este capitulo es ubicar este trabajo de Tesis doctoral en el
contexto de las estrategias farmacéuticas actuales para la optimizacion de las
propiedades fisicas, quimicas y biofarmacéuticas desfavorables de IFA y NEQ. Para
ello, se resumiran algunos aspectos de la problematica actual del descubrimiento y
desarrollo de medicamentos. Luego, se describiran varios principios fundamentales
del estado sélido de los IFA, particularmente las distintas formas soélidas en que
pueden presentarse. Finalmente, se presentaran dos estrategias recientes para
optimizar las propiedades desfavorables de IFA conocidos y NEQ: la preparacion de

nuevas formas sélidas y la ingenieria de particulas.

1.2 La problemética actual del disefio y desarrollo de farmacos

En la actualidad el proceso de investigacion y desarrollo (1+D) de nuevos
medicamentos es costoso y carente de eficiencia. En efecto, en las uUltimas décadas
el gasto en I+D para el desarrollo de nuevos IFA ha experimentado un aumento
sustancial que no ha sido acompafado por un crecimiento equivalente en el nimero
de nuevos medicamentos lanzados al mercado. Algunas estimaciones colocan este
costo en alrededor de 2 billones de délares estadounidenses (Lim, 2020). Ademas,
de las 5000 a 10000 moléculas que inician el proceso de I+D, se calcula que solo
250 llegan a la etapa preclinica, 5 se prueban en ensayos clinicos y solo una recibe

aprobacion para su comercializacion (Figura 1.1) (Brake et al., 2017).
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Figura 1.1. Representacion grafica del proceso de I+D de nuevos IFA (Adaptada de Zurdo,
2013; Brake et al., 2017; Lim, 2020).

Tradicionalmente, la potencia y selectividad han sido los parametros claves a
considerar en el descubrimiento de nuevos IFA. Sin embargo, en los Ultimos afios se
ha comprendido que los IFA se mueven a través del organismo y actiuan a escala
molecular, y para hacerlo necesitan poseer propiedades fisicas y biofarmacéuticas
adecuadas, en particular buena Sa y adecuada permeabilidad intestinal (Shah y
Agnihotri, 2011). Lamentablemente, aproximadamente el 40% de los IFA aprobados
y el 80% de los farmacos que se encuentran en desarrollo (Karagianni et al., 2018)
pertenecen a la clase Il del SCB, para la cual la absorcion oral es limitada por la baja
Sa. Por lo tanto, el creciente numero de NEQ que presentan baja Sa es uno de los
problemas mas comunes que obstaculizan el desarrollo de nuevos IFA (Karagianni
et al., 2018).

Las causas de la baja Sa y baja permeabilidad intestinal estan relacionadas
con las nuevas tecnologias de disefio y sintesis de NEQ, y las caracteristicas
moleculares de los candidatos obtenidos en las etapas preclinicas, los cuales en
general son compuestos organicos con pesos moleculares relativamente altos
(Zurdo, 2013; Olusanmi et al., 2014; Domingos et al., 2015). Ademas, las muestras

utilizadas en los ensayos iniciales a menudo varian considerablemente en el tamafio
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de particula, cristalinidad y forma polimorfica, y ello genera problemas adicionales en
la etapa de investigacion preclinica, ya que dichas propiedades suelen no ser
estudiadas ni optimizadas en la etapa de investigacibn mencionada (Shah y
Agnihotri, 2011).

Debido a que las NEQ presentan altas tasas de fracaso, costos elevados, un
ritmo lento de su | + D y que los IFA se encuentran formulados en su mayoria
disponibles como formas de dosificacion sélidas (Domingos et al., 2015), el
desarrollo de nuevas formas sélidas de IFA conocidos ofrece una nueva estrategia
para la mejora de su eficiencia optimizando su Sa, disolucién, estabilidad, BD o
farmacocinética (Domingos et al., 2015). Dicha optimizacion de las propiedades
fisicas, quimicas y biofarmacéuticas desfavorables de farmacos “antiguos” ha
surgido como un tema de relevancia académica e industrial que ha llevado a un
mundo en expansion de formas solidas, con varios IFA exitosamente optimizados
(Domingos et al.,, 2015). Como esta estrategia implica el uso de compuestos
conocidos, los costos generales de desarrollo son potencialmente mas bajos y los
plazos de desarrollo mas cortos (Domingos et al., 2015). Si bien esta estrategia ha
conducido a resultados muy satisfactorios en varios IFA, puede no resultar adecuada
para compuestos con muy baja Sa. En esos casos, las aproximaciones de la
ingenieria de particulas resultan mas apropiadas, como se discutira en proximas

secciones.

1.3 El estado sélido de los compuestos farmacéuticos

La mayoria de los IFA son sélidos y pueden existir en muchas formas solidas
(Figura 1.2), las cuales difieren en sus propiedades fisicas, quimicas, mecéanicas y
biofarmacéuticas (Gokhale y Mantri, 2017). Ellas se pueden clasificar sobre la base
de su estructura interna en: formas cristalinas (sus moléculas, iones o atomos
forman arreglos ordenados y periddicos de corto y largo alcance) y amorfas (no
poseen orden de largo alcance) (Zhang y Zhou, 2017; Healy et al., 2017). Cabe
sefialar que el "orden de corto alcance" se refiere a la manera (coordinacion
molecular) con que los atomos, moléculas o iones vecinos se acomodan uno al lado
del otro. En cambio, el "orden de largo alcance" se refiere a la regularidad o
periodicidad con que atomos, moléculas o iones se agregan, primero a través de

"vecinos" (de corto alcance) y después se propagan a una distancia "apreciable”
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para formar una fase (Zhang y Zhou, 2017). Tales diferencias en el rango de orden
molecular o atémico y propiedades de empaquetamiento pueden impactar en
propiedades farmacéuticas y biofarmacéuticas relevantes como la fluidez,
compresion, dureza, densidad, Sa y BD (Healy et al., 2017). La gran mayoria de los
solidos farmacéuticos entran en la categoria de solidos cristalinos (Healy et al.,
2017).

Los sdlidos cristalinos se pueden clasificar en varios subtipos segun el nimero
de componentes que, de manera homogénea, integren la red cristalina. Asi, pueden
ser de componente Unico (poseen una Unica entidad quimica, por ejemplo un IFA)
o de componentes mdultiples (contienen una, dos, tres, etc., especies quimicas
adicionales al IFA) (Figura 1.2), conocidos también como aductos (Zhang y Zhou,
2017). Aunque el numero de especies adicionales puede aumentar sin limite, este
suele ser entero y relativamente pequefio (Zhang y Zhou, 2017).

Para los sdlidos de componentes multiples también se pueden distinguir varios
subtipos (Figura 1.2). Asi, segun el estado de ionizacion de las especies que los
forman se pueden clasificar en idnicos (contienen cationes y aniones), moleculares
(contienen moléculas neutras) o ionicos/moleculares (Zhang y Zhou, 2017). Los
aductos binarios iénicos se denominan sales y normalmente estan formados por
sustancias acidas y basicas, o iones dipolares (zwitteriones) (Karagianni et al.,
2018). Los aductos moleculares que contienen moléculas de solvente o agua se
denominan solvatos o hidratos respectivamente. Cuando contienen moléculas de
un compuesto organico se llaman cocristales (CC) (Figura 1.2), y estos pueden ser
anhidros o solvatados, o sales de CC (Karagianni et al., 2018).

Es de remarcar, que la composicion quimica global de los solidos
farmacéuticos puede ser la misma, pero pueden presentar diferencias al nivel de la
estructura interna. La capacidad de una sustancia para existir como dos o mas
fases solidas con diferentes disposiciones o conformaciones de las moléculas en
una red cristalina, se denomina polimorfismo y las diferentes fases se denominan
polimorfos o modificaciones cristalinas (Zhang y Zhou, 2017). El polimorfismo es
relevante tanto para los solidos de componente Unico como para los de
componentes multiples (Aitipamula et al., 2012; Gokhale y Mantri, 2017; Zhang y
Zhou, 2017).
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Figura 1.2. Clasificacion de las formas sélidas de un farmaco sobre la base de su estructura
y composicion (Adaptada de Karagianni et al., 2018 y Healy et al., 2017).

Para mejorar las propiedades fisicoquimicas de NEQ e IFA se pueden utilizar
tanto formas solidas cristalinas o amorfas tradicionales (polimorfos, sales y
solvatos/hidratos, Figura 1.2) como novedosas (CC y coamorfos, Seccion 1.4.4,
Tabla 1.2). Sin embargo, esta aproximacion tiene algunas limitaciones. Por ejemplo,
la formacion de sales requiere de IFA capaces de formar iones, y no todos poseen
grupos acidos y basicos. Ademas, el desarrollo de formas salinas no es siempre
beneficioso, porque pueden tener, por ejemplo, mayor higroscopicidad Yy
electrostatica, punto de fusion mas altos, etc. (Olusanmi et al., 2014). En esos
casos, la formacién de CC puede ser una alternativa mas adecuada, porque no se
necesitan grupos ionizables sino grupos dadores o aceptores de hidrégeno o con la
posibilidad de formar otro tipo de interacciones no-covalentes. También, se puede
recurrir a aproximaciones tecnolégicas como el uso de agentes solubilizantes, la
formacion de complejos de inclusidn, la incorporacién del IFA a microemulsiones,
liposomas o dispersiones sélidas. Otra estrategia es la modificaciones de las

propiedades del IFA al nivel particulado, por ejemplo, la reduccion del tamafio de
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particulas, entre las que se destaca la obtencibn de nanocristales (NC)
farmacéuticos (Malamatari et al., 2018).

Dado que en este trabajo de Tesis, se prepararon y caracterizaron CC y NC, a
continuacién se describiran algunos aspectos relevantes sobre su obtencion,

caracterizacion y aplicaciones farmacéuticas

1.4 Cocristales

1.4.1 Definicién de cocristales

Los CC representan una clase de compuestos quimicos conocidos desde
mediados del siglo XIX (Zhang et al., 2019). Sin embargo, el término cientifico CC es
reciente, ya que fue propuesto por Schmidt y Snipes, en 1967, para describir a un
complejo formado por enlaces de hidrogeno entre la 9-metiladenina y la 1-metiltimina
(Karagianni et al., 2018). Posteriormente, el término se popularizo en la quimica del
estado sélido, gracias a los estudios sobre los enlaces de hidrégeno llevados a cabo
por Margaret Etter en la década de 1980 (Zhang et al., 2019).

Después de un periodo de aproximadamente 20 afios de inactividad en el
campo de los CC, a partir de 2003, su estudio y preparacion adquirié gran
importancia en el area farmacéutica. Ello motivo, por ejemplo, que en 2006 M.J.
Zaworotko recomendara la utilizacion del término cocristal farmacéutico a los CC
gue contuvieran un IFA (Zhang et al., 2019). El interés renovado por los CC trajo
también aparejados debates sobre su nombre y definicidn, incluso sobre el uso o no
de un guion en la palabra (cocristal vs. co-cristal) (Zhang et al., 2019). Dichos
debates no han concluido (Zhang et al., 2019).

De las varias definiciones de cocristal que se han publicado, la mas aceptada
en el area farmacéutica es la acufiada en 2012 por una comision de 46 cientificos
(Aitipamula et al., 2012). Segun esta definicion los CC son sdélidos que son
materiales cristalinos monoféasicos, constituidos por dos o0 mas compuestos
moleculares o i6nicos diferentes, que estadn generalmente en una proporcion
estequiométrica y que no son ni solvatos ni sales simples (Aitipamula et al.,
2012),

Dada la importancia de los CC en el campo farmacéutico, su definicién no es

solo una cuestion de terminologia cientifica correcta, sino que también tiene
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implicaciones regulatorias (Zhang et al., 2019). Por ejemplo, la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA, por su sigla en
inglés) de Estados Unidos de Norteamerica (EUA) redefinio en 2018 a los CC como
materiales cristalinos compuestos por dos o mas moléculas diferentes,
tipicamente un ingrediente farmacéutico activo (IFA) y formadores de
cocristales ("Coformadores") en la misma red cristalina (FDA, 2018). Por su
parte, la Agencia Europea de Medicamentos (European Medicines Agency, EMA, por
su sigla en inglés) definié a los CC como estructuras cristalinas homogéneas (de
una sola fase) formadas por dos o mas componentes en una relacion
estequiométrica definida donde la disposicién en la red cristalina no se basa
en enlaces iénicos (como en las sales) (EMA, 2015).

Si bien las numerosas definiciones de CC presentan diferencias mas o menos
significativas, todas ellas coinciden en que son solidos cristalinos que contienen en
la misma celda unitaria dos 0 mas especies quimicas diferentes que se mantienen
unidas mediante interacciones intermoleculares débiles (no-covalentes y no-iénicas)
tales como enlaces de hidrégeno, enlaces n-n y de van der Waals (Karagianni et al.,
2018); por eso, se los categoriza también como derivados no-covalentes (Stoler y
Warner, 2015). Dichas interacciones conducen a un aducto, el cual es
termodinamicamente mas estable que el IFA y el coformador (COF) por separado

(Karagianni et al., 2018), de alli la relevancia farmacéutica de los CC.

1.4.2 Disefo de cocristales

Los CC se obtienen por una sintesis supramolecular mediante la formacion de
enlaces de hidrogeno fuertes u otros enlaces no covalentes (Domingos et al., 2015).
Por tanto, el disefio de un CC se basa en el concepto del sinton supramolecular,
término acufiado por E. J. Corey en 1967, y que Desiraju uso principalmente para
referirse a unidades estructurales en la supramolecula que pueden formarse o
ensamblarse mediante interacciones intra o intermoleculares conocidas o
posibles, al describir una serie de CC farmacéuticos (Karagianni et al., 2018). Es
decir, los sintones supramoleculares representan los bloques de construccién

responsables de que una estructura cristalina exista, y cuando se agregan a un
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I

grupo especifico de estructuras cristalinas regulan su arquitectura (Karagianni et al.,
2018).

A partir del andlisis de un gran nimero de estructuras cristalinas depositadas
en la Base de Datos Estructurales de Cambridge (CSD, por sus iniciales en inglés),
se han definido algunas reglas de predicciéon para la formacién de CC, basandose en
la frecuencia de aparicion de ciertos sintones formados por enlaces de hidrégeno. Si
bien este proceso no puede denominarse una verdadera prediccion, puede servir
como una guia para seleccionar el COF y, por tanto, disefiar el CC. En este sentido,
el enlace de hidrogeno es la fuerza intermolecular mas frecuente y versatil
encontrada en los CC, y los sintones formados mediante la utilizacién de enlaces de
hidrogeno pueden ser entre el mismo (homosintén) o diferentes grupos funcionales
(heterosintones). En la Figura 1.3 se representan los sintones supramoleculares mas
comunmente encontrados. Es de sefalar que en los CC farmacéuticos, los
heterosintones son mas frecuentes que los homosintones (Rajesh Goud, et al.,
2011).

3 L
/

acido-acido amida-amida  acido-piridina
4% 47% 70%
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Figura 1.3. Esquema de enlace tipo puente hidrogeno, homosintones y heterosintones, con
su probabilidad de ocurrencia (Adaptada de Rajesh Goud et al., 2011).

Un aspecto importante a considerar en la preparacion de CC farmacéuticos es
gue el COF debe ser aceptable desde el punto de vista farmacéutico (Steed, 2013).
Es decir, no debe ser tdéxico y no debe producir efectos secundarios adversos vy,
ademas, debiera estar incluido en el listado de los compuestos sélidos
generalmente reconocidos como seguros (Generally Regarded As Safe, GRAS,
en la terminologia inglesa) para uso en humanos, el cual incluye a aproximadamente

100 compuestos sdlidos (Steed, 2013). También, pueden utilizarse IFA como COF,
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lo cual da lugar a los CC farmaco-farmaco, llamados también CC duales de
farmacos (Ngilirabanga et al., 2020). Por tanto, el espacio para los CC farmacéuticos
es, a priori, enorme, con muchas posibilidades para un mismo IFA, especialmente
cuando este presenta al menos dos grupos funcionales capaces de formar enlaces
de hidrégeno (Healy et al., 2017).

1.4.3 Métodos de obtencién de cocristales

Los métodos de obtencién de CC pueden clasificarse, en términos generales,
en técnicas en estado solido o en solucion (Chavan et al., 2018; Karimi-Jafari et al.,
2018). En la Tabla 1.1 se consignan algunos de los métodos de obtencion de CC y
se resumen sus principales caracteristicas.

Tabla 1.1. Algunos de los métodos de obtencion de CC y sus principales caracteristicas
(Adaptada de Karimi-Jafari et al., 2018).

Categoria Nombre del método Caracteristicas del método
Mezclado de IFA y COF por molienda manual o
Molienda en seco (Neat grinding)  mecanica, durante un periodo de tiempo y con
Métodos frecuencia fija.
en estado Mezclado de IFA'y COF en presencia de una
sélido Molienda asistida por solvente cantidad muy pequefia de solvente para moler
(Liquid assisted grinding) de manera manual 0 mecanica, por un periodo
(Mecanoqu de tiempo y con frecuencia fija.
imica)
L Combinacién de de IFA y COF en equipos
Extrusion extrusores (tornillo simple o doble) con la
incorporacién o no de un aglutinante liquido.
e Adicién de IFA 'y COF, sélidos, a un solvente o
Conversion |sot'e,rm|ca en una mezcla de solventes y agitado de la
suspension supension resultante durante un periodo de
tiempo fijo a temperatura constante.
Cocristalizacia L Eliminacién del disolvente de una solucion de
ocristalizacion por evaporacion IFA y COF mediante evaporacion en
i de solvente condiciones ambientales, a altas temperaturas,
Métodos a presion reducida o una combinacion de
en ambas.
solucion (i) Combinacién de soluciones individuales del

IFA'y el COF o (ji) adicion de un COF solido a
una solucion del IFA , o viceversa, con el
resultado de una cocristalizacién espontanea
repentina.

Cocristalizacién que ocurre como resultado de
Cocristalizacion por antisolvencia  la adicién de un antisolvente a una solucién de

IFAy COF

Precipitacion
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I

Las técnicas en estado solido se basan en la mecanoquimica, la cual en un
sentido amplio hace referencia a las reacciones entre sélidos inducidas por la accion
de energia mecénica, como la molienda (James et al., 2012), e incluyen métodos en
los cuales se emplean muy poca cantidad o nada de solvente, tales como la
molienda en seco (Neat grinding, NG en la terminologia inglesa) y la molienda
asistida por solvente (Liquid-assisted grinding, LAG por su sigla en inglés conocida
también como Solvent-drop grinding) (Domingos et al., 2015). En cambio, los
métodos en solucién involucran un exceso de solvente y requieren de una etapa de
aislamiento para separar el producto cristalino formado de sus aguas madres
(Karimi-Jafari et al., 2018). En este trabajo de Tesis se utilizaron métodos en estado
sélido y en solucion para la obtencién de CC, como se indicara en el Capitulo 3.

1.4.4 Diversidad estructural y relevancia farmacéutica de los cocristales

Tedricamente, los compuestos débilmente acidos, basicos e incluso los neutros
pueden formar CC. Ademas, un mismo IFA puede cocristalizar con diferentes COF,
lo cual puede originar una gran diversidad estructural para sus CC y ampliar
enormemente las formas solidas de un IFA (Healy et al.,, 2017). Incluso, los CC
pueden existir como diferentes polimorfos, hidratos y solvatos (Figura 1.4), los cuales
a su vez tendran propiedades fisicas y estructurales Unicas (Healy et al., 2017),

aumentando asi aun mas su diversidad estructural.

Pollmorfo de cocristal

iyt

Cocristal Cocristal hidratado Polimorfo de cocristal hidratado

@ -~
& -cor —
' =Agua

' = Solvente Cocristal solvatado Polimorfo de cocristal solvatado

Figura 1.4. Variaciones mas comunes encontradas en los CC (Adaptada de Healy et al.,
2017).
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Los CC también pueden exhibir diversidad estequiométrica; es decir, un mismo
IFA y COF pueden cocristalizar con diferentes proporcionesde sus componentes,
dando lugar a diferentes CC. Por ejemplo, la carbamacepina forma con el acido 4-
aminobenzoico cocristales con estequiometrias 1:1, 2:1 y 4:1 (Karimi-Jafari et al.,
2018). Si bien es importante conocer las fases cristalinas y amorfas de un IFA, la
principal motivacion para la investigacion de los CC es influir de manera directa
sobre las propiedades de su estado solido. Esto impactara directamente en sus
propiedades fisicas, quimicas, mecanicas o biofarmacéuticas, ya que ellas dependen
del orden molecular en la forma sdlida. Por lo tanto, los cambios e interacciones
entre diferentes moléculas del IFA y el COF suelen tener un efecto directo sobre las
propiedades mencionadas (Malamatari et al., 2018).

En la Tabla 1.2 se resumen algunas de las propiedades de los IFA que se
pueden alterar por la cocristalizacion. También, se indican algunos CC farmacéuticos
gue presentaron mejoras en sus propiedades originales. Vale mencionar que dentro

de los ejemplos consignados se encuentran algunas especialidades farmacéuticas.

Tabla 1.2. Algunas propiedades fisicas y biofarmacéuticas que se han optimizado por la
preparacion de CC farmacéuticos.

Ejemplos de cocristales

Propiedades alteradas o
farmacéuticos

Punto de fusion Carbamazepina-Nicotinamida.?

Estabilidad en solucioén, y
Fisicoguimicas fotoestabilidad en estado
sélido (humedad, calor, luz)

Suglat® (Pragliflozin-L-prolina)®y
Teofilina-Sacarina.®

Solubilidad acuosa Sildenafil-Acido acetil salicilico ¢

Entresto® (Valsartan-Sacubitril) ®;
Biodisponibilidad Quercetin-Cafeina, Quercetin-
Isonicotinamida y Quercetin-Teobromina.©

- Ve - . . e ili - i C
Biofarmacéuticas Velocidad de disolucién Teofilina-Sacarina.

Propiedades mecéanicas
(densidad aparente,
friabilidad)
aKaragianni et al., 2018. "Chavan et al., 2018. °Karimi-Jafari et al., 2018. 9 Yadav et al., 2009.

Paracetamol-Acido 5-nitroisoftalico .2

23



Fandifio Octavio Ezequiel Capitulo 1

1.5 Nanocristales

Mas del 75% de las NEQ presentan baja o muy baja Sa, lo que plantea
numerosos e importantes problemas para su formulacion porque pueden mostrar
baja BD, alta variabilidad en estado de ayuno o alimentacion, un inicio de accion
retardado y falta de proporcionalidad de la dosis (Malamatari et al., 2018). Para
superar estos problemas se han propuesto diversas aproximaciones, entre las que
se destaca la obtencién de formas solidas alternativas (Seccion 1.3) y la reduccion
del tamafio de particula (Domingos et al., 2015; Malamatari et al., 2018), mediante
micronizacion y nanonizacion.

La micronizacién (reduccion del tamafio de particula hasta valores entre 1y 20
um) ha permitido incrementar la Sa y BD oral de muchos IFA (Williams et al., 2013).
Lamentablemente, esta técnica puede inducir transiciones polimérficas, aumentar el
desorden cristalino e inducir la aglomeracion de particulas, entre otros problemas,
con un efecto negativo sobre la Sa y la BD (Saravanan et al., 2020). Por ello, en la
década de 1990" se desarrollaron procedimientos para obtener particulas cristalinas

submicromeétricas (con tamafios entre 50 y 1000 nm, Figura 1.5), conocidas como

nanocristales.
Ojo humano
Microscopio de luz
Microscopio electrénico (o\®
52 PR 1o
pa® OV e g c’\)“ ad
25 -02
.//-/ o
e B 735
| | | | | | | |
0.1 1 10 100 1000 104 10°% 10

Nanémetros (nm)

R e - Nanoterapéuticoé

o 4
. .‘ ‘
- 4 Polimero Nanoparticula

5 oLiposc2>81a Nanoemulsién terapéutico polimérica
: nm - 20 pm "“' 20 - 500 nm . 20 <nm 100.- 1000nm
- i
B\ * -
(‘ it 5 ks -
Virosoma Nanocomplejo Nanocristal
20 - 30nm . 50- 1000 nm

20 -150nm

Figura 1.5. Representacion comparativa de los nancristales con otros materiales
nanoterapéuticos (Adaptada de Malamatari et al., 2018).
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Una caracteristica importante de los NC es que poseen un contenido cercano
al 100% (Figura 1.6) del IFA o de la NEQ, en contraste con las nanoparticulas de
matriz que consisten, por ejemplo, en una matriz polimérica (nanoparticulas
poliméricas) o lipidica (nanoemulsiones y liposomas) y una dosis de IFA. El alto
contenido de los NC los hace muy eficientes en el transporte de los IFA y las NEQ
hacia o dentro de las células.

Los NC se producen tipicamente en forma de nanosuspensiones, es decir,
dispersiones submicroénicas (coloidales) de particulas de IFA, o NEQ con un tamafio
medio de particula <1000 nm (Figura 1.5), que son estabilizadas por tensioactivos,
polimeros o por una mezcla de ambos (Mdiller et al., 2011).

Nanoparticulas poliméricas

liquido
2

Nanoemulsiones

Nanoparticulas lipidicas
solidas

Mezcla de lipidos
liquidos y sélidos

Portadores lipidicos
nanoestructurados

%
- Ly

IFA o NEQ _ Nanocristales

100% IFA o NEQ

Figura 1.6. Representacion estructural esquematica y comparacion de carga de IFA, o NEQ,
para nanoparticulas poliméricas, nanoemulsiones, nanopatrticulas lipidicas sélidas,
portadores lipidicos nanoestructurados y nanocristales (Adaptada de Muller et al., 2011).

1.5.1 Métodos de preparacién de nanocristales

Para la obtencion de NC existen actualmente varios métodos bien establecidos,
los cuales pueden clasificarse en general en tres tipos: los métodos ascendentes,
(bottom up, en la terminologia anglosajona), los descendentes (top down, en la
terminologia inglesa) y las aproximaciones combinadas (Chenga et al., 2018).

En los ascendentes se parte de moléculas en solucion; es decir, la muestra a

nanonizarse se disuelve en un solvente y a la solucion resultante se le agrega un
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antisolvente, lo cual ocasiona la precipitacion del IFA o de la NEQ. En este proceso
es crucial controlar la naturaleza de las particulas formadas (amorfas vs. cristalinas)
y evitar el crecimiento de los cristales en el rango de tamafio de um (Mdller et al.,
2011). Existen varias tecnologias ascendentes, como por ejemplo, la precipitacion
controlada de alta gravedad y la sonocristalizacion. Una desventaja béasica de
muchos procesos de precipitacion es el uso de solventes organicos, los cuales
deben eliminarse completamente de los productos obtenidos (Mdller et al., 2011).

En los métodos descendentes, el material de partida esta compuesto por
particulas solidas de gran tamafio (en el rango de los um) y por procesos mecanicos
se procede a la reduccion del tamafio de particulas hasta llegar al tamafio
nanomeétrico (Chenga et al., 2018). Dentro de estos se encuentran la molienda
humeda, la homogeneizacion a alta presion y la microfluidizacion.

La principal ventaja de los métodos descendentes sobre los ascendentes es la
produccion de nanosuspensiones con una alta carga de IFA o NEQ, casi del 100%
(Figura 1.6). Ademas, no utilizan solventes organicos, ya que el proceso requiere
gue el IFA o NEQ se encuentre disperso y no solubilizado en ellos. Mas aun, en la
mayoria de los casos se utiliza agua, ya que el método es aplicado en IFA o NEQ
poco solubles en agua, lo que hace que los métodos descendentes sean mas
ecoldgicos. Por ello, la mayoria de las formulaciones farmacéuticas comerciales que
contienen NC se producen por métodos descendentes (Malamatari et al., 2018).

Un aspecto importante de la preparacion de NC es su caracterizacion, la cual
requiere también de una bateria de técnicas analiticas que permitan determinar, por
ejemplo, su estructura y morfologia, distribucién del tamafio de particula, cristalinidad
y propiedades reologicas (Chenga et al.,, 2018). En la Tabla 1.3 se indican las

técnicas de caracterizacion de NC mas comunmente empleadas.
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Tabla 1.3. Algunas técnicas analiticas utilizadas para la caracterizacién de nanocristales
(Adaptada de Chenga et al., 2018).

. . ., Ejempl mé naliti
Parametros de caracterizacion jemplos de métodos analiticos

Microscopia optica, de barrido electrénico, de

Estructuray morfologia transmision electronica de barrido por emision
de campo, de fuerza atomica.
Tamafo de particulay distribucién del Dispersion dinamica de luz laser, difraccion
tamafio de particula laser.
Carga superficial Potencial Zeta, Titulacion coloide.
Anélisis de estado sdlido Difraccion de rayos X de polvo, calorimetria
(cristalinidad) diferencial de barrido.
Propiedades reologicas (para Viscosimetria, reometria

nanosuspensiones liquidas)

En este trabajo de tesis se utilizaron métodos descendentes, y dentro de ellos
la molienda humeda (conocida también como nanomolienda en suspension), para

obtener NC, metodologia que se detallara en el capitulo 4.

1.5.2 Relevancia farmacéutica de los nanocristales

Los NC son los transportadores de nanoparticulas mas exitosos (Mdller et al.,
2011) y su éxito se debe principalmente a su tamafio nanométrico. En la Tabla 1.4
se presentan algunas especialidades farmacéuticas que contienen NC. Cabe
remarcar que esta aproximacion solo puede aplicarse a IFA y NEQ poco solubles en
agua, y que los IFA con alta Sa no pueden formularse como NC (al menos no en un
medio de dispersion acuoso) (Muller et al., 2011).

Tabla 1.4. Ejemplos de especialidades farmacéuticas que incorporan IFA en forma de

nanocristales (Adaptado de Chenga et al., 2018).
Nombre Fecha de

IFA . Agencia . Indicaciones
comercial aprobacién
FDA# 15/09/1999 -
Sirolimus RAPAMUNE® Rechazo de injertos,
EMAP 13/03/2001 trasplante de rifion
FDA? 26/03/2003 y i
_ . Prevencion de nauseas y
Aprepitant EMEND® EMA 11/11/2003 vomitos en la quimioterapia
PMDA® 16/10/2009 del cancer.
Fenofibrato TRICOR® FDA# 11/05/2004 Hipercolesterolemia

aAdministracion de Medicamentos y Alimentos de EUA. PAgencia Europea de
Medicamentos. “Agencia de Productos Farmacéuticos y Dispositivos Médicos de Japon.
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La formulacién como NC de los IFA poco solubles en agua puede resolver sus
problemas biofarmacéuticos, como la baja BD oral o penetracion en la piel, un
volumen de inyeccibn demasiado grande para la administracion intravenosa y
efectos secundarios no deseados después de la administracion intravenosa de
formulaciones tradicionales Esto es posible debido a las caracteristicas especiales
de los NC, entre ellas, el aumento de la velocidad de saturacion, de la velocidad de
disolucion y de la adhesividad a las superficies o0 membranas celulares, comparado
con los polvos de tamafio micrométrico. Estas caracteristicas se producen porque la
nanodimensién cambia las propiedades fisicoquimicas de los materiales (Muller et
al., 2011). Otra gran ventaja de los NC de IFA y NEQ es que se pueden formular en
todo tipo de formas de dosificacion (comprimidos, granulos, capsulas) y utilizar

diferentes vias de administracion (oral, intravenosa, ocular, entre otras).
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CARACTERIZACION DE FORMAS SOLIDAS DE
FARMACOS

2.1 Introduccidn

Como se indico en el Capitulo 1, el bajo numero de nuevos farmacos descubiertos
durante la dltima década impulso la | + D de nuevas formas sdlidas de IFA conocidos
(Pindelska et al., 2017) con el fin de mejorar sus propiedades fisicas, quimicas,
biofarmacéuticas o mecanicas desfavorables. De esta manera se pudo contar con
herramientas farmacoterapéuticas optimizadas y opciones adicionales para la
gestion regulatoria y el ciclo de vida de los IFA (Pindelska et al., 2017).

Ahora bien, la existencia de diferentes formas solidas debe establecerse
fehacientemente, y para ello es necesario la utilizacion de varias técnicas analiticas
de caracterizacion complementarias. Una Unica técnica puede conducir a
caracterizaciones incompletas o equivocadas del estado solido de los IFA. Ejemplos
de esto son los casos del clorhidrato de pioglitazona, gliburida, irbesartan y el
clorhidrato de ropinirol (Sawant y Naik, 2013).

En este Capitulo se presenta una breve descripcion de las técnicas analiticas
utilizadas para la caracterizacion de las formas solidas obtenidas en este trabajo de
Tesis Doctoral. Cabe mencionar, que para su descripcion se han omitido desarrollos

matematicos y detalles experimentales relativos a la instrumentacion.

2.2 Caracterizacion de las formas soélidas de farmacos: necesidad de multiples
técnicas analiticas

Para la caracterizacion de los polimorfos, solvatos/hidratos, cocristales o
formas amorfas de un IFA, las cuales se describen en conjunto como formas soélidas

(Pindelska et al., 2017), se podria utilizar, en principio, cualquier técnica analitica
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gue mida las propiedades del estado sélido de un material (Brittain, 2009). Sin
embargo, algunas técnicas son sensibles a las diferencias en la estructura cristalina
o al entorno molecular, pero no todas. Algunas son capaces de distinguir entre
conjuntos particulares de polimorfos, solvatos y sélidos amorfos, -otras no (Brittain,
2009). Por ello, para la correcta caracterizacion de las formas solidas de los IFA se
debe utilizar una bateria de técnicas analiticas, de modo que los datos de cada una
se puedan cointerpretar, para formar una imagen mas completa del estado sélido
(Gokhale y Mantri, 2017).

Las técnicas analiticas utilizadas para la caracterizacion del estado sélido de
los IFA incluyen una variedad de métodos fisicos, térmicos, espectroscépicos y
difractométricos (Gokhale y Mantri, 2017). Estos abarcan la interfaz entre la quimica,
fisica, la ciencia de los materiales, la ciencia de la superficie y la quimica
supramolecular. Proporcionan conocimiento y comprensién de fenémenos complejos
como el polimorfismo, el desorden en el estado cristalino, las interacciones al nivel
molecular en materiales cristalinos y amorfos, entre otros aspectos. La Figura 2.1
presenta las técnicas analiticas tipicamente utilizadas para la caracterizacion de las
formas sélidas de los IFA, y la Tabla 2.1 describe las potenciales aplicaciones de

varias de las técnicas indicadas en la Figura 2.1.

Figura 2.1. Algunas de las técnicas analiticas utilizadas para la caracterizacion de formas
solidas de los IFA (Adaptada de Healy et al., 2017).
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Tabla 2.1. Potenciales aplicaciones de las técnicas analiticas tipicamente utilizadas en la
caracterizacion de las formas solidas de los IFA (Adaptada de Pindelska et al., 2017).

- Técnicas?

Aplicaciones SCXRD®  PXRD® MIR® SSNMR® DSC' TG HSM"
Identificacién/cuantificacion v v v v v v v
del contenido de fase
cristalina
Estructura cristalina 4 v v
Estructura molecular v v
Informaciéon geométrica de 4 v v
moléculas y red cristalina
Interaccion por enlace tipo v v v v
puente hidrogeno
Interacciones débiles 4 v
Estabilidad térmica v v v v v v
Transformacién de fases v v v v v v
Punto de fusion y transicion v
vitrea
Deshidratacion/hidratacion v v v v v v v
Sustancias amorfas v v v
Habito/Morfologia v

#Por sus siglas en inglés: bsingle crystal X-ray diffractometry; “powder X-ray diffractometry; 9mid-
infrared; ®solid state nuclear magnetic resonance; fdifferential scanning calorimetry;?
thermogravimetry; Phot stage microscopy.

La descripcion de las técnicas analiticas empleadas en este trabajo de Tesis se
iniciara con las espectroscopias infrarroja (IR) y de resonancia magnética nuclear
(RMN), se continuara con la difraccién de rayos X (DRX), los métodos de analisis
térmicos (AT) y las microscopias Opticas (MO). Para finalizar, se hard una breve
descripcion de dos propiedades que son también claves para la caracterizacion de

las formas sélidas de un IFA: la solubilidad (S) y velocidad de disolucién (VD) in vitro.

2.3 Técnicas espectroscopicas

Las técnicas espectroscépicas son fundamentales para obtener informacién
detallada sobre la estructura de atomos y moléculas. Dentro de ellas, la Infrarroja y
la de resonancia magnética nuclear en estado solido han encontrado amplia
utilizacion en el area farmacéutica por sus diversas aplicaciones. Asi, se pueden
aplicar para: identificar sustancias organicas cristalinas y amorfas; realizar su
caracterizacién estructural (distribucién espacial de moléculas); determinar su orden
y desorden; estudiar sus conformaciones moleculares e interacciones intra- e

intermoleculares; investigar la dinamica molecular y las transiciones de fase en el
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estado solido (por ejemplo, transiciones polimorficas); monitorear reacciones y
procesos tales como la cristalizacion y desolvatacion, y el andlisis cuantitativo
(Pindelska et al., 2017). A continuacién, se describen algunos aspectos relevantes
de ambas técnicas.

2.3.1 Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia IR es una técnica analitica rapida, originalmente
desarrollada para identificar los grupos funcionales de compuestos quimicos, pero
en los dltimos afios se ha aplicado para identificar polimorfos, CC, sales y fases
amorfas (Healy et al., 2017). Se basa en la medicion de la cantidad de radiacién que
es absorbida (o emitida) por una muestra en funcion de la longitud de onda IR, lo
cual da lugar al denominado espectro IR (Bunaciu et al., 2010). Cabe sefalar, que
esta region comprende tres subregiones: el infrarrojo lejano (400-10 cm?), el
infrarrojo medio (4.000-400 cm™) y el infrarrojo cercano (13.000-4.000 cm™t). Ello ha
dado lugar a tres espectroscopias IR diferentes: la espectroscopia en el IR lejano
(FIR), la del IR medio (MIR) y la del IR cercano (NIR), cuyas respectivas siglas
provienen del inglés (Bunaciu et al., 2010).

La introduccion de la transformada de Fourier en la instrumentacion IR generd
una verdadera revoluciéon y dio lugar a la espectroscopia FTIR (del inglés Fourier
Transform Infra-red), la cual mejor6 notablemente la resolucién de la técnica
(Bunaciu et al., 2010).

La gran mayoria de las moléculas organicas exhiben muchas bandas de
absorcion en la regién del IR medio, la cual comprende principalmente al
estiramiento (tension) y flexion de bandas fundamentales de IR. Las formas solidas
pueden diferir en el nimero, posiciones y absorbancias de esas bandas (Pindelska
et al., 2017), de alli la importancia de los espectros MIR. Pero, no siempre resultan
definitorios en el caso de los polimorfos, ya que estos pueden presentar espectros
similares, particularmente si se utilizan el método de la pastilla de KBr. La muestra
puede experimentar transiciones de fases inducidas por el mortereado y la
compresion, dos procedimientos habituales para obtener dichas pastillas (Pindelska
et al.,, 2017). En esos casos, y en el de muestras que presentan alguna dificultad
analitica utilizando pastillas de KBr, se suele recurrir a la FTIR de reflectancia total

atenuada, mas comunmente denominada Reflectancia Total Atenuada (ATR por su
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sigla inglesa, Figura 2.2) y a la FTIR de reflectancia difusa (Diffuse Reflectance
Infrared Fourier Transform Spectroscopy, DRIFTS, por su sigla en inglés, Figura
2.3), dos técnicas que permiten medir la intensidad reflejada por una muestra, en
lugar de la absorbida (Bunaciu et al., 2010).

La ATR, igualmente conocida como espectroscopia de onda evanescente (USP
42. 2019, p. 8911), se basa en el fenomeno optico de la radiacion pasando a través
de un medio con un alto indice de refraccién (Figura 2.2), a un cierto angulo de
incidencia que se refleja totalmente de manera interna en un borde que esta en
contacto con un material con un indice de refraccion mas bajo (USP 42, 2019, p.
7214). El medio con alto indice de refraccion y excelentes propiedades de
transmision IR se conoce como elemento de reflexién interna o cristal ATR (USP 42,
2019, p. 7214).

Muestra
1

) AP, ™y
ZN\._ N\ N/ N /N

o« T

Fuente Detector

Figura 2.2. Representacion esquematica de la reflexién total atenuada en un cristal
ATR (Traducida de Bunaciu et al., 2010).

Para obtener el espectro ATR, la muestra en andlisis debe colocarse en
contacto cercano con el elemento de reflexion interna (diamante, germanio u otro
material adecuado con un alto indice de refraccion, USP 42, 2019, p. 7214). En el
area farmacéutica se usan accesorios ATR colocados en posicion horizontal (Figura
2.2) con éarea de contacto pequefia y angulo de reflexion fija, que no requieren
preparacion de muestra. Permiten registrar un espectro MIR de manera simple y
rapida, a partir una cantidad pequefia de cualquier material en fase condensada
(USP 42, 2019, p. 8912).

En la DRIFTS, la muestra (polvos sin ser compactados para formar una pastilla,
diluidos o no con KBr, y superficies rugosas) se irradia con un haz de luz IR en
cualquiera de sus tres subregiones. Como consecuencia de la interaccion de la luz
IR con la muestra, el haz de luz puede sufrir absorcidn, reflexién o dispersion, pero

solo la parte de la luz dispersada dentro de la muestra y que retorna a la superficie,
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se considera reflexién difusa (Figura 2.3) y serd captada por el detector del

espectrometro (Bunaciu et al., 2010).

Componentes
especulares

normales

Rayos IR
incidentes

Figura 2.3. Representacion esquemética de la reflexién difusa en un material particulado
analizado por DRIFTS.

Los DRIFTS, en su mayoria resultan de fotones que han sido transmitidos a
travées de decenas de particulas. Por ello, tienen una apariencia similar a los
espectros de transmision, aunque no obedecen a la Ley de Lambert y Beer (USP 42,
2019, p. 8913). Son la representacion de las unidades lineales Kubelka-Munk (que
corresponden aproximadamente a la absorbancia en la FTIR, usando la pastilla de

KBr) en funcién de nimeros de onda o frecuencias en cm™ (USP 42, 2019, p. 8913).

2.3.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear en estado soélido

La espectroscopia de RMN es una técnica analitica basada en las propiedades
magnéticas de ciertos nucleos atomicos (USP 42, 2019, p. 7043). Al igual que con
otras espectroscopias, la absorcion o emision de energia electromagnética a
frecuencias caracteristicas proporciona informacion sobre la estructura molecular
(USP 42, 2019, p. 7043). Sin embargo, en la RMN los niveles discretos de energia
entre los que ocurren las transiciones se presentan solo cuando el nucleo se somete
a un campo magnético (USP 42, 2019, p. 7043).

Dentro de las técnicas de RMN, la resonancia magnética nuclear en estado
sélido (Solid state nuclear magnetic resonance, SSNMR, por su sigla en inglés) ha
demostrado una enorme importancia y potencial en la caracterizacion de CC,
polimorfos, hidratos y solvatos (Healy et al., 2017). No es destructiva y proporciona
informacion relacionada con el entorno molecular local; el nimero de moléculas en la

unidad asimétrica, y los desplazamientos quimicos caracteristicos relacionados con
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formas solidas particulares. La SSNMR también puede emplearse para dilucidar
estructuras cristalinas, si estas no se pueden determinar utilizando técnicas basadas
en la difraccion de rayos X. En efecto, la SSNMR se considera una técnica
complementaria a las técnicas de difraccion de rayos X (Healy et al., 2017), ya que
permite el acceso a una variedad de experimentos unidimensionales vy
bidimensionales (1D y 2D), que se enfocan en diferentes nlcleos y pueden probar la
conectividad internuclear (Healy et al., 2017).

Los espectros de SSNMR, que se caracterizan por la presencia de picos, cuyo
namero indica el nimero de nlcleos activos de la sustancia analizada y su
desplazamiento quimico (frecuencia), indica el tipo de &atomos presentes. Se
obtienen habitualmente mediante técnicas de alta resolucién. Estas involucran el
desacoplamiento de alta potencia y el giro de angulo magico (Magic angle spin,
MAS, por su sigla en inglés), que permiten eliminar el ensanchamiento de linea
inducido por los componentes anisotropicos de las interacciones. También aumentar
la intensidad de las sefiales por transferencia de polarizacion de protones (espines
abundantes) a los ntcleos de '3C y 5N observados (espines diluidos) una técnica
conocida como polarizacion cruzada (del inglés Cross Polarization, CP) (Pindelska
et al., 2017). Precisamente, la combinacion CP/MAS permite tanto mejorar la
sensibilidad de la RMN para los sélidos, como superar los problemas asociados con
el hecho de que la movilidad molecular es relativamente baja en este estado (Harris
et al., 2007). Para los polimorfos farmacéuticos, CC, sales y solvatos, la SSNMR se
utiliza habitualmente en su version de alta resolucion para registrar espectros
CP/MAS de 3C y N (Pindelska et al., 2017).

2.4 Difraccion de rayos X

La DRX es una herramienta béasica en la caracterizacion de materiales
cristalinos, porque brinda informacion fundamental sobre la estructura cristalina de
una sustancia

La DRX resulta de la interaccion entre los rayos X y las nubes de electrones de
los atomos, iones y moléculas que componen una dada sustancia cristalina.
Dependiendo del ordenamiento atbmico, pueden surgir interferencias constructivas o
destructivas de los rayos X dispersados. Estas interferencias son constructivas

cuando la diferencia de recorrido entre dos ondas de rayos X difractadas es un
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multiplo entero de la longitud de onda: (Figura 2.4, USP 42, 2019, p. 7259). Esta
condicion de difraccion esta descrita por la ecuacion de Bragg (Ec. 2.1, USP 42,
2019, p. 7259):

2d hki S€NO hii = NA Ec. 2.1
en donde la longitud de onda, A, de los rayos X es del mismo orden de magnitud que
la distancia entre planos sucesivos de la red cristalina (Angstrém 10-1° metros), o dnk
(también llamada espaciamiento d); ©n« es el angulo entre el rayo incidente y la
familia de planos reticulares (hkl) y sen©n es inversamente proporcional al
espaciamiento d (USP 42, 2019, p. 7259).

Figura 2.4. Representacion esquematica de un conjunto de planos que verifican la
difracciéon de Bragg (Tomado de la USP 42, 2019, p. 7259).

La direccion y espaciado de los planos con referencia a los ejes de la celda
unidad, cuyas dimensiones estan dadas por los espaciamientos a, b y c, y los
angulos entre ellos a, By y (USP 42, 2019, p. 7259), estan definidos por los indices
de Miller {hkl}, que son los reciprocos, reducidos al numero entero inmediatamente
inferior, de las intersecciones que realiza un plano con los ejes de la celda unidad.
Cada conjunto de planos de una estructura cristalina tiene un angulo de Bragg
correspondiente, ©nw, asociado con él, para una A especifica (USP 42, 2019, p.
7259).

La intensidad de los picos de difraccion depende de la cantidad de electrones
gue contienen las nubes electronicas de los atomos o iones que forman la estructura
cristalina (llamado factor de dispersién). Es por ello que la determinacion de la
posicion de atomos livianos es poco precisa, como por ejemplo, el atomo de

hidrogeno
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En el area farmacéutica tiene aplicaciones en todo el proceso de I+D y
comercializacién de farmacos, desde el descubrimiento hasta la liberacion de lotes,
ya que en este tipo de procesos es clave el estudio de materiales policristalinos™ y

de cristales unicos (monocristales?®).
2.4.1 Difraccion de rayos X de monocristal

Para lograr una completa caracterizacion de las formas sélidas de un IFA es
muy importante conocer sus estructuras cristalinas, y la DRX de monocristal (Single
Crystal X-ray Diffraction, SCXRD, por su sigla en inglés) es la técnica analitica mas
importante para determinarlas (Pindelska et al., 2017). La SCXRD se basa en la
difraccion de rayos X, producida por las nubes electrénicas de los atomos o iones
gue constituyen la estructura cristalina, y ello la hace comparativamente insensible a
las posiciones de los atomos de H (Healy et al.,, 2017). La determinacion de la
estructura cristalina mediante esta técnica es la manera mas precisa de dilucidar y
comprender la estructura cristalina 3D y las propiedades fisicas de una forma
cristalina frente a otra (Gokhale y Mantri, 2017). Por eso, la SCXRD se considera el
"estandar de oro" para la caracterizacion estructural de cristales, CC, hidratos y
solvatos (Healy et al., 2017).

La estructura cristalina determinada por SCXRD revela la composicién quimica
del cristal, y también brinda informacion geométrica sobre las moléculas, atomos o
iones que la constituyen (longitudes y angulos de enlace, y angulos de torsion), asi
como las distancias interplanares y la geometria de las interacciones
intermoleculares (Pindelska et al.,, 2017). La SCXRD también proporciona
informacion sobre el patrén de enlace de hidrogeno, la densidad y el desorden
cristalino (Gokhale y Mantri, 2017). Ademas, es una herramienta poderosa para
evaluar la pureza de la fase estudiada, denominada pureza de fase, lo cual hace
referencia a la presencia de una sola fase cristalina dominante, que es un atributo
deseable para un IFA (Gokhale y Mantri, 2017). Las impurezas de fase son
tipicamente niveles bajos de otras formas sélidas que pueden estar presentes junto.
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* Un material policristalino es un agregado de pequefios cristales de cualquier sustancia, a los
cuales, por su forma irregular, a menudo, se les denomina cristalitos o granos cristalinos. La mayoria
de los sdlidos cristalinos son un conjunto de cristales pequefios o granos. Durante la cristalizacion
aparecen pequefios cristales o nucleos en distintas posiciones. Estas orientaciones cristalograficas
son completamente al azar.

.*Un monocristal o material monocristalino es un cristal que consiste en una repeticion
ininterrumpida de la celda unitaria en tres dimensiones, con propiedades 6pticas uniformes. Es un
cristal Unico libre de impurezas, inclusiones e imperfecciones
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con la deseada e impactan sobre la estabilidad y potencialmente el desempefio del
medicamento (Gokhale y Mantri, 2017). Cabe destacar que en la SCXRD, las
caracteristicas estructurales se definen sobre la base del monocristal analizado
(Pindelska et al., 2017) y este puede no ser representativo de la muestra global
porque podria ser un polimorfo o una impureza. Por lo tanto, las mediciones de
SCXRD deben complementarse con el patron de PXRD de la muestra solida a
granel. Una vez resuelta la estructura a partir de los datos de SCXRD, se debe
calcular el patron de PXRD tedrico correspondiente a dicha estructura cristalina y
compararlo con el experimental obtenido de la muestra a granel. Si ambos patrones
son coincidentes se puede afirmar que la muestra sélida a granel es una fase con la
misma estructura que el monocristal seleccionado para el experimento SCXRD.
Pero, si el patron experimental contiene mas picos que el calculado, la muestra a

granel puede ser una mezcla de dos o mas fases cristalinas (Pindelska et al., 2017).

2.4.2 Difraccion de rayos X de polvo

Una limitacion importante y natural de la SCXRD es la necesidad de contar con
monocristales adecuados para resolver la estructura cristalina (Gokhale y Mantri,
2017), los cuales son dificiles de obtener para los compuestos organicos en general,
y para los IFA y sus formas soélidas en particular. En efecto, la mayoria de las
sustancias farmacéuticas solo se pueden preparar como polvos microcristalinos.
Ademas, durante una evaluacion de rutina del IFA, generalmente, es suficiente
establecer su forma polimérfica o verificar la formacion de una sal o un CC. Por este
motivo, y por la sencillez de su funcionamiento y como los datos a analizar son
generados por una muestra en polvo sin necesidad de obtener monocristales
(Gokhale y Mantri, 2017), la difraccion de rayos X de polvo (Powder X-ray
diffraction, PXRD por su sigla en inglés) es la técnica predominante para la
caracterizacion de sélidos farmacéuticos.

Se supone que una muestra en polvo es policristalina, de manera que si se la
irradia con rayos X en cualquier angulo ©n« habrd siempre cristalitos en una
orientacién que permitan la difraccion de esos rayos de acuerdo con la ley de Bragg
(Ec. 2.1, USP 42, 2019, p. 7259). Esto permitira obtener un patrén caracteristico de

difraccion de rayos X para una dada A de los rayos X, el cual es la representacion de
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la intensidad de los rayos X difractados en funcion del doble del angulo de Bragg ©
(Ec. 2.1) o de los espaciamientos d. Los patrones de polvos, o difractogramas, se
caracterizan por la presencia de picos de difraccion (también conocidos como
"lineas", "reflexiones" o "reflexiones de Bragg") (USP 42, 2019, p. 7260). Las
posiciones de dichos picos son caracteristicas de la red cristalina (espaciamientos d)
y sus intensidades tedricas dependen del contenido de la celda unidad
cristalogréfica (naturaleza y posiciones de los atomos) y los perfiles de las lineas
dependen de la perfeccion y extension de la red cristalina. Bajo estas condiciones, el
pico de difraccion tiene una intensidad finita que depende del arreglo atémico, tipo
de &tomos, desplazamiento térmico e imperfecciones estructurales, asi como de las
caracteristicas del instrumento (USP 42, 2019, p. 7260).

En esencia, de un patron de difraccion de un polvo se pueden obtener tres
tipos de informacion: la posicién angular de las lineas de difraccion (dependiendo de
la geometria y el tamafio de la celda unidad); las intensidades de las lineas de
difraccion (dependiendo principalmente del tipo y arreglo de los atomos y de la
orientacion de las particulas dentro de la muestra), y los perfiles de las lineas de
difraccion (dependiendo de la resolucién instrumental, el tamafio de los cristalitos, la
tension y el espesor de la muestra) (USP 42, 2019, p. 7259).

La relacidon entre fase cristalina y patrén de polvo hace posible la identificacion
de fases cristalinas, la aplicacibn mas extendida de la PXRD. Dado que distintos
patrones de PXRD corresponden a diferentes estructuras cristalinas, estos pueden
considerarse como "huellas dactilares” de fases cristalinas especificas (diferentes
IFA, polimorfos, solvatos, sales y CC de un mismo IFA) (Pindelska et al., 2017).

Como la PXRD es sensible al orden estructural también se la utiliza para la
caracterizacion del tipo de orden presente en el IFA y los excipientes (cristalino o
amorfo); la identificacion de la forma sélida del IFA y de los excipientes presentes en
un medicamento; el monitoreo de la conversion de la forma solida del IFA durante la
fabricacion; la deteccibn de impurezas cristalinas en materias primas y

medicamentos, entre otras aplicaciones (lvanisevic et al., 2010).

2.5 Analisis térmico

El andlisis térmico (AT), es decir el estudio de la relacién entre una propiedad

de una muestra y su temperatura a medida que la muestra es calentada o enfriada
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de manera controlada (Lever et al., 2014). Es fundamental para la caracterizacion de
las formas soélidas de los IFA, sean estas amorfas o cristalinas, monocomponentes o
multicomponentes (Healy et al., 2017). De las varias técnicas del AT, las mas
utilizadas en el &rea farmacéutica son la calorimetria diferencial de barrido (DSC); la
termogravimetria (TG) o analisis termogravimétrico (TGA), y la termomicroscopia o
microscopia de platina calentable (HSM), cuyas respectivas siglas provienen del
inglés. A continuacién, se describen algunos aspectos generales de esas tres

técnicas.

2.5.1 Calorimetria diferencial de barrido

La DSC es una técnica cualitativa y cuantitativa rapida que mide el calor
absorbido o liberado por unidad de tiempo (es decir, la velocidad de flujo calorico o
simplemente el flujo caldrico) por una muestra, en comparacion con una referencia
térmicamente inerte, cuando esta es calentada, enfriada o mantenida a una
temperatura fija (USP 42, 2019, p. 7235). El flujo de calor se deriva de la diferencia
de temperatura entre la muestra y la referencia térmicamente inerte, o de la
diferencia de potencia eléctrica entre la muestra y la referencia, segun se trate de
analizadores DSC de flujo de calor (Heat-flow DSC, en la terminologia anglosajora) o
de compensaciéon de potencia (Power-compensation DSC, en idioma inglés),
respectivamente (USP 42, 2019, p. 7235).

Como es sabido, al calentar o enfriar una muestra, esta puede absorber calor
(proceso endotérmico), liberar calor (proceso exotérmico) o cambiar su capacidad
calorifica (Cp). Los procesos endotérmicos como la fusion, deshidratacion/
desolvatacion, evaporacion, sublimacion y termodegradacién endotérmica (Healy et
al., 2017), se observaran en una curva DSC (la cual es una grafica del flujo de calor
en funcion de la temperatura o el tiempo) como picos endotérmicos. En cambio, los
procesos exotérmicos, como la cristalizacion o la descomposicién exotérmica, se
visualizaran en la curva DSC como picos exotérmicos (Healy et al., 2017). El area
bajo la curva de esos picos DSC es directamente proporcional al cambio de entalpia
(AH) involucrado en el proceso, y ello permite determinar de manera sencilla y con
buena precisién, entalpias de fusion, cristalizacién, desolvatacibn o de transicion

(USP 42, 2019, p. 7236). En cambio, los procesos en donde haya solo un cambio en
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la Cp de la muestra daran lugar a escalones en las curvas DSC, y a partir de ellos se
podran calcular los ACp asociados a dichos procesos (Abraham et al., 2018).

En la caracterizacion de las formas sdlidas del IFA, la DSC es una herramienta
fundamental para la determinacién de puntos de fusién; temperaturas de transicion
vitrea; AH y temperaturas de transicion (fusion, cristalizacion, transiciones solido-
solido); grado de cristalinidad y pureza térmica; contenido de fases amorfas, entre
otras aplicaciones, para IFA y medicamentos y, en general para materiales sélidos,
semisolidos y liquidos (USP 42, 2019, p. 7235).

La DSC es también muy util para la caracterizacion de cocristales, ya que
permite detectar su formacién e incluso predecir si una mezcla binaria tiene la
capacidad de cocristalizar (Yamashita et al.,, 2013; Yamashita et al., 2014;
Saganowska y Wesolowski, 2018). En efecto, la DSC se puede utilizar para evaluar
la formacion de CC in situ (Yamashita et al., 2013; Yamashita et al., 2014) porque
cuando se calientan mezclas de dos reactantes capaces de formar un CC, dichas
mezclas generalmente producen dos endotermas de fusion (a temperaturas
diferentes a las de los componentes de partida) y un pequefio evento exotérmico
entre ellas, aunque este Ultimo puede no estar presente (Yamashita et al., 2013;
Yamashita et al., 2014). La primera endoterma corresponde a la fusion del eutéctico
IFA-COF; la segunda a la fusion del CC, y el pico exotérmico es indicativo del
proceso de cocristalizacion (Yamashita et al.,, 2013; Yamashita et al., 2014). En
algunas mezclas binarias, en lugar de solo dos endotermas, se pueden observar
varias endotermas, cuyas temperaturas caracteristicas (inicio y pico) son diferentes a
las de los componentes puros, y se asocian a las fusiones de una mezcla eutéctica
metaestable, de una mezcla eutéctica y del CC formado (Yamashita et al., 2013;
Yamashita et al., 2014). En cambio, las curvas DSC de las mezclas binarias que no
forman CC exhiben una exoterma pequefia, previa a la endoterma de fusion del
componente de menor punto de fusion, la cual estd asociada a la fusion de la mezcla

eutéctica (Yamashita et al., 2013; Yamashita et al., 2014; Karagianni, et al., 2018).

2.5.2 Termogravimetria

La TG o TGA es una técnica de AT que mide la masa de una muestra en
funcién de la temperatura o el tiempo en una atmosfera controlada (Pindelska et al.,

2017). Por lo tanto, la TG es util para caracterizar materiales que exhiben pérdidas o
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ganancias de masa ocasionadas por cambios fisicos (sorcion o desorcién de agua o
solventes) y quimicos (descomposicion, oxidacion y reduccién).

Los datos obtenidos en un experimento TG son un conjunto de valores
medidos de masa, en funcion de la temperatura (T) o el tiempo (t), y su
representacion grafica se conoce como curva TG o curva TGA. Se caracteriza por
la presencia de saltos o escalones, y es Unica para cada material. A fin de visualizar
mejor los cambios de masa, la curva TG normalmente se acompafia con la curva
DTG (del inglés derivative thermogravimetry), la cual es la representacién de la
derivada primera de la masa con respecto al t o T, y se caracteriza por presentar
picos en lugar de saltos como la curva TG. Por ello, la determinacién del inicio y
finalizacién de los eventos de pérdida de masa es mas precisa en la DTG que en la
TG, y esta es una de sus aplicaciones principales.

En el area farmacéutica la TG es valiosa para estudiar la desolvatacion o
deshidratacion de materias primas y productos farmacéuticos; determinar el
contenido de humedad y solventes (Pindelska et al.,2017); optimizar y elegir las
condiciones de secado de productos liofilizados y para diferenciar transiciones
sélido-solido de desolvataciones o deshidrataciones. La TG también es util para
estudiar y predecir la estabilidad térmica y oxidativa de los materiales; la vida util de
un producto; la cinética de descomposicion, y el efecto de atmosferas reactivas o

corrosivas sobre los materiales.

2.5.3 Termomicroscopia

La HSM, también conocida como termomicroscopia, es una técnica analitica
gue combina la microscopia y el AT para la caracterizacion del estado sdlido de
materiales en funcion de la T o el t, entre -200 y 500 °C (Pindelska et al., 2017;
Kumar et al., 2020).

Hay varias razones por las que la TM se utiliza para caracterizar el estado
sélido de los IFA. Entre ellas, permite la observacién de la propiedad mas obvia de
un material, a saber, la apariencia fisica. Ademas, es un método simple y
relativamente econdmico, ya que la configuracion del instrumento consta
basicamente de un microscopio, un portamuestras y un sistema que permite la
captura de imagenes y la medicion de T (Stieger et al., 2012). Otra de sus grandes

ventajas es que se pueden realizar observaciones durante el calentamiento y
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enfriamiento de unos pocos miligramos de una muestra colocada en un portaobjetos
de un microscopio (Pindelska et al., 2017), utilizando luz normal o polarizada. En
este Ultimo caso, se agregan filtros de luz polarizada en el microscopio, lo cual
permite detectar con mayor facilidad los procesos de fusion, sublimacién y
cristalizacion de las muestras (Pindelska et al., 2017).

En estudios farmacéuticos, la HSM se puede utilizar para evaluar la morfologia
y las propiedades del estado solido de los IFA y otros compuestos
farmacéuticamente relevantes (Kumar et al., 2020). Basicamente, se puede usar
para determinar rangos de fusion; observar procesos de nucleacién y crecimiento de
cristales (que se pueden usar en la busqueda de nuevas formas polimérficas);
detectar transformaciones solido-sdélido y procesos de sublimacion o evaporacion o
solidificacion, asi como para el cribado de polimorfos y CC (Pindelska et al., 2017).
Ademas, es valiosa para la interpretacion de los resultados DSC y TG, los cuales
pueden confirmarse con éxito mediante experimentos de HSM (Pindelska et al.,
2017).

2.6 Microscopias

El ojo humano es capaz de resolver dos puntos que estan separados 0.2 mm
entre si; de alli que, cualquier valor por debajo de 0,1- 0,2 mm requiera algun tipo de
aumento. Por ello, y con el fin de superar las limitaciones de la vista humana, se
desarroll6 el microscopio (Akhtar et al., 2018), el cual se puede dividir, segun la
fuente para producir la imagen, en dos categorias: el microscopio Optico y el
electronico. La aplicacion de cada uno de ellos da lugar a la microscopia Optica y la
electronica, respectivamente (Akhtar et al., 2018). A continuacion, se describen

algunos aspectos relevantes de ambas técnicas.

2.6.1 Microscopia Optica de luz convencional y polarizada

La MO es una técnica apropiada para caracterizar particulas no esféricas (USP
42, 2019, p. 7059) y con un tamafo de 1 ym o superior. Se basa en la incidencia de
un haz de luz visible sobre una muestra (colocada en el portaobjeto de un
microscopio 6ptico) que puede reflejar o transmitir dicha luz para ser detectada,

después de la amplificacion, mediante sistemas Opticos, el ojo humano o por
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camaras de video (Murphy, 2001). La adicion de filtros polarizadores genera el
microscopio de luz polarizada, o microscopio petrogréfico, y su utilizacion da lugar a
la microscopia Optica de luz polarizada (MOP).

La MO y la MOP se utilizan en el area farmacéutica para la evaluacion de la
morfologia (habito) de las particulas de los polvos farmacéuticos y detectar la
presencia de aglomerados o agregados de particulas. También se utilizan para
diferenciar entre sustancias cristalinas y amorfas, ya que las primeras al ser
examinadas con luz polarizada presentan birrefringencia (interferencia de colores y
posiciones de extinciéon al girar la platina del microscopio) y las segundas no (USP
42,2019, p. 7059).

2.6.2 Microscopia electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido (Scanning electronic microscopy, SEM,
por su sigla en inglés) es una técnica polivalente que utliza un microscopio
electronico avanzado y versatil para observar las superficies de materiales sélidos.
Por ello, es capaz de examinar y analizar materiales solidos al nivel submicronico
con alta resolucidon, logrando una imagen detallada de una particula con una
resolucién espacial y de alta calidad con un tamafio de 1 nm (Akhtar et al., 2018).

Las muestras a examinar por SEM deben ser colocadas siempre sobre
materiales conductores (cintas adhesivas de C, Al o Cu, pinturas de C o0 Ag Yy
portamuestras de Al) y cubiertas con una fina capa de algun elemento conductor,
generalmente Au, Au-Pd, Cr o C, para posteriormente ser irradiadas con un haz de
electrones de alta energia, lo cual provoca la emisién de electrones/rayos X. Esos
electrones o rayos X salientes proporcionan informacion cualitativa de muestras
sélidas, incluida su morfologia (forma y tamafo), topografia (caracteristicas de la
superficie de un objeto, su textura y rugosidad), composicion (elementos y
compuestos que constituyen el material), orientaciéon de los granos, informacion
cristalogréfica, etc., de un material (Akhtar et al., 2018). Aunque la SEM se usa solo
para obtener imagenes de la superficie de un material y no proporciona informacién
sobre la estructura interna del material, se considera una herramienta poderosa que
puede usarse para caracterizar materiales sélidos y determinar si han ocurrido

cambios morfoldgicos en la superficie de las particulas del material luego de que
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estos se someten a procesos en los que se involucren otras moléculas que puedan

modificar su superficie (Akhtar et al., 2018).

2.7 Solubilidad y velocidad de disolucidn in vitro

En la determinacién tanto de la eficacia como de la actividad de un IFA, la Sy
VD desempefian roles fundamentales. Muchas de las NEQ tienen una aplicacion
limitada debido a sus deficientes perfiles de solubilidad y disolucion, y alrededor del
40 % de los IFA poseen baja S acuosa. Por eso, el desafio esencial para un
desarrollo exitoso de productos farmacéuticos es mejorar el perfil de solubilidad y
disolucion del IFA poco soluble, sin alterar su estructura molecular (Yang et al,
2016). A continuacion, se describen conceptos relacionados a estas dos
propiedades fundamentales de los IFA y medicamentos.

2.7.1 Solubilidad

La baja S acuosa es una barrera para la administracion satisfactoria del IFA y,
como tal, a menudo impide que un medicamento sea adecuado para su proposito
(Karimi-Jafari et al., 2018). Como término la S refleja la propiedad de una “sustancia”
de disolverse en otra “sustancia” (en donde la palabra "sustancia” incluye sdlidos,
liquidos y gases) para proporcionar una solucion homogénea (Deb et al., 2018).

La S de una sustancia se puede expresar de diferentes maneras (Deb et al.,
2018). Si se determina midiendo la concentracion de saturacion de la solucion
formada, dicha cantidad corresponde a la solubilidad en equilibrio (Seq), la cual es
la concentracion de un compuesto en una solucién que esta en contacto con una
cantidad en exceso del compuesto solido, cuando la concentracion y la forma sélida
no cambian con el tiempo (Sugano et al., 2007). Es decir, la Seq depende de la forma
fisica del soluto, la naturaleza y composiciéon del medio en el cual ocurre la
solubilizacion, la temperatura y presiéon empleada y, es independiente del tamafio de
particula y habito cristalino (Sugano et al., 2007), si el rango de tamafio de particulas
es igual o mayor que un micrometro. Por el contrario, en el caso de las particulas
submicrénicas, la Seq depende de su tamafio y se informa como solubilidad por

saturacion aparente (Malamatari et al., 2018).
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En las primeras etapas del descubrimiento de IFA es impractico determinar la
Seq pOrque no es necesario confirmar que no hay cambios en la concentracién y en
la forma soélida. Pero, se puede establecer un tiempo razonablemente largo
(generalmente de varias horas a un dia), y la concentracion del compuesto en la
solucién que estd en contacto con el sélido serd su solubilidad aparente (Sap)
(Sugano et al.,, 2007). Incluso si el soluto es cristalino, la S medida se puede
considerar como su Seq, SOl0 si se confirma que la concentracion no ha cambiado en
el tiempo (Sugano et al., 2007).

Cabe remarcar que, la absorcién de un IFA en el tracto gastrointestinal no esta
limitada por su Seq, Sino por la fraccion disuelta, los métodos tradicionales de
solubilizacion que solo pueden aumentar la Seq no pueden facilitar la permeacion
celular. Varios estudios han demostrado que los IFA podrian existir en el tracto
gastrointestinal en un estado de solucion a una concentracion superior a su Seq, €S
decir, en sobresaturacion (Yang et al., 2016).

Como se indicé en el Capitulo 1, la preparacion de nuevas formas sélidas,
entre ellas los CC y nanocristales, ha surgido como una estrategia para la
optimizacion de la Sa de los IFA. En el caso de un CC, este tendra, inherentemente,
una S distinta a la del IFA y del COF, porque su estructura cristalina sera diferente a
la de cada uno de ellos (Karimi-Jafari et al., 2018). La alteracién de la S puede ser
en cualquier direccion (Karimi-Jafari et al., 2018) dependiendo del COF utilizado. En
cambio, en los NC la Seq aumenta debido a la reduccion del tamafio de particula
(Mller et al., 2011; Malamatari et al., 2018), siendo este aumento mas pronunciado
para tamafos de particula menores a 100 nm (Muller et al., 2011).

Respecto de la S de los CC farmacéuticos, cabe recordar que estos se
componen de un IFA y un COF, los que estan conectados por enlaces débiles,
normalmente, enlaces de hidrégeno (Bavishi y Borkhataria, 2016). De hecho, el 86%
de los CC conocidos estan formados por tales enlaces (Karagianni et al., 2018). Por
ello, los CC unidos por enlaces de H se disocian rapidamente en un medio acuosoy,
en la mayoria de los casos, el aumento de la cantidad de CC disuelto se produce en
poco tiempo (<30 min) y se mantiene durante un tiempo suficientemente prolongado
(4-6 h) (Bavisiéuhi y Borkhataria, 2016). Esa mayor cantidad de CC disuelto esta
relacionada con fendmenos de sobresaturacion que son caracteristicos de los IFA
amorfos (Karagianni et al., 2018), y el mecanismo hipotético que interpreta los

sistemas de administracion de los IFA sobresaturados (Bavishi y Borkhataria, 2016;
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Yang et al, 2016) es la teoria del resorte y paracaidas (Spring-parachute effect, en
la terminologia inglesa) que se ilustra en la Figura 2.5.

1- Polvo cristalino
2- Resorte

3- Resorte con paracaidas
Resorte

Concentracion de IFA

Seq

Tiempo

Figura 2.5. llustracion grafica del concepto del resorte y paracaidas para lograr una alta Sap
en IFA poco solubles en agua, 1). La forma cristalina (estable) del IFA tiene baja Sa., 2) Una
forma metaestable (sal, forma amorfa, dispersién amorfa, cocristal) genera un pico de S
(sobresaturacion transitoria de alta energia o efecto resorte) pero rapidamente decae (min. a
horas) a la Seq de la forma cristalina, 3) Una forma solida de alta Sa prolonga el estado de
sobresaturacion por horas (efecto resorte con paracaidas = sobresaturacion metaestable
prolongada) (Adaptada de Bavishi y Borkhataria, 2016).

Después de la disociacion del CC, el COF que es el componente mas soluble
en agua en los CC farmacéuticos se extrae de la red cristalina al medio acuoso
(Bavishi y Borkhataria, 2016), lo cual provoca que las moléculas del IFA hidréfobo se
sobresaturen en el medio acuoso y produzcan un pico de S (Figura 2.5, curva 2); es
decir, una sobresaturacion transitoria de alta energia denominada efecto resorte.
Como el estado sobresaturado es una condicion termodindmicamente inestable, el
resorte precipita rapidamente (en minutos a una hora) para dar agrupaciones poco
agregadas (Bavishi y Borkhataria, 2016), y finalmente alcanza la Seq de la forma
cristalina estable de baja Sa (Figura 2.5, curva 1). Para obtener los beneficios del
estado sobresaturado in vivo, este debe mantenerse durante un periodo de tiempo
suficiente para la absorcion, lo cual puede requerir una inhibicion fugaz de la
precipitacion mediante el uso de excipientes farmacéuticos u otros componentes que

intervienen en la nucleacion y crecimiento de cristales; a esos inhibidores de
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precipitacion se los denomina paracaidas (Figura 2.5, curva 3). La fase resorte con
paracaidas dura el tiempo suficiente (120 a 300 min.) para solubilizar una alta
cantidad de la dosis, porque la transformacioén de los grupos amorfos en fases
cristalinas estables o el crecimiento de cristales serd un proceso lento en el medio
de disolucion (efecto paracaidas). La solucion rica en fase amorfa de alta energia se
transmutara en un polimorfo metaestable del IFA, que tendr4& una mayor Sy
finalmente en una forma estable siguiendo la Ley de Etapas de Ostwald (Bavishi y
Borkhataria, 2016; Karagianni et al., 2018). La principal ventaja del CC es que
mejora la S y la disolucion del IFA poco soluble sin alterar su estructura molecular
(Bavishi y Borkhataria, 2016).

2.7.2 Velocidad de disolucidon

La VD por lo general se expresa como la masa de soluto que aparece en el
medio de disolucion por unidad de tiempo (por ejemplo, masa/seg) (USP 42, 2019,

p. 7787). La ecuacion de Noyes-Whitney describe la disolucién de una sustancia:
dm/dt = klA (Csat — Csol) Ec. 2.2

donde, dm/dt es la velocidad de disolucion; ki es la constante de disolucion; A es el
area superficial del solido que se disuelve; Csa €s la concentracion de saturacion o
Seq de la sustancia en el solvente o medio de disolucion utilizado, y Csa €s la
concentracion de la sustancia en el solvente o0 medio de disolucion a un dado tiempo
(Gray y Rosanske, 2020). De la Ec. 2.2 se deduce claramente que la Seq €S una de
las fuerzas impulsoras principales para la VD, pero también se ve influenciada por
las propiedades intrinsecas del estado sélido de la sustancia que se disuelve, tales
como el estado cristalino (incluyendo polimorfos y solvatos), asi como por el grado
de no cristalinidad (USP 42, 2019, p. 7787). El efecto de las impurezas asociadas
con el material también pueden alterar significativamente sus propiedades de
disolucién (USP 42, 2019, p. 7787). Estos también se ven influenciadas por factores
extrinsecos, como el area superficial, la hidrodinamica y las caracteristicas del
medio de disolucion, incluyendo el disolvente (por lo general, agua), la presencia de
surfactantes, la temperatura, la viscosidad del liquido, el pH y el tipo y concentracién
de la soluciéon amortiguadora (USP 42, 2019, p. 7787).
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La disolucion o liberacion in vitro del IFA, desde su forma de dosificacion, en un
medio tipicamente de base acuosa, esté vinculada a la liberacion del IFA in vivo, la
cual es un prerrequisito para la absorcion, su llegada a la circulacién sistémica y el
efecto terapéutico o clinico. Por ello, la determinacién de la VD in vitro es una
herramienta fundamental para controlar la calidad biofarmacéutica de los
medicamentos ya que permite evaluar la liberacion del IFA desde la forma de
dosificacion que lo contiene. La determinacion de la VD también es importante
durante el desarrollo de NEQ, puesto que en ocasiones permite predecir problemas
potenciales de BD (USP 42, 2019, p. 7787).

La evaluacion de la VD de NEQ e IFA puros, y sus diferentes formas sélidas,
se puede efectuar mediante métodos que utilizan una superficie constante de
muestra [discos rotantes o estacionarios que permiten evaluar la velocidad de
disolucion intrinseca aparente (USP 42, 2019, p.7787)] o un polvo [método de
disolucion de polvo (Lotter et al., 1983)]. Los primeros requieren que la muestra
pulverulenta se compacte, pero esto no siempre puede efectuarse porque muchas
de ellas no se compactan facilmente por compresion (Lotter et al., 1983);
experimentan transformaciones polimérficas durante la compresion, o los discos
tienden a desintegrarse cuando se ponen en contacto con el medio de disolucion
(Lotter et al., 1983). Para esas sustancias, el método de disolucion de polvo resulta
mas conveniente, ya que se emplea un polvo, normalmente constituido por
particulas con diferentes tamafios (polvo polidisperso), el cual se transfiere
cuantitativamente a un medio de disolucion en agitacion (Loétter et al., 1983). En el
caso de sustancias muy hidrofobicas (que tienden a agregarse en medios acuosos)
se debe efectuar un procedimiento previo de desagregacion para que la VD de polvo
sea reproducible y correlacione con el tamafio de particula de la muestra (Lotter et
al., 1983). En este trabajo de Tesis Doctoral, se utilizé6 el método de disolucion de
polvo, empleando el aparato 2 (método de paletas) de la Farmacopea de los
Estados Unidos de América (United States Pharmacopeia, USP, por su sigla en
inglés), el cual es uno de los aparatos oficiales utilizados para los estudios de VD de

polvos.
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PREPARACION Y CARACTERIZACION DE
COCRISTALES DEL TINIDAZOL

3.1 Introduccidn

El disefio de nuevas formas sdlidas multicomponentes de IFA antiguos ha cobrado
gran auge durante la ultima década. (Domingos et al., 2015). Dentro de ellas, se
destacan los CC farmacéuticos, los cuales son solidos (Seccion 1.4.1) que contienen
al menos, un IFA y un COF. Este ultimo no debe ser toxico ni producir efectos
secundarios adversos.

La presencia de un COF en la red cristalina de los CC farmacéuticos determina
gue tengan propiedades fisicas, quimicas, mecanicas y biofarmacéuticas diferentes
a las de los IFA puros. Se comprende, entonces, que la principal motivacion para la
investigacion de los CC sea influir de manera directa sobre las propiedades del
estado sdlido, lo cual impactara en propiedades tales como el punto de fusién, habito
cristalino, densidad, solubilidad, compresibilidad, friabilidad, higroscopicidad,
estabilidad fisica y quimica, velocidad de disolucién y biodisponibilidad (Karagianni
et al., 2018). Precisamente, dichas propiedades se pueden modificar selectivamente
por medio de la seleccién del COF adecuado.

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en la busqueda de CC
gue pudieran optimizar las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas
desfavorables del TNZ, en particular su baja solubilidad acuosa y pobre
fotoestabilidad en estado sélido. Previo a la presentacién de los resultados, se
describiran brevemente algunas propiedades fisicas, fisicoquimicas y biolégicas de
este IFA.
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3.2 Caracteristicas fisicas, fisicoquimicas y biolégicas del tinidazol

El tinidazol, cuyo nombre quimico sistemético es 1-(2-etilsulfoniletil)-2-metil-5-
nitroimidazol (TNZ, Figura 3.1) es un farmaco antimicrobiano perteneciente a la
familia de los 5-nitroimidazoles. Es utilizado para el tratamiento de infecciones
causadas por bacterias anaerdbicas y ciertos protozoos anaerodbicos tales como
Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica y Giardia lamblia (Filgueiras et al.,
2016). También, se lo utiliza como parte de una terapia combinada para la
erradicacion del Helicobacter pylori (Madan et al., 2018).

O\\N/,O
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Figura 3.1. Estructura quimica de TNZ, y la numeracién sistematica de sus atomos.

Su mecanismo de accion farmacoldgico, al igual que el de otros nitroimidazoles
antimicrobianos, se basa en la reduccion del grupo nitro (Figura 3.1) por una enzima
nitrorreductasa tal como la tiorredoxina reductasa o la ferredoxina (Mushtaque et al.,
2016). El anion radical nitro resultante, el cual se considera el responsable de la
accion antimicrobiana, sufre luego una reduccion adicional para producir especies
altamente reactivas del nitrégeno, las cuales se unen a materiales genéticos,
proteinas u otras biomoléculas para inhibir la actividad de protozoos (Mushtaque et
al.,, 2016). En el caso particular de TNZ se sabe que, en células protozoarias y
bacterianas sensibles, es reducido a intermediarios citotéxicos que se unen
covalentemente al ADN, causando dafio irreversible (Fung y Doan, 2005).

El peso molecular del TNZ es 247,273 g/mol y se lo comercializa como un
sélido cristalino. Es soluble en solventes organicos pero presenta baja solubilidad en
buffers acuosos [pH 2: 0,0324 M = 8,01 mg/mL; pH 6: 0,0301 M = 7,44 mg/mL, 37 °C
(Chadha et al., 2007)]. Como tiene alta permeabilidad y se administra en dosis orales
elevadas (dosis Unica de 2 g/dia = 4 comprimidos de 500 mg), se lo clasifica como

un IFA clase Il del SCB (Patnala et al., 2017), la clase en la que las propiedades del
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estado solido pueden impactar sobre el comportamiento in vivo de los
medicamentos.

El TNZ fue sintetizado en 1969 (Miller et al., 1969) y hasta el presente se ha
reportado una uUnica forma polimérfica CSD (Groom et al., 2016) [Refcode CEPSIZ],
cuya estructura cristalina se resolvié en el afio 1984 (Chasseaud et al., 1984). En
esa forma cristalina, el TNZ posee una unidad asimétrica (Figura 3.2a), en la cual se
destacan dos enlaces de hidrogeno intramoleculares S=0+*HC, lo cual determina
gue los atomos de oxigeno del grupo sulfona no apunten hacia el anillo imidazol
(Alfaro-Fuentes et al., 2014). La celda unitaria del TNZ contiene cuatro moléculas del
TNZ (Z = 4) y estas forman un tetrAmero mediante enlaces oxigeno-hidrogeno
(Figura 3.2b). En el tetramero se observan dos interacciones -1 cooperativas (las
cuales se forman entre los atomos de oxigeno del grupo nitro y el anillo imidazol),
cuatro enlaces NO<+HC y dos enlaces S=0-*HC bifurcados (Figura 3.2b), los cuales

contribuyen a su estabilizacion (Alfaro-Fuentes et al., 2014).

Figura 3.2. a) Unidad asimétrica del TNZ. b) Celda unitaria cristalina del TNZ (Tomada de
Alfaro-Fuentes et al., 2014).

Si bien el TNZ es un farmaco con eficacia establecida, alta biodisponibilidad
oral (Fung y Doan, 2005), tolerabilidad aceptable (Fung y Doan, 2005) y una
toxicidad menos perdurable que la de otros nitroimidazoles (Mushtaque et al., 2016),
presenta algunas desventajas importantes. Una de ellas es su baja solubilidad
acuosa, y ello ha motivado la utilizacién de diversas estrategias farmacotécnicas
tendientes a optimizar su solubilidad acuosa tales como la preparacién de polimorfos

(Udupa, 1987; Udupa, 1990), complejos de inclusion con B-ciclodextrinas (Jagdale et
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al., 2016), dispersiones sélidas (Sahoo y Bhilegaonkar, 2015; Vargas Escobar et al.,
2016), microcristales (Sabitha Reddy et al., 2011), nanofibras (Khan et al., 2017),
sales (Patnala et al., 2017) y cocristales (Paun et al., 2017; Madan et al., 2018;
Zheng, et al., 2020). Cabe sefialar que la evidencia experimental provista por Paun
et al. (2017) y Madan et al. (2018), no avalé que se formaran CC de TNZ con los
compuestos ensayados. En cambio, Zheng et al. (2020) demostraron la formacién de
un CC de TNZ con acido vainillinico, pero este se reportdé en el transcurso de la
escritura de este trabajo de Tesis, con posterioridad al descubrimiento y publicacién
de los 3 CC que se describirdn a continuacién (pagina 142, Produccion Cientifica).

Otra de sus desventajas, es su fotoinestabilidad en solucién y en estado sélido
(Marciniec y Bujag, 1994; Marciniec et al., 1997), lo cual determina que la materia
prima y sus formulaciones deban protegerse de la luz (Ph. Eur., 2010; USP, 2016)
pero, a diferencia de lo ocurrido con la problematica de su solubilidad acuosa, no se
ha reportado la obtencion de formas soélidas multicomponentes que pudieran
optimizar su fotoestabilidad.

Dado que el TNZ es un IFA clase Il del SCB, que se administra en dosis muy
altas, y que al inicio de este trabajo de Tesis Doctoral no existian datos bibliograficos
sobre la utilizacion de estrategias de la ingenieria de cristales, se hipotetizé que el
descubrimiento y desarrollo de CC del TNZ podia ser relevante tanto para contribuir
al conocimiento del espacio cristalino de este IFA, como para optimizar sus
propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas desfavorables, en particular su

fotoinestabilidad.

3.3 Seccion experimental
3.3.1 Materiales

Como sustancia de partida se utiliz6 una materia prima comercial del TNZ (lote
N° 100696, pureza = 99,67%, Parafarm®). El acido citrico (CA), acido salicilico (SA),
acido succinico (SUC), arginina (ARG), cafeina (CAF), nicotinamida (NA), prolina
(PRO) vy triptéfano (TRIP) se adquirieron comercialmente (pureza >99%) y se
utilizaron sin purificacién previa. El acido p-aminobenzoico (PABA) se purificé por
recristalizacion de una mezcla de etanol-agua (2:8 v/v). El KBr utilizado fue de grado

espectroscopico (Merck, Alemania) y se secO 24 h a 80 °C previo a la preparaciéon
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de pastillas o dispersiones para estudios FTIR. El papel de filtro (2,7 pm, Whatman
542, Reino Unido), membranas de Nylon® (0,45 um, Pall Corporation, EUA) y placas
para cromatografia en placa delgada (CCD, silica gel 60 F254, Merck KGaA,
Alemania) se adquirieron comercialmente. El agua se purific6 por medio de un
sistema de purificacion Milli-Q® (Millipore, Bedford, EUA). Todos los solventes y
demas reactivos fueron de calidad analitica o HPLC, y se utilizaron sin purificacion
previa. Los solventes utilizados se designaran de aqui en adelante con las siguientes
siglas: acetona (ACE); acetonitrilo (ACN); etanol (EtOH); metanol (MeOH) vy tert-
butanol (t-BuOH).

3.3.2 Métodos
3.3.2.1 Preparacion de mezclas fisicas

Para la preparacion de mezclas fisicas (MF) binarias del TNZ y cada COF
ensayado, se colocaron en un mortero de agata cantidades exactamente pesadas
del TNZ y COF (en relaciones molares 1:1) y se mezclaron suavemente con espatula
de acero durante 3 minutos. Las MF resultantes se guardaron al abrigo de la luz en
desecadores, con vacio y CaCl, hasta su caracterizacion. De aqui en adelante, las
MF se designaran con la sigla del IFA y el COF, y la abreviatura MF se colocara

como subindice, es decir TNZ-COF k.

3.3.2.2 Preparacion de cocristales de TNZ

Para la obtencién de CC se aplicaron los siguientes procedimientos:

A) Mortereado asistido con solvente (Liquid-assisted grinding, LAG, Friscic
et al., 2009): en un mortero de agata se molieron cantidades exactamente pesadas
del TNZ y COF en relacién estequiométrica 1:1. El mortereado inicial se efectué
durante 30 minutos, adicionando unas pocas gotas de ACE, tras lo cual se
determinaron los puntos de fusion (p.f.) de las mezclas molidas. El mortereado se
continud, en intervalos de 30 min, hasta 120 minutos con el agregado de gotitas de
ACE. Las muestras obtenidas se almacenaron en un desecador (utilizando vacio,
CaCl, y silica gel como desecantes). Cabe sefialar que, el mortereado antes

indicado se realiz6 también con otros solventes y antisolventes, pero solo con ACE
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se obtuvieron resultados interesantes y reproducibles, como se indicara en
secciones posteriores.

B) Mortereado sin solvente (Neat grinding, NG): se repitio el procedimiento A,
pero sin agregar solvente. Este procedimiento se utilizé solo con el PABA.

C) Cristalizacién por evaporacién lenta (CRIS): en un vaso de precipitados se
colocaron cantidades exactamente pesadas del TNZ y COF (en relaciones molares
1:1), se mezclaron con espatula de acero y a la mezcla resultante se le agregd gota
a gota la menor cantidad necesaria de una mezcla de solventes (en la que ambos
compuestos fueran solubles a temperatura ambiente = 20-25 °C) para obtener una
solucién. Para favorecer la solubilizacion del IFA 'y el COF se recurrié a la sonicacion
con ultrasonido (Sonicador Ultrasonic Cleaner, Testlab 02, Argentina) por cortos
intervalos de tiempo (1-2 min). Los vasos de precipitados se taparon con papel de
filtro y dejaron al abrigo de la luz y a temperatura ambiente hasta la aparicion de
cristales. Estos se filtraron al vacio y secaron en desecador con vacio (sobre CaCl>y
silica gel).

Cabe sefialar que en los ensayos de cocristalizacion antes indicados se utilizo
la relacion estequiométrica 1:1 porque dicha proporcion maximiza la posibilidad de
interaccion supramolecular entre un IFA y el COF. Como se detallard en las
siguientes secciones, con dicha relacion se obtuvieron CC y eutécticos; por tanto, no
se ensayaron otras proporciones.

A todas las muestras preparadas se les controlé su pureza quimica por CCD, y
se las caracteriz0 mediante determinaciones de p.f., PXRD, FTIR o DRIFT. A
muestras seleccionadas se las caracterizd, ademas, por SSNMR, DSC, TG, SCXRD
y MO o MLP. De aqui en adelante, las muestras obtenidas se designaran con las
siglas del IFA y el COF (separadas por un guion) y la abreviatura del procedimiento
de obtencion (el cual se indicard como subindice), es decir TNZ-COFproceDpIMIENTO.

En el caso del procedimiento C, se indicara también el solvente utilizado.

3.3.2.3 Preparacion de monocristales TNZ-COF

Para la preparacion de monocristales se seleccionaron tres COF (PABA, SA 'y
CA) y se siguieron los procedimientos que se detallan a continuacion:
TNZ-PABA: en un mortero de agata se colocaron cantidades exactamente

pesadas del TNZ y COF (relacibn molar 1:1), y se morterearon siguiendo el
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procedimiento A. De la mezcla resultante, se tomaron dos alicuotas de 50,0 mg y se
colocaron en sendos vasos de precipitados, y a cada uno de ellos se les agrego el
menor volumen necesario de una mezcla de solventes en la que tanto el IFA como el
COF fueran solubles a temperatura ambiente. Como mezclas de solventes se
utilizaron ACE-EtOH (4:1, v/v) y t-BuOH-ACE (1:1, v/v). Las dos soluciones
obtenidas se filtraron al vacio, usando papel de filtro Whatman 542, cubrieron con
papel de aluminio con pequefias perforaciones y dejaron en reposo (a 20-25 °C) y al
abrigo de la luz hasta la aparicion de cristales. Los cristales formados se extrajeron
con espétula de acero y secaron en desecador con vacio (sobre CaCl, y silica gel).
Con la mezcla t-BuOH-ACE se obtuvieron monocristales de tamafo adecuado para
estudios de SCXRD.

TNZ-SA: se utilizaron dos procedimientos de preparacion. i) En un vaso de
precipitados se colocaron 30,0 mg (0,12 mmol) del TNZ y 17,0 mg (0,12 mmol) de
SA y se mezclaron con espatula de acero. Luego, se agregd el menor volumen
necesario (10 mL) de EtOH-Agua (5:2, v/v) para solubilizar completamente los dos
compuestos a temperatura ambiente. ii) Se pesaron exactamente 30,0 mg de TNZ-
SALac Y se agrego el menor volumen necesario (10 mL) de ACE-Agua (1:4, v/v) para
solubilizar la muestra a temperatura ambiente. Las soluciones preparadas se filtraron
al vacio, usando papel de filtro Whatman 542, se cubrieron con papel de aluminio
con pequeiias perforaciones y dejaron a temperatura ambiente y al abrigo de la luz
hasta la aparicion de cristales (2-3 dias). Los cristales formados se extrajeron con
espatula de acero y secaron en desecador con vacio (sobre CaCl; y silica gel). Con
el procedimiento ii) se obtuvieron monocristales de tamafio adecuado para estudios
de SCXRD.

TNZ-CA: se colocaron cantidades exactamente pesadas de TNZ-CA.ac (50,0
mg) en vasos de precipitados (n = 9) y a cada uno de ellos se agregd el menor
volumen necesario de una dada mezcla de solventes (ACE-EtOH, ACE-Agua o t-
BuOH-ACE, preparadas en tres proporciones diferentes: 1:1, 1.2 y 1:4, v/v) que
permitiera solubilizar la muestra a temperatura ambiente. Las soluciones resultantes
se filtraron al vacio (papel de filtro Whatman 542), cubrieron con papel de aluminio
con pequefias perforaciones y se dejaron a temperatura ambiente y al abrigo de la
luz hasta la aparicion de cristales. Con ninguna de las mezclas ensayadas se

obtuvieron cristales adecuados para estudios de SCXRD.
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3.3.2.4 Microscopia 6pticay de luz polarizada (MO y MLP)

La observacion de la morfologia de las muestras sélidas se realiz6 a través de
una lupa estereoscopica (StereoZoom® Leica S8 APO con zoom apocromético 8:1,
Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) acoplada a una camara digital Canon, o de
un microscopio de fusion Kofler (Leitz, Wetzlar, Germany) al cual se le adapto la
camara del celular iPhone X. Para evaluar la birrefringencia de las muestras se
utilizé un microscopio de luz polarizada (Olympus BX41-P) con un sistema de

camara adaptada (Olympus, Tokio, Japén).

3.3.2.5 Difraccion de Rayos X de polvos (PXRD)

Los patrones de PXRD se obtuvieron a 20-25 °C en un difractometro de polvo
Bruker AXS D8 Advance (Bruker, Alemania) con filtro de Ni y anodo de Cu con
radiacion Ko (A = 1,5418 A), 40 kV y 40 mA. El escaneo se llevé a cabo entre 2 y 40°
20, usando un tamafio de paso de 0,05° y una velocidad de rotacion de las muestras
de 30 rpm. Para uniformar el tamafio de particula y reducir el fenomeno de
orientacion preferencial, las muestras se morterearon suavemente con pilén en un

mortero de agata y se depositaron en un portamuestras de Si (monocristal).

3.3.2.6 Difraccién de rayos X de monocristal (SCXRD)

Los estudios de SCXRD se realizaron en un difractometro para monocristal
Bruker Apex Duo (Alemania) con goniémetro de tres circulos D8, detector APEX Il,
tubo sellado de Mo y microfuente Incoatec ImS de Cu (radiaciéon Mo-Ka, A = 0,71073
A), equipado con una corriente criogénica de nitrégeno. Para optimizar la calidad de
la difraccion, los monocristales (TNZ-PABAcris t-BuoH Y TNZ-SA cris ace) se enfriaron
a 173 K Los procedimientos de reduccion de datos, la resolucion y el refinamiento de
las estructuras cristalinas. Las figuras se produjeron con el programa POV-Ray para
Windows v.3.6, y las imagenes se procesaron con el programa GIMP 2.10.1 (GNU
Image Manipulation Program). Estos estudios se realizaron en colaboracion con el
Prof. Dr. Mino R. Caira de la Universidad de Ciudad del Cabo, Sudafrica.
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3.3.2.7 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear en estado sélido (*3C-
SSNMR)

Los espectros de alta resolucion de *C-SSNMR se obtuvieron por la técnica
CP/MAS (polarizacion cruzada al angulo magico) en un espectrometro Bruker
Avance Il (Bruker, Alemania) con una frecuencia de 300,13 MHz para protones y de
75,46 MHz para los 4tomos de carbono, equipado con una sonda MAS de 4 mm, a
una velocidad de giro de 10 kHz y empleando un pulso para la CP (polarizacion
cruzada) de amplitud variable (tiempo de contacto de 2 ms). Para el
desacoplamiento heteronuclear durante la adquisicion (40,96 ms) se utilizo la
secuencia de pulsos SPINAL-64, con un campo de protones Hiy que satisface win /
21 = yu Hin / 211 = 50,0 kHz. Como referencia externa se utilizé glicina (45,6 y 176,5
ppm). La asignacion de las sefiales de los espectros *C CP/MAS se efectu6
mediante experimentos de desfase dipolar [que producen solo carbonos
cuaternarios y el correspondiente espectro de supresion no cuaternaria (NQS por su
sigla en inglés)] y comparaciéon con los espectros 3C-SSNMR de los compuestos
puros (TNZ, PABA, SA, CA, SUC, y NA). Para obtener una buena relacion
sefal/ruido, el nimero de mediciones vario entre 96 y 504 para las diferentes
muestras. Las demoras de reciclado fueron: TNZ, 60 s; PABA, 200 s; TNZ-PABA, 20
S; SA, 125 s; TNZ-SA, 35 s; CA, 400 sy TNZ-CA, 400 s. Estos estudios se realizaron
en colaboracion con el Prof. Dr. G.A. Monti, la Dra. Y. Garro Link y la Lic. A. Reviglio

de la Facultad de Astronomia Fisica y Matematicas de la UNC.

3.3.2.8 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) vy
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier de reflectancia difusa
(DRIFT)

Los espectros IR y DRIFT se adquirieron con un microscopio IR Nicolet iN10
(Thermo Fisher Scientific Inc.), que cuenta con un accesorio de reflectancia difusa.
Para obtener los espectros IR microscopicos, se colocaron las muestras (polvos o
cristales triturados suavemente con espatula) sobre una pastilla de KBr, y se
acumularon 16 barridos a una resolucion de 8 cm™. Para la obtencién de los
espectros DRIFT, se prepararon dispersiones muestra-diluyente al 2% p/p en KBr
seco, las cuales se prepararon en un mortero de agata, moliendo la mezcla

suavemente. Las dispersiones se colocaron en un portamuestras de reflectancia
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difusa de 13 mm de didmetro, y el exceso de material se elimind con un portaobjetos
de vidrio para lograr una superficie nivelada pero rugosa. Los espectros DRIFT se
adquirieron acumulando 64 barridos con una resolucién de 4 cm™, y como blanco se
utilizé6 KBr seco. Los espectros se procesaron con el programa OMNIC E.S.P. 5.1

(Nicolet Corp.).

3.3.2.9. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y Termogravimetria (TG)

Las curvas DSC y TG se obtuvieron con los analizadores Discovery DSC y
Discovery TGA (TA Instrument Inc.), respectivamente, a una velocidad de
calentamiento (8) de 10 °C/min bajo atmosfera de N2 (pureza 99,99 %) dindmica
(velocidad de flujo de 50 mL/min). Para las mediciones de DSC se utilizaron
capsulas de aluminio cerradas no herméticamente y masas de muestra de 2-4 mg.
Como referencias para las determinaciones DSC se emplearon capsulas de aluminio
vacias cerradas no-herméticamente. Las escalas de temperatura DSC y TG se
calibraron con indio (pureza 99,99 %, p.f. = 156,598 °C) y Ni (determinacion de
punto Curie = 358,2 °C), respectivamente. Los datos DSC y TG se procesaron con
el programa TRIOS Full_v4.1.1.33073 (TA Instruments Inc.).

3.3.2.10 Microscopia de platina calentable con luz polarizada (HSM)

Los cambios fisicos y morfologicos ocurridos durante el calentamiento de las
muestras se observaron a través de un microscopio polarizador (Olympus BX51),
equipado con una platina de calentamiento (Linkam LTS420), utilizando un objetivo
de 10X y polarizadores cruzados. Las imagenes se obtuvieron con una camara
digital (Olympus, Tokio, Japon). Para efectuar las observaciones se coloc6 una
pequefia cantidad de polvo, o unos pocos cristalitos, en un portaobjetos, el cual se
cubrié con un cubreobjetos. La velocidad de calentamiento fue de 10 °C/min, y las

muestras se calentaron desde 25 °C hasta 2-5 °C por encima de sus respectivos p.f.

3.3.2.11 Determinacién de la solubilidad acuosa

La solubilidad en agua se evalué a 37 °C por el método del tubo (Murdande et

al., 2011). Para ello, se colocé un exceso de muestra en un tubo de vidrio con tapa
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a rosca, se adicionaron 5 mL de agua Milli Q® (pH 5,5) y la suspensién resultante
se sonicd con ultrasonido (Sonicador Ultrasonic Cleaner Testlab 02) por 2 min.
Luego de ello, el tubo se colocé en un bafio de agua termostatizado a 37 °C con
tapa y se mantuvieron con agitacion constante durante 24 h (tiempo necesario para
gue TNZ alcance el equilibrio de saturacion, el cual se determin6 tomando alicuotas
a tiempos prefijados entre 1y 48 h), protegidos de la luz ambiente. Transcurrido ese
periodo, se separaron alicuotas de 1 mL, se las filtr6 (membranas de Nylon® de
0,45 uym) y analizé6 por HPLC, para determinar la cantidad de TNZ disuelta,
utilizando el método analitico descripto por (Meshram et al., 2009). Todos los
ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

3.3.2.12 Estudios de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

El sistema HPLC consistio en un cromatografo liquido Agilent® S1100, un
inyector automatico de loop variable (Agilent 1100 serie G-1313 A) prefijado en 20
ML, y un detector UV-Visible variable Agilent serie G1365B. Se utilizO una columna
de fase reversa de C18 (Phenomenex®) de 250 mm x 4,6 mm con particulas de
relleno con un diametro de 4,0 um. La fase movil consisti6 en una mezcla de
solucion buffer de fosfato monobasico de potasio, 0,05 M (pH 3,25, ajustado con
acido ortofosforico) y ACN (82:18, v/v) (Meshram et al.,, 2009) la cual se filtré a
través de membranas de Nylon® (0,45 um) y se desgasific6 mediante vacio. El
analisis se llevo a cabo en modo isocratico a 40 °C, utilizando un caudal de 1,5
mL/min. La deteccion se realizé a 210 y 300 nm. En todos los casos, se realizaron
tres inyecciones de 20 pyL cada una. La determinaciéon de los tiempos de retencion
(tr) y el célculo de las areas de los picos se efectud con el programa Chemstation
Rev. A.10.02®.

Para la construccion de la curva de calibrado del TNZ se prepararon 3
soluciones estandar (stock) del TNZ, pesando exactamente (en matraces de 50 mL)
3 alicuotas (10 mg) del TNZ materia prima finamente pulverizado. Luego, se agrego
a cada matraz 1 mL de ACN (solvente en el que TNZ es soluble) y a las
suspensiones resultantes se completd a volumen con fase mévil hasta la disolucién
completa del IFA. Después, se transfirieron 5 alicuotas de cada solucién stock del
TNZ a matraces de 10 mL, cubriendo el intervalo de concentraciones de 100-1200

Mg/mL y se completaron a volumen con fase movil. Las soluciones se filtraron a
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través de membranas de 0,45 uym y se analizaron por HPLC, utilizando las
condiciones arriba descritas. La linealidad se evalué por el método de los cuadrados
minimos y ANOVA, utilizando las herramientas estadisticas de Microsoft EXCEL®.

3.3.2.13 Ensayo de fotoestabilidad en estado solido

Para investigar el efecto de la luz sobre la apariencia y la fotoestabilidad de las
nuevas formas solidas del TNZ se utilizé una lampara de luz UV (Philips Sunlight
MLU 220, 300 W) que emite luz en el intervalo de 283 a 750 nm. Cabe sefialar que
el estudio no cumplié estrictamente con lo establecido en las normas internacionales
sobre ensayos de fotoestabilidad de medicamentos (ICH Q1B, 1998); sin embargo,
aporto resultados confiables sobre el comportamiento de las nuevas formas sélidas
de TNZ frente a la accion de la luz UV-Visible. Para el ensayo, se colocaron
alrededor de 100 mg de muestra (n = 2) en un pocillo de 9,2 cm? [placas de cultivo
de poliestireno CELLSTAR® de 6 pocillos (Greiner Bio-One GmbH), transparentes y
resistentes a la luz UV)], y con una espatula se extendieron cuidadosamente a fin de
gue toda la superficie del pocillo quedara cubierta con muestra. Las placas se
ubicaron en el interior de una cabina, debajo de la lampara Phillips y a una distancia
de 40 cm para una exposicion uniforme a la luz UV-Visible. EI aumento de la
temperatura ambiente, debido a la radiacion UV-Visible, no se impidi6, pero se
determind que la temperatura nunca fue mayor a 50 °C. Como blancos se utilizaron
las mismas cantidades de cada una de las fases ensayadas, pero las placas se
protegieron de la luz. Dado que varias muestras experimentaron un cambio drastico
de color luego de 4 horas de irradiacion, el estudio no se extendié mas alla de ese
tiempo. Después de la exposicion a la luz, se tomaron porciones (n = 3) de cada una
de las muestras, se pesaron exactamente y disolvieron en ACN. Las soluciones
resultantes se filtraron (membranas de 0,45 um) y el contenido del TNZ se determin6
utilizando el método de HPLC descripto en la Seccion 3.2.3.12. Ademas, se tomaron

alicuotas de las muestras irradiadas y de los controles y se analizaron por DRIFT.
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3.4 Resultados y discusién

3.4.1 Seleccion de los coformadores

La sintesis de un CC puede verse afectada por muchas variables, que en su
mayoria dependen de los compuestos de partida (IFA y COF) y la naturaleza del
solvente, si es que se utilizan solventes en el proceso de obtencién (Karimi-Jafari et
al., 2018). Por ejemplo, la presencia de ciertos grupos funcionales en el IFA y el
COF y sus solubilidades, ademas de las condiciones experimentales (relacion
estequiométrica del COF e IFA, temperatura de reaccién, agitacion, entre otras) son
fundamentales para la obtencién de un CC (Karimi-Jafari et al., 2018). Otro aspecto
muy importante a tener en cuenta es que el COF debe poseer grupos capaces de
formar enlaces no-covalentes con el IFA a modificar supramolecularmente v,
ademas, debe ser seguro para uso en humanos.

Para la seleccion de los potenciales COF del TNZ se tomaron en cuenta los
grupos funcionales presentes en su molécula y su potencialidad para actuar como
donores o aceptores de hidrogenos. Este andlisis indicé que el TNZ presenta un

considerable potencial para interaccionar intermolecularmente a través de:

> el grupo nitro, el cual es capaz de actuar como aceptor de enlaces de hidrogeno
(hydrogen bond aceptor, HBA por su sigla en inglés);

> el grupo sulfona, que es capaz de actuar como HBA, y

> los atomos de nitrégeno y azufre del anillo imidazol, los cuales son capaces de
actuar como HBA.

Dado que el enlace no-covalente mas importante para la formacion de CC es el
enlace de hidrégeno, se realizé una busqueda bibliogréfica para identificar posibles
sintones para los grupos funcionales y atomos antes indicados. Asi, se determiné
que:

v’ el grupo nitro del imidazol es capaz de aceptar protones de grupos donores de
hidrogeno [Y-H donde Y= O, N, C (Robinson et al.,, 2000)] formando homo y

heterosintones tales como los mostrados en la Figura 3.3.
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Figura 3.3. Posibles sintones para el grupo nitro del TNZ.

v' el grupo sulfona es capaz de interactuar de manera no covalente con COF que
contengan grupos amino aromaticos primarios, formando el heterosinton

sulfona-amina aromatica (Jiang et al., 2014)- (Figura 3.4).

Sintdén 3 (Heterosintdn sulfona-amina aromatica)

Figura 3.4. Posible heterosintén para el grupo sulfona del TNZ.

v' el N3 del imidazol (Figura 3.1) podria aceptar protones de acidos carboxilicos,
alcoholes y amidas primarias (Figura 3.5), formando los heterosintones azol-
acido carboxilico, azol-alcohol y azol-amida, y de ellos, el sintdn azol-acido

carboxilico tiene una alta probabilidad de ocurrencia (Cheney et al., 2010).

X" NNe-H—0 =X XX —
== \ X \x

X

Sintdn 4 (Heterosintdn azol-acido carboxilico)  Sintdn 5 (Heterosintdn azol-alcohol)

Sintdn 6 (Heterosinton azol-amida primaria)

Figura 3.5. Posibles heterosintones para el anillo imidazol del TNZ.
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3.4.2 Métodos de cocristalizacion, puntos de fusién y morfologia de las
muestras soélidas preparadas

Tomando en cuenta los sintones posibles para el TNZ (Figuras 3.3-3.5), y que
el sintdon azol-acido carboxilico tiene altas probabilidades de formacion, se
seleccionaron 5 4cidos carboxilicos GRAS, 3 aminoacidos, y dos amidas GRAS. En
la Tabla 3.1 se presentan las estructuras quimicas de los COF seleccionados, y se
detallan también algunas de sus propiedades fisicas y quimicas. Cabe sefalar que,
si bien existen varias aproximaciones para predecir la formacion de CC, determinar
que un IFA cocristalizara con un dado COF sigue siendo un ejercicio empirico. Por lo
cual, se deben emplear diferentes métodos de cribado y varios COF (Karagianni et
al., 2018). De esos métodos, las técnicas mecanoquimicas (Capitulo 1), y en
particular la molienda asistida con solvente (LAG), han adquirido gran relevancia
como métodos iniciales de cribado. Son sencillos y eficaces para la formacion de
CC, ya que el solvente humedece al solido y actia como catalizador, acelerando la
formacion de CC (Karimi-Jafari et al., 2018). Por tanto, la capacidad de cocristalizar
del TNZ con los COF, seleccionados se evalué en primer lugar con dicha
metodologia, mortereando manualmente cantidades equimolares del TNZ y el COF
con solventes y antisolventes. En segundo lugar, se ensayo un método en solucion
ya que la cristalizacion en solucion es el medio mas favorable para obtener CC
puros, a la vez que se facilita el escalado (Fabian et al., 2011)].

Como criterio inicial de formacion de los CC, se utilizé el o los p.f. de las
mezclas TNZ-COF obtenidas. Ellos se compararon con los de los componentes
puros porque, en general, los CC exhiben una temperatura de fusion que suele estar
entre las del IFA y del COF. También, hay CC cuyos p.f. son menores a los de los
componentes puros (Schultheiss y Newman, 2009). Menos frecuentes son aquellos
con p.f. mayores a los del IFA'y del COF, y muy raras veces se observan CC con p.f.
iguales a los de alguno de los componentes puros (Schultheiss y Newman, 2009).
Ademas, se evaluaron las caracteristicas morfolégicas de las muestras obtenidas
mediante MO o MLP.
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Tabla 3.1. Estructuras quimicas y propiedades fisicas y quimicas seleccionadas de los COF
utilizados en los ensayos de cocristalizacion del TNZ.

Coformador Estructura quimica PMma p.f.P pKa @
(g/mol)  (°C)

Acido citrico Oy _OH 192,12 153,0 2,79
o o
H

Acido p-amino COOH 137,14 188,5 2,38 (pKal)
benzoico 4,35 (pKa2)
(PABA)

NH2
Acido salicilico ° 138,12 158,0 2,98 (pKal)
(SA) 13,6 (pKa2)

Acido succinico 118,09 184,0 4,21 (pKal)

(SUC) 5,64 (pKa2)
Arginina (ARG) NH 174,20  244,0 2,18 (pKal)

)L desc. 9,09 (pKa2)

wAY 13,2 (pKa3)
2
Cafeina (CAF) | 194,19 235,0 14
N
HN
ﬁ )
N
Nicotinamida O 122,12 128,8 3,35 (pKa del
(NA) @)LNHQ acido
| - conjugado)
Prolina o) 115,13 221,0 1,94 (pKal)
(PRO) C])LOH desc. 11,33(pKa2)
NH
Triptoéfano 204,22 290,5 2,38 (pKal)
(TRIP) 0 desc. 9,39 (pKa2)
L
HN | I\JH2

abydKim et al., 2021. ¢ Yalkowski et al., 2010. €36,6 °C; f37°C; 935 °C; "' 25 °C.

La Tabla 3.2 resume los ensayos de cocristalizacion entre el TNZ y los 9 COF
ensayados, indicandose los métodos de preparacion utilizados, los p.f. observados y
la prediccion de posibles interacciones. A su vez en el Esquema 3.1 condensa la
metodologia de caracterizacion empleada para las distintas muestras obtenidas de
TNZ.
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] TNZ+ COF —25— TNZ-COF ¢

%
9 muestras TNZ-COF,¢

| p.f.; DRIFT o FTIR; PXRD

Interau:iénl l ME
TNZ-CA ¢ TNZ-ARG 4
TNZ-NA, oo TNZ-CAF, 5,

TNZ-PABA, ;¢ TNZ-PRO, .
TNZ-SA, »c TNZ-TRIP| 5
TNZ-SUC, 5¢

MO y MLP; B2C-SSNMR; DSC, TG y HSM

TNZ-CA ¢
TNZ-PABA, »¢
TNZ-SA 56

NG
p.f; PXRD; MOy MLP

CRIS
TNZ-PABA

Sa i Fotoestabilidad

p.L;PXRD; MO y MLP; 1 p.f:PXRD; MOy MLP;l

BC-SSNMR; DSC, TG y HSM DSC, TG y HSM
TNZ-PABA s ack *TNZ-PABAcgs ¢ Buon

Esquema 3.1. Metodologias de obtencion y caracterizacion de muestras sélidas

multicomponentes de TNZ.

Como se observa en las entradas # 2-5 (Tabla 3.2), TNZ por LAG con los COF
ARG, CAF, PRO y TRIP condujo a 4 muestras (TNZ-ARG, TNZ-CAF, TNZ-PRO y
TNZ-TRIP) que presentaron dos eventos térmicos a 126,0 y 190,0 °C. Estas fueron
coincidentes con el p.f. del TNZ puro (# 1, 126,0 °C, Tabla 3.2) y la T del inicio de su
descomposicién (190 °C, transformacion de la fase fundida en un liquido pardo-
negruzco; Ferraz Pinto et al., 2010). Por ello, se concluy6 que las muestras
obtenidas representaban MF y no nuevas formas sélidas. Esto indicé que el TNZ no
interaccionaria supramolecularmente con ninguno de los 4 COF anteriormente

mencionados.
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Tabla 3.2. Métodos de cocristalizacion, p.f. de las muestras TNZ-COF y prediccion de
posibles interacciones.

Método,? :
# Solvente o mezcla p.f.,°C® : POSIbI.?
Muestra N ' interaccion®
de solventes
1 TNZ --- 126,0 ---
2 TNZ-ARGAc A, ACN 126,0'y 190,0 (desc.)
3 TNZ-CAFias A, ACN 126,0 y 190,0 (desc.) NG
4 TNZ-PROLac A, ACN 126,0'y 190,0 (desc.)
5 TNZ-TRIP s A, ACN 126,0 y 190,0 (desc.)
6 TNZ-CALac A, ACE 121,6
7 TNZ-NA Lac A, ACE 102,0
8 TNZ-PABANG B 132,0
9 TNZ-PABAac A, ACE 112,8y 134,0
10 TNZ-PABACcRris-ace C, ACE-EtOH 4:1 113,11y 1335 S|
11 TNZ-PABACcRis-t-BuoH C, t-BUOH-ACE 1:1 113,6y 132,8
12 TNZ-SALrc A, ACE 118,0
13 TNZ-SAcms.EtOH C, EtOH-Agua 5:2 118,4
14 TNZ-SAcris-ace C, ACE-Agua 1:4 118,6
15 TNZ-SUC\ac A, ACE 106,0

3A: LAG; B: NG y C: CRIS. ® v/v. ¢ Método del capilar cerrado, Incerteza + 1°C. 9 Diferencia
en los p.f. de las muestras obtenidas con los productos puros de partida.

La aplicacion de la metodologia LAG con TNZ y los COF CA, NA, SAy SUC
condujo a sélidos criptocristalinos (Figura 3.6h,l,n,p) que exhibieron un unico p.f. (#
6-7, 12 y 15, Tabla 3.2), el cual fue diferente al del TNZ y al de los COF puros. Esto
sugirié una posible interaccion entre el TNZ y los 4 COF antes indicados. Es digno
de destacar que, con el COF PABA, tanto la NG como la LAG provocaron un cambio
paulatino en la coloracién de la muestra, la cual pas6 del blanco inicial al amarillo
intenso. Se debe tener en cuenta que el TNZ era un sdlido criptocristalino blanco
(Figura 3.6a) y el PABA estaba constituido por cristales aciculares transparentes e
incoloros (Figura 3.6b). En efecto, la molienda manual condujo a solidos
criptocristalinos de color amarillo intenso (Figura 3.6c,d). En cuanto al
comportamiento frente al calor, el TNZ-PABAnG exhibié un solo p.f. (132,0 °C, #8,
Tabla 3.2), en tanto que el TNZ-PABALac mostro dos p.f. (112,8 y 134,0 °C, # 9,
Tabla 3.2). Cabe destacar la similitud entre el p.f. de TNZ-PABA\G Y el segundo de
TNZ-PABAAc. Ademas, estos fueron mayores al de TNZ puro (126 °C, # 1, Tabla
3.2) y menores al de PABA puro (188 °C, Tabla 3.1), comportamiento tipico de la

mayoria de los CC (Schultheiss y Newman, 2009). Esto sugirid, junto al cambio de
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coloracion de las muestras, que TNZ interaccionaria supramolecularmente con
PABA.

Dado que, con los COF PABA, SA, CA, NA y SUC se obtuvieron muestras con
p.f. diferentes a los de los materiales de partida. se decidi6 ensayar la
cocristalizacion en solucién. Para ello, se seleccionaron mezclas de solventes en las
cuales el TNZ y los 5 COF fueran solubles (Fabian et al., 2011). Como indica la
Tabla 3.2, por evaporacion lenta de soluciones del TNZ y PABA, y del TNZ y SA, se
lograron aislar cristales de TNZ-PABAcris-ace, TNZ-PABAcRris-t-BuoH, TNZ-SAcRis-EtoH
y TNZ-SAcris-ace. Estos presentaron p.f. (# 10, 11, 13 y 14, Tabla 3.2) similares a los
de las respectivas muestras obtenidas por LAG (# 9y 12, Tabla 3.2).

P
EX

Figura 3.6. Imagenes del TNZ, los cinco COF que condujeron a nuevas formas sélidas y los
productos TNZ-COF. a) TNZ (4,0X); b) PABA (1,0X); c) TNZ-PABANG (2,5X); d) TNZ-
PABA Ac (5,0X); e) TNZ-PABACRIs-ACE (2,5X); f) TNZ-PABACRIs-t-BuoH (3,0)(); g) SA (4,0)(); h)
TNZ-SAac (40X), I) TNZ-SAcRris-EtoH (10X), ]) TNZ-SAcris-Ace (10X), k) CA (lOX), |) TNZ-
CALac (3,0X); m) NA (3,5X); n) 1:1 TNZ-NA_ac (3,0X); 0) SUC (5,0X) y p) 1:1 TNZ-SUC\ac
(5,0X). Todas las imagenes, exceptuando la j, se tomaron con la lupa estereoscopica
StereoZoom® y una camara digital Canon. La imagen j) se tomé con la camara del iPhone
X, colocando el celular sobre el microscopio de fusién Kofler.
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Como rasgos distintivos puede sefalarse, que a partir de soluciones del TNZ y
PABA se obtuvieron cristales prismaticos de color anaranjado transparente (Figura
3.6e,f). En cambio, de las soluciones del TNZ y SA se aislaron cristales aciculares
incoloros (Figura 3.6i,)).

Por otra parte, con los COF CA, NA y SUC, los intentos de cristalizacion
condujeron a la formacion de cristales cuyos p.f. fueron coincidentes con el del TNZ.
Ello sugirié que este Ultimo no cocristalizaba con dichos COF bajo las condiciones
ensayadas. En efecto, la cocristalizacion en solucion requiere de condiciones
experimentales, que estan fuertemente condicionadas por el diagrama de fase
ternario IFA-COF-SOLVENTE, especialmente si las fases cocristalinas presentan
una regiéon de estabilidad muy estrecha (Fabian et al., 2011)].

Como se describio previamente (Esquema 3.1), entre el TNZ y el PABA, el SA,
el CA, la NA 'y el SUC se obtuvieron muestras con p.f. diferentes a los productos de
partida. Con el fin de confirmar que fueran nuevas fases solidas, se recurrié a la
PXRD, una técnica diagnostica, Gtil para diferenciar fases cocristalinas de mezclas

fisicas y eutécticas.

3.4.3 PXRD

En las Figuras 3.7-3.11 se presentan los patrones de PXRD del TNZ y de los
COF PABA, SA, CA, NA y SUC, sus respectivas MF y los productos obtenidos de
sus ensayos de cocristalizacion.

Como se aprecia en la Figura 3.7, los patrones de PXRD del TNZ-PABAac
(Figura 3.7d), TNZ-PABAnc (Figura 3.7e) y TNZ-PABAcris-ace (Figura 3.7f) fueron
coincidentes entre si pero diferentes a los de los componentes puros (Figura 3.7a,b)
y al de TNZ-PABAwr (Figura 3.7c). Este fue la suma de los patrones de PXRD de los
componentes puros, como era esperable. Ello evidencié que con los tres métodos
de cocristalizacion utilizados se obtenia la misma fase cristalina, posiblemente un
CC o sal molecular del TNZ y PABA.
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Figura 3.7. Patrones de PXRD experimentales de: (a) TNZ; (b) PABA,; (c) TNZ-PABAwg; (d)
TNZ-PABAg; (€) TNZ-PABALac, Y (f) TNZ-PABAcris-ace A l0s fines de la comparacion
también se incluye el patrén de PXRD simulado (g, Cu Kai A = 1,54056A) a partir de datos
de SCXRD para un monocristal de TNZ-PABAcRris-t-8uoH.

En la Figura 3.8 se exhiben los patrones PXRD del TNZ, SA, TNZ-SAwr, TNZ-
SAiac Y TNZ-SAcris-eron. Los patrones de PXRD de TNZ-SAiac (Figura 3.8d) y TNZ-
SAcris-eron (Figura 3.8e) fueron superponibles entre si, pero mostraron claras
diferencias con los patrones de los componentes puros. En efecto, dichos patrones
no fueron la superposicion de las reflexiones del TNZ (Figura 3.8a) y SA (Figura
3.8b), tal como el de TNZ-SAwr (Figura 3.8c), y ello indicaria que mediante los
procedimientos de LAG y CRIS se obtiene la misma fase cristalina, posiblemente un

CC o una sal molecular del TNZ y SA.
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Figura 3.8. Patrones de PXRD experimentales de: (a) TNZ; (b) SA; (¢) TNZ-SAwe; (d) TNZ-

SAinc, Y (€) TNZ-SAcris-eTon. A los fines de la comparacion también se incluye el patréon de

PXRD simulado (f, Cu Kai, A = 1,54056A) a partir de datos de SCXRD para un monocristal
de TNZ-SAcris.

Los patrones de PXRD del TNZ, CA, TNZ-CAwvr Yy TNZ-CALac Se exhiben en la
Figura 3.9. Del analisis de la figura surge claramente que el patron de PXRD de
TNZ-CALac (Figura 3.9d) no fue la suma de los patrones de polvo del TNZ (Figura
3.9a) y CA (Figura 3.9b), tal como el de TNZ-CAwr (Figura 3.9c), lo cual indicé que
TNZ-CA representaria una nueva fase cristalina, probablemente un CC o una sal
molecular del TNZ y CA.

d)
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T T T 1

10 20 30 40
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Figura 3.9. Patrones de PXRD experimentales de: (a) TNZ; (b) CA; (c) TNZ-CAwr, y (d)
TNZ-CALac.
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En contraste, los patrones de PXRD de TNZ-NAiac (Figura 3.10) y TNZ-
SUCac (Figura 3.11) fueron claramente la suma de las reflexiones de los
respectivos materiales de partida, al igual que los de TNZ-NAwr (Figura 3.10c) vy
TNZ-SUCwr (Figura 3.11c). Esto indic6é que, ambas muestras eran mezclas fisicas o
eutécticos, pero no serian CC o sales moleculares. Por tanto, se concluyé que,
utilizando la técnica LAG, tanto NA como SUC no cocristalizan con el TNZ.

d)

o) ) {'

a) A )

10 20 30 40
Theta (deg)

Figura 3.10. Patrones de PXRD experimentales de: (a) TNZ; (b) NA; (c) TNZ-NAwr, y (d)
TNZ-NA_ac.
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Figura 3.11. Patrones de PXRD experimentales de: (a) TNZ; (b) SUC; (c) TNZ-SUCw, vy (d)
TNZ-SUC\ac.

Los datos de PXRD indicaron que con PABA, SA y CA se obtuvieron nuevas

fases cristalinas. Por esta razén se intent6 resolver sus estructuras cristalinas por
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SCXRD a fin de determinar si dichas fases eran cocristales o sales moleculares.. Sin
embargo, solo se pudieron obtener monocristales del TNZ con el PABA, y del TNZ
con el SA (Seccion 3.3.2.3). A continuacion, se describen los resultados de dichos
estudios.

3.4.4 SCXRD de TNZ-PABACR|S.t.BuoH Yy de TNZ-SACR|S.ACE

Mediante cocristalizacion en solucién, utilizando las mezclas de solventes y
procedimientos indicados en la Seccion 3.3.2.3, se lograron obtener los
monocristales TNZ-PABAcris-tsuoH Y TNZ-SAcris-ace, 10S cuales resultaron utiles
para resolver sus estructuras cristalinas. Los tamafios de los cristales, parametros de
las celdas unitarias y los detalles del refinamiento de ambas estructuras cristalinas
(Figuras 3.12y 3.13) se presentan en el Anexo 1 (Tablas S1y S2).

En el caso de TNZ-PABAcris-t-BuoH, 10S resultados de SCXRD (Figura 3.12),
(Tabla S1, Anexo 1) indicaron inequivocamente que el TNZ cocristaliza con PABA
formando un CC solvatado, ya que su unidad asimétrica (UA) contiene una molécula
del TNZ, una del PABA y un complemento de disolvente en estado desordenado. La
estructura cristalina pertenece al sistema monoclinico, grupo espacial P21/n (No. 14)
(Tabla S1, Anexo 1) y como se muestra en la Figura 3.12a, las moléculas del TNZ y
PABA se unen mediante el enlace puente hidrogeno fuerte y lineal O24-H24 «s+ N3,
cuya distancia O<s*N es de 2,679(3) A y el angulo de enlace OHes*N es de 179°.
Ademas, el anillo imidazol de TNZ y el bencénico de PABA son casi coplanares
[angulo interplanar = 13,6 (1) °].

Las UA del CC TNZ-PABAcris-tBuoH Se ensamblan entre si mediante enlaces
de hidrégeno formando una cinta, una parte de la cual se muestra en la Figura
3.12b. En la cinta se pueden observar anillos concatenados mediante enlaces
puente hidrogeno idénticos, en una disposicion en zigzag. Cada uno de esos anillos
contiene 20 atomos, y hay 4 atomos dadores de H y 4 atomos aceptores de H [es

decir R%(20), conforme a la representacion grafica de redes de enlaces de hidrégenos de

M. Etter (1990)].
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Figura 3.12. (a) Unidad asimétrica en la estructura de TNZ-PABAcris-t-BuoH. LOS atomos se
dibujaron como elipsoides (50% de probabilidad) y se omitié el disolvente desordenado para
mayor claridad. (b) Empaguetamiento cristalino de TNZ-PABAcris-t-BuoH €ON los enlaces de
hidrégeno numerados para indicar los anillos representativos que se forman.

Los anillos concatenados se forman por 3 enlaces de H: el H1 es el que se
muestra en la Figura 3.12a,b y forma el sintdn azol-carboxilico (entre el N3 del anillo
imidazol y el grupo OH del carboxilo de PABA); el H2 ocurre dos veces e involucra al
O del grupo carboxilico de PABA de una UA y un proton del grupo amino de la
molécula de PABA de otra UA, tiene una distancia OsesN de 2,984(3) A y un angulo
de 168(4)°, y el H3 se forma entre un oxigeno del grupo NO2 de una molécula de
TNZ de una UA y un protdn del grupo amino de una molécula de PABA de otra UA,
tiene una distancia Nes+O de 3,067(3) A y un angulo de 151(2)°.
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Los bordes de una cinta estan unidos a cintas vecinas a través de una serie de
enlaces de hidrogeno intermoleculares metileno—oxigeno formados entre C11-
H11A++013-S12 (sulfonilo) con una distancia Ces+O de 3,317(3) A y un angulo de
enlace de 138°. Las cintas sucesivas no son coplanares, sino que cada una de ellas
esta ligeramente desplazada de la cinta anterior, y ello origina capas escalonadas
(dichas capas no se representan en la Figura 3.12).

La identificacion del disolvente incluido en los cristales de TNZ-PABACRis-t-BuoH
se efectud a partir del analisis por *H-NMR de una solucién de TNZ-PABACcRis-t-BuoH
preparada en CDCIs (Figura S1, Anexo 1). Pero, como para poder realizar el
refinamiento de la estructura cristalina de TNZ-PABAcris-t-8uoH S€ precisaba un valor
confiable para la ocupacion de sitio del t-BuOH desordenado, obtenido a partir de
una técnica analitica independiente, se intentd determinar el contenido de solvente
mediante TG convencional, dada su capacidad para cuantificar el contenido de
volatiles de muestras solidas. Sin embargo, el andlisis TG indico que TNZ-PABAcris-
BuoH €Xperimenta procesos de desolvatacion y descomposicion concurrentes
(Seccidn 3.4.7), con lo cual la TG convencional no resulté util para determinar el
contenido de solvente. Ante ello, considerando que la TG de alta resolucién (HIRES
TG®, TA Instruments Inc.) permite resolver eventos de pérdidas de masa solapados,
se decidi6é analizar la muestra mediante dicha técnica. La HIRES TG® logro, en
efecto, resolver los eventos de desolvatacién y descomposicion, y arrojé una pérdida
de solvente del 7,3%, la cual se atribuy6 al t-BuOH, conforme a lo indicado por
'HNMR (Figura S1, Anexo 1) e indicd, que por mol de TNZ-PABA habia 0,4 mol de t-
BuOH. Por lo tanto, se establecio la siguiente composicion para TNZ-PABAcRis-t-BuoH:
TNZ:PABA:t-BuOH 1:1:0,4 (Tabla S1, Anexol).

La naturaleza del solvente incluido en el cristal de TNZ-PABAcris-t-BuoH (t-BUOH
con un factor de ocupacion de sitio de 0,4) y su rol en el cristal se hace evidente en
la Figura 3.13, la cual es la proyeccion de la estructura cristalina en el eje a. Como
se aprecia, los dos componentes desordenados de las moléculas de t-BuOH estan
relacionados por inversién, y se ubican en posiciones especiales: en el centro de la
celda unitaria y en sus esquinas. Como la longitud del eje a es de ~6 A, se dedujo
gue las moléculas desordenadas del solvente se ubicaron en canales infinitos
paralelos a la direccion x; que actian como rellenos de estos y que estan rodeados

por las cintas que se muestran en la Figura 3.12b.
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Los datos de refinamiento de la estructura cristalina de TNZ-PABAcRis-tBuoH
(CSD Refcode MUKXIC, Tabla S1, Anexo 1) se utilizaron para calcular su patron de
polvo simulado a 173 K (con radiacion Cu Ka, A = 1,5418 A). Como se aprecia en la
Figura 3.7, el patron PXRD calculado (Figura 3.7g) concordd con los patrones PXRD
experimentales de las muestras de TNZ-PABA obtenidas por NG, LAG vy
cristalizacién de ACE-EtOH (Figura 3.7d-f), lo cual indicé que las cuatro muestras
representan la misma fase cristalina. La ubicacion del solvente en canales infinitos,
evidentemente, determina que se formen CC solvatados isoestructurales. La
concordancia entre los patrones simulados y experimentales reveld, ademas, que no
se produjo un cambio estructural significativo en TNZ-PABAcristsuoH al enfriar su
monocristal desde temperatura ambiente (294 K) hasta 173 K (temperatura utilizada

para resolver su estructura cristalina).

Figura 3.13. Proyeccion de la estructura cristalina de TNZ-PABA cris--suon Sobre el eje a. Se
muestran dos componentes superpuestos de la molécula de t-BuOH en cada centro de
inversion.

La Figura 3.14 presenta la UA y el empaquetamiento cristalino de TNZ-SAcris-
ace. Como se visualiza, los datos de SCXRD permitieron establecer que TNZ
también cocristaliza con SA, formando un CC no solvatado, cuya estructura cristalina

(CSD Refcode MUKXOI, Tabla S2, Anexo 1) también pertenece al sistema cristalino
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monoclinico, y al mismo grupo espacial que TNZ-PABA [P21/c (N° 14)]. La UA de
TNZ-SAcris-ace (Figura 3.14a) contiene una molécula de TNZ y una molécula de SA,
las cuales estan unidas por un enlace de hidrégeno fuerte entre el nitrdgeno N3 del
anillo imidazol y el proton carboxilico del SA (025-H25 <+ N3, distancia Oess*N =
2,629(2) Ay angulo de enlace de 168°).

Como rasgos distintivos puede sefalarse que en el TNZ-SAcris-ace se forma el
mismo sintén supramolecular que da origen a la formacion del CC de TNZ-PABA
(Figura 3.12a), es decir el sinton azol-acido carboxilico. Pero, la comparacion de las
Figuras 3.12a y 3.14a indico que el grupo 2-etilsulfoniletiio de TNZ adopta una
conformacién significativamente diferente en ambos CC y que las estructuras
supramoleculares de estos dos CC son totalmente diferentes debido a la presencia
del grupo amina en PABA y a los pocos grupos funcionales del SA.

Figura 3.14. (a) Unidad estructural del CC de TNZ-SAcris-ace. Los atomos se dibujaron

como elipsoides (50% de probabilidad). (b) Motivo supramolecular centrosimétrico que

ocurre en TNZ-SA. Los atomos participantes en los enlaces de hidrégeno y los cuatro
enlaces de H relevantes se indicaron con numeros arabicos.

82



Fandifio Octavio Ezequiel Capitulo 3

En el cocristal TNZ-SAcris-ace Se observd, ademas, que el anillo fenol del SA
participa en la formacion de un enlace puente hidrogeno intramolecular con el
oxigeno carbonilico, como era esperable, y el anillo fenilo del SA es casi coplanar
con el anillo imidazol (dngulo interplanar = 7,8 (1)°. También, ocurre un motivo
supramolecular (Figura 3.14b) que no esta aislado sino fuertemente vinculado a una
contraparte centrosimétrica mediante cuatro enlaces de hidrogeno y ello da como
resultado el motivo dimérico que se muestra en la Figura 3.14b. El enlace 1 es
intermolecular y el 2 intramolecular y se describieron con referencia a la UA de TNZ-
SAcris-ace (Figura 3.14a). A su vez, el OH fendlico (026-H) esta involucrado en un
enlace de hidrégeno bifurcado, uno de ellos es el designado como 2 (Figura 3.14b) y
el otro el 3 (distancia O++=O = 3,034(2) A). Finalmente, el grupo acidico C4-H del
TNZ (Figura 3.14b) se comporta como donor de H en el enlace 4 (distancia Ce+*O =
3,228(2) A). Los motivos diméricos en la estructura cristalina del TNZ-SA estan
unidos mediante enlaces de hidrégeno intermoleculares adicionales del tipo C—Hee<O
y, aunque los motivos planos mostrados en la Figura 3.14a estan apilados en el
cristal con una distancia interplanar de ~3,4 A, estan desplazados lateralmente entre

si de manera que los residuos aromaticos no participan en un apilamiento .

Los datos de la estructura cristalina refinada del TNZ-SAcris-ace también se
utilizaron para calcular su patron de polvo de rayos X simulado a 173 K (con
radiacion Cu Ka, A = 1,5418 A). La comparacion del patron PXRD simulado (Figura
3.8f) con los patrones experimentales de TNZ-SA.ac (Figura 3.8d) y TNZ-SAcris-EtoH
(Figura 3.8e) mostro una excelente correspondencia en la posicién de los picos, lo
cual evidencié que las tres muestras eran isoestructurales, y que no se produjo un
cambio estructural significativo al enfriar el monocristal de TNZ-SAcris-ace desde
temperatura ambiente (294 K) hasta 173 K.

3.4.5 B3C-SSNMR

La SSNMR ha surgido como una herramienta poderosa para evidenciar la
formacion de CC (Zhao et al., 2018). Por esta razén, fue importante incluir esta
metodologia al estudio estructural de los CC obtenidos en este trabajo de
investigacion. Con este fin, se registraron y compararon los espectros 3C CP/MAS
de muestras de TNZ-PABA y TNZ-SA con la de TNZ-CAiac. Se tenia especial

interés en determinar si la SSNMR podia proveer evidencia de la existencia de una
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interaccion supramolecular entre el TNZ y CA, tomando en cuenta que no se
lograron obtener monocristales de TNZ-CA. Para ello, se consideraron las
principales perturbaciones del espectro *C CP/MAS de TNZ-CA.ac Yy sus similitudes
espectrales con los CC de TNZ-PABAY de TNZ-SA.

QA : g O _OH O« _OH
15
! O\\S//O Az 9 1 OH
\6/ \5/\N \ 10 14 21 77
/l\ 2 11 13 20 18
.2
g7t N 12
NH,

TNZ PABA SA
0 @)
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HO\?MOH 30 | \ 32 N H
29 33
O N
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Figura 3.15. Numeracion atomica utilizada en el estudio de *C-SSNMR para el TNZ y los 5 COF que
dieron lugar a CC y mezclas con p.f. diferentes a los de TNZ y los COF puros.

Los espectros C CP/MAS de los TNZ-PABA, TNZ-SA, TNZ-CAiac Y Sus
respectivos compuestos de partida se exhiben en la Figura 3.16, mientras que los
de las MF se muestran en la Figura S2 (Anexo 1). Los valores de los corrimientos
guimicos (asignados siguiendo la numeracion mostrada en la Figura 3.15) se
presentan en las Tablas S3-S5 (Anexo 1). También, se registraron los espectros 13C
CP/MAS de TNZ-SUC_ac Yy de TNZ-NALac Y los de sus respectivos compuestos de
partida (Figuras S3-4, Anexo 1).

Como se observa en la Figura 3.16, los espectros *C CP/MAS de TNZ-
PABALac (Figura 3.16e) y TNZ-PABAcris-ace (Figura 3.16f) fueron coincidentes. Asi
mismo, estos fueron congruentes con aquellos obtenidos por PXRD y SCXRD, los

gue indicaron que por LAG y por cristalizacion se obtiene la misma fase.
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Figura 3.16. Espectros *C CP/MAS de: (a) TNZ; (b) PABA,; (c) SA; (d) CA; (e) TNZ-
PABALAG; (f) TNZ-PABACR|S.ACE;(Q) TNZ-SALAG; (h) TNZ-SAcris-EtoH Yy (I) TNZ-CA_ac. LOS
simbolos *, #y + corresponden a las bandas rotacionales del C-4, los grupos metilo de la
acetona y los atomos de C del EtOH, respectivamente.

Respecto de las principales perturbaciones de los espectros de los CC TNZ-
PABA (Figura 3.16e,f), el enlace de H que involucra al acido carboxilico del PABA y
al nitrogeno N2 (Figura 3.15) del TNZ debiera afectar principalmente a los
corrimientos quimicos de los carbonos del imidazol y al carbono carboxilico del
PABA (C-15, Figura 3.15). En efecto, las sefiales de dichos carbonos se desplazaron
a frecuencias mas bajas en el CC del TNZ-PABA. ElI C-1 de TNZ puro (Figura
3.16a), que se encuentra a 155,3 ppm, se desplaz6 a 152,2 ppm en el CC (Figura
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3.16e, fy Tabla S3, Anexo 1). En tanto que el C-15 (Figura 3.16b), ubicado a 174,4
ppm, se vio desplazado a ~170,3 ppm en el CC (Figura 3.16e, f y Tabla S3, Anexo
1). El desplazamiento hacia frecuencias mas bajas del C-15 fue consistente con un
menor desapantallamiento debido a la formacion de un enlace de H méas débil. De
hecho, el OH carboxilico del PABA esta unido al N2 del imidazol en el CC de TNZ-
PABA (Figura 3.12a) mientras que, en el PABA puro forma el homosinton
supramolecular acido carboxilico-acido carboxilico (Lai y Marsh, 1967). Otro rasgo
distintivo en el espectro del CC (Figura 3.16e, f) es el desplazamiento y resolucion
de los atomos C-5 y C-6. Estos se visualizaron como dos sefiales separadas a ~48,6
y 46,5 ppm, respectivamente (Tabla S3, Anexo 1), en contraposicion con el del TNZ
puro, que exhibe una unica sefial a 47,0 ppm (Figura 3.16a y Tabla S3 del Anexo 1).
La resolucién de los atomos, C-5y C-6, que se observo en el CC, es consistente con
las diferencias entre los patrones de enlaces de hidrégeno intermoleculares del TNZ
puro (Figura 3.16a). y su patrticipacion en el CC (Figura 3.16e, f).

Por otro lado, es de destacar, que los espectros de TNZ-PABALac ¥ TNZ-
PABAcris-ace exhibieron varias resonancias de baja intensidad que indicaron la
presencia de solvente en ambos. Por ejemplo, la sefial a 30,7 ppm (Figura 3.16e) se
corresponde con la resonancia tipica de los carbonos del metilo de la ACE,
indicando su presencia en la red cristalina de TNZ-PABA.ac. A su vez, en el
espectro de TNZ-PABAcris-ace (Figura 3.16f), ademas de la misma sefal del carbono
de la ACE, se identificaron otras dos sefiales a 58,0 y 18,2 ppm, correspondientes a
las resonancias de los carbonos del EtOH. Esto evidenci6 la presencia de ambos
solventes en la red cristalina del CC. La identificacion de la ACE en el CC de TNZ-
PABAac Y del EtOH y la ACE en el CC de TNZ-PABAcris-Ace, S€ puede conciliar con
los datos de SCXRD, los cuales demostraron la existencia de canales en la
estructura cristalina de TNZ-PABAcris-+suon. Evidentemente, la presencia de dichos
canales admite la incorporacion de diferentes solventes en la red cristalina, tales
como ACE, EtOH o t-BuOH (Figura 3.13).

Los espectros 3*C CP/MAS del TNZ-SAiac (Figura 3.169) y del TNZ-SAcris-EtoH
(Figura 3.16h) fueron idénticos, lo cual indicé que por LAG y cristalizacion se obtenia
la misma fase, en coincidencia con lo mostrado por la PXRD. Es de remarcar que en
ambos espectros, al igual que en los del CC TNZ-PABA (Figura 3.16e,f), el C-1 del

TNZ y el carbono carboxilico del SA (C-22), estan significativamente desplazados
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hacia frecuencias mas bajas. La sefal del C-1 de TNZ puro (155,3 ppm) se vio
desplazada en igual magnitud, dentro del error experimental, en el TNZ-SA (152,2
ppm) y en el TNZ-PABA (152,7 ppm) (Tabla S3 y S4 del Anexo 1). Este resultado,
revel6 que la formacion del sinton azol-acido carboxilico afectaria de modo similar a
ambos atomos. Por otra parte, el C-22 (176,3 ppm) del SA puro (Volovsek, 1983) se
vio desplazado hacia frecuencias méas bajas en el CC (170,6 ppm) (Tabla S4 del
Anexo 1), indicando que dicho carbono estaria menos desprotegido en dicho CC.
También, las sefiales de los C-5 y C-6 se desplazaron y resolvieron, al igual que en
el CC de TNZ-PABA. Este resultado es consistente con las diferencias en los
patrones de enlaces de hidrogeno intermoleculares del TNZ puro y de este en el CC
de TNZ-SA.

El espectro del *C CP/MAS del TNZ-CAiac (Figura 3.16i) no fue la
superposicion de los espectros de los compuestos de partida, cumpliendo con el
primer criterio basico de formacion de CC (Chadha et al., 2012). En efecto, se
observaron claras diferencias con los del TNZ (Figura 3.16a) y CA puros (Figura
3.16d). Por ejemplo, la Figura 3.16i exhibe una unica resonancia (173,9 ppm, Tabla
S5, Anexo 1) para los carbonos carboxilicos terminales del CA [C-23 y C-237]
mientras que en el CA puro aparecen dos sefiales a 176,4 (C-23") y a 174,9 (C-23)
ppm. El colapso de estas en TNZ-CA evidencia que el entorno quimico alrededor de
es0s grupos es similar. Por el contrario, los grupos COOH terminales en el CA puro
tienen diferentes entornos quimicos, debido a que el C23'O0OH (Figura 3.15)
participa en la formacién del homodimero acido carboxilico y el otro no (Pickworth
Glusker et al., 1969). La estructura cristalina del CA puro se modifica en el TNZ-
CALag, Yy ello puede atribuirse a la formacion del sintén azol-acido carboxilico.

Por otra parte, es de importancia remarcar, que el espectro del TNZ-CAag,
mostro estrechas similitudes con los CC de TNZ-PABA (Figura 3.16e,9) y de los
TNZ-SA (Figura 3.16f,h). Por ejemplo, las sefales del C-1, C-5y C-6 se desplazaron
y resolvieron de igual manera (Tabla S4, Anexo 1). Ello indicaria que la estructura
cristalina del TNZ puro no se mantiene en el CC de TNZ-CA, sino que se modifica tal
como que en los CC de TNZ-PABA y TNZ-SA. Esto se explicaria de igual manera
con la formacién del sinton azol-acido carboxilico. Otro aspecto importante a
destacar es la similitud de los corrimientos quimicos de los C-2, C-3 y C-4, entre los
espectros del TNZ-CALac y del TNZ-PABA (Tabla S3 y S5, Anexo 1). Esto sugiere,

gue la estructura molecular y el patrén de enlaces de H del TNZ en ambos CC,
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serian muy similares. En ausencia de datos de SCXRD, la SSNMR proporcionaria
una clara evidencia de que el TNZ y CA estan asociados al nivel molecular, al igual
que TNZ-PABA 'y TNZ-SA.

Los espectros 3C CP/MAS de TNZ-SUCiac Y TNZ-NAwac (Figuras S3 y S4,
Anexo 1), a diferencia de los de TNZ-PABA, TNZ-SA y TNZ-CA, fueron la suma de
los espectros de los componentes puros. La concordancia de dicha informacion,
junto con la obtenida por PXRD, confirmaria que ambas muestras no son nuevas

fases cristalinas, sino MF o eutécticos.

3.4.6 FTIRy DRIFT

Los datos de '*C-SSNMR avalaron la formacién de un CC entre el TNZ y el
CA. Con el fin de determinar si la MIR podia brindar evidencia adicional sobre la
interaccion supramolecular entre ambos, se decidio comparar el espectro DRIFT del
TNZ-CALac con los del TNZ-PABA y del TNZ-SA. Los espectros DRIFT del TNZ-
CAvLac, del TNZ y del CA se exhiben en la Figura 3.17, y los de TNZ-PABA, TNZ-SA,
PABA y SA se muestran las Figuras S5 y S6 (Anexo 1). Ademas, en el Anexo 1 se
presentan los espectros FTIR del TNZ-SUC (Figura S7) y del TNZ-NA (Figura S8),
junto a los de sus respectivos compuestos de partida.

Como se aprecia en la Figura 3.17c, el espectro DRIFT de TNZ-CALac no fue la
suma de los espectros del TNZ (Figura 3.17a) y CA (Figura 3.17b). Ello fue
consistente con lo observado por PXRD y *C-SSNMR, ya que ambas técnicas
coincidieron en que TNZ-CALac €s una nueva fase cristalina. El espectro DRIFT de
TNZ-CALac presento similitudes con los del TNZ-PABA (Figura S5, Anexo 1) y del
TNZ-SA (Figura S6, Anexo 1). Por ejemplo, la vibracién de estiramiento asimétrica
del grupo NO2 del TNZ aparece a 1522 cm™? (Figura 3.17a) (Marciniec y Bujag,
1994; Marciniec et al.,, 1997; Filgueiras et al., 2017), en tanto que en el CC
experimentd un corrimiento hipsocromico. Este comportamiento fue similar al
observado en los CC del TNZ-PABA y del TNZ-SA. En efecto, dicha banda se situé a
1540 cm™* en el TNZ-CA (Figura 3.17), a 1539 cm™ en el TNZ-PABA y 1537 cm™* en
el TNZ-SA (Figuras S5y S6, Anexo 1).
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Figura 3.17. Espectros DRIFT (dispersion al 2% p/p en KBr) de: (a) TNZ; (b) CA, y (c) TNZ-
CALnc.

El corrimiento hacia frecuencias mayores de la banda de estiramiento
asimétrica del NO, del TNZ-CA es consistente con enlaces de H débiles y con la
ruptura del tetramero del TNZ puro. En efecto, el empaquetamiento cristalino de la
estructura reportada del TNZ (CSD Refcode CEPSIZ) se observa un tetramero unido
por enlaces de hidrégeno del tipo CHe+O, con las unidades C-H formando cuatro
enlaces de hidrogeno CHe+«O=N y dos enlaces de hidrégeno CHe+O=S bifurcados
(Alfaro-Fuentes et al., 2014). Un comportamiento similar se observdé en las
estructuras cristalinas del TNZ-PABAcris-tsuon (Figura 3.12) y del TNZ-SAcris-ace
(Figura 3.14). Esto permitié afirmar que la estructura cristalina del TNZ presenta
cambios en los CC del TNZ-CA, TNZ-PABA y TNZ-SA.

Las frecuencias vibracionales de los grupos -OH y -COOH del componente CA
puro (Figura 3.17b) experimentaron corrimientos significativos en el TNZ-CA (Figura
3.17c¢), al igual que se observo para los componentes PABA y SA en sus CC (Figura
S5 y S6 Anexo 1). Ello sugiri6 que el sintdon azol-acido carboxilico también se
formaria en TNZ-CA. Asimismo, es de notar que las bandas de estiramiento del -OH
en el espectro del CA puro se sitllan a 3498, 3446 y 3291 cm™(Bichara et al., 2011),
en tanto que en el TNZ-CA aparecieron como una sola banda centrada a 3363 cm™.

Esto indicaria que en el TNZ-CA se forma una nueva red supramolecular de enlaces
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de hidrogeno. Igualmente, es de destacar que en el espectro de TNZ-CA, solo una
de las dos vibraciones de estiramiento de C=0 esperables (de los COOH central y
terminal de CA puro, Bichara et al., 2011) se desplazd, indicando que no todos los
grupos COOH del componente CA participaban en los nuevos enlaces de H. De
hecho, las bandas de estiramiento de C=0, que se sitlan a 1742 y 1701 cm™! en CA
puro, se ubicaron a 1740 y 1716 cm™ en TNZ-CA. Ello revelé que solo la banda de
frecuencia mas baja se desplazaba hipsocromicamente 15 cm™. También es de
notar que, en el espectro de TNZ-PABA (Figura S5, Anexo 1) de los dos modos de
estiramiento del C=0 de PABA (1676 y 1624 cm) (Samsonowicz et al., 2005), solo
uno se desplazé. En efecto, las dos bandas se observaron a 1676 y 1648 cm™en el
CC. Por lo tanto, la situada a 1624 cm™ se desplazé batocromicamente 24
cm~Y(Figura S5, Anexo 1). Precisamente, dicha banda se asocia con los grupos C=0
de los dimeros acidos que interactian con los grupos NH2 en el PABA puro (Sullivan
et al., 2014). Este hallazgo concordd con los datos de SCXRD que indicaron que
dicho dimero (Lai y Marsh, 1967) no esta presente en TNZ-PABACcRis-t-BuoH.

3.4.7 DSC, TG) y HSM

En los ultimos afios, la DSC ha emergido como una técnica diagnostica rapida
para diferenciar una mezcla eutéctica de un CC (Cherukuvada y Guru Row, 2014;
Cherukuvada y Nangia, 2014), asi como para el cribado in situ y caracterizacion
térmica de CC (Lu et al., 2008; Yamashita et al., 2013; Yamashita et al., 2014). Por
ello, se evaluo el comportamiento frente al calentamiento de todas las muestras que
habian mostrado p.f. diferentes a los de los compuestos de partida (TNZ-PABA,
TNZ-SA, TNZ-CA, TNZ-SUC y TNZ-NA), mediante DSC, TG y HSM. Era de principal
interés, a establecer si TNZ-SUC y TNZ-NA eran eutécticos o mezclas fisicas. A este
respecto, cabe sefialar que la caracterizacion de los eutécticos es un verdadero
desafio porque la depresion en el p.f. es el Gnico indicador de formacion de una
mezcla eutéctica (Cherukuvada y Nangia, 2014).

La Figura 3.18 muestra las curvas DSC (obtenidas en cépsulas cerradas no-
herméticamente) y TG del TNZ, PABA, TNZ-PABAwr, TNZ-PABALac, TNZ-PABAcRIs-
ace Y TNZ-PABAcris-tBuoH. Las curvas DSC del TNZ y PABA mostraron sendas
endotermas agudas situadas a 125,3 °C (TNZ) y 188,0 °C (PABA) (temperaturas de

inicio extrapoladas, Te), correspondientes a la fusion de esos compuestos.
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Figura 3.18. Curvas DSCy TG (f = 10 °C/min, flujo de N>= 50 mL/min) de: (a) TNZ; (b)
PABA; (C) TNZ-PABAMF; (d) TNZ-PABALAG; (e) TNZ-PABACR|3.ACE, Yy (f) TNZ-PABACRIs-t-BuOH.
Los valores acompafados de la sigla (Te) corresponden a las temperaturas de inicio
extrapoladas, el resto son temperaturas de pico.

Cabe mencionar que la curva TG del PABA exhibié una pérdida de masa a
partir de ~110 °C, provocada por la sublimacion del PABA, conforme a lo indicado
por observaciones efectuadas por HSM. Dicho proceso se vio favorecido en la
determinacién TG porque se utilizé6 una capsula abierta; pero, se vio desfavorecido
en la determinacion DSC, ya que esta se efectud utilizando una capsula cerrada no-
herméticamente; por tanto, la muestra logré fundir.

En el caso de TNZ-PABAwr y de los productos de cocristalizacion TNZ-PABA e,
y TNZ-PABAcris-tsuoH, SUS curvas DSC exhibieron, entre 25-150 °C, dos endotermas
(designadas con las letras A y B, Figura 3.18c,d,f). En el caso del CC TNZ-PABAcris-
ace Se observo una endoterma con un hombro endotérmico en su ladera izquierda
(Figura 3.18e). La endoterma A se observo a ~113 °C en TNZ-PABAwr Yy en TNZ-
PABALaG, a ~127 °C en TNZ-PABAcris-t-suor (Figura 3.18c,d,f) respectivamente. Vale
destacar que la endoterma A de TNZ-PABAwr no tuvo pérdidas de masa asociadas
en la curva TG respectiva (Figura 3.18c). En tanto que las de TNZ-PABAac Y TNZ-
PABAcris-t-suoH (Figura 3.18d,f), al igual que el hombro de TNZ-PABAcris-ace (Figura

3.18e), mostraron asociadas una pérdida de masa que continué a temperaturas mas
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altas, mostrado por las respectivas curvas TG. Ello, sugirié que la endoterma A de
TNZ-PABAwrF era una endoterma de fusion y no de desolvatacion, en cambio las de
TNZ-PABALAc, TNZ-PABAcristBuwoH Y €l hombro de TNZ-PABAcris-ace eran de
desolvatacion. La interpretacion de los eventos térmicos antes descriptos se
complement6 con las observaciones efectuadas por HSM. En efecto, el examen
termomicrdscopico revelé una fusién parcial del material en el TNZ-PABAwr a ~110
°C. En cambio, para las otras 3 muestras (TNZ-PABALac, TNZ-PABACRIs-t-BuoH Y
TNZ-PABAcris-ace) se detectdé por HSM la pérdida de solventes, observandose la
formacion de burbujas como es tipico de los procesos de desolvatacion. Debido a
ello, y con el objetivo de identificar los solventes presentes en dichas muestras, se
efectuaron estudios de H NMR en soluciéon y los resultados obtenidos se
compararon con los datos de *C-SSNMR. De esos estudios surgié que TNZ-
PABALac (3*C-SSNMR y H NMR, CDCls), TNZ-PABAcris-ace (*C-SSNMR) y TNZ-
PABAcristsuon (*H NMR, CDCIs) contenian solventes en sus respectivas redes
cristalinas. Para TNZ-PABALac se detectdo ACE; en TNZ-PABAcris-ace, ACE y EtOH,
y en TNZ-PABAcris-t-BuoH, t-BUOH y una proporcion muy baja de ACE (Figura S1,
Anexo 1).

La endoterma B se observo a las siguientes Tp, 135,1 °C en TNZ-PABAwr; a
134,1°C en TNZ-PABAaGc, ¥ a 133,5 °C en TNZ-PABAcristBuoH. Todas ellas
estuvieron acompafadas de pérdidas de masas en las respectivas curvas TG,
sugiriendo que las muestras fundian con descomposicion. La interpretacion de los
eventos térmicos antes descriptos se complementdé con las observaciones
efectuadas por HSM. Estas mostraron que todas las muestras fundian a ~132 °C, tal
como lo indicaba la DSC, y que con el aumento de la temperatura las fases fundidas
se oscurecian, tipico de un proceso de descomposiciéon. Por lo tanto, los resultados
de DSC y TG confirmaron que TNZ-PABALac, TNZ-PABAcris-ace Y TNZ-PABACcRis-t-
BuoH €ran muestras solvatadas, que se desolvataban y luego fundian con
descomposicion.

El comportamiento frente al calentamiento de TNZ-PABAwr merece un breve
comentario, ya que su curva DSC (Figura 3.18c) exhibié dos endotermas de fusion.
A este respecto cabe mencionar que dicho comportamiento DSC es similar al de
otras MF binarias cuyos componentes son capaces de formar CC (Lu, et al., 2008;

Yamashita et al., 2013; Yamashita et al., 2014; Manin, et al., 2014; Saganowska y
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Wesolowski, 2018). En efecto, se observo que tales MF exhibian, al calentarse, dos
comportamientos DSC caracteristicos: a) presentan dos picos endotérmicos (con Te
y Tp diferentes a las temperaturas de fusion (Te) de los componentes puros),
atribuidos a la fusion eutéctica y la fusion del CC formado por calentamiento.
Ademés, un pequeiio efecto exotérmico (indicativo de la cocristalizacion de los
componentes) que se ubica después de la primer endoterma (Lu et al., 2008;
Yamashita et al., 2013; Yamashita et al., 2014; Manin et al., 2014; Saganowska y
Wesolowski, 2018). b) exhiben varios picos endotérmicos (cuyas Te o Tp son
diferentes a los p.f. de los componentes puros), correspondientes a la fusion de
diferentes fases sdlidas formadas por el calentamietno, a saber, eutécticos
metaestables, eutécticos y el CC, respectivamente (Yamashita et al., 2013).

Aunque en el TNZ-PABAwF no se observd ningun pico exotérmico después de
la endoterma A (Figura 3.18c). Su ausencia no justifica para descartar la formacion
del CC de TNZ y PABA a partir del calentamiento de la MF, ya que se comprobo que
la presencia, o no, del pico exotérmico depende de varios factores tales como la
cinética de formacion del CC, la velocidad de calentamiento empleada en la
determinacién DSC, e incluso de la técnica de preparacion de la MF. En patrticular,
se comprobo que el mortereado de la MF es un factor determinante para la aparicion
del pico exotérmico, ya que las MF sin morterear como TNZ-PABAwrF, NO mostraron
picos exotérmicos (Yamashita et al., 2013). Por tanto, los datos DSC del TNZ-
PABAwr indicaron, también, que el TNZ y PABA son compuestos formadores de CC,
como lo indico la SCXRD.

La Figura 3.19 exhibe las curvas DSC y TG del TNZ, el SA, la MF de ambos,
TNZ-SALac Y €l TNZ-SAcris-eton. La curva DSC de SA (Figura 3.19b) presenta, entre
25 y 165 °C, un pico agudo endotérmico de fusién situado a 158,5 °C (Te), que es
acompafado de una pequefa pérdida de masa en la curva TG respectiva, debida a

la sublimacion parcial de este COF.
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Figura 3.19. Curvas DSC y TG (# = 10 °C/min, flujo de N»,= 50 mL/min) de: (a) TNZ; (b) SA;
(c) TNZ-SAwr; (d) TNZ-SAiac, Y (€) TNZ-SAcris-eion. LOS valores acompariados de la sigla
(Te) corresponden a las temperaturas de inicio extrapoladas, el resto son temperaturas de

pico.

En cambio, las curvas DSC del TNZ-SAiac (Figura 3.19d) y TNZ-SAcris-EtoH
(Figura 3.19e) mostraron, entre 25 y 160°C, dos endotermas (A y B) y un pico
exotérmico pequefio superpuesto con la endoterma A, los cuales no estan
acompafados de pérdida de masa en las curvas TG respectivas. Por ello, se
descartd que las muestras experimentaran procesos de desolvatacion y se asocio
ese comportamiento DSC a la ocurrencia del fendmeno de la doble fusién (Giron,
1995). En efecto, ciertos polimorfos cristalinos presentan en sus curvas DSC dos
endotermas de fusién y un pico exotérmico entre ellas, comportamiento que es
indicativo de la fusion de un polimorfo cristalino de baja temperatura de fusion, el
cual funde y se transforma, a partir de la fase fundida, en otro polimorfo, el cual
posteriormente funde a una temperatura mas alta (Giron, 1995).

A fin de interpretar los eventos DSC observados en la Figura 3.19d,e, se
recurrio a la HSM. Para ello, se coloc6 una pequefia muestra de TNZ-SAiac 0 de
TNZ-SAcris-EtoH €N un portaobjetos, se cubrié con un cubreobjetos y la muestra se
calent6 desde 25 hasta ~170 °C. Entre 25 y 100 °C, no se observaron cambios en la
forma, color o tamafio de las particulas, pero a ~110 °C, las particulas (que eran
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birrefringentes a la luz polarizada) comenzaron a fundir, terminando de fundir a ~112
°C. A aproximadamente 115 °C, se observaron luces brillantes de diferentes colores
que parecian fuegos artificiales en un cielo oscuro (masa fundida isotrépica de color
negro a la luz polarizada), tras lo cual se visualizaron nuevos cristales
birrefringentes, los cuales fundieron completamente a aproximadamente 123 °C.
Estos resultados indicaron claramente que las endotermas A y B (Figura 3.19d,e)
son endotermas de fusion; que la endoterma A corresponde a la fusion del CC del
TNZ-SA, y que a partir de la masa fundida cristaliza una nueva fase que funde a
mayor temperatura (endoterma B), la cual posiblemente corresponde a un polimorfo
de TNZ-SA de mayor p.f.. La obtencion y caracterizacion del posible polimorfo de
alta fusion escapa a los alcances de esta Tesis Doctoral, pero constituye una
proyeccién muy importante de este trabajo, dado que la busqueda y caracterizacion
de polimorfos de CC es un tema novedoso y de creciente interés cientifico.

El comportamiento DSC de TNZ-SAwr, al igual que el de TNZ-PABAwrF, merece
una breve discusion ya que su curva DSC (Figura 3.19c¢) exhibié cuatro endotermas
Yy un pico exotérmico superpuesto con la primera endoterma. Las primeras tres
endotermas presentaron valores de Te y Tp mas bajos que las endotermas de fusion
de TNZ (Figura 3.19a), SA (Figura 3.19b) y los productos de cocristalizacion (Figura
3.19d,e) y no estuvieron acompafadas de pérdidas de masa en la curva TG
respectiva, como es tipico en procesos de fusion congruentes. En cambio, la Tp de
la cuarta endoterma (119,9 °C) fue similar a la de las endotermas B de TNZ-SAiLac
(Figura 3.19d) y TNZ-SAcris-eton (Figura 3.19e). Vale destacar, que Yamashita et al.
(2013) también observaron que ciertas mezclas binarias capaces de formar
cocristales mostraban varias endotermas a temperaturas inferiores a las
temperaturas de fusion de los componentes puros, las cuales se asociaron con las
fusiones de un eutéctico metastable y un eutéctico estable, y la fusién del CC
propiamente dicho, respectivamente. A fin de confirmar la ocurrencia de tales
eventos térmicos para el TNZ-SAwr, se recurrié a la HSM. Al calentar una porcion de
TNZ-SAvwr entre 25 y 85 °C, no se observaron transformaciones de fase o
evaporaciones. Sin embargo al continuar el calentamiento se visualizaron varios
procesos de fusion parciales, produciéndose la fusibn completa del material a
aproximadamente 125 °C. Estos resultados permitieron confirmar que las
endotermas observadas en la Figura 3.19c eran endotermas de fusiéon y que el
comportamiento del TNZ-SAwr era consistente con el de mezclas fisicas capaces de
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formar CC a través de eutécticos metastables y estables. Por lo tanto, la DSC revel6
que el TNZ y el SA son compuestos formadores de CC, tal como lo demostro la
SCXRD.

En la Figura 3.20 se presentan las curvas DSC y TG del TNZ, CA, TNZ-CAwr Y
de TNZ-CALac. Como se aprecia en la Figura 3.20d, la curva DSC de TNZ-CALac
exhibio, entre 25-140 °C, una Unica endoterma aguda situada a 121,8 °C (Te), la
cual no tuvo pérdidas de masa asociadas en la curva TG respectiva. Este
comportamiento es tipico de un proceso de fusion, el cual, de hecho se confirmé por
observaciones en el termomicroscopio (HSM). Es de remarcar, que aunque el pico
de fusion de TNZ-CAac ocurrié a una temperatura menor que el de TNZ, dicho pico
no representa la fusiébn de una mezcla eutéctica en su composicion eutéctica (la cual
también presentaria un unico pico de fusion a una temperatura menor que el p.f. de
TNZ) porque los datos PXRD, *C-SSNMR y DRIFT indicaron que TNZ-CA.ac era
una nueva fase cristalina, posiblemente un CC. Cabe sefalar, que mas del 50% de
los CC muestran un p.f. mas bajo que el del IFA y el COF (Saganowska y
Wesolowski, 2018) y este seria el caso de TNZ—CA_ag.

En contraste, la curva DSC de TNZ-CAwr (Figura 3.20c) exhibio, entre 80 y 145
°C, tres endotermas anchas, que no tuvieron pérdidas de masa asociadas en la
curva TG respectiva, y ocurrieron a temperaturas inferiores a las temperaturas de
fusion de TNZ y CA. Este comportamiento DSC, caracterizado por la presencia de
multiples endotermas de fusidn, también se ha observado para ciertas MF capaces
de formar CC (Yamashita et al., 2013; Yamashita et al., 2014). Como el
comportamiento DSC del TNZ-CAwmr es consistente con el de las MF capaces de
formar CC, los datos DSC indican que el TNZ y el CA son compuestos capaces de
formar CC; por tanto, también sustentan la hipotesis que el TNZ-CALac representa
otro CC de TNZ.
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Figura 3.20. Curvas DSC y TG (# = 10 °C/min, flujo de N>= 50 mL/min) de: (a) TNZ; (b) CA;
(c) TNZ-CAwr, Yy (d) TNZ-CALac. Los valores acompafiados de la sigla (Te) corresponden a
las temperaturas de inicio extrapoladas, el resto son temperaturas de pico.

Las curvas DSC y TG de TNZ-SUC.ac (Figura 3.21) mostraron, entre 25 y 160
° C, una unica endoterma a 105,5 (Te), que no estuvo acompafnada de pérdidas de
masa en la curva TG correspondiente, tipico de un proceso de fusion, como se
comprobé por HSM. Teniendo en cuenta que, la endoterma ocurre a una
temperatura menor a las de los p.f. DSC de TNZ y SUC (187,5 °C, Te), y que los
resultados de PXRD, SS NMR y FTIR indicaron que este IFA no interaccionaba con
SUC, se concluy6 que TNZ-SUC_ac era un eutéctico binario, no una mezcla fisica. A
este respecto vale resaltar que la curva DSC de TNZ-SUCwr (Figura 3.21c) también
exhibié una Unica endoterma, cuya Te fue idéntica, dentro del error experimental, al
de la respectiva muestra obtenida por LAG (Figuras 3.21d). Este resultado es
también consistente con los de Yamashita et al. (2013) quienes observaron que las
mezclas fisicas binarias, incapaces de formar CC, exhiben una sola endoterma DSC
(cuya Te es menor a la del componente de menor p.f.) la cual corresponde a la

fusidn eutéctica de los componentes.
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Figura 3.21. Curvas DSCy TG (£ = 10 °C/min, flujo de N2= 50 mL/min) de: (a) TNZ; (b) SUC,; (c)
TNZ-SUCwr, y (d) TNZ-SUCwac. Los valores incluidos corresponden a temperaturas de inicio
extrapoladas (Te).

3.4.8 Solubilidad acuosa

Los valores de las Sa, a 37 °C, para el TNZ y las cinco nuevas fases solidas
obtenidas, junto con los valores de Sa reportados para los COF utilizados en este
trabajo de Tesis Doctoral [tomados del Handbook of Aqueous Solubility Data
(Yalkowski et al., 2010)] se presentan en la Tabla 3.3. Los CC obtenidos con PABA
fueron isoestructurales y por cocristalizacion en solucion se obtuvieron CC
solvatados con solventes considerados de clase 1I1Y (FDA, 2017). Por este motivo,
se determinaron las Sa de TNZ-PABAnG (que no contenia solvente) y TNZ-PABALac
(que contenia solo ACE).

Como muestra la Tabla 3.3, la Sa de TNZ-PABA\G fue de 9,18 mg/mL, y este
valor fue estadisticamente similar (prueba t-Student con un nivel de confianza del
0,05) al obtenido de manera experimental para TNZ puro (9,63 mg/mL). En cambio,
los valores de Sa determinados para TNZ-PABALac, TNZ-SAac Y TNZ-CALac fueron
de 7,17; 3,81 y 12,31 mg/mL respectivamente, y cada valor fue estadisticamente
diferente (prueba t-Student con un nivel de confianza del 0,05) al de TNZ. Estos

resultados indicaron que solo TNZ-CA logré incrementar ligeramente la Sa del TNZ
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con una ventaja de solubilidad (Scocrista/SiFa) (Good y Rodriguez-Hornedo, 2009)

igual a 1,3.

Tabla 3.3. Valores de solubilidad acuosa del TNZ, de los coformadores ensayados y de las

nuevas fases solidas obtenidas.

Muestra Sa reportada®® Sa experimental®
(mg/mL) (mg/mL)
ARG 181,824 NDe®
CA 615,02 ND
CAF 21,7024 ND
NA 500,029 ND
PABA 8,282°¢ ND
PRO 618,824 ND
SA 2,6202°¢ ND
SucC 106,029 ND
TNZ 7,440P°¢ 9.63+0.21
TNZ-CALac --- 12.31£0.28
TNZ-NALac --- 10.91 £0.22
TNZ-SALrc --- 3.807 £ 0.046
TNZ-SUC_ac --- 9.79+£0.36
TNZ-PABAnNG --- 9.18 + 0.26
TNZ-PABALAG --- 7.167 = 0.062
TRIP 13,401 ND

a Yalkowski, et al., 2010; P Chadha, et al., 2007; ¢37°C; 925 °C; ¢ ND: no determinado;
36,6 °C; 935 °C.

Teniendo en cuenta que Good y Rodriguez-Hornedo (2009) propusieron que la
Sa de los CC aumenta con la solubilidad de los COF, y que se necesita una
solubilidad del COF de aproximadamente 10 veces la del IFA para que las
solubilidades de los CC sobrepasen la del IFA puro, TNZ-PABA y TNZ-SA
parecieron seguir esa tendencia general. En efecto, los valores de Sa de PABA 'y
SA son inferiores a la de TNZ (PABA: 8,283 mg/mL y SA: 2,620 mg/mL, Tabla 3.3) y
ambos COF no mejoraron la Sa de TNZ (Tabla 3.3). En cambio, TNZ-CAac No
siguié la tendencia mencionada anteriormente, porque el CA es muy soluble en
agua (615,0 mg/mL, Tabla 3.3), lo cual determina que su Sa sea ~ 60 veces mayor

que la del TNZ (9,63 mg/mL). Esa diferencia, de acuerdo a lo observado por Good y
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Rodriguez-Hornedo (2009), deberia haber conducido a una mejora significativa de
la Sa de TNZ, a partir de TNZ-CALac, mejora que no se verifico ya que su Sa fue
solo 1,3 veces mayor a la del TNZ.

El analisis por DRIFT de los solidos remanentes (secados en desecador al
vacio y con agentes desecantes) tras la determinacion de la Sa indicé que TNZ-
PABA y TNZ-SA eran estables en agua MilliQ® (pH = 5,5), pues sus espectros
DRIFT fueron superponibles a los de las muestras previo al estudio de Sa (Figura S9
y S10, Anexo 1). En cambio, el espectro DRIFT del sélido remanente de TNZ-CA
(Figura S11, Anexo 1) mostré, ademas de sus bandas caracteristicas (Figura 3.17),
algunas bandas del TNZ, lo cual indicé que este CC se disociaba parcialmente tras
la incubacién en agua.

También, se determin6 el pH de los sobrenadantes filtrados al final de los
experimentos, con el fin de determinar si estos habian cambiado o permanecian
inalterados. Dichos valores cayeron dentro de un pequefio intervalo de pH de 3,0 a
3,5 (Tabla S6, Anexo 1) donde TNZ, PABA, SA y CA estan parcialmente ionizados,
dados sus valores de pKa (Tabla 3.1). Esa caida en el pH de las soluciones (de 5,5
a t=0, a aproximadamente 3,5 al final del experimento) se puede atribuir a la
disolucion de TNZ y los COF acidos, lo que conduce a aumentos en sus
concentraciones en agua Yy su posterior ionizacion. De hecho, cuando los IFA y los
COF son compuestos ionizables como el TNZ, el PABA, el SA y el CA, los dos
equilibrios relevantes de los que se derivan la concentracion de las especies
componentes del CC son el equilibrio de disolucion o disociacion del CC vy la
ionizacion del IFA y COF. Estos estan determinados por sus respectivas constantes
de ionizacion (Kuminek et al., 2016).

Dado que los valores de Sa hallados podrian estar afectados por la variacion
del pH (Tabla S6, Anexo 1), son necesarios estudios de solubilidad, y de VD, en
medios acuosos de diferentes pH que permitan dilucidar la sensibilidad de los CC del
TNZ frente a las variaciones de pH. Dichos estudios constituyen una proyeccion
importante del presente trabajo de Tesis Doctoral.

En el caso de los eutécticos del TNZ (TNZ-SUC y TNZ-NA), los valores de Sa
hallados (Tabla 3.3) fueron estadisticamente similares a los del TNZ (TNZ-SUC: 9,79
mg/mL y TNZ-NA: 10,91 mg/mL). Ello sugiri6 que dichos valores no se
correspondian con su Sa de equilibrio, tal como se observd para otros eutécticos

binarios (Goud et al., 2012). En efecto, los eutécticos exhiben normalmente una alta
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solubilidad y una disolucién mas rapida que las mezclas fisicas debido al exceso en
sus funciones termodinamicas (Goud et al., 2012). Pero, si los componentes de las
mezclas eutécticas exhiben solubilidades incongruentes (como el TNZ que es
ligeramente soluble en agua, y la NA y el SUC que son muy solubles en agua), la
determinacién de la solubilidad en equilibrio suele estar sesgada porque los
componentes eutécticos se disocian después de algun tiempo y el componente mas
soluble de una composicién incongruente se disuelve mas rapidamente, dejando un
precipitado del componente menos soluble. El analisis por DRIFT de los residuos
sélidos secos confirmé dicho comportamiento. Los espectros DRIFT de ambas
muestras exhibieron los picos del TNZ y unas pocas bandas de la NA y el SUC pero
de muy baja intensidad (Figuras S11 y S12, Anexo 1). Esto indicé que ambos COF
se solubilizaban en agua, quedando un precipitado constituido mayoritariamente por
TNZ.

3.4.9 Fotoestabilidad en estado so6lido

El TNZ, al igual que otros nitroimidazoles, presenta una alta inestabilidad
fotoquimica en solucion y en estado solido (Marciniec y Bujac 1994; Marciniec et al.,
1997). La causa, entre otros factores, es la presencia del grupo nitro que puede
experimentar fotoisomerizacion, fotorreduccion y fotoinduccion de radicales libres
(Marciniec y Bujac, 1994). Esta caracteristica del TNZ ocasiona la aparicion de
productos de degradacion, que son una consecuencia de su fotoinestabilidad, y
determinan que la materia prima y sus productos farmacéuticos deban protegerse de
la luz ambiente (Ph. Eur., 2010 y USP 39, 2016).

En el estado sélido, el TNZ, al igual que otros 4- y 5-nitroimidazoles, se
fotodegrada siguiendo una cinética de primer orden. EI mecanismo de reaccion
involucra la conversién del grupo nitro en un éster de nitrito, el cual luego puede
escindirse en radicales oxilo y en éxido nitrico (Marciniec et al., 1997). En el caso
particular de los 5-nitroimidazoles, como el TNZ, el tiempo de vida media (tso) de
fotodegradacién es inversamente proporcional a la densidad electronica en el N3
(Figura 3.1) del anillo de imidazol (Marciniec et al., 1997).

Dado que en los CC obtenidos en este trabajo de Tesis, el N3 del anillo
imidazol participa en la formacién del heterosinton azol-acido carboxilico (Seccion

3.4.1), se decidié realizar estudios sobre la fotoestabilidad de las fases sélidas
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obtenidas con el fin de determinar si la cocristalizacion del TNZ tiene el potencial de
evitar su fotodegradacion. Para ello se irradiaron con luz UV-visible los 3 CC
obtenidos, los 2 eutécticos, TNZ, los 5 COF que dieron lugar a nuevas fases sélidas
(PABA, SA, CA, NA y SUC) vy las respectivas mezclas fisicas binarias TNZ-COF.
Después de la irradiacion, se examinoé la apariencia fisica de todas las muestras, se
registraron los espectros DRIFT y, ademas, se determin6 por HPLC el contenido del
TNZ en las muestras que lo contenian. Como referencias, se utilizaron las muestras
sin irradiar.

Luego de 4 h de irradiacion, se observé que el TNZ puro, las 5 mezclas fisicas
y los dos eutécticos (TNZ-NA y TNZ-SUC) habian experimentado un cambio drastico
en su apariencia fisica (Figura 3.22). En efecto, las muestras, que inicialmente eran
de color blanco, luego de la irradiacion se convirtieron en sélidos de color pardo
oscuro. La determinacion por HPLC del contenido de TNZ, indicO una
fotodegradacion del 7,2% para TNZ puro, y del 7-10 % para los dos eutécticos y las
5 MF. Es decir, se observo que la degradacion de dichas fases solidas era similar a
la del TNZ puro (Figura 3.22). A su vez, la comparacion de los espectros DRIFT de
las muestras, no evidencié la aparicion de nuevas bandas de absorcién, ni su
desaparicion. Lo que si se observd fue una disminucion en las intensidades de
varias bandas, particularmente el de la banda correspondiente al estiramiento del
grupo NO: (situada a 1521 cm™). Ello fue consistente con lo observado por
Marciniec y Bujan (1994) y Marciniec et al. (1997) quienes informaron que la
irradiacion del TNZ provocaba una disminucion de la banda de absorcién del grupo
NO2, la cual atribuyeron a su fotorreduccion y a la posterior induccion de radicales
libres.

En cambio, el comportamiento frente a la luz de los 3 CC fue marcadamente
diferente al del TNZ y las muestras antes indicadas. En efecto, ninguno de los tres
CC experimentd cambios en su coloracion (Figura 22). Ademas, la degradacion de
TNZ-PABA y TNZ-SA, determinada por HPLC, fue menor al 0,5%, y la de TNZ-CA
fue del 4,9%. Estos resultados indicaron que TNZ-PABA y TNZ-SA eran estables a
la luz UV-Visible, al menos durante 4 horas de irradiacion, y que TNZ-CA era menos
labil a la luz que el TNZ puro, los eutécticos y las MF. Por lo tanto, se demostré que
mediante la cocristalizacion de TNZ con PABA y SA se logra una estabilizacion
significativa del TNZ frente a la fotodegradacion. En el CC TNZ-CA esta proteccién

es menor. De esta manera, se establecié que el orden de fotoestabilidad de los 3 CC
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es el siguiente: TNZ-PABA = TNF-SA > TNZ-CA. Después de la irradiacion, se
registraron también los espectros DRIFT del TNZ-PABA, el TNF-SA y el TNZ-CA y
se compararon con los de las muestras sin irradiar. Los espectros de los tres CC pre
y post-irradiacion (Figura S14-16, Anexo 1) fueron superponibles, lo cual era
esperable en el caso de TNZ-PABA y TNZ-SA ya que los resultados HPLC indicaron
gue practicamente no se degradaban. Para TNZ-CA, en cambio, la concordancia de
los espectros DRIFT sugiri6 que los productos de fotodegradacién no eran

detectables por esta técnica analitica.

Figura 3.22. Imagenes (tomadas con el celular iPhone X) del TNZ, los 5 COF que dieron
lugar a nuevas fases sélidas, las nuevas fases sélidas TNZ-COF y las 5 mezclas fisicas
TNZ-COF antes (a) y después de 4h de irradiacion con luz UV-visible (b). 1) TNZ; 2) TNZ-
PABALAG; 3) TNZ-PABAwr; 4) TNZ-CALac; 5) TNZ-CAwr; 7) TNZ-SALac; 8) TNZ-SAwr; 9)
TNZ-SUC\ac; 10) TNZ-SUCwr; 11) TNZ-NAiac Y 12) TNZ-NAwr.

La fotoestabilidad mejorada de los CC del TNZ, en comparacion con el TNZ
puro, puede explicarse sobre la base de la relacion lineal inversamente proporcional
encontrada entre la densidad de electrones en el N3 del anillo nitroimidazol y el
tiempo de vida media de fotodegradaciéon. Se informé que una menor densidad de

electrones en ese N conduce a una mayor fotoestabilidad (Marciniec et al., 1997) y al
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hecho de que en la estructura cristalina del TNZ (CSD, Refcode CEPSIZ), el N3 del
anillo imidazol no participa en la formacion de puentes de hidrégeno. Por el
contrario, en los CC sintetizados en este trabajo de Tesis, dicho N esté involucrado
en puentes de H. En efecto, los datos SCXRD brindaron evidencia inequivoca de
que el principal sintdn responsable de la cocristalizacion entre el TNZ y el PABA, y el
TNZ y el SA, es el fuerte enlace puente hidrégeno del tipo COF (-~COOH)*s*N3
(imidazol). La formacion espontanea de esta fuerte interaccion lineal reduce
significativamente la densidad de electrones en el N3 del anillo imidazol, mejorando

asi la fotoestabilidad de los nuevos CC en comparacion con la del TNZ puro.

3.5 Conclusiones

El TNZ es un IFA utilizado para infecciones causadas por bacterias y ciertos
protozoos anaerobicos, pero presenta baja Sa y pobre fotoestabilidad en estado
soélido. Se investigd su capacidad de cocristalizar con varios COF solubles en agua,
recurriendo a una aproximacion de la ingenieria de cristales que se basa en el
analisis de los grupos funcionales de la molécula del IFA y los posibles sintones
supramoleculares que dichos grupos pueden formar. De dicho andlisis surgié que,
los sintones heterodiméricos azol-acido carboxilico y azol-amida tendrian la mayor
probabilidad de ocurrencia. Por ello, se seleccionaron como posibles COF cinco
acidos carboxilicos GRAS, tres aminoacidos y dos amidas GRAS. Como técnicas de
sintesis se utilizaron las metodologias LAG, CRIS y NG. El primer método demostré
la capacidad que presenta TNZ para interaccionar supramolecularmente, originando
5 nuevas formas solidas: 3 CC con el PABA, el SAy el CA y dos eutécticos con el
SUC y la NA. A su vez, por CRIS, se obtuvieron las mismas fases cristalinas que por
LAG para TNZ-PABA y TNZ-SA. Ademas, mediante CRIS se obtuvieron
monocristales que se utilizaron para la resolucion de sus estructuras cristalinas. El
analisis de ellas reveld6 que ambos eran CC, formados mediante el mismo
heterosintdn supramolecular, el azol-acido carboxilico [(COOH)ssN3(imidazol)]. Sin
embargo, sus estructuras supramoleculares resultaron ser completamente
diferentes. En el TNZ-PABA la presencia de las moléculas de solvente, ubicadas en
canales, marcaron la diferencia estructural con la del TNZ-SA. Asimismo, se
determind que las redes de enlaces de hidrogeno son mas extensas en el TNZ-
PABA que en el TNZ-SA, debido al grupo amino del PABA.
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Ademas, mediante PXRD, *C-SSNMR, DSC y TG, se pudo establecer que
TNZ-PABA forma CC isoestructurales que contienen diferentes solventes,
evidentemente porque estos se ubican en canales infinitos, como lo indicé la
SCXRD.

Se pudo observar comportamientos térmicos interesantes en las 5 nuevas
formas solidas mediante DSC, TG y HSM. Las MF del TNZ-PABA, TNZ-SA y TNZ-
CA exhibieron curvas DSC tipicas de compuestos capaces de formar CC, es decir
mostraron multiples picos por debajo de la T de fusién de ambos componentes.

La cocristalizacion resultd ser una estrategia adecuada para optimizar la
fotoestabilidad en estado sélido del TNZ. Por el contrario, la mejoria en la Sa solo
pudo observarse en el CC del TNZ-CA, siendo esta 1,3 veces mayor que la del IFA.

Los resultados obtenidos demostraron que el TNZ es capaz de interaccionar
con acidos carboxilicos y amidas, formando CC y eutécticos. La cocristalizacion
resultd ser una estrategia valida para mejorar las propiedades fisicoquimicas del
TNZ, en particular su fotoestabilidad. Por ende, con el fin de optimizar su Sa y
fotoestablidad, por espacios de tiempo mas prolongados, los descubrimientos hasta
aqui descriptos avalan la busqueda de nuevos CC y eutécticos, con otros acidos

carboxilicos y amidas.
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PREPARACION Y CARACTERIZACION DE
NANOCRISTALES DEL p-NITRO-
BENCENOSULFONIL-1,2,3,4-
TETRAHIDROQUINOLINA

4.1 Introduccioén

Actualmente, se estima que casi el 70% de las NEQ surgidas de los programas de
I+D de nuevos medicamentos presentan baja solubilidad acuosa, lo cual determina
gue exhiban una lenta VD y baja BD (Yang et al., 2016), por lo que su formulacién
plantea numerosos e importantes desafios. El desarrollo de formas parenterales
tampoco estad exento de dificultades, porque, por ejemplo, se necesitan elevados
volumenes de vehiculos para poder ser administrados.

A fin de optimizar la Sa y VD de IFA y NEQ poco solubles se han propuesto
diversas estrategias de formulacion (Malamatari et al., 2018). Estas incluyen
modificaciones de las propiedades del farmaco al nivel molecular o al nivel de las
particulas. Ejemplos de estas son, la preparacion de sales y complejos con
ciclodextrinas; la obtencion de CC y coamorfos; el uso de cosolventes; la
preparacion de dispersiones sdlidas, entre otras, o la reduccion del tamafio de
particulas o la amorfizacién (Malamatari et al., 2018). Precisamente, la reduccién del
tamafo de particulas, por ejemplo, por micronizacion ha permitido incrementar la Sa
y BD oral de un buen nimero de IFA y NEQ poco hidrosolubles (Olusanmi et al.,
2014). Sin embargo, para aquellos IFA y NEQ con muy baja Sa, el incremento que
produce la micronizacion sobre la VD, derivado del aumento de su superficie
especifica, no es suficiente para optimizar sus propiedades biofarmacéuticas
desfavorables. Debido a ello, en la década de 1990" se introdujeron procedimientos
para obtener particulas nanométricas, lo cual derivd en el desarrollo de distintos

tipos de nanoterapéuticos (Capitulo 1). Entre ellos se destacan los liposomas, las
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nanoemulsiones, las nanoparticulas poliméricas, virosomas, nanocomplejos y NC
(Malamatari et al., 2018). Estos ultimos, se consideran un importante enfoque de
nanoformulacién, con ventajas muy interesantes para su incorporacion a diversas
formas de dosificacion. En efecto, los NC combinan las ventajas de una mayor Sa y
una disolucién mas rapida, lo cual conduce a una BD mejorada. La estabilidad
quimica y la baja toxicidad de los NC, que resultan de su contenido de compuestos,
generalmente cercana a 100%, también son aspectos beneficiosos a destacar
(Malamatari et al., 2018).

El presente capitulo, detalla los resultados obtenidos en la preparacion y
caracterizacion de NC, asi como en la busqueda de CC, del p-NO2-BSTHQ, una
NEQ con muy baja Sa. Previo a la presentacién y discusion de los resultados, se
describiran brevemente sus propiedades fisicas, fisicoquimicas y biolégicas y

algunos aspectos fundamentales de los métodos de preparacion de NC.

4.2 Caracteristicas fisicas, fisicoquimicas y biologicas del p-NO2-BSTHQ

El p-NO>-BSTHQ (Figura 4.1) es un derivado de la tetrahidroquinolina que
integra una quimioteca de N-bencenosulfonil derivados de heterociclos (Hergert et
al., 2008; Pagliero et al., 2010; Pagliero et al., 2010; Pagliero et al., 2011; Becerra et
al., 2012; Cooke et al., 2015; Martinez et al., 2016; Pagliero et al., 2017; Komrovsky
et al., 2018; Miana et al., 2019). El disefio y preparacion de dicha quimioteca tuvo el
proposito de desarrollar farmacos y medicamentos huérfanos para el tratamiento de

enfermedades desatendidas tales como la Enfermedad de Chagas, la tuberculosis, la
leishmaniasis y la malaria.
@)
O\S/
N/

NO,

Figura 4.1. Estructura quimica del p-NO2-BSTHQ.
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El PM del p-NO2-BSTHQ es de 318,35 g/mol y su p.f. es de 118 °C. Se obtiene
como un solido cristalino de color blanco-amarillento. Es soluble en solventes
organicos pero presenta muy baja solubilidad acuosa (1,7 + 0,3 ug/mL, LogS = -5,3,
a 25 °C) pero buena lipofilicidad (CLogP 3,2) (Komrovsky, 2014); por lo cual, se lo
podria clasificar como una NEQ clase Il del SCB de NEQ (Rutwij y Morris, 2016).

La sintesis y purificacion del p-NO2-BSTHQ fue informada previamente por
Pagliero et al., (2011). Hasta el presente se ha reportado una Unica fase cristalina,
cuya estructura se resolvi6 por SCXRD (Komrovsky, 2014). Dicha estructura
cristalina pertenece al sistema monoclinico, grupo espacial P21/c (N° 14) y su celda
unitaria contiene 4 moléculas (Z = 4). La Figura 4.2 muestra la conformacion
molecular del p-NO>-BSTHQ, y las interacciones prominentes en su cristal. Como se
aprecia en la Figura 4.2a, la molécula se encuentra plegada en forma de V (también
llamada conformacion tipo mariposa) teniendo como eje el grupo sulfonilo, como es
tipico en los compuestos del tipo sulfonamida. En el cristal (Figura 4.2b), las
moléculas se mantienen unidas por un enlace puente hidrogeno intermolecular débil,
de tipo C-H--O (Cis-Hi5---O13) e interacciones de van der Waals. Se observan
también interacciones del tipo n---w stacking entre el fenilo del bencenosulfonilo y la
porcidbn aromatica de la tetrahidroquinolina, estando los centroides de los anillos
separados por menos de 4,9 A, en una disposicion paralela desplazada (Komrovsky,
2014).

Figura 4.2. (a) Estructura molecular del p-NO2-BSTHQ. Los atomos distintos a hidrogenos
se dibujaron como elipsoides (50% de probabilidad) y los atomos de H se representaron
como esferas de radio arbitrario. (b) Interacciones prominentes r---n con distancia entre los
centroides de los anillos menores a 5 A (Tomada de Komrovsky, 2014).
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Las enfermedades tropicales desatendidas (ETD), tales como la
tripanosomiasis americana o Enfermedad de Chagas, la leishmaniasis y la
tuberculosis, entre otras, siguen siendo una de las principales preocupaciones para
la salud publica de la mayoria de los paises en desarrollo (Rojas-Aguirre et al.; 2012;
WHO (Leishmaniasis), 2021; WHO (Chagas disease), 2021). Esto es debido a que
su farmacoterapia no resulta del todo adecuada, a pesar de la alta prevalencia de
dichas enfermedades. Por lo tanto, existe una urgente necesidad de desarrollar
nuevos IFA para el tratamiento de las ETD o bien, de optimizar molecular o
farmacéuticamente compuestos que han exhibido actividad frente a sus agentes
etiologicos. Dentro de esos compuestos, merece destacarse el p-NO2>-BSTHQ
porque ha mostrado buena actividad in vitro frente al Trypanosoma cruzi, Leishmania
donovani y Plasmodium falciparum (Miana, 2015). Lamentablemente, este
compuesto presenta muy baja Sa (<0,02 mg/mL) (Komrovsky, 2014), y ello predice
gue tendria serios problemas biofarmacéuticos, como una baja VD y una BD oral
pobre.

En el pasado, las NEQ con muy baja Sa eran consideradas riesgosas para el
desarrollo de medicamentos (Malamatari et al., 2018). Sin embargo, principalmente
debido a su prevalencia, la industria farmacéutica ha cambiado su actitud de
evitacion a una de aceptacion de este tipo de NEQ, y se da un mayor énfasis a la
investigacion con el objetivo de resolver los desafios de solubilidad (Malamatari et
al., 2018).

Por ello, en este trabajo de Tesis Doctoral se hipotetizd, también, que la
obtenciéon de NC podria ser una estrategia adecuada para optimizar la baja Sa del p-
NO>-BSTHQ. Como parte del mismo estudio, se investigo la posibilidad de obtener y

caracterizar CC de este compuesto con coformadores GRAS solubles en agua.

4.3 Aspectos fundamentales de algunas tecnologias de solubilizacion para
sustancias hidrofébicas escasamente solubles en agua

Como se sefalé en el Capitulo 1, la baja Sa es un problema serio, que
obstaculiza el desarrollo de la mayoria de las NEQ por su impacto en la BD. Es
especialmente critico cuando el compuesto hidrofébico presenta una Sa menor a

0,01 mg/mL. Para tales compuestos, las estrategias convencionales de solubilizacion
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suelen no ser eficaces y se debe recurrir a sistemas de liberacion de IFA mas
avanzados, como los nanoterapéuticos.

De las varias opciones estudiadas en este sentido, los NC constituyen una de
las plataformas tecnolégicas mas importantes. Fueron establecidas para la
formulacion de IFA y NEQ escasamente solubles en agua, existiendo varias
metodologias para su obtencién. A continuacion, se describen algunos aspectos
fundamentales de la nanomolienda asistida por microesferas (NAM, por sus siglas
en inglés), la técnica utilizada en este trabajo de Tesis Doctoral para la preparacion
de NC.

4.3.1 Nanomolienda asistida por microesferas (NAM)

Los NC se componen tipicamente de farmacos y estabilizadores (polimeros o
tensioactivos) con didametros medios inferiores a 1 pym. Tienen un proceso de
preparacion simple y un estado estable de nanodispersion (denominada
nanosuspension) que se puede lograr para las NEQ o IFA, con una pequefia
cantidad de surfactante o material polimérico. Por ende, la carga del compuesto
puede llegar a casi el 100% en la formulacién (Cheng et al., 2018).

Existen varios procedimientos para la preparacion de NC de NEQ e IFA
(Capitulo 1, secciéon 1.5.1). De ellos, la NAM es uno de los métodos mas actuales y
convenientes para la obtencion de NC (Afolabi et al., 2014; Romero et al., 2016). En
efecto, posee numerosas ventajas, entre ellas, es simple y se puede aplicar a NEQ o
IFA termolabiles, porque la temperatura del proceso es facilmente controlable y
usualmente menor a la temperatura ambiente, y el agua disipa eficazmente el calor
generado (Merisko-Liversidge et al., 2003; Cheng et al., 2018).

La NAM es un método de fragmentacion (es decir, un método top down)
basado en la divisibn mecanica de las particulas del sélido. Para la obtencion de NC
se debe preparar una suspension acuosa de la sustancia a nanometrizar, a la que se
le agrega un agente estabilizante y un material de molienda (generalmente perlas de
zirconio, vidrio o ceramica) que constituyen el elemento activo de la nanomolienda.
Luego se aplica agitacion al sistema. Cabe sefalar que, el agente estabilizante es un
elemento clave en el proceso, ya que debe favorecer la reduccion del tamafio de
particula del sdlido y proveerle una adecuada estabilidad fisica. Para que éste

resulte eficaz, debe provocar la humectacion de la superficie de los cristales del
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solido y proporcionarles una barrera de tipo idénico o estérico. En ausencia de un
agente estabilizante, o si este es inadecuado, la elevada energia superficial de las
particulas nanométricas formadas provocara su agregacion (Choi et al., 2005).

La colisién entre las particulas del IFA o de la NEQ, con el material de molienda
y las paredes del equipo de NAM, producen la disminucién del tamafio de particula
(Afolabi et al., 2014; Romero et al., 2016). Esto conduce a la formacion de una
nanosuspension de particulas nanocristalinas (cuyo tamafio habitualmente esta
comprendido entre 100 y 500 nm), recubiertas de una fina pelicula de agente
estabilizante. De esta manera se estabiliza al sistema creando una barrera
electrostética o estérica entre los cristales (Merisko-Liversidge et al., 2003; Chogale
et al., 2016).

Los equipos para NAM estan compuestos, generalmente, por una camara
donde se alojan el material de molienda y la suspension. Dentro de ella también hay
un agitador acoplado a un motor que lo hace girar a altas rpm (Figura 4.3) (Loh et al.,
2015).

Suspension acuosa de NEQ +
estabilizante

Nanoparticulas

Figura 4.3. Representacion esquematica del proceso de NAM (Adaptado y traducido de Loh
et al., 2015).

Cabe sefalar que, los equipos disponibles comercialmente para la NAM
necesitan volumenes elevados de suspension (~500 mL). Lo cual es una gran
desventaja cuando se desea procesar NEQ, de las cuales se posee normalmente
muy poca cantidad. Por ello, se han desarrollado algunos equipos que permiten
utilizar cantidades pequefias de muestra. Uno de ellos es el NanoDISP® Mill (Figura

4.4), el cual fue desarrollado en el marco de la Tesis Doctoral del Dr. Paredes
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(2016). Como se ilustra en la Figura 4.4, el equipo consiste en un molino construido
en acero y resina y posee una tapa hermética que impide la fuga de la suspension y
la entrada de aire al sistema, lo cual evita la formacion de espuma durante el
proceso. Ademds, posee un sistema de rodamientos y retenes en la tapa, que
permiten el giro del agitador sin intercambio de materia con el medio externo. El
molino cuenta, ademas, con una cadmara de refrigeracion externa a la de molienda,

por la que circula un liquido refrigerante para controlar la temperatura del proceso

(Paredes, 2016).
| ‘ S
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Figura 4.4. Fotografia del equipo NanoDISP® Mill empleado para la obtencion de los NC del
p-NO.-BSTHQ.

4.4 Seccion experimental
4.4.1 Materiales

La muestra de partida del p-NO2-BSTHQ se obtuvo por sintesis, siguiendo un
procedimiento descripto por Pagliero et al. (2011). Involucra una reaccion de
condensacion entre la tetrahidroquinolina y el cloruro de p-nitrobenceno sulfonilo
(Figura 4.5). La purificacion del p-NO2-BSTHQ se efectud por filtracion a través de
una mezcla de silica gel y carbon activado (para eliminar impurezas coloreadas) y

posterior recristalizacién de etanol.
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Figura 4.5. Esquema de sintesis del p-NO,-BSTHQ.

El manitol (MAN) y poloxamer 188 (POL188) se adquirieron comercialmente
(pureza >99%) y se utilizaron sin purificacion previa. El papel de filtro (2,7 um,
Whatman 542, Reino Unido), las membranas de Nylon® (0,45 um, Pall Corporation,
EUA) vy las placas para cromatografia en placa delgada (CCD, silica gel 60 F254,
Merck KGaA, Alemania) se adquirieron comercialmente. El agua se purificO por
medio de un sistema de purificacion Milli-Q® (Millipore, Bedford, EUA). Todos los
solventes y demas reactivos fueron de calidad analitica o HPLC, y se utilizaron sin
purificacion previa. Para la designacion de los solventes se utilizan las mismas siglas

gue se describieron en el Capitulo 3.

4.4.2 Métodos
4.4.2.1 Preparacion de nanocristales del p-NO,-BSTHQ

Como el p-NO>-BSTHQ es una NEQ que se obtiene por sintesis a escala
laboratorio y el NanoDISP® Mill permite trabajar con cantidades pequefas de
muestras (1-5 g), se recurrié a este equipo para obtener NC. Para ello, se pesaron
exactamente cantidades equiponderales (1 g) del p-NO2-BSTHQ y del POL188
(agente estabilizante). Los polvos se homogeneizaron en un mortero con pilén de
ceramica y luego se adicionaron a una probeta, que contenia 60 mL de agua
MilliQ®. Esta se tapé y se agitd en forma manual, suavemente, para evitar la
formacion de grandes cantidades de espuma. La suspension acuosa resultante se
vertié dentro de la cAmara de molienda del NanoDISP® Mill y se agregaron 50 g de
perlas de zirconio de 0,1 mm, y se procedié a nanomoler el p-NO>-BSTHQ en ciclos
de 30 min., a 1600 rpm y a 15 °C (a fin de prevenir el aumento de temperatura en la

muestra). Luego de cada ciclo, se tomaron muestras y se midi6 el tamafio de
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particula medio (TPM) y el indice de polidispersidad (PDI, por su sigla en inglés)
(Zetasizer Nano-S, Malvern Instruments®, Reino Unido) para determinar el tiempo
adecuado de molienda. A las 2 h, el TPM y la homogeneidad de la suspension
resultaron adecuados y dentro del rango tipico de NC, con lo cual se dio por
finalizada la molienda. La suspension se retird de la camara del molino y se tamiz6
para la extraccion de las perlas de zirconio. Luego, y a fin de eliminar la fase acuosa
de la nanosuspension por liofilizacién, se agregé 1 g de MAN, como agente
crioprotector, y la mezcla se transfirio a un tubo de vidrio para liofilizacion. Este se
sumergié en aire liquido para congelar la muestra, se coloc6 en el liofilizador
Freezone 6 (Labonco, Kansas, Missouri, EUA) vy liofilizé por 24 h, a -40 °C, con alto
vacio. Transcurrido ese tiempo, el tubo se retir6 del liofilizador y colocdé en un
desecador con silica gel, CaCl, y vacio para su secado final. Las nanoparticulas en
estado de polvo seco, se almacenaron en un desecador con CaCl, hasta su
posterior caracterizacion. Ademas, se preparé una MF, mortereando suavemente en
un mortero de agata con pilon el p-NO2-BSTHQ, el POL188 y el MAN en proporcion
1:1:1 p/p.

4.4.2.2 Preparacion de cocristales

Para la busqueda de CC del p-NO2-BSTHQ se eligieron 5 COF GRAS, el acido
benzoico (AB), el SA, el PABA, el TRIP y la urea (U). Como método de sintesis se
selecciond la técnica LAG (Capitulo 3, Seccion 3.3.2.2 A). Para ello, se molieron, en
un mortero de agata con pilon, cantidades exactamente pesadas del p-NO2-BSTHQ
y el COF en relacion estequiométrica 1:1. El mortereado inicial se efectué durante 30
min., adicionando unas pocas gotas de ACN, tras lo cual se determinaron los puntos
p.f. de las mezclas molidas. EI mortereado se continué hasta 150 min., en intervalos
de 30 min., con el agregado de gotitas de ACN. Las muestras obtenidas se
almacenaron en un desecador (utilizando vacio, CaCl; y silica gel como desecantes)

para su posterior caracterizacion.

4.4.2.3 Tamafo de particula, indice de polidispersidad y potencial Z

La determinacion del tamafio de particulas (diametro hidrodinamico), PDI y

potencial Z de las nanosuspensiones (tras los diferentes ciclos de homogenizacion)
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y las redispersiones de los NC en agua, se efectu6 mediante la técnica de dispersion
dindmica de la luz. Para ello se utilizé un analizador de tamafio de particulas
Zetasizer Nano-S (Malvern Instruments®, Reino Unido). En este trabajo de Tesis, el
TPM se expres6 como el diametro volumétrico medio, d [v, 0,5], el cual se
corresponde al tamafio por debajo del cual se encuentra el 50% de la poblacién de
particulas. Todas las mediciones se realizaron por triplicado, a 25 °C, colocando las
muestras en una cubeta de cuarzo para introducirla en el equipo de medicion. Las
nanosuspensiones obtenidas en los ciclos de nanomolienda se diluyeron colocando
alicuotas de 0,1 mL en matraces de 10 mL, los cuales se completaron a volumen
con agua Milli Q®. Para la redispersién de los NC, se pesaron 10 mg del polvo
liofilizado en un matraz de 10 mL, y éste se completd a volumen con agua Milli Q®.
Los valores de tamafio de particula, PDI y el potencial Z se calcularon con el

programa incluido en el analizador Zetasizer Nano-S.

4.4.2.4 Microscopia electrénica de barrido

La morfologia de las muestras se examinG con un microscopio electronico de
barrido Carl Zeiss (Sigma, EUA), del Laboratorio de Microscopia y Analisis por
Rayos X (LAMARX) de la UNC. Las muestras se fijaron sobre un portamuestra de
aluminio en una cinta de carbono de doble cara, y se recubrieron con un bafio de oro

para impartirles conductividad.

4.4.2.5 Determinacion de la solubilidad en equilibrio

La solubilidad acuosa se evalu6 a 25 °C, por el método del tubo (Murdande et
al., 2011). Para ello, se coloc6 un exceso de muestra en un tubo de vidrio con tapa
a rosca y se adicionaron 10 mL de diferentes buffer acuosos (KCI/HCI de pH 1,0,
2,0,3,5y5,5, yde KCI/NaOH pH 7,0). Luego, el tubo se coloco en un bafio de agua
termostatizado a 25 °C y se mantuvo con agitacion constante por 7 dias, tiempo que
tarda en alcanzar el equilibrio el p-NO2-BSTHQ, conforme a lo informado por
Komrovky (2014). Luego de este periodo, se tomaron alicuotas de 1 mL, se las filtro
(membranas de Nylon de 0,45 uym) y analizé por HPLC, utilizando un método

validado que utiliza deteccion UV (Komrovsky, 2014). Las determinaciones se
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realizaron por triplicado y los valores de Sa informados corresponden a la media de

tres mediciones, con su respectiva desviacion estandar.

4.4.2.6 Estudios de velocidad de disolucién in vitro

Los estudios de VD del p-NO2-BSTHQ y sus NC, se efectuaron en un disolutor
Sotax AT7 Smart Semi-automated dissolution tester (Sotax Corp. Horsham,
Pennsylvania, EUA). Las condiciones experimentales fueron las siguientes: Aparato
USP 1 (cestillo), 900 mL de fluido géastrico simulado sin enzimas (pH 1,2),
desaireado a 37,0 + 0,5 °C y 100 rpm. El desaireado del medio de disolucion se
efectu6 mediante filtrado al vacio (membrana de Nylon® de 0,45 um) y agitacion
vigorosa, en vacio, por 5 min. Las muestras solidas exactamente pesadas
(aproximadamente 5 mg de p-NO>-BSTHQ vy la cantidad equivalente a 5 mg de p-
NO2-BSTHQ en el caso de los NC) se colocaron en capsulas de gelatina dura, las
cuales se introdujeron en los cestillos metalicos del disolutor. A tiempos prefijados
(5, 10, 15, 30, 60, 90 y 120 min.) se extrajeron alicuotas de 3 mL (con una jeringa de
5 mL) y se filtraron a través de membranas de Nylon® (0,45 pm). A fin de mantener
constante el volumen, se repuso el volumen extraido con una cantidad equivalente
de medio de disolucién fresco, precalentado a 37,0 + 0,5 °C. En todos los casos, se
descarto el primer mililitro filtrado. La cantidad del p-NO>-BSTHQ disuelta
(expresada en porcentaje acumulado) se determiné por HPLC (Seccion 4.3.2.8).
Las determinaciones se realizaron por triplicado. Los perfiles de disolucion se
representaron como los porcentajes acumulativos medios (n = 3) de la cantidad de
NEQ liberada en cada intervalo de muestreo. Para parametrizar los perfiles de
disolucion se utilizaron métodos de modelos dependientes (Costa y Sousa Lobo,
2001). Los modelos matematicos utilizados incluyeron la cinética de orden cero y de
primer orden, asi como los modelos de Hixson-Crowell, Higuchi, Weibull, Probit y
Gompertz. Todos ellos estan incluidos en DDSolver, un programa gratuito para

modelar y comparar perfiles de disolucién de farmacos (Zhang et al., 2010).

4.4.2.7 Estudios de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

El equipo de HPLC consistié en un cromatografo liquido Agilent® S1100, con
un inyector automatico de loop variable (Agilent 1100 serie G-1313 A) prefijado en

20 pL y un detector UV-Visible variable Agilent serie G1365B. Se utiliz6 una
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columna de fase reversa de C18 Phenomenex® de 250 mm x 4,6 mm con particulas
de relleno con un didmetro de 4,0 ym. La fase movil consisti6 en una mezcla de
MeOH y agua Milli Q® (80:20, v/v), la cual se filtr6 a través de membranas de
Nylon® (0,45 uym) y se desgasificé mediante vacio. El andlisis se llevo a cabo en
modo isocratico a 25 °C, utilizando un caudal de 1,0 mL/min. La deteccion se realiz6
a 254 nm. En todos los casos, se realizaron tres inyecciones de 20 uL cada una. La
determinacién de los tiempos de retencién (tr) y el calculo de las areas de los picos
se efectud con el programa Chemstation Rev. A.10.02®.

Para la construccion de la curva de calibrado de p-NO>-BSTHQ, se prepararon
3 soluciones estandar (stock), pesando exactamente (en matraces de 50 mL) 3
alicuotas (10 mg) del p-NO2-BSTHQ finamente pulverizado. Luego, se agregdé a
cada matraz 1 mL de MeOH (solvente en el que el p-NO2-BSTHQ es soluble) y a las
suspensiones resultantes se las sonico con ultrasonido por 3 min. y se completé a
volumen con fase movil. Después, se transfirieron 5 alicuotas de cada solucion
stock del p-NO>-BSTHQ, cubriendo el intervalo de concentraciones de 0,2-50,0
Mg/mL, a matraces de 10 mL, los cuales se completaron a volumen con fase movil.
Las soluciones se filtraron a través de membranas de 0,45 ym y se analizaron por
HPLC, utilizando las condiciones arriba descritas. La linealidad se evalud por el
método de los cuadrados minimos y ANOVA, utilizando las herramientas
estadisticas de Microsoft EXCEL®.

4.4.2.8 Evaluacion del estado cristalino de las muestras secas

4.4.2.8.1 Difraccion de Rayos X de polvos (PXRD)
Los patrones de PXRD del p-NO2-BSTHQ, POL188, MAN y de los NC de p-

NO.-BSTHQ, se obtuvieron a temperatura ambiente en un difractometro de polvo
Philips X’PERT PRO PANAlytical (Philips, Holanda), con filtro de Ni y anodo de
CuKa, A = 1,5418 A, corriente de 30 mA y voltaje de 40 kV. La medicion se llevo a
cabo en modo continuo, con un tamafo de paso de 0,05° y un tiempo de 3 s/paso.
El intervalo de medicién fue entre 5° y 40° 26. Las muestras se depositaron en un
portamuestras de Si (monocristal). El p-NO2>-BSTHQ y los componentes de la
formulacion se morterearon suavemente en un mortero de agata con pilén, para

uniformar el tamafio de particula y reducir el fenémeno de orientacion preferencial.
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Los NC en estado de polvo seco no se molieron. El procesamiento de los patrones

de PXRD se efectu6 con el programa OriginLab®.

4.4.2.8.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier de reflectancia
total atenuada (ATR)

Los espectros de IR ATR en el MIR (4000-650 cm™) se registraron en un
espectrofotometro Agilent Cary 630 FTIR (Agilent Technologies Inc., EUA), equipado
con un sistema de ATR de rebote Unico. Para la obtencion de los espectros, se
colocaron las muestras solidas a analizar sobre el médulo ATR, sin el agregado de
diluyentes. Se adquirieron acumulando 40 barridos, a una resoluciéon de 4 cm~1, y se
procesaron con el programa OMNIC E.S.P.5.1p (Nicolet Corp.).

4.4.2.8.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y microscopia de platina
calentable con luz polarizada (HSM)

Las mediciones de DSC se efectuaron en el analizador DSC DISCOVERY (TA
Instrument, Inc., EUA). Las observaciones microscopicas se efectuaron a través de
un microscopio polarizador (Olympus BX51), equipado con una platina de
calentamiento (Linkam LTS420) y se utlizaron las condiciones experimentales
descriptas en el Capitulo 3. Las curvas DSC se procesaron con el programa TRIOS
Full_v4.1.1.33073 (TA Instruments Inc.).

4.5 Resultados y discusion

4.5.1 Tamafo de particula, indice de polidispersidad, potencial Zy microscopia

electronica de barrido

El término NC se refiere a particulas cristalinas y con un tamafio en el rango
submicrométrico (Zhongyaoet al., 2018). Uno de los primeros aspectos a considerar
en la caracterizacibn de muestras sometidas a procesos de nanonizacién es el
tamafio y distribucion de tamafios de particulas. Estos condicionan otras
propiedades tales la estabilidad fisica, la S en equilibrio, la VD y adn la eficacia

clinica (Chogale et al., 2016). Ademas, se debe evaluar la Sa y la VD de las
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nanoparticulas, resuspendidas en agua, para confirmar las predicciones tedricas de
las mejoras en dichas propiedades.

A fin de optimizar el tiempo de nanomolienda y determinar si las condiciones
experimentales ensayadas conducian a la formacién de una suspensién con TPM en
el rango submicrométrico y, ademas, si este tamafio era homogéneo, se midio el TP
y el PDI, luego de cada ciclo de molienda (Tabla 4.1). Cabe mencionar que este
ultimo es un pardmetro obtenido de manera simultanea con el TP, que provee
informacién sobre la homogeneidad de tamafios. Valores de PDI cercanos a cero
indican que la muestra es monodispersa, mientras que valores cercanos a la unidad
indican que presenta gran variedad de tamafios.

El potencial Z es una propiedad de los materiales que mide el potencial
electrocinético en sistemas coloidales. Su magnitud indica el grado de repulsion o
atraccion entre particulas adyacentes cargadas en una dispersion, y puede estar
relacionado con la estabilidad de las dispersiones coloidales (Hunter, 1988). En
general, es menos probable que ocurra la agregacion de particulas cuando poseen
un potencial Z que proporcione suficiente repulsion eléctrica, o suficiente barrera
estérica, entre ellas. Para sistemas electrostaticos es deseable que este sea de al
menos -30 mV, y de -20 mV para sistemas estabilizados estéricamente, para
obtener suspensiones estables de nanocristales,. en tanto que, el limite superior es
de +30 mV (Chogale et al., 2016).

Como se visualiza en la Tabla 4.1, al inicio del proceso la muestra era una
suspension micronica polidispersa, ya que el valor de TPM medido fue mayor a 3000
nm y el PDI fue cercano a la unidad (0,71). Esto indicé que existian particulas de
tamafios diversos y de gran tamafio. Sin embargo, tras el primer ciclo de
nanomolienda, tanto el TPM como el PDI se redujeron considerablemente. Los
valores obtenidos [529,9 + 6,2 nm (TPM) y 0,189 * 0,034 (PDI)] indicaron que el
proceso NAM inducia la nanonizacion del p-NO>-BSTHQ. Dado que el TP tipico para
los NC es del orden de 400 nm o menor (Merisko-Liversidge et al., 2003), se
continué la nanomolienda en ciclos de 30 min. Se observd que el TPM disminuia a
medida que aumentaba el tiempo de molienda. En cambio la homogeneidad de la
muestra no variaba, ya que los valores de PDI mostraron escasas diferencias (Tabla
4.1). Luego de 2 h de nanomolienda, la suspension exhibié un buen valor de
diametro medio de particula (307,3 £ 3,0 nm), el menor observado para el proceso,

con el valor de PDI que se mantuvo cercano a cero. Esto sefalé que la
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homogeneidad de la nanosuspension obtenida fue adecuada. Estos resultados
permitieron inferir que las condiciones experimentales empleadas fueron apropiadas
para la obtencion de NC del p-NO2-BSTHQ. Estas se seleccionaron sobre la base
de la informacién de un protocolo de nanonizacién desarrollado por Paredes (2016).
Este establece el uso de cantidades equiponderales (en el rango del gramo) de
NEQ, o IFA, y POL 188 (como agente estabilizante), 60 mL de agua, 1600 rpm y 50
g de perlas de zirconio.

Tabla 4.1. Tamafio medio de particula y valores de PDI para los distintos ciclos de

nanomolienda asistida por microesferas del p-NO»-BSTHQ.

Ciclo de nanomolienda Tamaiio medio de PDI £ SD*
(min.) particula (nm), SD?
0 > 3000 0,71 £0,16
30 529,9+£6,2 0,189 £ 0,034
60 393,8 3,7 0,176 £ 0,020
90 348,7+2,3 0,170+ 0,017
120 307,3+3,0 0,1860 + 0,0040

4 SD: desviacion estandar.

La eliminacion de la fase acuosa de las nanosuspensiones es una etapa
importante en la obtencién de NC, ya que permite obtenerlos en estado de polvo
seco. Este es un estado en el cual la estabilidad fisica y quimica de los NC, se ve
incrementada al evitar el peligro de la aglomeracion o del crecimiento cristalino
(Merisko-Liversidge et al., 2003). Ademas, facilita la incorporacion de ellos con
facilidad a formas de dosificacion sélidas. Por consiguiente, se liofilizo la
nanosuspension, utilizando MAN como crioprotector. Se sabe que este recristaliza
alrededor de los NC durante la remocion del agua, y asi previene la interaccion entre
particulas y su aglomeracion (Chogale et al., 2016). Luego de ello, se efectué un
analisis de tamafios para el polvo seco redispersado en agua Milli Q®.

La Figura 4.6 exhibe las curvas de distribucion de tamafios de particulas (DTP)
de los NC en estado de polvo seco, tras ser resuspendidos en agua Milli Q®, y en
estado de nanosuspension antes de la liofilizacién. Como se aprecia, tanto los NC
resuspendidos como los NC antes de ser liofilizados presentaron una DTP bimodal,

con un pico muy pequefio y otro mayoritario. En el caso de los primeros, la poblacién
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minoritaria se ubico en el rango de TP <100 nm, con una incidencia del 0,5% del
total de la medicién. En tanto que, para los NC antes de ser liofilizados la poblacién
pequefa se ubico en el rango de TP >1000 nm y su incidencia fue del 1,6% del total
de la medicion. Como se describird mas adelante, el p-NO2-BSTHQ sin procesar era
un solido cristalino constituido por fibras (hébito cristalino columnar) con un tamafio >
30 pm. Por este motivo, las curvas de DTP de los NC obtenidos, ya sea como
nanosuspension o como polvo seco redispersado, no se pudieron comparar con la
del p-NO2-BSTHQ materia prima. Esto es debido a que el limite maximo de medicién
del analizador Zetasizer es de 10 um.

Ademas, el TPM del producto seco resuspendido en agua fue de 482,3 + 1,2
nm. Si bien este tamafio fue mayor al de la nanosuspension sin liofilizar (307,3 £+ 3,0
nm, Tabla 4.1), este se mantuvo dentro del rango aceptable para NC resuspendidos
en agua (Zhongyao et al., 2018). Ademas, el polvo resuspendido exhibié un PDI de
0,31 + 0,05, y ello revel6 que la nanosuspension obtenida era homogénea. A su vez,
el potencial Z fue de -23 mV. Este debe ser superior o cercano a -30 mV para que
los NC no formen aglomerados y floculen (Kakran, 2012). El valor obtenido predice
gue la estabilidad de la nanosuspension frente al almacenamiento sera adecuada.

Es decir, no presentara tendencia la agregacion (Chongale et al., 2016).
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Figura 4.6. Curvas de distribucién de tamafio de particulas de la nanosuspension del p-
NO--BSTHQ obtenida por NAM, previa a la liofilizacién (a) y después de la redispersién en
agua Milli Q (b).

Ademas, se evaluaron las caracteristicas morfologicas de los NC en estado de
polvo seco por SEM, en comparacion con el p-NO>-BSTHQ materia prima (Figura

4.7). Como se aprecia, la morfologia y el TP de ambas muestras (Figura 4.7a, b),
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antes y después de nanometrizar, fueron marcadamente diferentes. En efecto, el p-
NO.-BSTHQ utilizado en este estudio era un solido euhedro, constituido por fibras
alargadas de gran tamafio (> 30 um) y de diferentes grosores y longitudes (Figura
4.7a). En cambio, los NC en estado de polvo seco (Figura 4.7b) eran particulas
prismaticas pequefias, con un tamafio del orden de ~400 nm. Estas se vieron
recubiertas de una pelicula de estabilizante y crioprotector, los cuales se depositaron

durante el proceso de secado por liofilizacién de la nanosuspension.

i
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— WD= 88mm SignalA=InLens Width=3811pm \\f i — WD = 0mm  SignalA= InLens Width =381 m \\f FaMAR - hc
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Figura 4.7. Fotografias obtenidas por SEM (con las magnificaciones utilizadas indicadas
entre paréntesis) de (a) p-NO.-BSTHQ sin moler (300X, escala = 30 um) y (b) NC del p-
NO.-BSTHQ en estado de polvo seco (30 KX, escala = 300 nm). Los 6valos rojos sefialan
las particulas prismaticas del p-NO2-BSTHQ.

4.5.2 Solubilidad en equilibrio

Los NC se comportan de manera diferente en varios entornos (especialmente
in vivo). Esto determina que se deba evaluar su Sa en equilibrio en medios que
repliquen el tracto gastrointestinal, si se van a formular como formas de dosificacion
orales (Farjadian et al., 2019). Esta se evalud en soluciones acuosas de diferentes
pH (rango 1,2 -7,0). La evaluacion se realiz6 comparativamente entre el p-NO2-
BSTHQ (materia prima), la MF ternaria (p-NO2-BSTHQ-POL 188-MAN) y los NC en
estado de polvo seco.

La Figura 4.8 exhibe los perfiles de pH-Sa de las muestras anteriormente
descriptas. Como se aprecia, la Sa en equilibrio del p-NO2-BSTHQ fue pH
independiente, dentro del error experimental, con valores menores a 1,00 yg/mL. La
MF también exhibié una Sa en equilibrio pH independiente, y los valores fueron
similares a los del p-NO2-BSTHQ materia prima, como era esperable para una MF.
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En contraste, la Sa en equilibrio de los NC si resulté pH dependiente, con valores
superiores a los del p-NO>-BSTHQ materia prima, a partir de pH 3,5. En efecto, los
NC mostraron una mejora de 11,7 veces a pH 7,0; de 6,6 veces a pH 5,5, y de 5,0
veces a pH 3,5, en comparaciéon con la NEQ sin procesar. Si bien estos incrementos
en la Sa en equilibrio no fueron draméticos, si fueron significativos. En especial, si se
considera la escasa Sa y alta hidrofobicidad del p-NO2-BSTHQ (Komrosvky, 2014).
También, fueron consistentes con los aumentos de Sa en equilibrio observados para
algunos NC (Hecq et al., 2015; Rahim et al., 2017). Por debajo de un tamafio critico
de 1 a 2 um, la Sa en equilibrio depende, también, de la estructura cristalina y el
tamafo de las particulas, y aumenta con una reduccién del tamafio de particula por
debajo de 1000 nm (Chogale et al., 2016). Considerando esto, se piuede explicar el
aumento alcanzado con los NC del p-NO2-BSTHQ.
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Figura 4.8. Perfil pH-Sa en equilibrio (n =3) de (0) p-NO,-BSTHQ materia prima; (71) p-NO2-
BSTHQ-POL188-MANwr, y (/1) NC del p-NO2-BSTHQ.

4.5.3 Velocidad de disolucion de los NC del p-NO,-BSTHQ

En la Figura 4.9 se presentan los perfiles de disolucion, obtenidos en fluido
gastrico simulado sin enzimas a 37 °C, del p-NO2-BSTHQ materia prima y de los NC

del p-NO2-BSTHQ en estado de polvo seco. Como se visualiza, el comportamiento
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de disolucion in vitro de ambas muestras fue marcadamente diferente. En efecto, la
VD de la materia prima sin procesar fue nula, ya que p-NO2-BSTHQ no se disolvid
en ninguno de los intervalos de tiempos ensayados. En cambio, los resultados
mostraron un incremento significativo en la VD de sus NC, cuando se compara con
la materia prima sin procesar. Pudo cuantificarse cierta cantidad del p-NO2-BSTHQ
disuelto a los 15 min., y se alcanzé un porcentaje de disolucién medio del 16,8 % a
los 120 min. Vale mencionar que, de acuerdo con lo esperado, el perfil de disoluciéon
de los NC mostré un retardo en la disolucién, debido a que se incluyeron en
capsulas de gelatina dura, las cuales necesitan de un cierto tiempo para disolverse,
en este caso fue de 10 min. (Figura 4.9). Asimismo, cabe destacar que, si bien la VD
de disolucién de los NC no fue elevada (Qi20 = 16,8 %), la mejora en la VD lograda
fue de ~17 veces. Dicha mejora fue incluso mayor a la observada para otros NC
reportados (Hecq et al., 2015; Rahim et al., 2017).

El incremento observado en la VD de los NC del p-NO2-BSTHQ, puede
explicarse tomando en cuenta la ecuacion de Noyes-Whitney (Capitulo 2) la que
indica que la VD es directamente proporcional al area superficial y a la Ss en
equilibrio. Por tanto, la ecuacion predice incrementos en la VD como consecuencia
de la ampliacion de la superficie del sdlido a disolver, debida a la disminuciéon del

tamanfo de sus particulas a tamafios submicrénicos. Ademas, la reduccion del TP
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Figura 4.9. Perfiles de disolucién medios (n =3) en fluido gastrico simulado sin enzimas a 37
°C de (m) p-NO2-BSTHQ sin procesar y (¢) NC en estado de polvo seco del p-NO,-BSTHQ.
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conduce a un aumento de la Sa en equilibrio, como de hecho se observo para los
NC del p-NO2-BSTHQ (Figura.4.8).

A fin de obtener informacion sobre el mecanismo de disolucién de los NC, se
ajustaron los valores de disolucion medidos a modelos cinéticos ampliamente
utilizados en el ajuste (Costa y Souza Lobo, 2001). Como rasgo distintivo puede
sefialarse que, los datos de disolucion de los NC no ajustaron al modelo de raiz
cubica (Anexo 2, Tabla S1), uno de los clasicamente utilizados para polvos mono y
polidispersos. Esto indicé que no explica satisfactoriamente el perfil de disolucion
experimental de los NC por este modelo. Ello podria explicarse considerando que la
forma de los NC no era esférica, sino prismas pequefios (Figura 4.7) tal como lo
asume el modelo (Pereira de Almeida et al., 1997). El modelo cinético que mejor
ajusto fue la funcion de Weibull, ya que arrojé el menor valor para el Criterio de
Informacion de Akaike (AIC, por su sigla en inglés) y el mayor valor del Criterio de
Seleccion del Modelo (MSC, por su sigla en inglés). El valor mas pequefio de AIC y
el mayor valor de MSC indica cual es el modelo que mejor explica estadisticamente
el proceso de disolucion de un dado compuesto (Zhang et al., 2010). La bondad del
ajuste se visualiza claramente en la Figura 4.10, la cual muestra una excelente
concordancia entre los valores experimentales y los predichos por la funcion de

Weibul [curva generada por el programa DDSolver (Zhang et al., 2010)].
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Figura 4.10. Perfil de disolucién ajustado (Programa DDSolver, Zhang et al., 2010) al

modelo cinético de Weibul para los datos de disolucién medios de los NC del p-NO»-
BSTHQ.
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El ajuste al modelo de Weibull sugeriria que el mecanismo de disolucién de los
NC involucra disolucion, difusion y procesos combinados limitados por una velocidad
de disolucion-difusion. Esto ya fue postulado para otros sistemas particulados que
también han seguido la mencionada funcién (Barzegar-Halali et al., 2008).

4.5.4 Evaluacién del estado cristalino de los NC en estado de polvo seco

La evaluacion de las caracteristicas cristalinas de los NC del p-NO2-BSTHQ
como polvo seco se realizd mediante PXRD y ATR, tal como se describe a

continuacion.

4.5.4.1 PXRD

La friccidon y las fuerzas de colision generadas entre las perlas de zirconio y las
paredes del nanomolino, ademas de quebrar y reducir el tamafio de los cristales,
pueden inducir transformaciones polimérficas en la sustancia a nanometrizar, y
también conducir a particulas con una fraccion amorfa (Chogale et al., 2016).

Se evaluo el estado cristalino de los NC del p-NO2-BSTHQ en estado de polvo
seco mediante PXRD y ATR, en comparacion con la materia prima inicial. Esto fue
con el fin de verificar que el aumento de la Sa en equilibrio y VD observado para los
NC del p-NO2-BSTHQ no se debia a un cambio en su estado polimérfico o a una
disminucién parcial o total de su cristalinidad. Cabe destacar que otra ventaja de los
NC con respecto a otros sistemas potenciadores de la VD, como las dispersiones
sélidas, es que en los NC se mantiene el estado cristalino inicial del farmaco. Por lo
tanto, la mejora en la Sa y VD no se basa en la presencia de la forma amorfa de la
sustancia, ya que los compuestos amorfizados suelen presentar una inestabilidad
termodinamica a largo plazo (Hecq et al., 2005).

La Figura 4.11 muestra los patrones de PXRD del p-NO2-BSTHQ, del POL188,
del MAN vy el de los NC del p-NO>-BSTHQ en estado de polvo seco. Como se
aprecia en la Figura 4.11d, el patron de polvos de los NC fue la suma de los
patrones de PXRD de los componentes, lo cual indicé que no se producian
interacciones no covalentes entre ninguno de los componentes. Asimismo, la
presencia de las reflexiones caracteristicas del p-NO2-BSTHQ sin procesar (Figura

4.11a) en el patrén de polvo de los NC (Figura 4.11d), evidencié que la
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nanomolienda y la liofilizacibn no inducian a transformaciones polimorficas, ni

provocaban la amorfizacion del compuesto.
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Figura 4.11. Patrones de PXRD de (a) p-NO.-BSTHQ sin procesar; (b) POL188; (c) MAN y
(d) NC del p-NO2-BSTHQ en estado de polvo seco.

45.4.2 ATR

A fin de complementar la informacion obtenida por PXRD, se compararon los
espectros ATR del p-NO2-BSTHQ sin procesar, del POL188 y del MAN con el de su
NC del p-NO2>-BSTHQ (Figura 4.12). La ATR resulta una técnica analitica util para la
caracterizacion de fases cristalinas y amorfas, CC y NC. Debido a que permite
obtener informacion sobre las interacciones intra e intermoleculares de una
sustancia sin alterar su red cristalina o su desorden molecular. Esto sucede ya que
las muestras no son compactadas como en la FTIR.

Como se aprecia en la Figura 4.12d, el espectro ATR de los NC del p-NO3-
BSTHQ en estado de polvo seco fue la suma de los espectros ATR del p-NO2-
BSTHQ sin procesar, POL188 y MAN (Figuras 4.12a-c), lo cual indico6 que no se

produjeron interacciones no covalentes entre ninguno de los componentes.
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Figura 4.12. Espectros ATR de (a) p-NO2-BSTHQ sin procesar; (b) POL188; (c) MAN y (d)
NC del p-NO,-BSTHQ en estado de polvo seco.

Es de destacar que, el espectro ATR de los NC no mostré un ensanchamiento
generalizado de las bandas de absorcidn. Esto se observa en los sodlidos
parcialmente cristalinos y amorfos, pues las moléculas estan bajo la influencia de
entornos locales aleatorios. Ademas, determina que las bandas de absorcion de las
vibraciones que interaccionan fuertemente con el entorno se ensanchen. Ello indicé
gue la nanomolienda vy liofilizacién no provocaron la amorfizacion de la muestra, en
concordancia con lo mostrado por PXRD. Ademas, no se observaron
desplazamientos para las bandas de absorcidn caracteristicas del p-NO2-BSTHQ sin
procesar (Figuras 4.12a), lo cual evidencid que su estado polimorfico no habia
sufrido cambios durante la formacion de los NC, y esta observacion también fue

consistente con lo indicado por la PXRD.
4.5.4.3 DSC y HSM

La DSC es una técnica muy util durante los estudios de preformulacién de IFA
y NEQ porque permite conocer el comportamiento frente al calentamiento de
muestras puras y mezclas, e inferir la ocurrencia de interacciones entre los

excipientes y el compuesto en estudio. Pero, se debe tener siempre en cuenta que
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dichas interacciones podrian ser inducidas durante el proceso de calentamiento
DSC. Por lo cual una interaccion al nivel molecular indicada por la DSC no es lo
suficientemente fiable sin informacion difractométrica y espectroscopica.

En la Figura 4.13 se muestran las curvas DSC del p-NO2-BSTHQ sin procesar,
del POL188, del MAN, la MF equiponderal de los tres componentes (p-NO>-BSTHQ-
POL188-MANwF) Yy los NC del p-NO2-BSTHQ en estado de polvo seco. Las curvas
DSC de cada uno de los componentes individuales (Figuras 4.13a-c) mostraron una
Unica endoterma aguda de fusion situada a 118,1 (p-NO2-BSTHQ, Te), 50,5
(POL188, Te) y 165,7 °C (MAN, Te). En cambio, las curvas DSC del p-NO>-BSTHQ-
POL188-MANwmr (Figura 4.13d) y los NC del p-NO>-BSTHQ en estado de polvo seco
(Figura 4.13e) mostraron dos endotermas. Estas se observaron a 50,1 (Te) y 165,0
°C (Te) en el caso de la MF, y a 45,0 (Te) y 164,0 °C (Te) para los NC del p-NO2-
BSTHQ en estado de polvo seco. Vale mencionar, que las Te de las endotermas de
la MF fueron coincidentes con las temperaturas de fusion del POL188 y el MAN,
sugiriendo que estas se debian a la fusion del estabilizante y el MAN,

respectivamente.
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Figura 4.13. Curvas DSC (f = 10 °C/min., flujo de N>= 50 mL/min.) de (a) p-NO2-BSTHQ sin
procesar; (b) POL188; (c) MAN; (d) p-NO2-BSTHQ-POL188-MALwme Yy (€) NC de p-NO,-
BSTHQ en estado de polvo seco. Los valores consignados corresponden a las temperaturas
de inicio extrapoladas (Te).
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En el caso de los NC, las Te fueron un poco més bajas (Figura 4.13e) que en la
MF (Figura 4.13d), en el POL188 (Figura 4.13b) y el MAN (Figura 4.13c) sin
procesar. Esto puede explicarse considerando que el p.f. de las muestras con
tamafnos submicronicos se desplazan a temperaturas inferiores, como consecuencia
de la reduccion del tamario de los cristales (Medarevic et al., 2020).

La MF ternaria exhibié solo dos endotermas, en lugar de las tres esperadas.
Un comportamiento similar se observé en los NC. A fin de interpretar el
comportamiento térmico de ambas muestras se prepararon MF binarias del p-NO2-
BSTHQ con POL188 y con MAN, en proporciones 1:1 p/p. Estas se analizaron por
HSM, comparando su comportamiento, frente al calentamiento, con la MF ternaria.
Para ello, se colocé una pequefia porcién de cada una de las muestras a ensayar de
p-NO2-BSTHQ-POL188wr en diferentes portaobjetos y estos se cubrieron con un
cubreobjetos. Para el p-NO2>-BSTHQ-POL188wr se calenté desde 25 hasta 140 °C y,
para la p-NO2-BSTHQ-MANwr y la p-NO2-BSTHQ-POL188-MANwr, desde 25 hasta
180 °C. El examen microscoépico de la MF ternaria revelo que estaba constituida por
una mezcla de particulas globulares, fibras transparentes y traslicidas. La
morfologia de estas particulas fueron coincidentes con las del POL188, MAN y p-
NO>-BSTHQ sin procesar, respectivamente. A los 51 °C, temperatura de fusion del
POL188, se observd que las particulas globulares comenzaban a fundir y las
prismaticas traslicidas se comenzaban a solubilizar en la fase fundida. A los 55 °C
solo quedd una mezcla de fase fundida con fibras transparentes, las cuales
fundieron a 166°C, temperatura de fusién del MAN. Al continuar el calentamiento
hasta los 180 °C, no se observaron cambios de color ni achicamiento de la fase
fundida. Ello indic6 que esta era estable hasta la temperatura alcanzada.

En el caso de la MF binaria p-NO>-BSTHQ-POL188, el examen microscopico
indic6 que estaba constituida por una mezcla de fibras traslicidas y particulas
globulares, como era esperable para esta MF. A los 51 °C, se observd que las
particulas globulares comenzaban a fundir y las prismaticas a solubilizarse en la
fase fundida, terminando de desaparecer a los 55 °C. Al seguir calentando hasta 140
°C, no se observaron cambios de color, ni achicamiento de la fase fundida, lo cual
evidencié que esta era estable hasta la temperatura alcanzada. Este resultado
revel6 que el p-NO2-BSTHQ se solubilizaba en el POL188 fundido.

A su vez, el examen microscépico de la MF del p-NO2-BSTHQ y del MAN,

indicé que estaba constituida por fibras, algunas eran bien transparentes y otras mas
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traslicidas. Cabe destacar que el MAN, era un solido euhedro constituido por
particulas con hébito columnar (fibras alargadas). Estas eran transparentes en
contraparte con las de p-NO>-BSTHQ que eran blancas-amarillentas traslicidas. A
los 119 °C, se observd que algunas particulas comenzaban a fundir mientras que
otras permanecian intactas. Al seguir calentando hasta aproximadamente 166 °C, el
resto de las particulas comenzaron a fundir, terminando de hacerlo a ~167 °C. Al
continuar el calentamiento hasta 180 °C, no se observaron cambios en la coloracién
de la fase fundida, lo cual indic6 que esta no descomponia al calentarse hasta la
temperatura alcanzada. Estos resultados evidenciaron la existencia de procesos de
fusion. Estos ocurrian a las respectivas temperaturas de fusibn de ambos
componentes de la MF, es decir, el comportamiento tipico de las MF binarias.

Los eventos térmicos antes descritos permitieron explicar la presencia de solo
dos endotermas DSC en la MF ternaria, ya que la HSM revel6 que el p-NO2-BSTHQ
se disuelve en el POL188 fundido; por ello, la curva DSC de la MF ternaria solo
exhibe las endotermas de fusiéon del POL188 y el MAN, ya que estos no
interaccionan por efecto del calor. Por otra parte, la similitud en el comportamiento
DSC de los NC en estado de polvo seco y de la p-NO2-BSTHQ-POL188-MANwmr
indicé claramente que los NC se comportaban como una mezcla fisica. Estos
resultados fueron consistentes con los datos PXRD y ATR, que habian indicado que
el proceso de nanometrizacién no alteraba el estado polimorfico del p-NO2>-BSTHQ.

Ademas, no se producian interacciones no covalentes entre los tres componentes.
4.6 Busqueda de cocristales

Para la seleccion de los potenciales COF del p-NO>-BSTHQ se tomaron en
cuenta los grupos funcionales presentes en su molécula y su potencialidad para
actuar como donores o aceptores de hidrégenos. El p-NO.-BSTHQ (Figura 4.1)
posee un grupo nitro y un grupo sulfona. El primero, es capaz de aceptar protones
de grupos donores de hidrogeno [Y-H donde Y= O, N, C (Robinson et al., 2000)]
formando homo y heterosintones. El segundo, puede interactuar de manera no
covalente con COF que contengan grupos donores de hidrogenos. Con esta
informacion, se seleccionaron como COF GRAS, 4 acidos carboxilicos (AB, PABA,
SAy TRIP) y U. Como metodologia de sintesis, se utilizé LAG. Al igual que con TNZ

(Capitulo 3, Seccion 3.4.2), como criterio inicial de formacion de CC se utilizaron los
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p.f. de las mezclas p-NO2-BSTHQ-COF obtenidas. Ademés las muestras obtenidas
se analizaron por DRIFT y PXRD.

El andlisis de las 5 muestras obtenidas (p-NO2-BSTHQ-AB, p-NO2-BSTHQ SA,
p-NO2-BSTHQ-PABA, p-NO2-BSTHQ-TRIP y p-NO>-BSTHQ-U) por las tres técnicas
de caracterizacion, en comparacion con las respectivas MF equimolares, indicé que
estas no exhibian diferencias en sus p.f., patrones de polvo PXRD y espectros
DRIFT. Ello indicé que las muestras obtenidas representaban MF, no nuevas fases
sélidas. Por tanto, se concluyé que el p-NO2-BSTHQ, en las condiciones
experimentales empleadas, no formaba CC ni eutécticos con los COF ensayados.

4.7 Conclusiones

El p-NO2-BSTHQ es una NEQ que ha mostrado buena actividad in vitro frente
al T. cruzi, L. donovani y P. falciparum, pero presenta muy baja Sa. Por ello, se
busco optimizarla mediante la aplicaciéon de una técnica de nanometrizacion del tipo
top-down, como la NAM. Esto, result6 efectivo para la preparacion de NC del p-NO.-
BSTHQ. El TPM y el PDI confirmaron que la muestra esta conformada por particulas
homogéneas, dentro de la escala manométrica. Ademas, el potencial Z indicé que
su estabilidad frente al almacenamiento es buena, prediciendo que podra resistir la
agregacion.

El p-NO2-BSTHQ sin procesar mostré una Sa en equilibrio, a 37 °C, constante
en el rango de pH 1,2 y 7,0. En cambio, sus NC mostraron una Sa mejorada, la cual
resulté pH dependiente, con un valor maximo a pH 7,0; representando una mejora
de 11,7 veces en la Sa del compuesto sin procesar. También, se comprobé que la
nanometrizacion del p-NO2>-BSTHQ resulto atil para aumentar su VD. En efecto, los
resultados de los estudios de disolucién indicaron que los NC, en estado de polvo
seco, incrementaron de manera significativa la VD, en comparacion con la del p-
NO>-BSTHQ sin procesar. Por PXRD y ATR se determind que el estado cristalino
del compuesto se mantuvo durante el proceso de nanometrizacion. Por lo tanto, los
incrementos en la Sa y VD no serian atribuibles a una amorfizacion de la muestra,
sino a la obtencion de NC. Ademas, la NEQ no interaccion6 de manera no
covalente con el estabilizante y el crioprotector. Los incrementos anteriormente
mencionados fueron significativos considerando la escasa Sa, alta hidrofobicidad y

nula VD en fluido gastrico simulado del p-NO>-BSTHQ sin procesar
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Los ensayos de cocristalizacion indicaron que el p-NO2-BSTHQ no tiene la
capacidad de cocristalizar con los COF ensayados, al menos bajo las condiciones
experimentales probadas.
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CONCLUSIONES GENERALES Y
PROYECCIONES

5.1 Conclusiones generales

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue obtener nuevas formas solidas
multicomponentes y nanoformulaciones para la optimizacion de propiedades
biofarmacéuticas y fisicoquimicas de un IFA y una NEQ, ambos con actividad
antiparasitaria. Para estos fines, se investigo la capacidad de cocristalizar del TNZ y
se prepararon y caracterizaron NC del p-NO2-BSTHQ.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, permitieron
llegar a las conclusiones que se describen a continuacion.

El TNZ es capaz de interaccionar de manera no covalente con acidos
carboxilicos y amidas GRAS, mediante LAG. Utilizando esta metodologia se
obtuvieron con éxito cinco nuevas formas solidas multicomponentes de este IFA. En
efecto, los datos de difraccion de rayos X, espectroscopicos y térmicos obtenidos
revelaron que el TNZ cocristaliz6 con tres acidos carboxilicos (PABA, SA y CA).
Ademas, formé eutécticos binarios con otro acido carboxilico (SUC) y una amida
(NA). Asimismo, se comprobd que mediante la CRIS, el TNZ cocristaliz6 con PABA 'y
SA, y las fases obtenidas son isoestructurales a las sintetizadas por LAG. También,
la CRIS resulté til para la preparacion de monocristales de TNZ-PABA y TNZ-SA,
cuyas estructuras cristalinas pudieron ser resueltas a través de SCXRD. Cabe
destacar, que dichas estructuras cocristalinas fueron depositadas en la CSD vy
constituyeron las primeras para este IFA. La resolucion de las estructuras cristalinas
mediante SCXRD es fundamental en el desarrollo de CC farmacéuticos. Ello se debe
a que permite probar su existencia, mejorar la comprension fundamental de las

arquitecturas supramoleculares y allanar el camino hacia la obtencién de nuevas
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formas sélidas con las propiedades deseadas. El andlisis de las estructuras
cristalinas de TNZ-PABA y TNZ-SA revel6 que eran CC y que sus unidades
cocristalinas estaban mantenidas por un enlace de hidrogeno lineal fuerte del tipo
COO-H---N3 (imidazol) que da lugar al mismo sintébn azol-4cido carboxilico. Sin
embargo, sus estructuras supramoleculares resultaron completamente diferentes. El
TNZ-SA es un CC no solvatado, mientras que el TNZ-PABA presenta solventes
ubicados en canales y ademas redes de enlaces de hidrégeno mas extensas, debido
al grupo amino del PABA.

La comparacion de sus espectros de 3C CP/MAS y DRIFT de TNZ-PABA y de
TNZ-SA con los de TNZ-CA, junto con los datos de SCXRD de los dos primeros,
permitié postular que, este ultimo, también seria un CC. Ademas, ante la ausencia
de monocristales las la SSNMR y la FTIR, como técnicas analiticas
complementarias, resultaron Gtiles para evidenciar la existencia de una interaccion
no covalente.

La cocristalizacion de TNZ con PABA, SA y CA brindd una evidencia adicional
sobre las altas probabilidades estadisticas de formacion del heterosinton
supramolecular azol-acido carboxilico. Sin embargo, dado que TNZ no cocristalizé
con SUC, ARG, PRO y TRIP, resulta evidente que otros factores condicionan la
formacion de un CC entre un IFA'y un COF.

El analisis por DSC y TG de las 5 nuevas formas solidas obtenidas, en
particular el comportamiento del CC de TNZ-SA y de las 5 MF binarias, arrojé datos
muy interesantes. En el caso de TNZ-SA, ambas técnicas revelaron la posible
existencia de al menos dos polimorfos para dicho CC. Por otra parte, las 5 MF
mostraron comportamientos tipicos de compuestos formadores de CC y eutécticos.
Esto podria utilizarse para predecir mediante DSC la formacién de nuevos CC y
eutécticos de este IFA.

El estudio de solubilidad revel6 que el TNZ-CA incrementé su Sa 1,3 veces
respecto a la de TNZ puro. Sin embargo, este comportamiento no se vio reflejado en
el resto de las nuevas formas sdlidas de este IFA.

La cocristalizacién fue una estrategia adecuada para superar la inestabilidad
frente a la luz en estado solido de TNZ. Los estudios realizados arrojaron el siguiente
orden de fotoestabilidad:

TNZ-PABA = TNZ-SA > TNZ-CA > TNZ
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En los estudios llevados a cabo sobre la NEQ, el p-NO>-BSTHQ, la NAM
demostrd ser una estrategia adecuada para la obtenciébn de NC estabilizados en
estado de polvo seco. Tras su redispersion en agua Milli Q®, dichos NC, lograron
mejorar de manera significativa la Sa en equilibrio y VD del p-NO2-BSTHQ. En
efecto, los estudios de Sa en equilibrio en el rango de pH ensayado indicaron que
los NC presentaron una Sa 11,7 veces superior a la del p-NO2-BSTHQ sin procesar.
Un comportamiento similar, se registré en las mediciones de la VD de los NC de la
NEQ. Asimismo, por estudios de PXRD, ATR y DSC, se pudo determinar que las
mejoras en la Sa en equilibrio y VD de los NC no fueron ocasionadas por un cambio
en la cristalinidad y el estado polimérfico del p-NO2-BSTHQ, o la ocurrencia de
interacciones no covalentes de este con el estabilizante y el crioprotector. Los
incrementos en la Sa en equilibrio y VD alcanzados con los NC fueron significativos,
teniendo en cuenta la escasa Sa, alta hidrofobicidad y nula VD en fluido gastrico
simulado del p-NO>-BSTHQ.

Los ensayos de cocristalizacion llevados a cabo, como estrategia alternativa
para la mejora de la Sa del p-NO2-BSTHQ, indicaron que este compuesto no tiene la
capacidad de cocristalizar con los COF ensayados, al menos bajo las condiciones
experimentales empleadas.

Los resultados presentados aportan informacion original y relevante en relacion
a la optimizaciéon de las propiedades biofarmacéuticas y fisicoquimicas tanto de IFA
conocidos como de NEQ. La obtencion de nuevas formas sélidas de compuestos
con actividad antiparasitaria aporta estrategias prometedoras para mejorar el

tratamiento de las ETD.

5.2 Proyecciones

Si bien los resultados antes descritos resultan muy prometedores, y permitieron
alcanzar los objetivos planteados, restan todavia realizar evaluaciones que no se
han abordado en este trabajo de Tesis Doctoral. En este sentido, se proponen las

siguientes actividades futuras:

v' Realizar ensayos microbiolégicos a fin de evaluar la eficacia de los CC del
TNZ.
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v

Evaluar la velocidad de disolucién de los CC del TNZ en medios de disolucién
gue simulen fluidos gastrointestinales.

Estudiar el polimorfismo farmacéutico del CC del TNZ con SA, la cual
representa un area de investigacion novedosa y de creciente interés cientifico.
Preparar formas de dosificacién orales (comprimidos) que contengan TNZ-
PABA o TNZ-SA y evaluar el efecto de la luz UV-Visible, comparativamente
con comprimidos comerciales de TNZ, sobre su fotoestabilidad.

Ensayar nuevos COF GRAS que puedan conducir a nuevos cocristales y
eutécticos de TNZ que logren mejorar su solubilidad acuosa y aumenten su
fotoestabilidad en estado sdlido por intervalos de tiempo prolongados.
Estudiar la estabilidad fisica de los de los NC del p-NO2-BSTHQ.

Realizar ensayos microbioldgicos a fin de evaluar la actividad antiparasitaria y
antibacteriana de los NC del p-NO2-BSTHQ.

Probar nuevas técnicas de nanometrizacion y nuevos agentes estabilizantes
con miras a obtener NC que logren un mayor incremento en la S en equilibrio
y VD del p-NO2-BSTHQ.
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Tabla S1. Datos del cristal, parametros relacionados a la colecta de datos y detalles del
refinamiento de TNZ-PABA cris-t-BuoH.

Formula molecular

Masa de laformula (g mol?)
Dimensiones cristalinas (mm)
Sistema cristalino

Grupo espacial

a(A),b @), c@), ).V A

Z

D. (g cm®)

F000

(mm™)

(A)

T (K)

2 max ()

Reflexiones medidas/unicas/Rint
Reflexiones con | > 2 (I)
Parametros/restricciones
R1, wR2,[I>2 (I)]
Bondad de ajuste (S)
CCDC N°

C8H13N304S - C7H7NOz . 0.4(C4H100)
414.06

0.27,0.15,0.14

Monoclinico

P2i/n (No. 14)

5.8529(4), 14.2198(11), 24.304(2), 90.179(2),
2022.8(3)

4

1.360

875

0.203

0.71073

173(2)

55.2

28762/4688/ 0.0486

3764

263/9

0.0580, 0.1783

1.046

1960455

Tabla S2. Datos del cristal, parametros relacionados a la colecta de datos y detalles del

refinamiento del cocristal TNZ-SA.
Formula molecular CsH13N304S - C7HsO3
Masa de la formula (g mol?) 385.39
Dimensiones cristalinas (mm) 0.42, 0.29,0.18
Sistema cristalino Monoclinico

Grupo espacial

a(A),b @), c@), ).V A

z

Dc (g cm™)

F000

(mm™)

(A)

T (K)

2 max ( )

Reflexiones medidas/unicas/Rint
Reflexiones con 1> 2 (I)
Parametros/restricciones
R1, wR2,[I>2 ()]
Bondad de ajuste (S)
CCDC N°

P2i/c (No. 14)
5.7785(2), 14.5717(6), 20.6134(8), 92.3510(10),
1734.24(12)

4

1.476

808

0.231

0.71073

173(2)

56.8
28676/4347/0.0335
3738

239/0

0.0332, 0.0880
1.045

1960462

148



Figura S1. Espectros de *H NMR (CDCls) de: (a) TNZ-PABAcris--suoH , (b) CDClsadicionado
de unas gotas de acetona y (c) TNZ-PABAcris-u luego de 7 dias de almacenamiento a
temperatura ambiente en el tubo de NMR destapado.
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Tabla S3. Desplazamientos quimicos (ppm) de *C CP/MAS de: TNZ, PABA, TNZ-PABAr,
TNZ-PABA ac, TNZ-PABACcRis-ACE.

N° de atomo

decarbono N2 PABA 7 PABAW TNZ-PABALsc TNZPABAckisace
1 155.3 i 155.4 152.3 152.2
2 135.0 i 135.1 134.2 134.2
3 138.3 i 138.3 136.9 136.8
4 395 i 39.6 403 40.2
5 47.0 i 47.0 48.6 48.8
6 47.0 i 47.0 465 467
7 8.8 i 8.9 8.0 7.0
8 15.9 i 16.0/13.9° 13.9 13.6
9 i 116.7  116.6/119.5° 119.6 119.4
10 i 1312  131.1/133.0° 133.0 132.9
11 i 115.7 115.7 114.2 114.0
12 i 152.9 152.7 154.1 154.2
13 i 1121 112.3/113.2° 113.1 113.1
14 i 1312  131.1/133.0° 133.0 133.0
15 i 1742  174.2/170.2° 170.3 170.2

Sefial de baja intensidad, que indica la presencia de una cantidad menor de CC TNZ-PABA en la MF, que se
formé durante el experimento de SSRMN. * Atomos de carbono del EtOH. # Atomos de carbono de ACE.

Tabla S4. Desplazamientos quimicos (ppm) **C CP/MAS de: TNZ, SA, TNZ-SAwr, TNZ-
SAiac Y TNZ-SA cris-EtoH.

N° de Atomo TNZ-SA

de carbono TNz SA MF LAG CRISEToH
1 155.3 - 155.3 152.7 152.7
2 135.0 - 135.0 135.0 135.0
3 138.3 - 138.3 138.3 138.3
4 39.5 - 39.5 38.6 38.6
5 47.0 - 47.0 52.0 52.1
6 47.0 - 47.0 48.5 48.5
7 8.8 - 8.8 5.0 5.0
8 159 - 159 13.6 13.6
16 - 112.2 112.2 113.9 114.0
17 - 162.3 162.3 163.3 163.3
18 - 118.5 118.5 117.0 117.0
19 - 138.7 138.7 135.6 135.6
20 - 121.3 121.3 119.0 119.0
21 - 133.4 133.4 129.5 129.6
22 - 176.3 176.3 170.6 170.6
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Tabla S5. Desplazamientos quimicos (ppm) *3C CP/MAS de: TNZ, CA, TNZ-CAur Y TNZ-

CALac
N° Atomo de TNZ CIT
carbono TNZ-CAwvr TNZ-CALac
1 155.3 - 155.3 152.7
2 135.0 - 135.0 133.3
3 138.3 - 138.3 137.1
4 395 - 395 40.5
5 47.0 - 47.0 48.9
6 47.0 - 47.0 47.7
7 8.8 - 8.8 8.8

8 15.9 - 15.9 14.0
23 - 174.9 174.9 173.9
23’ - 176.4 176.4 173.9
24 - 43.1 43.1 44.6
24’ - 44.1 44.1 43.1
25 - 72.1 72.1 74.0
26 - 179.4 179.4 178.9

Figura S2. Espectros *C CP/MAS de: (a) TNZ, (b) PABA, (c) TNZ-PABAwr, (d) SA, (e)
TNZ-SAwr, (f) CAy (g) TNZ-CAwmr.
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Figura S3. Espectros *C CP/MAS de: (a) TNZ, (b) SUC, (c) TNZ-SUCwr y (d) TNZ-SUCc.
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Figura S4. Espectros *C CP/MAS de: (a) TNZ, (b) NA, (c) TNZ-NAwr y (d) TNZ-NA_ac.
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Figura S5. Espectros DRIFT (KBr) de: (a) TNZ; (b) PABA; y (c) TNZ-PABAAc.
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Figura S6. Espectros DRIFT (KBr) de: (a) TNZ; (b) SA; y (c) TNZ-SALac.
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Figura S7. Espectros FTIR (KBr) de: (a) TNZ; (b) SUC; y (c) TNZ-SUC\ac.
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Figura S8. Espectros FTIR (KBr) de: (a) TNZ; (b) NA; y (¢) TNZ-NALac.
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Figura S9. Espectros DRIFT (KBr) de: (a) TNZ-PABAnc antes de 24 h en agua Milli Q® y (b)
TNZ-PABAnc después de 24 h en agua Milli Q®.
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Figura 10. Espectros DRIFT (KBr) de: (a) TNZ-SALac antes de 24 h en agua Milli Q® y (b)
TNZ-SAiac después de 24 h en agua Milli Q®.
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Figura S11. Espectros DRIFT (KBr) de: (a) TNZ-CA_ac antes de 24 h en agua Milli Q® y (b)
TNZ-CA.ac después de de 24 h en agua Milli Q®
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Figura S12. Espectros DRIFT (KBr) de: (a) TNZ-NA_ac antes de 24 h en agua Milli Q® y (b)
TNZ-NALac después de de 24 h en agua Milli Q®
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Figura S12. Espectros DRIFT (KBr) de: (a) TNZ-SUC_»c antes de 24 h en agua Milli Q® y
(b) TNZ-SUC_ac después de de 24 h en agua Milli Q®
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Figura S14. Espectros DRIFT (KBr) de: (a) TNZ-PABA_ac antes de irradiacion con luz UV-
visible y (b) TNZ-PABA.ac después de 4h de irradiacion con luz UV-visible
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Figura S15. Espectros DRIFT (KBr) de: (a) TNZ-SA.ac antes de irradiacion con luz UV-
visible y (b) TNZ-SA.ac después de 4h de irradiacion con luz UV-visible
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Figura S16. Espectros DRIFT (KBr) de: (a) TNZ-CA_ac antes de irradiacion con luz UV-
visible y (b) TNZ-CALac después de 4h de irradiacién con luz UV-visible
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Tabla S6. Valores de pH medidos luego de realizar el estudio de solubilidad de los tres CC,
TNZ-PABALaG, TNZ-SALacy TNZ-CALac
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TNZ-PABAaG 3.5
TNZ-SALac 34
TNZ-CALac 3.0
Agua MilliQ® 5.5
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Tabla S1. Ajustes de los datos de disolucion de los NC del p-NO»-BSTHQ en estado de

polvo seco a diferentes modelos cinéticos (Programa DDSolver).

Modelo

Orden
Cero

Primer
Orden

Higuchi

Hixson-
Crowell

Weibull

Probit

Gompertz

Estadistica®
Ko
r2
MSC
AlIC
Ko

MSC
AIC
Kd

MSC
AIC
Kq

MSC
AIC

0.140
0.8623
0.6869

29.2686

0.002
0.8738
0.7743

28.6573

1.676
0.9703
2.2205

18.5335

0.001
0.8700
0.7446

28.8649
31.631
0.368

11879.451

0.9981
4.6900
1.2473
-2.749

0.871
0.9294
1.3555

24.5887

6.878
0.657
0.9404
1.5237

23.4116

2a, parametro que define la escala de tiempo del proceso; B, parametro de forma que
caracteriza la curva; ko es la constante de liberacion de orden cero; kg, constante de
liberacion en el modelo Hixson-Crowell: r?, coeficiente de determinacion: AIC, Criterio de

Informacion de Akaike; MSC, Criterio de Seleccién de Modelo
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	La HSM, también conocida como termomicroscopía, es una técnica analítica que combina la microscopía y el AT para la caracterización del estado sólido de materiales en función de la T o el t, entre -200 y 500  C (Pindelska et al., 2017; Kumar et al., 2...

