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Resumen

En la actualidad entre un 80% y un 90% de los farmacos comercializables se
encuentran en forma sélida. Un ingrediente farmacéutico activo (IFA) puede poseer una
accion deseable desde el punto de vista médico, pero tener propiedades fisicas indeseables,
como una escasa solubilidad, lo que potencialmente limita su aplicabilidad posterior. Por lo
que en las dltimas décadas se dedica un gran esfuerzo a la bisqueda de nuevas formas
solidas multicomponentes que mejoren dichas propiedades. Es sabido que en estado
solido, estas propiedades estin completamente definidas por la estructura y el
empaquetamiento que tomen las moléculas. Por tal motivo, la caracterizacion estructural
en estado so6lido es un paso fundamental en el desarrollo de nuevos materiales
farmacéuticos.

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de estado solido es una
técnica extremadamente sensible al entorno atémico local y a las interacciones intra e
intermoleculares, por ejemplo, enlaces de hidrégeno, y por lo tanto es muy adecuada para
estudios de productos farmacéuticos. Un correcto analisis de los espectros de RMN permite
diferenciar diversas formas sélidas de un mismo IFA e incluso extraer informacién
estructural a nivel atémico de cada sistema estudiado.

En las ultimas décadas, se ha comenzado a utilizar ampliamente el término
"Cristalografia de RMN", debido a que el poder de la RMN en estado sélido para
proporcionar informacion cristalografica ha aumentado considerablemente. En los
primeros afios del siglo XXI, la comunidad cristalografica ha aceptado la capacidad de la
RMN para proporcionar informacién que respalda y facilita el analisis de los patrones de
difraccion de cristal y polvo. De hecho, en la actualidad se utiliza la RMN en combinacién
con otras técnicas, como XRD y cédlculos computacionales para resolver detalladamente las
estructuras cristalinas.

La combinaciéon de los andlisis de RMN con cédlculos computacionales es
sumamente necesaria para proporcionar un soporte tedrico que relacione los espectros
observados con las estructuras microscépicas subyacentes. Una herramienta tutil para
alcanzar esta sinergia, son los métodos mecanico-cuanticos de primeros principios. Dentro
de este grupo, existen numerosos métodos aplicables tanto a las moléculas como a sistemas
en estado sélido, sin embargo, los calculos de parametros de RMN utilizando DFT (Teoria
del Funcional de la Densidad electrénica) han demostrado ser los mas poderosos a la hora
de reproducir resultados experimentales en estado sélido.

A lo largo de esta tesis se caracterizaron nuevas formas solidas de diferentes
compuestos de interés farmacéutico utilizando tanto espectroscopia de RMN como célculos
computacionales basados en DFT. Los experimentos de RMN permitieron identificar
diferentes formas sélidas de cada compuesto, detallar las interacciones fundamentales en
las estructuras cristalinas de los mismos, reconocer cambios conformacionales, definir un
nuevo método de caracterizaciéon de compuestos eutécticos, entre otras aplicaciones. Por su
parte, los célculos DFT permitieron vincular los resultados experimentales con las
estructuras subyacentes, identificar procesos de desorden dentro de las estructuras, realizar
un andlisis detallado de interacciones intramoleculares, correlacionar cambios estructurales
con energfa, corrimiento quimico, densidad electrénica, por mencionar algunas de las
amplias utilidades.
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Abstract

Currently between 80% and 90% of marketable drugs are in solid form. An
active pharmaceutical ingredient (API) may possess medically desirable action, but
have undesirable physical properties, such as poor solubility, which can limited its
subsequent applicability. Therefore, in the last decades a great effort has been
expended to the search new solid multicomponent forms that improve API's
properties. It is known that in the solid state, these properties are completely defined
by the structure and packaging that the molecules take. For this reason, solid state
structural characterization is a fundamental step in the development of new
pharmaceutical materials.

Solid-state Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy is an extremely
sensitive technique to the local atomic environment and to intra- and intermolecular
interactions, for example hydrogen bonding, and is therefore well suited for studies of
pharmaceuticals. A correct analysis of the NMR spectra allows differentiating various
solid forms of the same API and even extracting structural information at the atomic
level of each system studied.

In recent decades, the term "NMR Crystallography" has come into wide use, as
the power of solid-state NMR to provide crystallographic information has increased
considerably. In the early years of the XXI century, the crystallographic community has
accepted the ability of NMR to provide information that supports and facilitates the
analysis of crystal and powder diffraction patterns. In fact, NMR is currently used in
combination with other techniques such as XRD and computational calculations to
resolve crystal structures in detail.

The combination of NMR analysis with computational calculations is extremely
necessary to provide theoretical support that relates the observed spectra to the
underlying microscopic structures. A useful tool to achieve this synergy is first
principles quantum mechanical methods. Within this group, there are numerous
methods applicable to both molecules and solid-state systems, however, NMR
parameter calculations using DFT (Density Functional Theory) have proven to be the
most powerful when it comes to reproduce experimental results in solid state.

Throughout this thesis it is characterized by new solid forms of different
compounds of pharmaceutical interest using both NMR spectroscopy and
computational calculations based on DFT. NMR experiments made it possible to
identify different solid forms of each compound, to detail the fundamental interactions
in their crystalline structures, to recognize conformational changes, and to define a
new method for characterizing eutectic compounds, among other applications. On the
other hand, the DFT calculations made it possible to link the experimental results with
the underlying structures, identify disorder processes within the structures, carry out a
detailed analysis of intramolecular interactions, correlate structural changes with
energy, chemical shift, electron density, to mention some of the extensive profits.
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Capitulo 1: Introduccién

1.1 Farmacos Solidos

Un medicamento es una sustancia destinada a su utilizaciéon en personas o
animales con el fin de prevenir enfermedades, aliviar dolores, mejorar el estado de
salud o modificar estados fisiol6gicos indeseados.

El uso de medicamentos es tan antiguo como la propia humanidad. Desde sus
inicios el ser humano se interesé en el uso de la flora y fauna con aplicaciones
medicinales; por lo que es muy dificil determinar estrictamente el comienzo de la
practica farmacéutica. Los primeros medicamentos surgieron del uso de productos
animales, vegetales o minerales sin purificar, luego se recurri6 a la extracciéon de
sustancias activas, hasta llegar a la semisintesis y mds recientemente a la sintesis de
principios activos.

En los inicios las précticas farmacéuticas no podian separarse de las practicas
medicinales, ya que eran los mismos médicos los que preparaban los remedios. Recién
en la Edad Media comienza a darse esta divisién entre la actividad del farmacéutico y
la del médico, pero no es hasta entrada la Edad Moderna que el conocimiento
farmacéutico se consolida como ciencial. A partir de los afios 1940 las formas
farmacéuticas adquirieron verdadero protagonismo con el desarrollo de la industria
farmacéutica y el comienzo de la fabricacion a gran escala.

El componente principal de un medicamento es el ingrediente farmacéutico
activo (IFA), es decir la molécula bioactiva destinada a ejercer la acciéon farmacolégica,
inmunolégica o metabdlica deseada. Al inicio del disefio de nuevos medicamentos,
dicha molécula es conocida y por lo general el comportamiento de la misma de manera
aislada también. Cabe destacar que entre un 80% y un 90% de los materiales
farmacéuticos disponibles en el mercado se encuentran en forma sélida2-4. Es decir, que
la molécula se encuentra formando parte de un empaquetamiento con fuertes
interacciones entre las componentes.

Un farmaco sé6lido puede encontrarse como un cristal, un liquido cristalino o
como una sustancia amorfa. Dado que los sistemas cristalinos han presentado una
mayor estabilidad termodindmica, son los que se han distribuido y estudiado maés
ampliamente. La naturaleza de la estructura cristalina adoptada por un compuesto
dado ejerce un profundo efecto sobre las propiedades de ese sistema. Pequefias
variaciones en la disposicién molecular dentro de dicha estructura cristalina pueden
traducirse en diferencias significativas en las propiedades de importancia farmacéutica,
como solubilidad, estabilidad y capacidad de fabricacién.> La caracterizaciéon de las
estructuras so6lidas subyacentes a cada nuevo medicamento es de vital importancia
tanto para comprender sus propiedades, como para estudiar cémo éstas se relacionan
con las funciones biolégicas.

Un ejemplo claro de como la falta de comprensioén global de la estructura sélida
puede conducir a costosos y desafiantes problemas¢ de reformulacion es el caso del
Ritonavir?. Este medicamento debi6 ser retirado del mercado ya que durante el proceso
de fabricacién se encontré una forma cristalina adicional a la descrita en los ensayos
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clinicos, la cual es 5 veces menos soluble. Esta diferencia en la solubilidad, devino en
un producto con efectos diferentes a los deseados. Fue necesario entonces un redisefio
de los procesos de sintesis de Ritonavir que estuviesen libres de esta nueva forma
cristalina.8?

1.1.1 Nuevas Formas sé6lidas de farmacos

Un parametro particularmente importante de los compuestos farmacéuticos en
estado solido es la solubilidad ya que estd directamente relacionada con
biodisponibilidad del IFA en el cuerpo. Se estima que mas del 40% de los nuevos
farmacos aprobados para su comercializacion y casi el 80% de los farmacos en
desarrollo presentan una escasa solubilidad en agual®!l. Por lo tanto, mejorar esta
propiedad de los medicamentos es un desafio importante en el campo farmacéutico
para asegurar la eficacia terapéutica, minimizar la toxicidad y optimizar el costo de
producciontti2,

La modificacién del estado sélido de los ingredientes farmacéuticos en funcién
de interacciones intermoleculares (p. ej. cocristalizacién, polimorfismo), modificacién
quimica (p. ej. solvatomorfismo, formacién de sal) o modificacién fisica (p. ej.
amorfizacion, reduccion del tamafio de particula) ha brindado muchas oportunidades
para mejorar la solubilidad y por lo tanto la biodisponibilidad de algunos IFA%. En la
Figura 1.1 se muestran posibles modificaciones de un soélido cristalino y las nuevas
formas soélidas que se obtienen!3. Un sélido puede cristalizar como monocomponente o
multicomponente, segtin contenga solamente moléculas de IFA o aloje otras moléculas
(por lo general con una mejor solubilidad que el IFA) en la red, respectivamente.

SOLIDO CRISTALINO
Monocomponente Multicomponente
| [ l |
23333 % Monofasico Multifasico
33333 I
23 [ [ | |
2P Se® 930 MK SEEE 2e
scedes 800 507 @=m=@ Satat .S
- LAVA AV : -
Polimorfismo “A“A“ hia(_m(_imd g’g\ggg 6#% “‘; ‘é_{:’}s
Solvato Sal Cocristal LATTAATTAA ? (;)J
(hidrato) aeaTa S Ve
2nene %2es
OaPa™ L
b= )= )=
' IFA P Solvente (agua) <> Moléculalonizada N Molécula Neutra Eutéctico Mezcla Fisica

Figura 1.1 Representacion de la organizacién estructural en formas sélidas multicomponentes
de un IFA.

Dentro de los sistemas monocomponentes, un mismo IFA puede cristalizar en
mas de una forma cristalina, cuando esto ocurre se obtiene un polimorfismo. Los
polimorfismos!4, son una forma monocomponente de cristalizacion. Estos se definen
como la capacidad de un compuesto dado para existir en varios estados sélidos
cristalinos diferentes. Es decir, las celdas cristalinas de los polimorfos contienen
moléculas de una tnica naturaleza quimica acomodadas de manera diferente. Sin
embargo, cuando se encuentran diluidos en solucién son el mismo compuesto. Al



Capitulo 1 - Introduccion

diferir las estructuras cristalinas, los polimorfos de una misma molécula presentan
propiedades fisico-quimicas diferentes. La forma mads conocida de un polimorfismo
(pero a nivel atémico, no molecular) es el carbono, el cual presenta 5 polimorfos sélidos
con propiedades muy diferentes entre si (diamante, nanotubos, grafito, grafeno y
fullereno).

Dentro de los sistemas multicomponentes podemos distinguir entre
compuestos monofasicos y multifasicos, que a la vez se subdividen en otros grupos:

e Monofasicos: cuando poseen una tnica fase observable. Los cristales de este

grupo muestran propiedades fisico-quimicas diferentes de las propiedades de

los compuestos puros con que fueron realizados. Entre los cristales monofasicos
podemos distinguir:

o Los solvatos, la molécula huésped del IFA es un solvente (por ej. etanol,
acetato de etilo o incluso agua)'s. Si el cristal aloja agua como solvente, el
compuesto se denomina hidrato, mientras que los compuestos sin agua en
cristalizacién se denominan anhidratos.

o Las sales cristalinas, la molécula que cristaliza junto con el IFA es una
molécula ionizada, por lo que es necesario que el IFA posea grupos
ionizables.

o Los cocristales, el IFA «cristaliza con una molécula neutra en una
estequiometria bien establecida.41

e Multifésicos: cuando poseen mas de una fase observable, es decir pueden

distinguirse las componentes individuales del cristal. Podemos diferenciar

entre:

o Las mezclas fisicas, no se obtiene un nuevo cristal, sino que se obtiene una
mezcla desordenada de las partes individuales. Las propiedades fisico-
quimicas de esta mezcla mantienen las propiedades de los precursores por
separado.

o Los compuestos eutécticos, no se obtiene un nuevo cristal, sino que se
obtiene una mezcla ordenada de las partes individuales. La caracteristica
principal de este tipo de compuestos es que presentan un punto de fusion
mas bajo que el de los sistemas puros. Las propiedades fisico-quimicas de
estos compuestos pueden diferir de las propiedades de los precursores por
separado.l”

1.2 Caracterizacion en estado sélido

Debido a las posibles diferencias entre las formas sélidas de un mismo IFA, es
necesaria una caracterizaciéon completa para conocer sus propiedades fisicas, quimicas,
de estabilidad termodindmica, etc. previo a cualquier etapa de disefio, desarrollo o
investigacion clinica.

1.2.1 Caracterizacién experimental

Existen numerosas técnicas que pueden ser aplicadas para la diferenciaciéon de
las formas sélidas de un compuesto, las cuales se basan en la medicién de propiedades



Capitulo 1 - Introduccién

fisicas, como la difraccién de rayos X en polvo, PXRD (por su sigla en inglés, Powder X-
ray Diffraction), los métodos térmicos de analisis, las técnicas espectroscopicas,
gravimétricas y quimicas. En principio, los experimentos de difracciéon de cristales
tnicos, SCD (por su sigla en inglés, Single Crystal Diffraction) producen mapas
detallados de las posiciones atémicas en la celda unidad asimétrica y esos trabajos son
considerados de gran valor en la caracterizaciéon de estado sélido. Sin embargo los
analisis SCD no siempre son posibles, por lo que, la mejor estrategia para el estudio de
compuestos en estado sélido involucra la combinacién de varias técnicas analiticas
complementarias.

Tradicionalmente, la caracterizacion fisica de los farmacos se basaba en la
PXRD, métodos térmicos como la calorimetria diferencial de barrido, DSC (por su sigla
en inglés, Differential Scanning Calorimetry) y la termogravimetria (TGA) vy
espectroscopia infrarroja (IR). Sin embargo, la resonancia magnética nuclear, NMR (por
su sigla en inglés, Nuclear Magnetic Resonance), con el desarrollo de la espectroscopia de
alta resolucion en sélidos, pas6 a ser una técnica fundamental en la caracterizaciéon de
farmacos en estado sélido.

La espectroscopia de NMR de estado sélido, ssNMR (por su sigla en inglés,
solid-state Nuclear Magnetic Resonance) desempefia un papel importante en la
caracterizacion de sélidos farmacéuticos, particularmente en las dltimas etapas del
desarrollo de fdrmacos. Las autoridades reguladoras como la Administraciéon de
Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) mencionan especificamente la
NMR de estado s6lido como una técnica recomendada para monitorear la formacién
de nuevas formas sélidas de sustancias farmacolégicas'®19, debido a su sensibilidad a la
estructura local?. Ademas, se ha vuelto relativamente comin que los investigadores
extraigan informacién estructural a nivel atémico, como la conformacién y las
proximidades nucleares a partir de los espectros de NMR.

Recientemente el término "NMR crystallography" se ha vuelto de uso comun, e
incluso causa asombro en algunas partes de la comunidad de difraccion. El poder de la
ssNMR  para  proporcionar informaciéon  cristalografica ha  aumentado
considerablemente desde que se combinaron por primera vez las técnicas de rotaciéon
al angulo magico, MAS (por su sigla en inglés, Magic Angle Spinning), polarizacion
cruzada, CP (por su sigla en inglés, Cross Polarizartion) y desacople de protones de alta
potencia en 1976. En los primeros afios del siglo XXI, la capacidad de la NMR para
proporcionar informaciéon para respaldar y facilitar el andlisis de los patrones de
difraccion de cristal y polvo se han aceptado ampliamente. De hecho, la NMR se utiliza
actualmente en combinacién con otras técnicas, como XRD y célculos computacionales
para resolver detalladamente las estructuras cristalinas.

1.2.2 Caracterizacion teodrica

Los desarrollos tecnolégicos y los avances en los métodos numéricos han
convertido a las simulaciones computacionales en una herramienta fundamental de la
ciencia basica. Las mejoras tecnoldgicas de las computadoras, en cuanto a poder de
computo, han hecho posible el desarrollo de estudios teéricos méds complejos y
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precisos. Por tal motivo, las simulaciones computacionales se aplican actualmente no
sOlo en diversas areas de las ciencias basicas, sino que también presentan un auge
como herramienta descriptiva y deductiva en la industria.

La ciencia e industria farmacéutica no estan exentas de la aplicacién de estos
métodos. Los métodos tedricos se suelen utilizar no sélo para predecir las propiedades
fisico-quimicas y estructurales de los IFA, sino también para explicar los resultados
obtenidos experimentalmente o para vaticinar las condiciones necesarias para obtener
las nuevas formas sélidas de compuestos farmacéuticos. Ademads, las propiedades
calculadas, como las constantes de apantallamiento de NMR, pueden facilitar
enormemente el andlisis de estado solido e incluso ayudar en el refinamiento de las
estructuras cristalinas?!.

1.2.3 Combinacion de NMR y DFT

Desde sus inicios, la concepcion tedrica de la NMR la postulé como una nueva
técnica analitica con un potencial superador. El posterior disefio técnico, en cuanto a
equipamientos, acompafniado del desarrollo de métodos de mediciéon y andlisis le
permitié alcanzar una precision y aplicabilidad que hoy la sittia entre las principales
técnicas analiticas en diversos ambitos. La NMR permite la distincién de atomos y
moléculas individuales en varios medios, tanto en soluciéon como en estado sélido. Es
una técnica no destructiva y proporciona una respuesta que posibilita dilucidar y
cuantificar la estructura molecular simultdneamente. Una de las ventajas précticas de la
NMR es la habilidad de estudiar sistemas que no pueden ser analizados por XRD. Las
formas amorfas, que por ejemplo no son posibles de describir por XRD, generalmente
dan muy buenos resultados en NMR. La NMR también es muy ttil para detectar
desorden estructural?2. Otra ventaja es la posibilidad de realizar experimentos en
funcién de la temperatura, en el rango de -150°C a 200°C. Los estudios realizados con
NMR tanto en fisica, quimica como medicina han sido de tal magnitud que a lo largo
de los afios fueron distinguidos en cinco ocasiones con el Premio Nobel.23

La cristalografia de NMR ha surgido como una herramienta importante para
evaluar la calidad de las estructuras cristalinas debido a las relaciones inherentes entre
las estructuras de nivel molecular y los parametros determinados por la espectroscopia
de NMR de estado s6lido?*%. Dada esta relacion entre la estructura y los pardmetros de
NMR, las investigaciones cristalograficas de NMR a menudo van acompafiadas de un
modelado computacional de las estructuras propuestas utilizando la teoria del
funcional de la densidad electrénica, DFT (por su sigla en inglés, Density Functional
Theory). La combinaciéon de espectroscopia de NMR de estado sélido y célculos de DFT
puede usarse para complementar, o incluso reemplazar?-?, la evaluacién de
estructuras a través de consideraciones termodinamicas.

1.3 Esta tesis

En este trabajo de tesis, se estudiaron mediante NMR de estado sodlido y
calculos computacionales basados en DEFT diferentes compuestos de interés



n Capitulo 1 - Introduccién

farmacéutico. Los mismos fueron sintetizados por los grupos de la Dra. Silvia L.
Cuffini de la Universidad Federal de San Pablo, Brasil y de la Dra. Norma R.
Sperandeo del Departamento de Ciencias Farmacéuticas de la Facultad de Ciencias
Quimicas, UNC, Coérdoba. Se estudiaron 3 compuestos diferentes: Tizoxanida,
Nevirapina y Tinidazol. La descripciéon completa de todos los compuestos se encuentra
en el Capitulo 4. Los compuestos obtenidos con Nevirapina y Tinidazol fueron
desarrollados como parte de las Tesis Doctorales de Rogeria Nunes Costa y Octavio
Fandifio respectivamente.

A partir de la combinacion de los resultados experimentales de NMR de estado
solido y de los célculos computacionales sobre Tizoxanida, se realizé un refinamiento
de su estructura cristalina. En particular dicha combinacién permitié una completa
descripcién de un enlace hidrégeno intramolecular particular, el cual es un elemento
clave en el ordenamiento de las moléculas dentro de la celda unidad del cristal. La
descripcién y andlisis de este compuesto se encuentra en el Capitulo 5.

Tanto Nevirapina como Tinidazol son compuestos farmacolégicos de baja
solubilidad en agua, por lo que se sometieron a procesos de cristalizacién junto con
otras moléculas en busca de nuevas formas sélidas que mejoren sus propiedades de
solubilidad. En este sentido, la espectroscopia de NMR de estado sélido fue una
herramienta fundamental para la diferenciaciéon e identificacion de las diferentes
formas soélidas obtenidas. Ademds, un anélisis detallado de los resultados
experimentales permiti6 la identificaciéon de las regiones moleculares donde ocurren
cambios conformacionales. La caracterizacion de cada uno de estos compuestos se
detalla en el Capitulo 6.

La combinacién de los resultados experimentales de NMR de estado sélido y de
SCXRD permiti6¢ identificar la presencia de desorden en un cocristal de Nevirapina.
Este comportamiento fue estudiado mediante calculos computacionales y nuevos
analisis experimentales. La conjuncién de todos los datos obtenidos hizo posible la
completa caracterizacion del desorden dentro de la estructura cristalina. Los datos y
analisis de este comportamiento se encuentran detallados en el Capitulo 7.

Si bien los datos de NMR de estado sélido y de XRD identificaron ciertas
muestras de compuestos multicomponentes de Nevirapina como mezclas fisicas, los
analisis térmicos mostraron un comportamiento caracteristico de sistemas eutécticos.
Esta aparente contradiccion se debe principalmente a que el comportamiento
macroscopico de los sistemas eutécticos es coincidente con el de una mezcla fisica. Las
técnicas térmicas que permiten identificar un comportamiento eutéctico son técnicas
destructivas, y en particular pueden favorecer a que una mezcla fisica se convierta en
un compuesto eutéctico durante el proceso de medicion. Por tal motivo, se realizaron
nuevos experimentos de NMR que analizan la dindmica de estos compuestos,
buscando una estrategia no invasiva que permita la identificaciéon de compuestos
eutécticos. Estos estudios se muestran en detalle en el Capitulo 8.
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Capitulo 2: Fundamentos tedricos

En este capitulo se presentan las bases tedricas de las técnicas utilizadas a lo
largo del desarrollo de esta tesis. En primer lugar, se presentaran las bases de la
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (NMR), y algunas especificaciones
propias de la NMR en Soélidos. A continuacion, se describe la Teoria del Funcional de la
Densidad Electrénica (DFT) y las aproximaciones utilizadas para el calculo de
propiedades de NMR.

2.1 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

211 Modelo Mecanico Cuantico

La Resonancia Magnética Nuclear (NMR) se basa en una propiedad cuéntica de

los nticleos denominada espin. Este es el momento angular intrinseco (I) del nucleo y
estd determinado por el nimero de particulas fundamentales que lo conforman. Cada

nucleo con I distinto de cero, posee un momento magnético nuclear (i), el cual estd
dado por:

fi=vyhl 2.1)

donde y es la razén giromagnética caracteristica de cada ntcleo y # la constante de

Planck. La magnitud del momento angular I determina la cantidad de estados de espin
posibles, los cuales se denotan mediante el nimero cudntico m, y puede tomar 2/ + 1
valores entre -l e I.

Un nicleo con espin I aislado tiene los 21 + 1 estados degenerados’. Si se coloca
este nicleo en un campo magnético estatico y uniforme esta degeneraciéon se rompe. El
Hamiltoniano de interaccion entre un espin nuclear y un campo magnético externo es
el denominado Hamiltoniano Zeeman ({;) y esta dado por:

Hz = —1.By (2.2)
donde By es el campo magnético externo aplicado. Por convencién, se toma la direcciéon
+z como la direcciéon del campo magnético B,. Por lo que es posible reescribir el

momento magnético ji en funcién de la componente z del momento angular I, y el
Hamiltoniano #, toma la forma:

H, = —yhl,B, (2.3)

Las autofunciones de H, son las funciones de onda que describen los posibles
estados estacionarios del sistema de espin en el campo By. Como, en este caso, H; es
proporcional a I,, las autofunciones de H, son también autofunciones de I,. Las
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mismas se escriben como |I,m), con I y m los nimeros cuanticos de espin y magnético,
respectivamente. Entonces, los autovalores de H, son las energias asociadas a los
diferentes estados de espin posibles y estan dadas por2:

EI,m = —mfl)/BO (24:)

. ) 1 . ) 1
Para un nucleo de espin | = ~ el nimero m tomara valores m = £~ , por lo que
. . ) —1 .
existen dos autoestados posibles con energias E1,1 = +EhyBO, como se ilustra en la
272

Figura 2.1. La diferencia de energia AE entre estos dos estados, puede asociarse a una
frecuencia caracteristica del nicleo, denominada frecuencia de Larmor w,. Esta es la
frecuencia de resonancia de un espin bajo un campo magnético dado y esta dada por:

wqy =YBy (2.5)

m=-1/2

AE = AyB, - wo

m=1/2

—

E=0 B =B,
Figura 2.1 Diagrama esquemédtico de los estados de energia de 'H. Donde y es la razén
giromagnética de 'H.

La naturaleza de los autoestados y sus poblaciones respectivas determinan
todas las propiedades del conjunto de espines en una muestra. Sin embargo, para
poder acceder a esa informacién es necesario interactuar con el sistema. Para ello, en

. . . . =g
los experimentos de NMR se aplican campos de radiofrecuencia (RF) B;
. . ., = « .
perpendiculares a la direccién del campo externo B, que producen transiciones de
algtin estado inicial a otro final.

2.1.2 Modelo vectorial

A continuacién, se presenta un modelo vectorial que permite estudiar al
fenémeno de la NMR de manera semi-clasica.

Como ya se presentd, todo nicleo posee un momento angular de espin
caracteristico y un momento magnético asociado. Cuando un ntcleo se coloca en
presencia de un campo magnético externo §0, su momento magnético [ precesa
alrededor de la direcciéon del campo con una frecuencia w, (frecuencia de Larmor dada
por la ecuacién (2.5), como se ilustra en la Figura 2.2, donde el sentido de giro esta
determinado por el signo de la constante y.



Capitulo 2 - Fundamentos Tedricos

y>=0 Yy<0
Figura 2.2 Diagrama de la precesién del momento magnético en un campo externo B,. La razén
giromagnética del niicleo determina el sentido de precesion.

Si se considera un conjunto de ntcleos (una muestra), en lugar de un ntcleo
singular, la magnetizacién neta de la muestra se define como la suma vectorial de los
momentos magnéticos individuales asociados a cada ntcleo.

M= Z i (2.6)

En ausencia de un campo magnético externo, los momentos magnéticos de la
muestra, se distribuyen aleatoriamente en el espacio, haciendo que la magnetizacion
neta sea nula, como puede observarse en la Figura 2.3 a. Si la muestra es colocada en
un campo magnético externo B, los momentos magnéticos individuales precesaran
alrededor de la direccién del campo externo a la frecuencia de Larmor. Aunque la
distribucién isotrépica de los espines hara que la magnetizacion neta siga siendo cero.
Sin embargo, el movimiento molecular conduce a una distribucién anisotrépica estable
de espines, denominado equilibrio térmico. La distribucién neta de las orientaciones de
espin, con momentos magnéticos en la direccién del campo externo es ligeramente mas
probable que las orientaciones con momentos magnéticos opuestos a la direccion del
mismo. La distribucion anisotrépica de los momentos magnéticos en equilibrio térmico
conduce a que la muestra adquiera una magnetizacion neta, M , a lo largo del campo,
como se esquematiza en la Figura 2.3.

a) b)

Q9 ¢ - S
% é e

Figura 2.3 Magnetizacién de un conjunto de espines, a) sin campo magnético, b) en presencia de

un campo externo B,

Durante los experimentos de NMR, la magnetizaciéon M es perturbada mediante
la aplicacion de pulsos de radio frecuencia (RF). Estos pulsos son campos
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electromagnéticos que se aplican perpendiculares a B, y se describen como ondas
dependientes del tiempo de frecuencia wgr. Por conveniencia, para describir los efectos
de los pulsos de RF en experimentos de NMR se realiza un cambio de coordenadas, y
se pasa del sistema de laboratorio a un sistema de referencia rotante (no inercial) cuya
frecuencia de rotacién es wgp en torno a E’},. Los ejes z y z” de los sistemas de referencia
de laboratorio y rotante, respectivamente, coinciden. Esto simplifica convenientemente
el analisis de los efectos de los campos electromagnéticos involucrados.

Cuando la frecuencia del campo §1 coincide con la frecuencia de Larmor (wgp =
wy), se dice que el pulso esta en resonancia. En este caso, el campo aplicado B, luce
como un campo estdtico a lo largo de un eje en el plano x’y’ del sistema rotante.
Entonces, la magnetizacion M interactda con B, y precesa a una frecuencia
denominada frecuencia de nutacion (w; =yB;) y la accién del campo magnético
externo B, se elimina de manera efectiva. Cuando la onda de RF no tiene exactamente
la misma frecuencia que la de Larmor (wgr # wy), es decir esta fuera de resonancia, el
campo By no se elimina completamente y la magnetizacién neta interactia con un
campo efectivo B, s dado por:

Boss = (BO — %) k+B, 2.7)

El campo RF se aplica, generalmente, en forma de pulsos cortos. Un pulso se
caracteriza por un angulo fzr y una fase ¢rr, donde la fase se define como el angulo
que forma B; con el eje x del sistema rotante (¢rr puede ser 0 0 909, si el pulso se aplica
en x o en y respectivamente); y el angulo 6z es el angulo que girard la magnetizacion
M durante el tiempo de pulso. La relacién entre el angulo del pulso y el tiempo del
mismo esta dada por?:

grf = W1 Ty (2.8)

En la Figura 2.4 se muestra el efecto de un pulso con angulo 6z = 90° y fase ¢pp =
90°. La magnetizacion en la direccioén z” es rotada en 90° alrededor del eje y’, dando
como resultado una magnetizacién en la direccion x’.

Zl

A

)\M

GTf
> y, ] V3
% 4 -
, b
X x

Figura 2.4 Representacion del efecto de un pulso de 902,

Un momento magnético girando genera un campo magnético oscilante; y un
campo magnético oscilante tiene asociado, por Maxwell, un campo eléctrico. Este
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efecto lleva a que la componente de M, transversal al campo By, precesando alrededor

de B, genera un campo eléctrico. Si se coloca una bobina de alambre cerca de la
muestra, el campo eléctrico asociado generara una corriente de RF inducida en la
bobina. Esta corriente eléctrica oscilante se denomina sefial de NMR o decaimiento
libre de la sefial inducida, FID (por su sigla en inglés, free induction decay); y la
transformada de Fourier (FT) de esta sefial convierte los FID en los espectros de NMR
familiares.

4 Bobina

< FID Transformada
de Fourier

L

Espectro de RMN
Magnetizacion
Transversal
X
Figura 2.5 Generacién de un espectro de RNM.

2.1.3 Relajacion

Cuando un sistema es perturbado llevandolo fuera de su estado de equilibrio
éste retornara a su estado inicial a través de procesos de relajacion. En un experimento
de NMR, los pulsos RF se utilizan para perturbar el estado de equilibrio de la
magnetizacion. Cuando se apaga dicho pulso, M vuelve al equilibrio mediante dos
procesos: relajacion longitudinal (que tiene un tiempo T; asociado) y relajacion
transversal (que tiene un tiempo T, asociado). Existen otros procesos de relacion,
dependiendo de cudles son las interacciones dominantes, entre los mas relevantes
debemos mencionar la relajacién asociada a la aplicacién de un campo constante de RF,
conocido como relajacion en la terna rotante (que tiene un tiempo T, asociado).

La relajacion longitudinal, o espin-red, describe el retorno al equilibrio de la
poblacion de los estados de espin, es decir, el retorno del vector M al eje B, (ecuacién
(2.9)). En este caso, las interacciones entre espines resultan en la transferencia de
energia a la red circundante, por lo que la relajacién se ve afectada por la dindamica
local en el sistema. La constante de tiempo para este proceso se conoce como T3, y en,
sistemas solidos, es del orden de varios segundos. La ecuacién (2.9) describe el
comportamiento de la componente longitudinal de la magnetizacion con el tiempo:

M, (t) = My, <1 = e(;_f)> 2.9)

donde M., es la magnetizacion en el equilibrio térmico. El tiempo de relajacion T: de
un sistema determina qué tan rdpido pueden aplicarse pulsos de RF sucesivos, ya que,



Capitulo 2 - Fundamentos Tedricos

si la magnetizacion no ha vuelto al estado inicial antes del siguiente pulso, el pulso RF

afectara solo a la parte relajada de M. Para que ocurra la relajacion total de M, el tiempo
entre los pulsos debe ser de al menos 5 veces T1, en cuyo punto la magnetizaciéon se ha
relajado en un 99%?2.

Z,

foE0

4
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D AR AR £,
LSS

A

sy

v

M,(t) M,(t)

Figura 2.6 Arriba: Relajacion del vector magnetizacién después de un pulso de g Relajacién T1 a

lo largo del eje z’ en rojo, relajaciéon T> en el plano xy’ en naranja y T1, con spin-lock en el plano
x'y" en verde. Abajo: Comportamiento de la intensidad de las componentes de la magnetizacién
en funcién del tiempo.

La relajaciéon transversal, también conocida como espin-espin, describe el
decaimiento de la componente transversal de la magnetizacién (M,,,, ecuacion (2.10)).
Esta componente se encuentra directamente relacionada con la pérdida de coherencia
de los espines en el plano perpendicular al campo B,. Este mecanismo implica la
interaccion de espines entre si sin transferir energia a la red circundante. La constante
de tiempo asociada con este proceso se denomina T> y generalmente se encuentra en la
escala de los milisegundos. La ecuacién (2.10) muestra la expresién matematica para la
relajacion de la componente M,,,.

My () = My (0)e(T) 2.10)

Existe otro tipo de relajacién denominado T, o relajacién en la terna rotante,
que sigue el mismo principio que el tiempo Ti, excepto que la magnetizacién se
equilibra a una temperatura de espin dada por la amplitud del campo de RF aplicado.
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El tiempo T1, es sensible a los movimientos moleculares en escalas de tiempo de los
milisegundos, a diferencia de T, que es sensible a los movimientos del orden de los
microsegundos?.

-t
My _gp(t) = Mxy_RF(O)e(m) (2.11)

En la Figura 2.6 se muestra el comportamiento del vector magnetizacién cuando estd
afectado por cada uno de los procesos de relajacién.

2.1.4 Interacciones de NMR

Hasta este momento se han analizado los efectos de la aplicaciéon de campos
magnéticos externos sobre un conjunto de espines. Sin embargo, existen fuentes de
campos magnéticos en el interior de la muestra que también afectan al sistema de
espines. Sin la presencia de estos campos magnéticos internos, todos los nticleos de una
misma especie resonarfan a una misma frecuencia y el espectro de NMR resultaria en
una Unica sefial. Sin embargo, las interacciones existentes dentro de una muestra,
provocan cambios sustanciales en las sefiales de resonancia y son las que permiten

obtener informacién sobre la misma, es decir dan sentido al analisis espectroscépico de
NMR.

El Hamiltoniano de interaccién total de un espin nuclear [ esta dado por:
}TT:}TZ+}TRF+}TC5+}TD +.7:Z‘] +.7:Z‘Q (212)

donde cada término identifica una interaccion diferente. Las principales interacciones
son:

e H, el Hamiltoniano Zeeman: describe la interaccién de los espines con el

campo magnético externo By, el cual es constante.

o Hgp, el Hamiltoniano de RF: describe la interaccion de los espines con el campo

magnético externo B; y es dependiente del tiempo.

e F,s el Hamiltoniano de Corrimiento Quimico (CS por su sigla en inglés,

Chemical Shift): describe el efecto de apantallamiento del campo B, debido a los
electrones presentes alrededor del nicleo.

e Hp, el Hamiltoniano de acoplamiento Dipolar: describe la interaccién espin-
espin entre ntcleos a través del espacio.

e H;, el Hamiltoniano de acoplamiento J o acoplamiento indirecto: describe la
interaccién magnética indirecta entre los espines nucleares mediada por la
presencia de electrones.

e H,, el Hamiltoniano de acoplamiento Cuadrupolar (Q por su nombre en
inglés): describe el efecto la interaccion de los ntcleos que poseen espin nuclear
mayor a %2 con el gradiente de campo eléctrico.
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A continuacion, se describen brevemente estas interacciones.

2.1.4.1 Corrimiento quimico

Los nucleos estdn rodeados por una nube de electrones y, en presencia de un
campo B,, esta densidad de electrones induce un pequefio campo magnético que se
opone al campo aplicado. Esto produce que el nicleo en lugar de “sentir” un campo
aplicado §0, “sienta” un campo efectivo reducido Enuc, seglin se muestra en la ecuacion
(2.13) donde o es el tensor de apantallamiento quimico.

Enuc =(1- O-)EO (2.13)

De esta manera, las energias de los estados del sistema de espines se veran afectadas
por el apantallamiento magnético, por lo que la frecuencia de resonancia de cada
nucleo variara en funcion de o, el tensor de apantallamiento magnético. Es decir, en
funcién de la distribuciéon de electrones alrededor del ntcleo y de la orientaciéon de

estos respecto del campo externo By. El tensor o es un tensor de rango 2 que puede
representarse como:

Oxx Oxy Oxz
g =|0yx Oyy Oyz (2.14)

Ozx Ozy Ozz

Este tensor suele escribirse en un sistema de coordenadas, denominado Sistema
de Ejes Principales (SEP) en el cual es diagonal. La orientacion del SEP estd
determinada por la estructura electrénica de la molécula que contiene al ntcleo
estudiado y esta fijo con respecto a la molécula. Si se considera al tensor como un
elipsoide fijo en la molécula y centrado en el nucleo, los ejes principales de la elipse
coinciden con los ejes del SEP, y la longitud de cada eje principal del elipsoide es
proporcional al valor principal del tensor asociado con ese eje principal. En la Figura
2.7 se muestra ilustracién de la representacion del tensor de apantallamiento como un
elipsoide, y la definicién de los dngulos polares que definen la orientacién del campo

externo B, en el SEP.

Figura 2.7 Representacién del tensor de apantallamiento quimico como elipsoide y definiciéon de

los dngulos polares para la orientacién del campo B, en el Sistema de Ejes Principales.
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Los tres valores principales del tensor de apantallamiento quimico oz

generalmente se expresan como un valor isotrépico g;5,, uno anisotrépico A y uno
asimétrico 7. Estas cantidades estan definidas como:

1
Oiso = §(0,§fp +o3EP + 0;E7) (2.15)
A= o3 FP — oy, (2.16)
SEP SEP
_ Oxx — ny
zz

En funcién de estas componentes, la frecuencia de corrimiento quimico se
expresa como:

wes(6,9) = —wooiso — %wOA (3 cos?(6) — 1 + %77 sin?(8) cos (qu)) (2.18)
donde 6 y ¢ definen la orientacién del campo aplicado B, en el SEP, como se muestra
en la Figura 2.7. El primer término de la ecuacién (2.18) corresponde al corrimiento
quimico isotrépico y en un espectro de NMR se observa como un cambio en la
frecuencia de resonancia tipica del ntcleo; donde una frecuencia mas baja significa que
el ndcleo estd més apantallado, es decir “siente” un menor campo magnético. Dado
que es muy dificil medir el apantallamiento magnético de manera directa?, en su lugar
se miden los corrimientos quimicos §, en unidades de partes por millén (ppm). Estos,
en una buena aproximacion, son linealmente dependientes del campo!, y generalmente
se informan con relacién a un compuesto de referencia tal como tetrametilsilano (TMS,
C4H1Si) para el caso de H, Cy Si. Este corrimiento se calcula como:

W — Wref %

5= 10° (2.19)

wref
donde w y w,¢s son las frecuencias de NMR, medidas en el mismo campo aplicado, del

compuesto de interés y la muestra de referencia, respectivamente.

El segundo término de la ecuacion (2.18) estd asociado a la anisotropia y a la
asimetria, se conoce como anisotropia de corrimiento quimico, CSA (por su sigla en
inglés, Chemical Shift Anisotropy) y es altamente dependiente de la orientaciéon de cada
molécula respecto a B,. En una muestra de polvo, estan presentes todas las
orientaciones moleculares, lo que significa que todos los valores del angulo 6 y ¢ son
posibles. Cada orientacion molecular diferente implica un corrimiento quimico
diferente, y, por lo tanto, el espectro presentard lineas de las diferentes orientaciones
moleculares superpuestas.
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2.1.4.2 Interaccion Dipolar

Asi como dos imanes clésicos interacttian entre si a través del espacio, también
lo hacen los espines nucleares a través de la denominada interaccién dipolar.
Clasicamente, la energia de interaccion entre dos dipolos magnéticos fi; y fi, separados
por 7 es:

(2.20)

3
4T

{ fiy- i, (1. 7) (i 7_”))} Ho
U= 3 5 4n
T T

Sustituyendo los dipolos magnéticos por la definicion cudntica del operador momento
magnético [ para un espin I (ver ecuacién (2.1)), se obtiene el hamiltoniano de
acoplamiento dipolar entre dos espines I y S:

_ Lo .S _(I.%)(S.7)
Hp = —Emshz {r—?, R — (2.21)

Reescribiéndolo en coordenadas esféricas:

g - _ Hoyiysh?
b 4 13

(A+B+C+D+E+F) (2.22)

donde

A=1,5,(3cos?6—1)

Looa e 2
B = —Z(I+S_ +1.5,)(3cos?6 — 1)
3 o o
C= —E(Iz5+ + I+SZ)(sen9c0596 )
3 L _ (2.23)
D= —E(IZS_ +1_5,)(sen6 cos 0 e*'?)
3. . )
E= 3 +S,. sen? f e 2i¢
3. . .
F= ~3 _S_sen?fet?i¢

los dngulos 6 y ¢ son los dngulos polar y azimutal, respectivamente, que forma el
vector internuclear 7;5 con el campo §0. Vale destacar que la intensidad de esta
interaccion es mucho mas chica que la interaccion Zeeman, por lo que puede
considerarse como una perturbaciéon a ésta ultima. El hamiltoniano dipolar puede
escribirse entonces como un hamiltoniano secular, HJ, respecto del hamiltoniano
Zeeman.

Para el caso de interacciones entre espines iguales (I, I) deben conservarse tanto
el término A como el B de (2.23), quedando:
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go — _ Lk v’h?
I 241 13

) o1
(3cos?20 — 1) 21,1, — 3 (L _+1.1,) (2.24)
Mientras que el caso heteronuclear sélo se conserva el término A:

232
Ko Vi“h A
Ay =~ 5 Bcos?0 — DIy (2.25)

La constante de acople dipolar contiene informacién acerca de la distancia
internuclear, r, y el término (3cos?6 —1) contiene informacion acerca de la

orientacion con respecto al campo estdtico By. La interaccion dipolar brinda
informacion muy til, por ejemplo, distancias internucleares (inter moleculares e intra
moleculares), grado de orden en el sistema, etc. Esta interaccién, al depender del
angulo 0, solo sobrevive en medios anisotrépicos como cristales liquidos o sélidos. Sin
embargo, en RMN de alta resolucién de estado solido esta interaccion es generalmente
indeseada debido a que las lineas resultantes son muy anchas, lo que lleva a tener poca
resolucion espectral.

2.1.4.3 Interaccion Cuadrupolar

Los ntcleos cuadrupolares constituyen mas del 74% de la tabla periédicas y
poseen un espin nuclear I > %. Esto significa que la distribucion de carga en el nicleo
no es uniforme, por lo que puede interactuar con el gradiente de campo eléctrico local
(EFG) que resulta de la densidad de electrones cercana. La interaccién cuadrupolar es,
por lo tanto, una interaccién eléctrica en lugar de una interaccién magnética y, por lo
general, es varios 6rdenes de magnitud més pequena que la interaccion Zeeman. El
EFG se describe a través de un tensor eq de trasa nula que no posee componente
isotrépica. Al igual que en el caso del tensor de corrimiento quimico, las componentes
principales del tensor eq se expresan en su SEP. A partir de estas componentes se
definen la constante de acoplamiento cuadrupolar y, y la asimetria n como:

_ ezqgpr (2.26)
h
SEP SEP
Axx — Qyy
= SEP (2.27)
qzz

donde eQ es el momento cuadrupolar del ntcleo estudiado.
En funcién de estas cantidades, el Hamiltoniano de interaccién cuadrupolar

esta dado por:

— 3x

1 PN
H, = m(B cos?(0) — 1+ 7 sin?(0) cos (qu)) (31, - 1?) (2.28)

donde 6 y ¢ definen la orientacion del campo aplicado B, en el SEP de manera analoga
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a la presenta en la Figura 2.7. A partir de la ecuacion (2.28) se pueden encontrar las
frecuencias de transicion esperadas para un ndcleo cuadrupolar en un campo
magnético fuerte. En caso de no poseer asimetria (7 = 0), estas frecuencias estaran
dadas por:

3/2m—1 ,
wo(0) = wo — 5(—) x(3 cos*(0) — 1) (2.29)

121 -1)

donde wy es la frecuencia de Larmor en ausencia de acoplamiento cuadrupolar y m es
el namero cudntico magnético; el segundo término describe la modulacién de la
frecuencia debido al acoplamiento cuadrupolar. La forma de linea resultante entonces
depende fuertemente del nicleo bajo estudio y de la orientacién del campo externo. La
dependencia (3 cos?(f) — 1) de las frecuencias de transicion lleva a que cada
transicion de lugar a una forma de linea similar a la que se observa en anisotropia por
corrimiento quimico y en el acoplamiento dipolar.

2.1.4.4 Acoplamiento indirecto, |

La densidad de electrones que rodea los ndcleos permite que los espines
vecinos interacten entre si. Esta interacciéon se denomina acoplamiento indirecto
espin-espin o acomplamiento J. Este es exclusivamente una interaccién intramolecular
y permite una correlacion directa entre la NMR y la quimica. El acoplamiento en ] es
anisotropico debido a la naturaleza asimétrica de la densidad electrénica, pero la
magnitud es pequefia en comparacion con otras interacciones presentes en estado
solido, por lo que generalmente no afecta la apariencia de los espectros. Sin embargo,
un andlisis detallado permite explorar su relacion con la conectividad intramolecular?.

215 NMR en estado sélido

El estudio de las interacciones nucleares a través de los espectros de NMR
puede proporcionar informacion ttil sobre el sistema en estudio. Sin embargo, las
interacciones descriptas anteriormente son todas dependientes de la orientacién con
respecto a By. Como resultado de esto, el espectro de NMR de una muestra de polvo
contiene lineas anchas (caracteristicos de los patrones de polvo) que ocultan
informacion sobre los sitios nucleares individuales que pueda contener el espectro.
Esto lleva a que en NMR de estado s6lido sea necesario aplicar técnicas particulares
que permitan sortear estos efectos y obtener alta resolucién en los espectros.

En la década de 1950 se descubrié que girar mecanicamente una muestra sélida
dentro de la sonda de NMR en un angulo de 54,74° con respecto al campo B, da como
resultado un notable estrechamiento de las lineas espectrales, mejorando asi la
resolucion experimental®’. Esto se debe a que todas las interacciones de NMR
contienen un término dependiente de la orientacion de la forma (3 cos?(6) — 1).
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Cuando 8 = 54,74°, denominado el angulo magico, este término se convierte en cero
simulando asi el movimiento isotrépico que ocurre en la solucién. Los sistemas con
rotaciéon al angulo magico (MAS por su sigla en inglés, Magic Angle Spinning) han
abierto nuevas areas de manipulaciéon de sefales, permitiendo cada vez mejores
experimentos en NMR de estado sélido.

La interacciéon dipolar en sélidos organicos es tipicamente moderada, de
alrededor de 2 kHz para el acoplamiento 3C-13C8, por lo que bajas velocidades MAS (2-
10 kHz) son suficientes para promediar dicha interaccién. Sin embargo, la magnitud
del acoplamiento dipolar que involucra protones en estado sélido es particularmente
grande2 de aproximadamente 25 kHz para el acoplamiento 'H-13C y mucho mas
grande para el acoplamiento 'H-'H. Esto significa que los espectros de 'H requieren
velocidades de rotacion caracteristicamente altas para estrechar las lineas espectrales®.
Dado el desafio mecanico que significa rotar a tan altas velocidades, se utilizan ademés
secuencias multipulsos para disminuir el acoplamiento dipolar efectivo. Estas
secuencias, conocidas como secuencias de desacople, se aplican en conjunto con MAS
para obtener espectros de mayor resolucion. En el Capitulo 3 se presentan con mas
detalle las secuencias de desacople utilizadas durante esta tesis.

Por otro lado, las contribuciones del corrimiento quimico (CSA) pueden
alcanzar hasta unos 15 kHz para 3C, lo que requiere velocidades MAS de al menos 25
kHz para promediarlas totalmente. Cuando se utilizan velocidades mas bajas, el patron
de polvo se desdobla en varias bandas rotacionales, que aparecen a cada lado del
desplazamiento isotropico separadas por la frecuencia de rotacion. Estas bandas
rotacionales son el resultado de ecos de rotacion: la orientacién de la muestra cambia

con respecto a B, durante la rotacién MAS, por lo que w; y el apantallamiento quimico

también cambian, volviendo a sus valores originales cuando el rotor vuelve a su

posicion original con respecto a By. La sefial, por lo tanto, consiste en una serie de ecos
rotacionales asociados con esta evolucion®. En presencia de un CSA grande y
velocidades de rotaciéon bajas, el pico isotrépico no es necesariamente el mds intenso,
Figura 2.8, y las bandas rotacionales pueden ser atin mds intensas si la contribucién
dipolar también es grande. El CSA escala con la frecuencia de Larmor (ver ecuacién
(2.18)), por lo que se requiere rotaciones més rapidas en campos magnéticos mas altos2.
De manera similar, la interaccién cuadrupolar es demasiado grande para promediarla
por completo, lo que resulta en maltiples bandas rotacionales al usar MAS.
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Contribucion CSA dominante Contribucién Dipolar dominante

Estatico Esta'tico/\

MAS lento MAS lento
Wmas
}\ WyAs «>
MAS rapido | MAS réapido
MAS rapido MAS rapido
y desacople y desacople }k
1) iso 61'50

Figura 2.8 Efecto de la MAS y el desacoplamiento en espectros esquematicos de dos sistemas,
uno dominado por CSA y el otro dominado por acoplamiento dipolar.

Los primeros experimentos® MAS se realizaron rotando a aproximadamente
0,8kHz, mientras que en la actualidad®® existen sondas capaces de rotar a 150kHz. A
pesar de los grandes avances en el disefio de sondas MAS, atin son necesarios mayores
desarrollos mecanicos que permitan alcanzar mayores velocidades de rotacion. En 2015
Bockmann et al.!! estimaron que se necesitan velocidades de rotacién de unos 250kHz
para poder promediar de manera efectiva acoplamientos dipolares homonucleares en
proteinas. De esta manera podrian obtenerse espectros de NMR en estado solido con
resoluciones comparables a los espectros en solucién?l.

Una limitacion importante en la NMR es la baja abundancia natural de algunos
isétopos sensibles a la técnica e importantes en el area de cristales moleculares
organicos como por ejemplo BBC y 5N, los cuales tienen una abundancia natural de
1,1% y 0,37%, respectivamente. La poca abundancia natural del ntcleo implica que la
relacién sefial ruido sea inevitablemente pobre. Ademas, los tiempos de relajaciéon de
estos nucleos con poca abundancia natural suelen ser muy largos, dada la ausencia de
interaccion dipolar homonuclear fuerte, que pueda estimular la relajacién espin red.
Los largos tiempos de relajaciéon hacen que el tiempo minimo entre experimentos sea
muy largo y la poca abundancia hace que se necesiten un gran namero de repeticiones
para obtener un espectro de calidad. En la basqueda de sortear estas desventajas los
espectroscopistas han desarrollado secuencias de doble resonancia, como la
Polarizacion Cruzada (CP por su sigla en inglés, Cross Polarization). En el Capitulo 3 se
presentan una explicacién de las secuencias utilizadas en esta tesis.
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2.2 Teoria del Funcional de la Densidad Electronica

La aplicaciéon de la Teoria del Funcional de la Densidad electrénica (DFT, por
sus siglas en inglés, Density Functional Theory) permite el estudio de una gran variedad
de propiedades de los materiales en base a un procedimiento variacional alternativo a
la resoluciéon de la ecuacién de Schrodinger. Desde los ultimos afios, la DFT es
considerada como un método de mecanica cudntica satisfactoriamente meticuloso y
competente para ser empleado en estudios farmacéuticos!2. Los sistemas moleculares
biolégicamente importantes se pueden describir con precision utilizando DFT a un
costo computacional menor que otros métodos computacionales, lo que la convierte en
una técnica altamente utilizada. La combinaciéon de NMR y DFT para el estudio
cristalografico de materiales ha aumentado significativamente en las tltimas décadas?,
de la mano del desarrollo del calculo computacional. En la Figura 2.9 puede verse el
notorio aumento de las publicaciones que combinan estas dos técnicas en los tltimos
30 afios. A continuacidn, se analizan brevemente los fundamentos de esta teoria.

1750 ~
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Figura 2.9 Numero de publicaciones por afio que contienen las palabras DFT y NMR en los
altimos 30afios. Datos obtenidos de SCOPUS.

El comportamiento de una coleccién de dtomos (ntcleos y electrones) se puede
describir resolviendo la ecuaciéon de Schrodinger del sistema:

H|¥) = E|¥) (2.30)

donde el hamiltoniano A contiene las diversas interacciones entre las particulas que
conforman el sistema en estudio. Es posible llegar a la resolucién analitica exacta de
esta ecuacion para un atomo de hidrégeno (H), mientras que para la molécula de
hidrégeno (H:) ya son necesarias aproximaciones y soluciones numéricas debido al
gran numero de variables a considerar. Por lo que una aplicacion directa de esta
ecuacion en materiales reales resulta imposible. Por ejemplo, si se quisiera aplicar la
ecuaciéon (2.30) a una tnica molécula de agua (la cual contiene 3 ntcleos y 10
electrones), la funciéon de onda completa es una funciéon de 39 dimensiones (3
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dimensiones espaciales por cada ndcleo y electrén) que deben resolverse en forma
simultanea debido a las interacciones entre ellas.

Se puede hacer una simplificacién importante al sefalar que la masa de los
nucleos es mucho mayor que la masa del electrén, lo cual conduce a la aproximacién
de Born-Oppenheimer?3, en la que los grados de libertad, electrénicos y nucleares,
pueden separarse. En el caso del calculo de una molécula de agua pasariamos a tener
30 dimensiones para los electrones. Entonces, incluso con esta simplificacién, sigue
siendo poco practico resolver la ecuacion (2.30) para cualquier otro sistema que no sea
el mas trivial.

La DFT fue desarrollada por Hohenberg y Kohn'4 en 1964, quienes replantearon
la ecuacion de Schrodinger para definir a la energia como un funcional universal de la
densidad electrénica que permite la obtencién de todas las propiedades del sistema. Si
bien esta teorfa no plantea la forma de dicho funcional, demuestra la existencia del
mismo y plantea que este funcional minimiza la energia para la densidad del estado
fundamental. El enfoque DFT reduce teéricamente el problema de las 3N dimensiones
en cualquier sistema de N electrones a s6lo 3 dimensiones (las espaciales de la
densidad electrénica). En base a esta teoria no es necesario encontrar la funcién de
onda asociada a cada electrén, dado que toda la informacién se puede obtener a partir
de una tnica densidad electrénica colectiva del sistema.

La formulacién de Kohn-Sham reescribe las ecuaciones de la DFT para
posibilitar su aplicacion practica. Esta formulacién mapea exactamente la ecuacién de
Schrodinger de muchos cuerpos (2.30) en un conjunto de N ecuaciones (N el nimero de
electrones del sistema) que involucran funciones de onda de una sola particula
(funcién de onda de Kohn-Sham)

2

2m,

donde el potencial de Kohn-Sham, v.¢f(#) contiene términos que surgen de la
interaccién con las cargas ionicas V;,,(7), la energia de interaccion de Coulomb de la
densidad de carga que interacttia consigo misma y un potencial Vy., que describe los
efectos de correlacion e intercambio entre los electrones:

- —>- -7 p(F’) -
Verf(P) = Vion () + f dr =7 + Vxclp(P)] (2.32)
En la Figura 2.10 se muestra un diagrama de flujo de la resolucién de las ecuaciones de
Kohn-Sham, mediante calculo autoconsistente, utilizado en las simulaciones DFT.
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V;on conocido/ construido |

{ Estimacion inicial de p(7) |

Calculo Vi [p] y Vxclpl
!

‘ Verf (1) = Vign (™) + Vg lp()] + Ve lp ()] |
Generar 1

nueva p(7) 72
HY;(F) = [_vaz + veff(F)] W, (1) = e¥;(7)

Calculo de nueva p(7) = ¥;|¥;(1)|?

NO J
;Autoconsistente?

JSI

Ahora pueden calcularse todas las propiedades del sistema

Figura 2.10 Diagrama de flujo de la resolucion de las ecuaciones de Khon-Sham, mediante
calculo autoconsistente, utilizado en las simulaciones DFT.

El conjunto de ecuaciones (2.31) y (2.32), para electrones no interactuantes, es
un sistema resoluble, pero al precio de que se desconoce la forma exacta del funcional
Vxc. Sin embargo, diferentes aproximaciones a dicho funcional han demostrado la
capacidad de describir satisfactoriamente muchos sistemas. Se han propuesto
numerosos funcionales Vyc, entre los cuales el funcional con aproximacion del
gradiente generalizado de la densidad electronica (GGA) de Perdew, Burke y
Ernzerhof (PBE)?5 se ha utilizado ampliamente para calculos de pardmetros de NMR en
estado solido’s, y es el que se utiliz6 para los calculos realizados en esta tesis.

Para resolver numéricamente el problema de autovalores de la ecuacién (2.31),
los autoestados deben estar representados en algtin conjunto de bases. Si bien hay
muchas opciones posibles, el programa Quantum Espresso utilizado durante esta tesis,
hace uso de una base de ondas planas. El uso de este conjunto base tiene muchas
ventajas: las ondas planas forman una base matemdticamente simple, naturalmente
incorporan condiciones de contorno peridédicas y, quizas lo mds importante, los
calculos de ondas planas se pueden llevar sistematicamente a la convergencia en
funciéon del tamafio de la base. El nimero de ondas planas utilizadas, es decir, el
tamafio del conjunto base, es uno de los parametros de calculo mas importantes y se
controla mediante la energia de corte E.... Por otro lado, dado que el enfoque de ondas
planas utiliza el Teorema de Bloch para explotar la simetria traslacional de los sistemas
cristalinos, las propiedades fisicas se calculan como un promedio sobre un niamero
determinado de puntos k en la primer Zona de Brillouin del espacio reciproco?’. El
espaciado de puntos k determina qué tan definido es el muestreo de la Zona de
Brillouin; cuanto mas fino sea el muestreo, més recursos computacionales se requieren,
pero los valores predichos serdn més confiables. Ambos parametros se ajustan en los
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célculos para tener una descripcioén correcta del sistema y sus propiedades, sin emplear
mas recursos computacionales de los necesarios. Este ajuste depende de cada sistema
en particular, el detalle de los mismos se encuentra en el Capitulo 3.

Los electrones de un atomo se pueden dividir en dos tipos: electrones de carozo
y electrones de valencia. Los electrones de carozo (o core) son los que estan
estrechamente unidos al ntcleo y no juegan ningtn papel en las interacciones entre
atomos. Los electrones de valencia, en cambio, dictan la mayoria de las propiedades
del material ya que son quienes participan de los enlaces quimicos. Dada esta
distincién entre los electrones de un atomo, es comun utilizar la aproximaciéon de
pseudopotenciales para representar las interacciones entre los estados de core y de
valencia. En esta aproximaciéon soélo los electrones de valencia se consideran
explicitamente, mientras que los efectos de los electrones de carozo y el ntcleo se
integran dentro de un potencial iénico equivalente. La ventaja de esta aproximacion es
que reduce el nimero de grados de libertad y ademas reduce el costo computacional
de considerar la ortogonalidad de las funciones de onda entre los electrones de core y
de wvalencia. Se han desarrollado numerosos esquemas para producir
pseudopotenciales 6ptimos, entre las opciones mads utilizadas se encuentran los
pseudopotenciales que conservan la norma desarrollados por Troullier y Martins!8 y el
esquema ultrasoft de Vanderbilt®°.

La prediccion mediante métodos ab initio (que parten de las ecuaciones
fundamentales de la fisica cuantica) de corrimientos quimicos se ha aplicado durante
mucho tiempo en moléculas aisladas relativamente pequefias?2l. El creciente interés
por la implementacién de espectroscopia de alta resolucion por NMR de sistemas
extensos (cristales ordenados, solidos amorfos, incluso biomoléculas grandes),
demanda un soporte tedrico para apoyar el experimento. Dada la periodicidad de los
cristales moleculares los enfoques que utilizan DFT con bases de ondas planas son la
primera opcion para el calculo de pardametros de NMR. Sin embargo, el hecho de que
las propiedades de NMR sean altamente sensibles a la estructura electrénica, incluidos
los electrones de core, hace que la informacién “excluida” en la aproximacién de
pseudopotenciales deba recuperarse para realizar dichos célculos. Por esta razén, en
2001 Pickard y Mauri®?2 desarrollaron un método numérico mediante el cual las
propiedades de los electrones de core son reconsideradas en la aproximacion de
pseudopotencial atémico: el método del proyector de onda aumentada con indicador
incluido (GIPAW por su sigla en inglés, Gauge Including Projector Aumented Wave). Este
método es una extensién de la teoria del proyector de onda aumentada (PAW por su sigla
en inglés, Projector Aumented Wave) desarrollada por van de Walle y Blochl?. El método
PAW es un método que demostré ser apropiado para sistemas aislados en un campo
magnético externo, pero no asi para sistemas periddicos. El método GIPAW se ha
convertido, desde su desarrollo, en el método mas utilizado por la comunidad de
cristalografia de NMR tanto para el estudio de materiales organicos como inorganicos.

En la actualidad existen numerosos c6digos computacionales que permiten la
realizacién de calculos de DFT con gran eficiencia, tanto de distribucién gratuita como
bajo licencia. En esta tesis se utiliz6 el cédigo libre Quantum Espresso?, el cual tiene
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una amplia aplicacion en la descripcién de propiedades de materiales y es uno de los
codigos de mayor uso en el drea. Ademés, el coédigo dispone de un paquete adicional
que permite realizar un post-procesamiento de datos para obtener los parametros de
NMR mediante el método GIPAW. En el presente trabajo de tesis se realizaron célculos
DEFT para el estudio de diferentes sistemas cristalinos desarrollados en los Capitulos 5
y 7. Debido a la complejidad de estos sistemas es necesario un gran poder de cémputo,
por lo que los calculos se realizaron utilizando recursos computacionales del CCAD de
la Universidad Nacional de Cérdoba, que forman parte del SNCAD del MinCyT. En el
Capitulo 3 se detallan los parametros de cada uno de los calculos realizados
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Capitulo 3: Experimentos de NMR y detalles de

Calculo

En la presente tesis se realiz6 una combinacién de experimentos de NMR en
estado sé6lido y calculos computacionales basados en la DFT. En el capitulo anterior se
presentaron los fundamentos tedéricos de ambas técnicas y en este capitulo se
presentaran los detalles técnicos, experimentales y de calculo.

3.1 NMR de estado sélido

Como se present6 en el Capitulo 2, las interacciones entre los espines definen
las formas de las lineas espectrales de un experimento de NMR en estado solido. Por
tal motivo es necesaria la implementacién de diferentes procedimientos experimentales
que permitan obtener espectros de alta resolucién, como la rotacién al &ngulo magico
(MAS), técnicas de desacople y otras secuencias de pulsos que se describirdn a
continuacion.

3.1.1 Medidas de relajaciéon

Tiempo de relajacion longitudinal, Th

El tiempo total que conlleva un experimento de NMR estd determinado por el
tiempo de relajacién longitudinal (y por el nimero de adquisiciones) del ntcleo
observado en cada sistema bajo estudio. Por lo que es necesario como primer paso
determinar el tiempo de relajacion T1. Existen diversos métodos para su medicion 12. En
esta tesis se utilizé la secuencia Inversién-Recuperacion, la cual se esquematiza en la
Figura 3.1.

180° 90", 180°

T Adquisicién di 48 [ g g
i:i_%w;m..—._, T
ST ]

T d1 T I

Il I I

UL

A
T d1 / \ /

T
— [ S(1) = Sy(1 —2e )

dil 'SO .

Figura 3.1 Medicién de T: de "H mediante Inversién-Recuperacién
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Esta secuencia de pulsos invierte la magnetizacion a al eje -z y luego se espera
un tiempo 7, el retardo de recuperacion, antes de aplicar un pulso de 90° para detectar
el componente z de la magnetizacion. Esto se lleva a cabo sobre una lista de tiempos T,
y la recuperacién de la intensidad de la sefial resultante se ajusta mediante la ecuacion
que se muestra en la Figura 3.1, donde S es la intensidad de la sefial cuando 7 = 0. La
recuperacion de la inversion tiene la ventaja de tener una amplia gama de posibles
intensidades, de —S, a +S,, pero debe escogerse un tiempo de recuperacioén, d1, muy
largo, de modo de asegurar que éste sea 4 o 5 veces T1 para que el sistema haya vuelto
al equilibrio entre adquisiciones sucesivas.

Tiempo de relajacion transversal en el sistema rotante, T1,

Los procesos de relajacion en NMR de estado sdlido pueden proveer
informacion muy importante sobre la dinadmica de los sistemas en estudio. La
relajacion transversal en la terna rotante es sensible a movimientos moleculares de la
escala de los kHz, por lo que brinda informacién sobre compuestos esencialmente no
homogéneos?-5. El tiempo Ti, es un pardmetro de estudio muy ttil para sondear dichos
movimientos. En esta tesis se utilizé la secuencia de pulsos que se esquematiza en la
Figura 3.2, en la misma se aplica un pulso de 90° en la direccién x, de modo de llevar la
magnetizacion al plano, y luego se aplica un campo de spin-lock, en la direccién y,
durante un tiempo T que mantiene la magnetizacién en el plano. Durante ese tiempo t
se produce la relajacion de la magnetizacion en el sistema rotante, por lo que se
realizan sucesivas mediciones variando el tiempo 7. A medida que el tiempo t
aumenta, la intensidad de la sefal adquirida disminuye. El decaimiento de la sefial se
ajusta a un decaimiento exponencial (ver Figura 3.2), de donde se obtiene el tiempo
caracteristico T1p.
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Figura 3.2 Medicién de Ty de 'H.
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3.1.2 Técnicas de desacople

Los acoples entre los espines nucleares generan un ensanchamiento
significativo de las lineas espectrales. La interaccién dipolar acttia a través del espacio
y puede alcanzar cientos de kHz de magnitud, mientras que el acople indirecto (acople
J) es por lo general mas chico y requiere que los ntcleos estén ligados quimicamente.
Para obtener espectros de alta resolucion utilizando NMR de estado sélido es necesario
eliminar estas interacciones de acoplamiento, particularmente las de caracter dipolar.
Como se comento en el capitulo anterior, esto no siempre puede alcanzarse con MAS,
por lo que se utilizan secuencias de desacople.

Desacople Heteronuclear

El 13C es un nucleo diluido, ya que la abundancia natural de este is6topo es del
1,1%. Entonces, los acoples dipolares entre ellos mismos son muy débiles y pueden
eliminarse con MAS a velocidades relativamente bajas. Sin embargo, suele ocurrir que
los sistemas que contienen 13C poseen un gran namero de dtomos hidrégeno, y como
los 'H tienen abundancia natural muy alta y una constante y grande, la interacciéon
dipolar 'H-13C es de una magnitud importante. Una constante de acoplamiento tipica
para un par H-13C (a una distancia de 1 A) es de aproximadamente 30 kHz, la cual no
se elimina utilizando MAS.

El ejemplo mas simple de una secuencia de desacople heteronuclear es la
secuencia de onda continua (CW, por su sigla en inglés)¢, que consiste en la aplicacion
de un pulso RF continuo y de fase fija durante el tiempo de adquisicion de la FID.
También existen secuencias multipulsos mas sofisticadas y ampliamente utilizadas. En
este trabajo de tesis se utilizo6 una secuencia llamada SPINAL-64 (Small Phase
Incremental Alternation, alternancia incremental de pequefias fases)’, la cual es una
secuencia TPPM$ (Two Pulse Phase Modulation, dos pulsos con fases moduladas)
superciclada. Donde el desacople se consigue con un tren de pulsos con fases y angulos
diferentes. El tren de pulsos de la secuencia SPINAL-64 se construye combinando dos
elementos basicos que se denominaran Q y Q, los cuales se construyen como:

Q = 165(102)165(—102)165(152)1658(—159)
x 165(202)165(—202)165(152)1658(—152)

Q = 165(—102)165(102)165(—152)1658(152)
X 165(—202)165(202)165(—152)1658(159)

Estos elementos se combinan en superciclos de la siguiente manera:

SPINAL — 64:QQ0Q 0QQQ

Desacople Homonuclear

La interacciéon dipolar homonuclear tiene probablemente el mayor impacto en
la espectroscopia de 'H de estado sélido, ya que la magnitud de esta interacciéon puede
alcanzar varios cientos de kHz. Este hecho se ve acentuado debido a la gran cantidad
de protones que por lo general estdn presentes en los compuestos organicos dando
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como resultado una red de espines fuertemente acoplados. Es por ello que es necesario
aplicar secuencias multipulsos que permitan desacoplar estos ntucleos. Una de las
secuencias de desacople homonuclear mas utilizada es la desarrollada por Lee y
Goldburg?® (LG) en 1965. Esta secuencia rota el hamiltoniano de interaccién alrededor

de un campo efectivo, alineado al angulo magico 6 = 54,74° respecto de B, en el
sistema rotante. Cuando los espines precesan alrededor de este campo efectivo se
cancelan los dos primeros términos del hamiltoniano dipolar, obteniéndose entonces el
mismo resultado que rotar la muestra fisicamente en un experimento MAS.

3.1.3 Polarizaciéon Cruzada (CP)

Los espectros de ntcleos con gran abundancia natural y una alta razén
giromagnética, como los 'H, pueden ser adquiridos mediante una secuencia de
excitaciéon directa (DE), donde se aplica un pulso de 90° y la corriente oscilante
resultante es detectada. S6lo unas pocas FID necesitan ser adquiridas para obtener una
medida de 'H con buena relacién sefial/ruido. Otros nicleos, como 3C y 15N, tienen
una abundancia natural mucho mas baja por lo que usualmente no es posible adquirir,
en una cantidad practica de tiempo, “buenas” sefiales usando excitacion directa, a
menos que los tiempos T7 sean muy cortos.

El método estdndar para adquirir espectros de ntucleos diluidos es la
Polarizacion Cruzada (CP por su sigla en inglés, Cross Polarization). Este método
involucra la excitaciéon de un espin abundante, usualmente 'H, y luego la transferencia
de magnetizaciéon de los 'H a los ndcleos de interés. Para que la transferencia de
magnetizacion sea efectiva debe cumplirse la condiciéon de Hartmann-Hahn!® dada en
la ecuacion (3.1): la tasa de nutacién de los dos nticleos debe ser la misma,

1 g
Yy "B, =y*B{ 3.1)
Equivalentemente
n
w, = wf (3.2)
90",
'H Spin-Lock
Adquisicion
13C Contacto
mﬂﬂﬂﬂﬂn R
[AY,

Figura 3.3 Esquema de la secuencia de pulsos empleada para los experimentos CP-MAS. En este
caso particular la magnetizacion se transfiere de los 'H a los 13C.

La Figura 3.3 muestra un esquema de la secuencia de pulsos CP. Los 'H son
inicialmente excitados mediante un pulso de 90°, el segundo pulso de 90° esta corrido
en fase respecto del primero y se lo denomina spin-lock. Este mantiene la magnetizacion

de 1H a lo largo del campo B; v la relajacion es lenta y depende de Ty, més que de To.
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Usualmente se utiliza un pulso de spin-lock en forma de rampa en el canal de 'H para
sortear los efectos de bandas rotacionales causados por una fuerte condiciéon de
Hartmann-Hahn'112. De manera simultanea al pulso de spin-lock, se aplica un pulso en
el canal del ntcleo X. El tiempo durante el que estos dos pulsos son aplicados se
denomina tiempo de contacto, y es tipicamente de unos pocos ms para CP entre H-13C.

La técnica de CP presenta dos beneficios de medicién simultaneos. Por un lado,
la sensitividad de los experimentos estd determinada principalmente por el cociente

ylH /y%, por lo que se obtiene una mayor relacién sefial/ruido. Por otro lado, el tiempo
entre las sucesivas adquisiciones de las FID estd determinado por el tiempo de
relajacion Ti del espin abundante. En sélidos el tiempo T de 'H es significativamente
mas corto que el de los otros nicleos, por lo que, en un mismo tiempo de experimento,
es posible adquirir un nimero mucho mayor de FID que en una excitacion directa.

Una limitacién de la CP es que es un experimento no cuantitativo, es decir, la
intensidad de las sefiales no es necesariamente proporcional al nimero de espines que
contribuyen a la misma, como si lo es la excitacién directa. Si bien el tiempo de
relajaciéon T1, de 'H es uniforme si la muestra es homogénea, el tiempo de contacto de
la secuencia CP tiene una fuerte dependencia local. Es decir, la intensidad de la sefal
de un 13C particular de la muestra depende fuertemente de la vecindad de protones de
cada nicleo y no tanto de su abundancia real. Asi un 3C en un grupo metilo (-CHs)
recibird mas magnetizaciéon de la red que un carbono cuaternario (-C-) y por lo tanto
presentard una mayor sefial.

3.1.4 Supresion No Cuaternaria (NQS)

Un espectro de *C de un cristal molecular organico, generalmente presenta un
gran numero de resonancias, cada una asociada a distintos ntcleos 3C dentro de la
muestra’®. La presencia de tantas sefales suele entorpecer la asignacion de las mismas
a cada nacleo del sistema. En 1979 Opella y Frey'* desarrollaron una secuencia de
pulsos capaz de seleccionar sehales provenientes de carbonos sin protonar (que no
estdn unidos a un H) en espectros de NMR en solidos. Esta secuencia de pulsos se
conoce como Supresion No Cuaternaria (NQS por su sigla en inglés, Non Quaternary
Suppression) y es altamente utilizada por la comunidad de NMR en estado soélido. El
resultado de aplicar esta secuencia es un espectro donde las resonancias de los grupos
metino (CH) y metileno (CH>) son sustancialmente suprimidos. De esta manera, es
posible identificar las sefiales provenientes de carbonos cuaternarios (C) y los grupos
metilos (CH3) de la muestra.

En la Figura 3.4 se muestra el esquema de la secuencia NQS utilizada en esta
tesis. Luego de la CP, se apagan los campos de RF durante un tiempo 7 antes de
comenzar la adquisicion. Este tiempo de espera T permite que la magnetizaciéon de los
nucleos de carbono decaiga debido al acople dipolar 'H-3C y es del orden de 40us. El
pulso de 180° que se aplica sobre los 13C a un tiempo igual a % tiene como objetivo

refocalizar el corrimiento quimico de los mismos.
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Figura 3.4 Secuencia de pulsos empleada para los experimentos NQS.

3.1.5 Correlacion Heteronuclear (HETCOR)

Es posible utilizar la llamada NMR bidimensional para correlacionar los
corrimientos quimicos de diferentes niicleos, como por ejemplo H-'H, 13C-'H o >N-1H.
Los métodos de correlacién son de gran importancia en la determinacién del patrén de
enlaces quimicos, y, por lo tanto, de la conformacién de los compuestos bajo estudio.
Cuando el experimento relaciona nucleos de diferentes especies se lo denomina
correlaciéon heteronuclear, HETCOR (del inglés HETeronuclear CORrelation)!5. Este
experimento registra correlaciones entre espines 'H y espines X vecinos y estd mediado
por el acoplamiento dipolar. La Figura 3.5 muestra un esquema de la secuencia de
pulsos para el experimento HETCOR utilizado en este trabajo, que se basa en la
secuencia CP estandar, pero con un periodo de evolucion, t1, que se incrementa para la
adquisicién 2D. El desacople homonuclear es necesario durante f; para obtener una
resolucién ttil en la dimensién 'H, en este trabajo utilizamos FSLG6. La duracion del
tiempo de contacto en el periodo de mezcla determina la distancia entre los espines 'H
y X sobre los que se puede transferir la magnetizacién. Por lo general, se utiliza un
tiempo de contacto corto de 50 us a 200 us para permitir que sélo sean visibles las
correlaciones 'H y X directamente enlazadas. Los tiempos de contacto mas largos
permiten que se produzca la transferencia de magnetizacion en distancias més largas,
de hasta 3 A.

90",

H

4

Adquisicién
X
’ - hﬂ(\hﬂ(\[\{\nnn >
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Figura 3.5 Representacion esquematica de la secuencia de pulsos empleada para la obtencién de
espectros 2D de correlaciéon heteronuclear.
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3.1.6 Detalles experimentales

Los experimentos CP-MAS, NQS de 13C y 1°N, HETCOR 3C-'H y determinaciéon
de T1y Tip, de 'H, de los compuestos estudiados a lo largo de esta tesis se realizaron, a
temperatura ambiente, en un espectrometro Bruker Avance II en el cual la frecuencia
de Larmor para 'H es de 300,13 MHz, para *C de 75,46 MHz, y para >N de 30,4 MHz.
El mismo est4 equipado con un cabezal de triple resonancia con MAS de 4mm y todas
las muestras fueron rotadas a 10 kHz. Para los experimentos con CP se emple6 un
tiempo de contacto de 2 ms. Se utilizé una secuencia SPINAL-64 para el desacople
heteronuclear durante la adquisicién con un campo en protones de % = 65,8 kHz. Se

utilizé Glicina como referencia externa para los corrimientos quimicos de 13C y 15N
(45,6 ppm y 176,46 ppm para 1°C y -349,6 ppm para 1°N). El tiempo de recuperacién y
la cantidad de adquisiciones de cada experimento fueron elegidos en funcién de cada
muestra en particular; en la Tabla 3.2 se resumen estos valores para todas las muestras
estudiadas, donde d1 es el tiempo de recuperacion (ver Figura 3.6) y ns el nimero de
adquisiciones. Los campos de spin-lock utilizados durante las mediciones de Ti,
fueron calibrados en Adamantano y se muestran en la Tabla 3.1, donde pl14 es la
intensidad del pulso y pl la duracién del mismo. Para las mediciones de Ti, se defini6
el tiempo de recuperacion de 350 s y se usé una lista de tiempos de 15 puntos entre
0,5 ps'y 60 ms.

Los espectros de alta resolucién de 'H se obtuvieron en un espectrémetro
Bruker Avance III HD donde la frecuencia de resonancia de Larmor para los 'H es de
499,7 MHz. Se utiliz6 un cabezal de doble resonancia con MAS de 1,3 mm y la
excitacion se consiguié mediante un pulso de /2 de 3 pus. Los tiempos de recuperaciéon
y el nimero de adquisiciones utilizado en cada muestra se encuentran en la Tabla 3.2.

Por dltimo se obtuvo un espectro de 1*C por CP-MAS a baja temperatura en un
espectrometro Bruker Avance III DNP de 600 MHz con una velocidad MAS de 10 kHz
para la muestra de NVP:SA. El tiempo de contacto para la CP fue de 2 ms, se
recolectaron 128 adquisiciones con un tiempo de recuperacién de 55 s. Se utilizé una
secuencia SW{-TTPPM superciclada para el desacople heteronuclear durante la
adquisicién con un campo en protones de a;—l: = 83,3 kHz.

Vale aclarar, nuevamente, que el tiempo de relajaciéon T; depende del campo al
cual se esté realizando el experimento. Es por ello que los tiempos d1 que se utilizaron
en los diferentes espectrémetros de NMR (Bruker Avance II de 300,13 MHz, Bruker
Avance III HD de 499,7 MHz y Bruker Avance III DNP de 600 MHz) varian segtn la
intensidad del campo del equipo.

Tabla 3.1 Calibracién del pulso de spin-lock para la medicién de T1,

B: (kHz) pli4 (dB) p1 (us)
17,12 18 14,6
22,12 16 11,3
27,78 14 9,0
35,71 12 7,0
46,30 10 54
58,14 8 43

73,53 6 3,4
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Tabla 3.2 Valores del tiempo de recuperacién d1 y el ntmero de adquisiciones ns de los
diferentes experimentos sobre cada muestra estudiada.

Muestra 13C CP-MAS 1H DE 15N CP-MAS
dl (s) ns dl (s) ns dl (s) ns
TIZOXANIDA (T1Z) 20 2048 300 16 50 4096
NEVIRAPINA (NVP) 350 64 300 8 10 6144
Acido Salicilico (SA) 500 32 100 8 - -
NVP:SA 300 192 300 8 10 8192
MF NVP-SA 300 192 - - - -
Sacarina (SAC) 15 936 400 8 - -
NVP:SAC 350 160 300 8 - -
MF NVP-SAC 350 160 - - - -
Cafeina (CAF) 350 132 150 8 - -
NVP:CAF 350 132 300 8 - -
MF NVP-CAF 150 160 - - - -
Teofilina (THE) 350 192 300 8 - -
NVP.THE 300 216 400 8 - -
MF NVP -THE 300 64 - - - -

Urea (URE) 5 10240 - - - -
NVP:URE 265 248 - - - -

MF NVP-URE 265 248 - - - -
TINIDAZOL (TNZ) 60 96 - - - .
Acido p-aminobenzoico (PABA) 200 184 - - - -
TNZ:PABA1ac 20 240 - - - -
TNZ:PABAcryst 20 240 - - - -

MF TNZ - PABA 60 9 - - - .
Acido Salicilico (SA) 500 32 - - - -
TNZ:SAiac 35 216 - - - .
TNZ:SAcryst 35 128 - - - -
MFTNZ-SA 35 344 - - - -

Acido Citrico (CA) 400 216 - - - N
TNZ:CA 400 136 - - - -

MF TNZ:CA 400 64 - - - -
Nicotinamida (NA) 400 208 - - - -
TNZ:NA 400 192 - - - -
MFTNZNA 250 32 - - - .

Acido Succinico (SUCC) 500 128 - - - -
TNZ:SUCC 60 128 - - - -

MF TNZ -SUCC 60 128 - - - .
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3.2  Detalles de calculos DFT

La técnica de DFT fue aplicada mediante el c6digo Quantum Espresso!” para el
estudio de diferentes muestras analizadas en los capitulos 5 y 7. Como se present6 en el
Capitulo 2, para cada calculo es importante determinar los valores de las energias de
corte de las ondas planas, la cantidad de puntos k con que se muestrea el espacio
reciproco, los funcionales de correlaciéon intercambio y los pseudopotenciales
utilizados, ademas de los parametros de convergencia para la energia y las fuerzas. A
continuacion, se detallan todos estos parametros de cada uno de los célculos realizados
en esta tesis.

TIZOXANIDA

Los calculos de DFT para estos sistemas se basaron en la aproximacién de
gradiente generalizado (GGA) empleando los funcionales de correlaciéon e intercambio
de Perdew, Burke y Ernzerhof (PBE)!. Se utilizaron los pseudopotenciales GIPAW?
para todos los atomos. Las energias de corte en la representaciéon de los orbitales de
Kohn-Sham y la densidad electrénica fueron 60 Ry (816 eV) y 240 Ry (3265 eV)
respectivamente. La zona de Brillouin fue muestreada con una grilla irreducible de
Monkhorst-Pack? de puntos k de 5x5x5, implementando el método de primer orden de
Methfessel-Paxton?! con una extension de 0,5 Ry. La energia total fue minimizada en
cada calculo electrénico hasta lograr el criterio de convergencia de 1x107 Ry. Las
optimizaciones de las geometrias se realizaron por movimiento de las posiciones
atomicas empleando el algoritmo BFGS (Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno),
minimizandose las fuerzas actuantes sobre cada d&tomo hasta lograr valores menores
que 1x102 Ry/u.a. Los pardmetros de celda y las posiciones atémicas iniciales del
calculo se tomaron del trabajo de Bruno et. al.2

Diferencia de densidad de carga (Charge Density Difference)

Para comprender la naturaleza de la interaccién puente hidrégeno y su relacién con la
posicién del atomo de hidrégeno H, se estudi6 la diferencia de densidad electrénica
Ap. Esta es la diferencia entre la densidad electrénica de la molécula de TIZ aislada
(priz) v las de la molécula de TIZ sin el 4tomo de hidrogeno (pr;z—y) y del atomo de H
(py) aisladas, para diferentes posiciones de H.

Asi, Ap viene dado por:

Ap = priz = Priz-n — PH (3.3)

NEVIRAPINA - ACIDO SALICILICO

Para todos los sistemas analizados en este caso se utilizaron pseudopotenciales
GIPAW ultrasoft y la descripcion de PBE® para el funcional de correlacion e
intercambio. Las energias de corte en la representacion de los orbitales de Kohn-Sham
y la densidad electrénica fueron de 816 eV y 3265 eV respectivamente. La zona de
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Brillouin fue muestreada con una grilla irreducible de Monkhorst-Pack? de puntos k
de 4x4x4, implementado el método de primer orden de Methfessel-Paxton con una
extension de 0,54 eV. La energia total fue minimizada en cada calculo electrénico hasta
lograr el criterio de convergencia de 1x10-° Ry. Las optimizaciones de las geometrias se
realizaron por movimiento de las posiciones atémicas empleando el algoritmo BFGS,
minimizandose las fuerzas actuantes sobre cada atomo hasta lograr valores menores de
1x10° Ry/u.a. Las estructuras cristalinas empleadas para iniciar el calculo fueron
obtenidas del trabajo de Costa et. al.?
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Farmacos Estudiados







Capitulo 4: Farmacos Estudiados

A lo largo del desarrollo de esta tesis de doctorado se trabajé con diferentes
compuestos de interés farmacéutico. Cada uno de ellos fue elegido por sus
potencialidades. En particular se estudiaron: un poderoso agente antiparasitario y
antiviral la Tizoxanida, utilizado para tratar el mal de Chagas entre otras
enfermedades; un inhibidor de la transcriptasa inversa, la Nevirapina, utilizada para el
tratamiento del VIH; y un potente antibiotico, el Tinidazol, utilizado para tratar un
amplio espectro de enfermedades. A continuacién, se realiza una breve descripcién de
cada uno de ellos y de su importancia en el area farmacéutica.

4.1 Tizoxanida

Las enfermedades parasitarias y virales como la hepatitis C, la leishmaniasis, y
la tripanosomiasis, representan un problema grave para la salud y la economia de
muchos paises. En América hay un estimado anual de 50.000 casos nuevos de
leishmaniasis, 40.000 de mal de Chagas y 20.000 de hepatitis virales (B y C)-3. Los
agentes quimioterapéuticos comunes que se usan actualmente para tratar
leishamaniasis y mal de Chagas a menudo son inadecuados, ya que requieren largos
ciclos de administraciéon y pueden tener efectos secundarios téxicos o volverse menos
efectivos debido a la aparicion de cepas resistentest. Por otro lado, el tratamiento
estindar actual de atenciéon para la hepatitis C es efectivo en aproximadamente la
mitad de los pacientes tratados’. Si bien el sistema de salud de nuestro pais posee
programas de prevencion, tratamiento y erradicacion de estas enfermedades, el costo
de los medicamentos actuales es muy alto. Por ejemplo, una tnica pastilla para tratar la
hepatitis C cuesta 63 USD (>$4.000), volviendo necesario para nuestro pais el estudio y
desarrollo de nuevos medicamentos, efectivos y econdémicos para tratar dichas
enfermedades.

Los tiazolidos representan una nueva clase de medicamentos antiinfecciosos,
con nitazoxanida [NTZ] como compuesto original. La NTZ se comercializa en los EE.
UU. para el tratamiento de la diarrea y la enteritis causadas por Cryptosporidium spp.
o Giardia lamblia¢. Después de la administracion oral, la NTZ se absorbe parcialmente
y se hidroliza para formar su metabolito circulante activo, la Tizoxanida (T1Z, Figura
4.1), que es tan eficaz como el farmaco original. De hecho, tanto la NTZ como la TIZ
son activos contra trypanosoma cruzi (el agente causante de la enfermedad de Chagas)
y Leishmania mexicana* Ademads, ambos compuestos son inhibidores potentes de los
virus de hepatitis B (VHB) y C (VHC), y en combinacién con otros agentes antivirales
muestran efectos sinérgicos positivosé’. Esto lleva a considerar la TIZ como un agente
antiinfeccioso prometedor que puede mejorar las terapias actuales o futuras para la
leishmaniasis, la enfermedad de Chagas y la hepatitis viral causada por el VHB o VHC.
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Figura 4.1 Esquema molecular de Tizoxanida. Se utiliza el siguiente cédigo de colores:
atomos de carbono en color gris, 4tomos de Nitrégeno en color azul, &tomos de oxigeno en
color rojo y atomos de azufre en color amarillo.

La primera caracterizacién integral la TIZ en estado sélido fue realizada en
20138, combinando resultados de analisis DRX de cristal tnico de TIZ con resultados
espectroscopicos de RMN en solucién y en estado sélido, Reflectancia difusa infrarroja
por transformada de Fourier (DRIFT) y FT Raman, ademds de resultados de
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), termogravimetria (TG), asi como de datos
estimados de solubilidad a 25 °C. La investigacion estructural de rayos X de la TIZ
mostré que presenta una estructura 'grafitica' compuesta de capas de moléculas unidas
por enlaces hidrégeno que se apilan una encima de la otra y se mantienen unidas por
fuertes interacciones de apilamiento 7 entre anillos de dos moléculas de TIZ diferentes.
Los espectros de RMN en solucién y en estado sélido permitieron establecer las
regiones moleculares en las que ocurren las interacciones que permiten la cristalizaciéon
de TIZ. Los estudios DRIFT y FT-Raman indican que los espectros vibracionales de TIZ
exhiben caracteristicas tipicas de una molécula unida por enlaces hidrégeno, lo que
confirma las interacciones intra e intermoleculares. El andlisis térmico (DSC y TG)
permitié establecer que la TIZ sélida tiene una estabilidad térmica relativamente alta.
Las estimaciones de solubilidad mostraron que TIZ presenta una baja solubilidad en
agua en condiciones normales de presion y temperatura, lo cual esta de acuerdo con la
estructura cristalina altamente ordenada que se encontrés

La estructura cristalina determinada por Bruno et. al en 20138 se muestra en la
Figura 4.2 a) Celda Unidad de Tizoxanida$; b) Plano formado por moléculas de
Tizoxanida; c) Conformacion grafitica de TizoxanidaFigura 4.2 a. Como ya se
menciond, al cristalizar la TIZ forma una estructura grafitica (ver Figura 4.2 b y ¢),
mediada por interacciones de apilamiento m; para que esta estructura sea posible es
necesario que las moléculas interactuantes “sean planas”. Como se detalla en el
Capitulo 5, los enlaces hidrégeno intramoleculares normalmente participan en los
procesos de planarizaciéon de un sistema de sélido. En particular, TIZ presenta un
enlace hidrégeno intramolecular en la region central de la molécula. La comprension y
correcta caracterizacion de dicho enlace es fundamental para comprender cémo y por
qué el sistema cristaliza de dicha manera.
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Las estructuras cristalinas fueron obtenidas por Mino Caira. Fuente Tesis Flavia Bruno.
Figura 4.2 a) Celda Unidad de Tizoxanida®; b) Plano formado por moléculas de Tizoxanida; c)
Conformacién grafitica de Tizoxanida

4.2 Nevirapina

Al iniciar de la década de los 80 se descubrieron los primeros casos de SIDA en
Estados Unidos. Los Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC)
levantaron las primeras sospechas y desataron todas las alarmas de la comunidad
médica, tras la deteccién algunos casos raros de neumonia en hombres jovenes®. Para
1983 se identificé por primera vez el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)
como causa directa de la infecciéon!?. Este descubrimiento provocé que afios mas tarde
se consiguiera el primer tratamiento contra el VIH: la zidovudina (AZT). En 1986 se
presentaran los primeros resultados positivos de un ensayo clinico de pacientes con
SIDA que recibieron tratamiento con AZT!. Su actividad, lograba inhibir una enzima
conocida como “transcriptasa inversa” (TR) del VIH, lo que suponia en aquel entonces
frenar la replicacién del virus, pero no representa una cura para el SIDA ni garantiza la
disminucién de las enfermedades relacionadas con la infeccion. AZT imita un sustrato
natural de la TR, la timidina, por lo cual es efectiva contra el virus de VIH. Sin
embargo, debido a que imita un nucledsido presente naturalmente en las células, el
AZT también puede interferir en la actividad de las enzimas humanas endégenas.
Algunos de los efectos secundarios observados para el tratamiento con AZT se
debieron a esta falta de selectividad, por lo que se hicieron necesarios inhibidores de la
TR adicionales y mas selectivos.

Afios después, Karl D. Hargrave et al.12 descubrieron la Nevirapina (NVP), la
cual fue aprobada por la Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos
(FDA) en 1996 para el tratamiento de adultos seropositivos al VIH!3. Las expectativas
iniciales eran que podria usarse con éxito como agente monoterapéutico. Los estudios
farmacocinéticos mostraron que el farmaco era bien absorbido, y con una vida media
prolongada'#15. La dosificacién diaria causé una disminucion rapida de la carga viral
en los pacientes tratados. Sin embargo, después de algunas semanas o meses de


https://es.wikipedia.org/wiki/FDA
https://es.wikipedia.org/wiki/Seropositivo
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tratamiento, hubo un rebrote del virus a los niveles originales'¢. Debido al rebrote se
cambi6 el enfoque de NVP como agente monoterapéutico para determinar su utilidad
en combinacién con otros agentes anti-SIDA. Los estudios in vitro habian
proporcionado evidencia de que las combinaciones de medicamentos contra el VIH
podrian ser mas efectivas que los agentes individuales”. Los estudios clinicos
mostraron que NVP en combinacién con una variedad de otros inhibidores de
nucledsidos y proteasas es efectiva para suprimir la replicacién del virus por periodos
prolongados de tiempo'#1°. En la Figura 4.3 se muestra el esquema de la molécula de
NVP.

En la actualidad la NVP forma parte de los complejos de medicamentos
utilizados para el tratamiento de la infeccién por VIH-1. Sin embargo, presenta una
baja solubilidad en agua y una alta permeabilidad en el tracto gastrointestinal. La baja
solubilidad acuosa es un desafio que afecta directamente a su biodisponibilidad, por lo
que a menudo son necesarias dosis altas para garantizar su efectividad, aumentando
los posibles efectos secundarios adversos.

Figura 4.3 Esquema molecular de Nevirapina (NVP). Se utiliza el siguiente c6digo de colores:
atomos de carbono en color gris, atomos de Nitrégeno en color azul y atomos de oxigeno en
color rojo.

4.3 Tinidazol

Los antibioticos se encuentran entre los mayores avances en medicina, pero su
utilidad estd constantemente amenazada por la alta adaptabilidad genética de muchos
microbios, la cual les permite desarrollar resistencia a estos medicamentos. Los
antibiéticos mas comunes pertenecen a un pequefio nimero de clases funcionales y
estructurales que se dirigen a un conjunto limitado de procesos microbianos. A pesar
de esto, se han desarrollado compuestos mejorados dentro de clases especificas de
antibiéticos durante varias generaciones de farmacos con potencia y rango microbianos
expandidos?.
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Una clase de antibidticos de particular importancia son los medicamentos
pertenecientes a la familia de los nitroimidazoles. El grupo de medicamentos de
nitroimidazol es notable en dos aspectos?!: primero, por su espectro de actividad contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas, protozoos e incluso tumores hipéxicos; y
segundo, que a pesar de su uso durante mas de 30 afios, la incidencia de resistencia en
anaerobios sigue siendo muy baja. Ningtin otro grupo de medicamentos muestra un
rango de accién tanto en medicina humana como veterinaria, ni la relativa falta de
resistencia?2. Estas caracteristicas explican por qué la investigacion contintia
presentando un gran interés en dichas moléculas®.

El Tinidazol (TNZ), es un miembro destacado de esta clase de antibiéticos
sintetizado en 19692, que se ha utilizado ampliamente en toda Europa y en paises en
desarrollo para el tratamiento de infecciones amébicas y parasitarias. Fue aprobado por
la Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) en 2004 para el
tratamiento de Tricomoniasis, Giardiasis, Amebiasis y Absceso hepético amebiano?. Y
en 2007 se incluyé como medicamento usado para tratar una variedad de patologias
dérmicas, y de vaginosis bacteriana2. Su esquema molecular se muestra en la Figura
44.

Figura 4.4 Esquema molecular de Tinidazol (TNZ). Se utiliza el siguiente cédigo de colores:
atomos de carbono en color gris, atomos de Nitrégeno en color azul, atomos de oxigeno en color
rojo y atomos de azufre en color amarillo.

Aunque la utilizacién de TNZ como agente antiprotozoario se ha extendido a
todo el mundo, este medicamente presenta dos problemas importantes: es escasamente
soluble en agua, lo cual lleva asociada la administracion de dosis muy altas para
garantizar su efectividad; y es inestable frente a la luz, es decir es fotodegradable.
Ambos problemas pueden conducir a efectos secundarios adversos en los pacientes a
los que se les administra el medicamento.


https://es.wikipedia.org/wiki/2007
https://es.wikipedia.org/wiki/Patolog%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/Vaginosis_bacteriana
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Capitulo 5: Combinaciéon ssNMR y DFT para el

estudio de enlaces puente hidrégeno.

El enlace de hidrégeno es una de las interacciones especificas intra e
intermoleculares mds importantes. Su descripcion adecuada es muy relevante en varias
areas para la caracterizaciéon de materiales, y es particularmente significativa para la
explicacion de procesos bioldgicos, y para el desarrollo farmacéutico de compuestos
bioactivos. Sin embargo, dicha descripcién enfrenta diversos problemas; entre ellos la
dificultad experimental en obtener informacién detallada sobre las posiciones de los
atomos de hidrégeno, como se describe mdas adelante. En este capitulo se presentan
estudios mediante distintos enfoques, experimentales y tedricos, de un enlace de
hidrégeno intramolecular. En particular se contrastan dos métodos teéricos, llamados
"método de estado sélido" y "método molecular", que permiten la prediccion de
interacciones intra e intermoleculares, aplicadas en este caso a enlaces de hidrégeno!.

51 Definiciones y desafios de los enlaces de hidrégeno

El enlace o "puente" hidrégeno es un tipo de enlace particular que, en algunos
aspectos, es similar a las interacciones dipolo-dipolo. Es decir, es un tipo especifico de
interaccion polar que se establece entre un elemento electronegativo, generalmente O o
N en moléculas organicas, y un dtomo de H que se encuentra unido covalentemente a
otro atomo electronegativo. Este tipo de interacciones son en general mas débiles que
los enlaces covalentes y que los enlaces i6nicos, pero mas fuertes que las fuerzas de van
der Waals2.

Los puentes hidrégeno pueden ocurrir entre atomos de diferentes moléculas,
enlace intermolecular, o entre 4tomos de una misma molécula, enlace intramolecular.34
El enlace hidrégeno intermolecular es una de las interacciones mas explotadas en la
ingenierfa de cristales y la ubicacién de los dtomos de hidrégeno es esencial en la
estructura del sistema. En particular, conocer la ubicacién del atomo de hidrégeno
dentro del enlace intermolecular permite diferenciar una sal de un cocristal, lo cual es
de gran importancia dentro de la industria farmacéutica®.

Por otra parte, los enlaces de hidrégeno intramoleculares desempefian roles
criticos de funcién y estructura en sistemas moleculares biolégicos y sintéticose. En
muchos casos, las interacciones son lo suficientemente fuertes como para influir en la
estructura molecular y supramolecular en escalas de tiempo prolongadas y en diversos
entornos, solventes o de estado sélido. Un ejemplo clasico es la molécula de agua, la
cual depende de este tipo de interacciones para estabilizar su estructura funcional. En
otros entornos, afectan sutilmente la dinamica conformacional o la competencia
energética del estado de transiciéon. Con respecto a las estructuras electrénicas de las
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moléculas, los enlaces de hidrégeno intramoleculares se utilizan en la actualidad para
forzar la planarizacién de materiales m-conjugados’ y juegan un papel importante en
los procesos de transferencia de protones intramoleculares en estado excitado?.
Ademas, los enlaces hidrégeno intramoleculares se han utilizado con éxito para
rigidizar las cadenas principales de precursores macrociclicos, asi como para promover
la formacién de complejos diméricos estables en solucion.?

La curva de energia potencial de un enlace de hidrégeno representada en
funciéon de la posicion del hidrégeno proporciona un criterio importante para la
clasificacion de este tipo de enlaces, en la Figura 5.1 pueden observarse curvas
tipicas de energia potencial. Segin la forma de éstas, puede predecirse donde se
encontrard el atomo de hidrégeno y por ende que tan ligado estard a cada uno de los
de atomos del enlace. Las letras X e Y simbolizan a dos dtomos electronegativos a los
cuales se encuentra unido el hidrégeno, el eje horizontal marca la posiciéon del H entre
X e Y. Puede observarse que las curvas a) y b) de la Figura 5.1 muestran un potencial
simétrico con una barrera alta, por lo que el atomo de hidrégeno puede encontrarse
ligado al atomo X o al 4&tomo Y (con la misma probabilidad), pero la probabilidad de
hallarlo en la region media es nula. Las curvas de energia c) y d) ilustran casos
simétricos atipicos, donde la curva tiene una barrera de potencial muy baja o un tnico
minimo, es decir, el &tomo de hidrégeno esta igualmente ligado al 4tomo X y al d&tomo
Y. Se considera que el enlace hidrégeno est4 centrado y es probable hallar al hidrégeno
en la zona media del enlace. Por ultimo, en la curva e) se esquematiza el caso
asimétrico, donde el 4tomo de hidrégeno estd mas fuertemente ligado al atomo X que
al Y, y es practicamente imposible hallar al hidrégeno cerca del atomo Y.

a) b) ' ‘ c) d) e)'

Figura 5.1 Energia potencial en funciéon de la posicion, para un d&tomo de hidrégeno entre dos
atomos electronegativos, X e Y. El limite superior de la regién marcada en gris representa la
energia térmica del sistema a temperatura ambiente.

Estudiar la ubicacién exacta del atomo de hidrégeno dentro del enlace es de
gran importancia, ya que permite la completa caracterizacion del sistema y del enlace
en si mismo. Sin embargo, los dtomos de hidrégeno son muy dificiles de localizar
experimentalmente. La técnica por excelencia para la localizaciéon de atomos dentro de
un sistema cristalino es la Dispersiéon de Rayos X (DRX), la misma mide la densidad
electronica asociada a cada atomo. La difracciéon de neutrones es una técnica que
permite determinar las posiciones de los ntcleos atémicos, pero requiere el uso de un
reactor nuclear para crear el haz de neutrones y necesita de una muestra relativamente
grande. Cuando la posiciéon de un H se obtiene por estas dos técnicas, se obtienen
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resultados diferentes, especialmente cuando el 4tomo de hidrégeno participa de un
enlace hidrégeno. Los métodos DRX ubican a los ntcleos de hidrégeno en una posiciéon
mas cercana al atomo electronegativo mas pesado en comparacién con los resultados
de difraccion de neutrones. La razén de esta diferencia es la distribucion de electrones
asimétrica de los enlaces covalentes presentes.!!

La ubicaciéon de un atomo de hidrégeno es intrinsecamente un problema de
estructura local, drea en la cual los métodos de NMR se destacan histéricamente por
aportar gran precisiéon. Existen diversos estudios sobre la variacion del corrimiento
quimico de una sefial de NMR en solucién cuando interviene un enlace hidrégeno,
respecto de la misma sefial cuando no est4 enlazada!2-14. Por otro lado, muchos trabajos
estudian las distancias internucleares para detectar la presencia de enlaces hidrégeno
utilizando NMR de diversos ntcleos en estado s6lido, realizando experimentos tanto
1D como 2D#815-20, Sin embargo, esos métodos no permiten la descripciéon exacta de las
posiciones atémicas de atomos hidrégeno, sino que, en conjunto con estudios de
estructura cristalina (XRD), s6lo permiten estimarla. La descripciéon precisa de dicha
posicion se consigue cuando se realiza la conjuncién de las mencionadas técnicas
experimentales con el estudio tedrico mediante métodos computacionales?!-2¢. Dicha
conjuncién de resultados permite el refinamiento estructural de la sustancia de interés
y por ende la predicciéon de nuevas estructuras.

5.2 Metodologia

La espectroscopia de NMR de estado sélido en combinacién con los modelos
tedricos permite obtener la descripciéon de enlaces hidrégeno. Hemos seleccionado
como compuesto de estudio a la Tizoxanida (TIZ), que como hemos descrito en el
Capitulo 4, es en un potente agente antiparasitario y antiviral que cristaliza formando
una estructura grafitica. En particular, TIZ presenta un enlace hidrégeno
intramolecular en la regién central de la molécula, que permite la planarizaciéon de la
misma y, por lo tanto, el apilamiento en capas grafiticas.

Se sabe que las propiedades de NMR en estado solido de un sistema, estan
directamente relacionadas con la posicion de cada nicleo dentro de la estructura
cristalina. Por lo que, la posicién del hidrégeno dentro del enlace hidrégeno que
permite la estructura de TIZ determina cémo serdn los parametros de NMR del
sistema. A continuacién, se presenta un estudio tedrico-experimental de cémo la
variacién de la posicién de un atomo de hidrégeno modifica los parametros de NMR, y
a partir de alli se busca hallar la mejor estimacién de la posicién del mismo. En la
Figura 52 a y b se presenta la estructura molecular de TIZ y se sefiala el enlace
hidrégeno estudiado.
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a)

v

Figura 5.2 a) Estructura molecular numerada; Configuraciones del Enfoque Molecular b)
mondmero, c) dimero y d) tetramero

El estudio tedrico, mediante simulaciones computacionales basadas en la
resoluciéon numérica de la ecuacién de Schrodinger, requiere del modelado atémico del
sistema. Existen diferentes enfoques para dichos modelos y dependiendo del tipo de
sistema algunos posibilitaran mayor precisién que otros. Podemos dividir los mismos
en dos grandes grupos: i) enfoque molecular y ii) enfoque de estado sélido. El primero
considera una o algunas moléculas aisladas y estudia las interacciones intra e
intermoleculares de las mismas. Este tipo de modelado es propicio cuando se busca
estudiar reacciones o interacciones que tienen lugar en un grupo reducido de
moléculas, donde se pueda despreciar la interaccién con el medio. El enfoque de estado
solido considera los 4tomos dentro de una celda unidad, la cual es repetida en forma
periédica en todas las direcciones. Este segundo enfoque es adecuado para la
descripcién de cristales con interacciones influenciadas por la periodicidad del sistema,
donde las condiciones de borde puedan ser despreciadas.

En el caso del estudio de la posicién del hidrégeno dentro de la molécula de TIZ
y su influencia en el espectro de NMR, la eleccion del enfoque es particularmente
delicada. Debido a que se busca describir la posicién de un tnico dtomo dentro de una
molécula, el enfoque molecular parece ser el indicado. Pero a su vez, como este 4&tomo
forma puentes hidrégeno intermoleculares que definen una estructura cristalina
grafitica, es necesario también poner en consideracion el enfoque de estado sélido. Se
realizaron célculos computaciones utilizando ambas descripciones y se compararon los
mismos con resultados experimentales para definir cuél era el mas propicio .1

" Los cdlculos del enfoque molecular fueron llevados a cabo por el grupo del Dr. Gustavo Aucar del
Instituto de Modelado e Innovacion Tecnologica, IMIT CONICET-UNNE, Corrientes, Argentina.
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521 Experimentos de NMR

La NMR de alta resolucion de estado solido es una herramienta analitica que
provee informacion estructural muy ttil para estudiar la estructura molecular. Los
espectros de resonancia dependen del entorno local del ntcleo estudiado por lo que la
realizacién de experimentos de CPMAS permite obtener informacién inmediata acerca
de la unidad asimétrica de un sistema, como se coment6 previamente. Por tal motivo,
se realizaron espectros de 13C, 5N y 1H para identificar y caracterizar la TIZ!. Las
secuencias de pulso utilizadas para cada experimento se detallan en el Capitulo 3.

522 Calculos Computacionales

Enfoque Molecular

Dentro del enfoque molecular utilizado se modela al compuesto de interés, TIZ,
en tres configuraciones diferentes: como un monémero (molécula aislada), un dimero
(dos moléculas interactuantes) o un tetrdmero (4 moléculas interactuantes), como se
observa en la Figura 5.2. Las configuraciones dimérica y tetramérica se estudiaron para
considerar el efecto de diferentes interacciones intermoleculares. La optimizacion
geométrica en este enfoque se realiz6 utilizando dos funcionales diferentes: B3LYP2.2
y B97D? tal como se implementan en el codigo DALTON 2016%. Ademas se escogieron
dos conjuntos de bases distintas: cc-pVIZ? y 6-311G++g(d,p)30-32, para comparar
diferentes niveles de teoria. Por otra parte, para cada configuraciéon se planted la
relajaciéon de las posiciones de diferentes atomos: para el caso de la configuraciéon
monomérica se relajaron los veinticinco atomos de TIZ o s6lo el hidrégeno del enlace
intranuclear H10; para el caso de las configuraciones dimérica y tetramérica, la
relajacion atémica se realizé considerando sélo algunos &tomos (N10, O7, H10, H7
segin Figura 5.2 a) que pertenecen al enlace hidrégeno de interés. En particular para
estas configuraciones se tomaron dos metodologias: relajar s6lo H10 (optimizacién del
tipo 2H) o relajar tanto H10 como H7 (optimizacién del tipo 4H).

Enfoque de Estado Sélido

Se llevaron a cabo célculos DFT a partir de la estructura cristalina reportada de
T1Z33, como se puede observar en la Figura 5.3, donde cada celda unidad contiene dos
moléculas de TIZ apiladas. Las propiedades de NMR se calcularon después de llevar a
cabo la optimizacién geométrica de las posiciones de todos los atomos de la estructura
cristalina. El detalle de célculo se describe en el Capitulo 3. Luego se generaron nuevas

""El compuesto utilizado fue sintetizado por el grupo de la Dra. Norma Raquel Sperandeo en el
Departamento de Ciencias Farmacéuticas de Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional
de Cordoba.
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estructuras moviendo “manualmente” los protones del enlace hidrégeno a lo largo del
enlace N10-H10 --- O7, editando las coordenadas cartesianas de H10 en la estructura de
TIZ optimizada. Se movieron simultdineamente los dos d&tomos H10, pertenecientes a
cada molécula de TIZ dentro de la celda unidad, manteniendo la distancia N10-H10
entre 0,78 A y 1,78 A. Se obtuvieron las energias y los parametros de NMR para cada
una de las nuevas estructuras. Se eligieron tres estructuras, con posiciones
representativas del H10 en el enlace, y se realizaron ademas calculos de diferencia de
densidad electrénica.

Figura 5.3 a) Celda Unidad de Tizoxanida; b) Plano formado por moléculas de Tizoxanida; c)
Conformacién grafitica de Tizoxanida.

5.3 Resultados y discusion

Los espectros de SSNMR medidos para TIZ se muestran en la Figura 5.4 El
espectro CPMAS de 5N (Figura 5.4 b) muestra una sefial para cada nitrégeno de la
molécula (N10, N15 y N16); y las sefiales fueron asignadas considerando el entorno
local de cada nitrégeno en particular. El espectro de alta resolucién de *H (Figura 5.4 c)
muestra tres resonancias principales, que pueden ser deconvolucionadas para obtener
los desplazamientos quimicos de cada uno de los protones en la molécula (H3, H4, H5,
H6, H7, H10 y H14); las lineas punteadas de la Figura 54 c muestra dicha
deconvolucién, y la asignacién de sefiales se corresponde con el maximo de cada pico
deconvolucionado.

El espectro 13C CPMAS en estado sélido (espectro superior de la Figura 5.4) y el
espectro de 13C en solucién (DMSO-ds) de TIZ, fue obtenidos previamente por el Dr.
Gustavo Monti y la Dra. Norma Sperandeo en 2013%. En la Tabla 5.1 pueden verse los
corrimientos quimicos hallados. Comparando los corrimientos en sélido con los de
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solucion de la Tabla 5.1 se observaron cambios notables para el corrimiento quimico de
los carbonos méas cercanos del enlace hidrégeno N10-H10 --- O7 (resaltados en negrita).
Este hecho sugiere una modificacién en los enlaces moleculares de la regiéon de interés,
pasando de enlaces intermoleculares en solucion a la presencia de enlaces
intramoleculares en estado sélido, que se observaron al hallar la estructura cristalina.

8,11
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Figura 5.4 Espectros de NMR en sélido de Tizoxanida. a) 3C CPMAS, b) >N CPMAS y c) 'H.
Las lineas punteadas corresponden a la deconvolucién de las sefiales de 'H y las asignaciones se
corresponden con los maximos de dicha deconvolucién.

Tabla 5.1 Comparacién de corrimientos quimicos de TIZ en estado sélido (CPMAS) y en
solucién (DMSO-d6).

Atomo de C CPMAS (ppm) DMSO-d¢ (ppm)
1 155,5 157,8
2 113,3 117,1
3 133,3 130,9
4 119,6 120,3
5 136,3 135,5
6 116,4 117,6
8 163,1 166,1
11 163,1 162,1
13 143,3 142,8
14 138,6 142,4

Los corrimientos quimicos fueron determinados por el Dr. Gustavo Monti. Fuente Tesis de Flavia Bruno.
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53.1 Enfoque Molecular

El primer paso en el desarrollo de este modelo molecular tedrico fue calcular la
distancia de enlace N10-H10 considerando diferentes configuraciones del sistema, la
molécula de TIZ aislada (monémero), dos moléculas interactuando en el mismo plano
(dimero) o cuatro moléculas interactuantes (tetramero), ver Figura 5.2.

Los valores de las distancias N10-H10 obtenidas para las tres configuraciones,
mondémero, dimero y tetrdmero de TIZ, utilizando diferentes niveles de teoria y
diferentes grados de optimizacion, se muestra en la Tabla 5.2. Cuando se mencionan
diferentes niveles de teoria se hace referencia al uso de diferentes potenciales, mientras
que el grado de optimizacién esta dado por la cantidad de atomos de la molécula que
se liberan en el célculo de minimizacién de energia. Se observa que la distancia N10-
H10 varia entre 1,01 A y 1,02 A para todas las configuraciones. Sin embargo, se observé
que, al optimizar la geometria del dimero, la estructura plana de la TIZ se pierde
debido a fuerzas de torsién entre los monémeros. Este hecho sugiere que, para obtener
una estructura plana, como se observa experimentalmente, es necesario incluir otros
mondémeros encima y debajo de la estructura dimérica. Este resultado llevé a la
consideracion del tetrdmero, que incluye estas moléculas, como se presenta la Figura
5.2d.

Tabla 5.2 Distancia N10-H10 para las diferentes configuraciones y diferentes niveles de teoria.

Configuracion Funcional /Base Posiciones Relajadas Distancia N10-H10

B3LYP/6-311G++g(d,p) todas 1,015

) B97D/6-311G++g(d,p) s6lo H10 1,017
Monémero

B97D/6-311G++g(d,p) todas 1,014

B97D/cc-pVTZ s6lo H10 1,013

B3LYP/6-311G++g(d,p) todas 1,020

Dimero B97D/6-311++g(d,p) 2H¢# 1,019

B97D/cc-pVTZ 2H 1,016

B97D/cc-pVTZ 4Hp 1,019

B97D/6-311++g(d,p) 2H 1,020

Tetramero B97D/cc-pVTZ 2H 1,017

B97D/cc-pVTZ 4H 1,019

aLa posicién de los dos dtomos H10 del dimero fueron optimizados.
b La posicion de los dos dtomos H10 y los dos dtomos H7 del dimero fueron optimizados.

Los corrimientos quimicos calculados a diferentes niveles de teoria se muestran
en la Tabla 53. Puede verse, que los valores obtenidos para la configuracion de
mondmero difieren notoriamente de los corrimientos quimicos experimentales en
s6lido; mientras que los valores hallados para dimero y tetrdmero con optimizacién 4H
(todos los atomos intervinientes en el enlace hidrégeno) se asemejan mdas a los
experimentales. Sin embargo, los valores obtenidos tienen una diferencia de entre
5 ppm y 10 ppm con respecto a los resultados experimentales en estado sélido para
algunos de los atomos. Esto ratifica la importancia de las interacciones
intermoleculares para la descripcion exacta de los parametros de NMR, y ademas
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resalta el rol del enlace hidrégeno estudiado en la planarizacion de la estructura de la
TIZ.

Tabla 5.3 Corrimientos quimicos (en ppm)

8(X) \ Atomo H7 H10 N10 C8 C2 C1 Co6 C5 C4 C3
o Solido 10,60 11,40 -241,5 163,1 113,6 155,5 116,4 136,3 119,6 133,3
Soluciéon (DMSO-de) - - - 166,1 117,1 157,8 117,6 135,5 120,3 130,9

Optimizacién total

4,01 1041 22549 17075 1265 16689 12263 14481 131,68 14569
(B3LYP/cc-pVTZ)

[=] .. .
& Optimizacion total
g 42 10, 22335 16424 12323 162,42 120,01 14018 12873 140,81
 PBE/ecpVIZ) 3 0,58 6 6 0,0 0,18 8,73 0,8
© .. s
g§  Optimizacion total 425 1060 23175 16548 12086 160,71 117,81 14022 12670 140,96
S (PBEO/ cc-pVTZ)
Optimi ion total
primizacion tota 380 1004 23061 157,86 11601 15493 10220 11927 10891 120,92
(KT3/ce-pVTZ)
Geometria del cristal
3,96 691 24078 16537 12255 16400 11425 13529 122,16 13560
° (PBE/cc-pVTZ)
&  Geometria del cristal
3,40 629 20944 157,02 11437 15519 10611 12617 11321 12631
g (KT8/cc-pVTZ) , , 249, f , , , , , ,
imizacion 4H
Optimizacion 11,54 1121 23613 15803 11379 157,30 107,22 12629 112,65 126,23
(KT3/cc-pvtz)
Optimizacion 2 237 1069 23722 16811 12064 161,51 1128 13501 120,65 136,76
(PBED/ cc-pV1Z) , , , , ) , , , , ,
b phimizacion 244 1039 23263 16486 12038 15986 11200 131,61 11931 133,16
g (B97D/cc-pVTZ)
e e
Opt 4H
g P omeacion 10,65 1101 28674 16878 11991 16416 11403 13549 11979 136,62
[ (PBE0/cc-pVTZ)
Optimizacion 4H

10,42 10,69 -232,4 165,49 119,83 162,37 113,27 132,05 118,55 133,01
(B97D/cc-pVTZ)

5.3.2 Enfoque de Estado Sélido

Debido a la necesidad de considerar todas las interacciones intermoleculares se
plantea utilizar el modelo de estado sélido. El primer paso de este modelo fue la
optimizacion geométrica de todos los dtomos de la TIZ en la estructura cristalina
hallada por Bruno et al.3 El siguiente paso fue el calculo de los parametros de
resonancia de todos los nucleos para dicha estructura optimizada, seguida de la
comparaciéon entre los resultados de corrimientos quimicos calculados y
experimentales. En general, los corrimientos quimicos calculados estdn en buen
acuerdo con los resultados experimentales para los tres ntcleos estudiados, como se
puede ver en las Figura 5.5, Figura 5.6 y Figura 5.7. En el caso de los corrimientos
quimicos de 3C, se observa que existe una dispersion de los corrimientos alrededor de
la linea &exp = Ocarc (linea punteada en la Figura 5.5). Mientras que para los
corrimientos quimicos de 15N, s6lo el corrimiento del 4tomo N10 cae fuera de la recta
Oexp = &carc como se puede ver en la Figura 5.6 (el corrimiento experimental es -
241,5ppm y el calculado es de -249,5 ppm). En la Figura 5.7 se observa que los
resultados calculados para 'H tienen un muy buen acuerdo con los valores
experimentales para todos los dtomos hidrégeno de la T1Z, excepto para el hidrégeno
involucrado en el enlace N10-H10 (el valor experimental de dicho corrimiento es
11,4 ppmy el hallado mediante los calculos es de 7,7 ppm).
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13C. La linea punteada representa la recta dexp = Scarc

10
15
16
-250 - o
2200 -
3
o -150 -
Y et
Z < e
=100 4
-50) -
b4 15N
04+— T T T T T T T T T
0 50 -100 <150 -200 250
6]SN
e (PP

Figura 5.6 Corrimiento quimico calculado en funcién del corrimiento experimental para
15N. La linea punteada representa la recta dexp = Ocarc
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Figura 5.7 Corrimiento quimico calculado en funcién del corrimiento experimental para
1H. La linea punteada representa la recta dexp = Scarc

Para cada nucleo, se calculd la desviacion cuadrética media (RMS, por su sigla
en inglés) de los corrimientos calculados vs los corrimientos experimentales. En el caso
de 13C, la RMS fue de 2,9 ppm, 2,0 ppm para N y 0,4 ppm para 'H. Las desviaciones
entre los resultados calculados y experimentales surgen de tres fuentes de error
diferentes3*: (i) inexactitudes de los procedimientos computacionales, (ii) errores o
incertidumbres en las estructuras cristalinas obtenidas por DRX vy (iii) errores en los
datos de NMR experimentales. Los dos ultimos errores suelen ser relativamente
pequetios, a excepcion de las posiciones de los hidrégenos obtenidas por DRX y
problemas asociados a las comparaciones de temperatura.

Dado que, en la comparacioén de los corrimientos tedricos y experimentales, la
mayor diferencia se observé para la regién del enlace hidrégeno entre N10-H10 y O7,
se realizaron nuevos célculos donde la posicién del hidrégeno H10 se varié cambiando
la distancia de enlace N10-H10. Para ello se crearon nuevas estructuras cristalinas
como entrada del cdlculo, donde cada nueva estructura posee una distancia de enlace
N10-H10 entre 0,78 A y 1,78 A. La distancia 0,78 A corresponde a un fuerte enlace entre
N10-H10 y la distancia 1,78 A simboliza el caso de un enlace H10-O7 fuerte. La Figura
5.8 muestra la molécula de TIZ con las diferentes posiciones de H10 para cada nueva
estructura. Para el armado de las nuevas estructuras se calcularon posiciones de H10
manteniendo fijo el &ngulo y plano formado por los tres ntcleos (N10, H10 y O7), en la
estructura optimizada inicialmente, y se fue variando la distancia N10-H10.
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Figura 5.8 Esquema del movimiento del atomo H10 de TIZ a lo largo del enlace hidrégeno.
Cada atomo de hidrégeno perteneciente a una estructura diferente se representa con un color
distinto, donde la distancia de enlace N10-H10 varia entre 0,78 Ay 1,78 A en pasos de 0,1 A.

El estudio de la influencia de la distancia N10-H10 se llev6 a cabo en dos etapas
de diferente precision, primero se crearon estructuras variando la distancia en pasos de
0,1 A y luego sobre un rango mas reducido en pasos de 0,01 A (Figura 5.8). Para cada
nueva estructura se calcularon los pardametros de NMR y se realiz6 la comparacién con
los valores experimentales mediante el calculo de la RMS. El primer estudio permitié
observar qué para los atomos de 3C la mejor RMS se obtiene cuando la longitud del
enlace N10-H10 es mayor que 0,88 A y menor que 0,98 A, mientras que para N, la
mejor RMS se encuentra para distancias N1-H10 de entre 1,08 A y 1,18 A. Las
diferentes fuentes de desviaciones entre los corrimientos quimicos experimentales y
calculados discutidas previamente deben ser la razén por la cual la longitud de enlace
6ptima para los dos ntcleos no coincide.

La segunda iteracién, considerando pasos de 0,01 A, se realiz6 para distancias
de enlace N10-H10 de entre 0,98 A y 1,18 A. El intervalo seleccionado contiene los
valores limites para los cuales la RMS de 'H fue mejor cuando se realizaron variaciones
de 0,1 A. En las Figura 5.9, Figura 5.10 y Figura 5.11 se muestran las comparaciones de
corrimientos quimicos experimentales y calculados para los tres ntcleos estudiados,
13C, 15N y H para diferentes longitudes de enlace. En el caso de 13C y 15N (Figura 5.9 y
Figura 5.10) se muestran los resultados para pasos de 0,1 A, mientras que para 'H
(Figura 5.11) se muestran los resultados de corrimientos quimicos para pasos mas
cortos.
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Figura 5.11 Comparacién de corrimientos quimicos experimentales vs calculados de 'H para
diferentes distancias de enlace N10-H10

En la primera iteraciéon se observé que los corrimientos quimicos de 13C
estimaban una longitud menor a la encontrada por corrimientos de 'H, mientras que
15N predice una mayor. Por este motivo en la segunda instancia de célculos se escogio
seguir los corrimientos quimicos de 'H para el refinamiento de la longitud de enlace. Se
encontré que el valor para el corrimiento quimico calculado para H10 es mas cercano al
valor experimental cuando la longitud del enlace N10-H10 esta entre 1,00 A y 1,01 A,
(triangulo relleno verde y estrella rellena naranja en la Figura 5.11, respectivamente).
Para ambos casos, el valor de RMS es de 0,3 ppm y es el menor valor encontrado para
todas las distancias.

A continuacién, en las Figura 5.12, Figura 5.13 y Figura 5.14 se muestran los
valores de los corrimientos quimicos calculados, para algunos ntcleos, en funcién de la
distancia de enlace N10-H10. Se eligi6 en el caso de 13C seguir los nicleos C1, C8, C11 'y
C3, los primeros tres se encuentran en un entorno cercano al enlace hidrégeno
estudiado; mientras que C3 esta en una region alejada. Se observé que los corrimientos
de C1, C8 y C11 muestran variaciones considerables al modificar la distancia de enlace
N10-H10, esto se debe a que los apantallamientos se alteran significativamente al
modificar la posicién de H10 (Figura 5.12). Sin embargo, el corrimiento quimico para
C3, como se esperaba, casi no se modifica con la distancia de enlace debido a que se
encuentra alejado de la regién de interés, y por ende la distribucion electrénica no se
modifica al mover H10. De la misma manera, la Figura 5.13 muestra que el corrimiento
quimico de N15 no es afectado por el movimiento de H10, mientras que para N10 varia
notablemente. Esto no es sorprendente, considerando que N10 es el ntcleo
directamente involucrado en el enlace hidrégeno estudiado.
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Finalmente, la Figura 5.14 muestra cémo el corrimiento quimico de H10 (el que
estd involucrado en el enlace hidrégeno) cambia para cada distancia y el de H4 no lo
hace. A medida que la distancia de enlace N10-H10 se alarga se produce un
desapantallamiento del ndcleo aumentando su corrimiento quimico, hasta llegar a un
valor maximo correspondiente a una ubicaciéon equidistante de N10 y O7. Como es de
esperarse, cuando el atomo de hidrégeno se acerca al d4tomo de oxigeno (O7),
distancias N10-H10 mayores a 1,4 A, el corrimiento quimico comienza a descender
nuevamente debido a que el nicleo vuelve a apantallarse. Se observa que para todos
los ntcleos es posible ajustar el cambio de los corrimientos quimicos con la distancia
mediante un polinomio de orden 3, tal y como propone Harris et al.3>. Del ajuste
polinémico para el corrimiento quimico de H10 en funcién de la distancia, y
considerando un error experimental de 0,6 ppm, se encontré que la distancia de enlace
N10-H10 que reproduce el valor experimental es de (1,00 + 0,02) A, valor en muy
buena coincidencia con el obtenido mediante el modelo molecular en las diferentes
configuraciones.

Por otro lado, como se discuti6é al comienzo del capitulo, la curva de energia
potencial de un enlace hidrégeno representada en funcién de la posicion del atomo de
hidrégeno proporciona un criterio fundamental para su clasificacién y es un indicador
de la fuerza de dicho enlacel036-. En la Figura 5.15 se muestran los resultados del
calculo de energia total en funcién de la distancia de enlace N10-H10.



Capitulo 5: Combinacion ssNMR y DFT para el estudio de enlaces puente hidrégeno.

a) b)
94 :N ; : O 0,124 °
i ' I
' , :
! ! | | 0,10+
! 1 ! i
—_ ! H " I —_ 5
=61 | '. ! ! % 0,08 '
‘: 1 ' K i ‘;’ °
= ! . | = 0064 '
- ' : 1 o
&3] ! ! e ! & -
= i ' r | 20,04+ ° 4
] X ' Y ! g
& i 1 ‘ &
= 1 . e : fis] 0,024 i ° @
! vt 1 ' b : .’
0 : L | kT b - K
! T T T T T T ‘I 1 [L[][]- ' T T I..\° -T T T 1
00 04 08 12 16 20 24 28 09 098 1,00 102 104 106 108 1,10
Distancia de enlace N10-H10 (A) Distancia de enlace N10-H10 (A)

Figura 5.15 a) Variaciéon de la energia total del sistema (relativa al minimo) como funcién de la
distancia de enlace N10-H10; se muestra también la posicién de los dos dtomos electronegativos
pertenecientes al enlace. b) Ampliaciéon en la zona del minimo de energia, sombreada se
muestra el area entre la minima energia calculada y kT.

Como puede verse, el comportamiento de la energia del sistema coincide con el
comportamiento de la energia potencial de un enlace hidrégeno asimétrico, segtn lo
informado por White et al. 10. Es decir, podemos asegurar que el 4&tomo de hidrégeno se
encuentra fuertemente enlazado al &tomo N10, y no existird intercambio con el O7. En
la Figura 5.15 b) se muestra una ampliaciéon de la regiéon de minima energia, que es
donde se ubicara el hidrégeno. La linea punteada roja representa el ajuste de los datos
de energia potencial en esta region. Para tal ajuste se utilizé un polinomio de grado
tres, a partir del cual se obtuvo una longitud de enlace de 1,035 A. Debido a que el
formalismo de célculos DFT estudia el estado fundamental (temperatura de 0 K) en la
Figura 5.15 a) Variacién de la energia total del sistema (relativa al minimo) como
funcién de la distancia de enlace N10-H10; se muestra también la posicién de los dos
atomos electronegativos pertenecientes al enlace. b) Ampliacion en la zona del minimo
de energia, sombreada se muestra el drea entre la minima energia calculada y kT.b) se
marcé en rojo la regién de energias entre 0 K y T ambiente, en las cuales podria
encontrarse al hidrégeno a temperatura ambiente. Considerando dicha regién la
longitud de enlace es de (1,03 + 0,03) A, estando ésta en buena concordancia con el
resultado obtenido del ajuste de los corrimientos quimicos de 'H y con el hallado por el
modelo molecular.

A continuacion, se presenta un anélisis detallado de la variacién de la densidad
electronica en funcién de la posicion de H10 y como la misma afecta el corrimiento
quimico. Los electrones que rodean un nucleo reaccionan al campo magnético externo
de un experimento de NMR produciendo un campo secundario, el cual contribuye al
campo total que se siente el nicleo y, por lo tanto, cambia su frecuencia de resonancia.
Esta interacciéon del campo secundario producido por los electrones con el ntcleo es lo
que denominamos apantallamiento. Por lo tanto, si se modifica la posiciéon de un
atomo particular en la estructura de TIZ, se cambia la distribucion electrénica de la
region y esto modifica el corrimiento quimico de los atomos aledafios. Para observar
con mas detalle el efecto del cambio en el entorno electrénico producido por la
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modificacion del atomo H10, se realizaron calculos de diferencia de densidad
electrénica para dos estructuras de TIZ con distintas longitudes de enlace N10-H10.
Este método, llamado diferencia de densidad electrénica, se explicé en Capitulo 3 y los
resultados se muestran en la Figura 5.16.

Figura 5.16 Diferencia de carga para distancias de enlace N10-H10 de a) 1,03 A y b) 1,78 A. Los
l6bulos rosados y violetas representan la depresion y acumulaciéon de carga, respectivamente.

Puede verse que, para 1,03 A (Figura 5.16 a), la distribucién de carga se
corresponde con la distribucién de un enlace covalente entre N10 y H10, y la Figura
5.16 b uno entre H10 y O7. En ambos casos también se observa un enlace (varilla gris)
entre el H10 y el atomo mas alejado (O7 y N10, respectivamente), el cual simboliza el
enlace hidrégeno. Ademas, es posible notar como la variaciéon de la posicion de H10
afecta la distribucion electrénica de los primeros vecinos del enlace, lo cual incide
directamente en su corrimiento quimico, como lo corroboran los resultados mostrados
en las Figura 5.12, Figura 5.13 y Figura 5.14.
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54 Conclusiones del capitulo

La adecuada descripcion de los enlaces hidrégeno es de gran importancia en la
caracterizacion de materiales, especialmente para el desarrollo farmacéutico de
compuestos bioactivos. Sin embargo, la obtenciéon experimental de posiciones de
atomos livianos como el hidrégeno no es tarea facil. Encontrar de manera precisa
dichas posiciones es esencial para describir los enlaces hidrégenos. En este capitulo se
estudi6 un enlace hidrégeno intramolecular para un compuesto farmacéutico de
interés, la Tizoxanida. Para llevar a cabo dicho estudio se aplicé un procedimiento que
combina resultados experimentales de NMR en estado sélido con métodos teéricos. El
modelado tedrico de la estructura se realizé mediante dos enfoques tedricos diferentes.
El de estado s6lido se basa en la periodicidad de la estructura cristalina de la TIZ para
calcular su energia, densidad electrénica y los pardmetros de NMR; mientras que el
enfoque molecular considera moléculas aisladas de TIZ ubicadas en tres entornos
diferentes, aunque locales.

La optimizacién de la geometria de la TIZ mediante el enfoque molecular
presenta una distancia de enlace N10-H10 que varia entre 1,013 A y 1,020 A para las
tres configuraciones estudiadas (monémero, dimero y tetrdmero) y para las diferentes
formas de optimizacién geométrica. De estos valores, la distancia obtenida para la
estructura tetramérica mediante la optimizaciéon 4HB es coincidente con la obtenida
luego con el modelo de estado sélido. La utilizacién de este modelo remarca la
importancia de las interacciones intermoleculares para la correcta descripciéon de la
disposiciéon molecular dentro de un sélido cristalino y para la obtencién de pardmetros
de RMN confiables.

La combinacion del enfoque de estado sélido y los resultados experimentales
permitié, en primera instancia, obtener de manera precisa la posiciéon del atomo de
hidrégeno perteneciente al enlace de interés. En particular se encontr6 una distancia
N10-H10 de (1,00 + 0,02) A al ajustar los parametros de resonancia y (1,03 + 0,03) A al
hallar el minimo de energia del sistema y considerar la energia térmica, valores
compatibles con el hallado mediante el enfoque molecular. Ademas, posibilit6 un
estudio minucioso de cémo la posicién del hidroégeno afecta a los pardmetros de
resonancia de los distintos ndcleos de la molécula, pudiendo distinguir regiones
afectadas de aquellas que no modifican su entorno local. Por otra parte, el andlisis de la
diferencia de carga para diferentes distancias de enlace nos permitié entender de
manera mas precisa el porqué de las variaciones de los pardmetros de resonancia en los
atomos inmediatamente ligados al hidrégeno. Por dltimo, se observé que la curva de
energia del sistema en funcién de la distancia de enlace predice un enlace hidrégeno
asimétrico entre el N10 y el O7, permitiéndonos asegurar que el hidrégeno esta
fuertemente ligado al N y que la probabilidad de transferencia de protones al O7 es
muy baja.
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La combinacién de los modelos tedricos con los resultados experimentales se
puede aplicar ampliamente para la caracterizacion completa de cualquier cristal
molecular diferente de TIZ. De hecho, el modelo de estado sélido se aplica
ampliamente para la caracterizacion adecuada de las propiedades de los sistemas
solidos extensos, aunque su combinacién con resultados experimentales u otros
métodos de cdlculo no es tan habitual. Todos los resultados presentados en este
capitulo fueron publicados en una revista cientifica de alto impacto: RSC Adv. 11, 7644~
7652 (2021) “ Accurate location of hydrogen atoms in hydrogen bonds of tizoxanide from the combination
of experimental and theoretical models.” Reviglio, A. L.; Martinez, F.; Montero, M.; Garro-Link, Y;
Aucar, G. A,; Sperandeo, N. R.;; Monti, G. A.
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de Nevirapina y Tinidazol

En el drea farmacéutica, algunos medicamentos exhiben propiedades fisico-quimicas
que afectan negativamente los procesos de formulacién, la biodisponibilidad y la efectividad
del medicamento. La Nevirapina (NVP), un medicamento antirretroviral, y el Tinidazol (TNZ),
un agente antiprotozoario, presentan baja solubilidad acuosa, lo que impacta directamente en
su biodisponibilidad. Entre las posibles modificaciones, los cristales s6lidos multicomponentes
como cocristales y compuestos eutécticos se utilizan con éxito para mejorar la solubilidad de los
farmacos. En este capitulo, se estudia la formacién de nuevos sistemas sdélidos
multicomponentes de NVP y TNZ con diferentes posibles coformadores. Cada nuevo sistema
fue estudiado por Resonancia Magnética Nuclear en Estado Sélido (SSNMR) permitiendo
identificar las nuevas formas sdlidas de cada compuesto activo y las interacciones presentes en
los nuevos cristales'2. Fue posible identificar tres formas sélidas diferentes: mezclas fisicas,
cocristales y mezclas eutécticas, las cuales presentan caracteristicas propias observables por
NMR. Las muestras de ambos IFA fueron también estudiadas por otras técnicas analiticas; los
resultados de éstas se encuentran en el Apéndice de este trabajo de Tesis.

6.1 Metodologia

6.1.1 Eleccion de coformadores

Una cuidadosa busqueda en literatura y en la Base de datos estructural de
Cambridge (CSD)? realizada por el Grupo de la Dra. Norma Sperandeo, mostré que no
se habian reportado estructuras de cocristales de TNZ; aunque durante el desarrollo de
su trabajo de Tesis Rogeria Nunes Costa, si hallé formas sélidas multicomponentes
reportadas para NVP4 Por tal motivo, cada grupo de investigacion escogid
coformadores diferentes segtn las posibles interacciones IFA-coformador.

Para el caso de NVP, la seleccién de moléculas coformadoras fue parte del
trabajo de Tesis de Rogeria Nunes Costa. Estas moléculas se seleccionaron en base a la
presencia de grupos carboxilo y amida que podrian alterar el motivo del dimero
amida-amida observado en la estructura pura de NVP. Ademas, se buscé que posean
estructuras planas deslocalizadas que puedan apilarse con los fragmentos de piridina
de la molécula de NVP. Los coformadores elegidos fueron: Acido Salicilico (SA),
Sacarina (SAC), Cafeina (CAF), Teofilina (TEO) y Urea (URE) (Figura 6.1).

Para el caso de TNZ, las moléculas coformadores fueron seleccionadas por
Octavio Fandifio como parte de su trabajo de Tesis; éstas se eligieron en base de la tasa
de éxito estadistico de la formacién de heterosintones supramolecular entre azoles y
acidos carboxilicoss. También se analizaron otros coformadores que no poseen grupo
carboxilico. Los coformadores elegidos fueron: Acido p-aminobenzoico (PABA), Acido
Salicilico (SA), Acido Citrico (CA), Acido Succinico (SUC) y Nicotinamida (NA) (Figura
6.2)
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Se prepararon muestras multicomponentes de ambos IFA con cada coformador.
La metodologia utilizada para la preparacién de las muestras se explica en el Apéndice
de esta tesis.

Oy G X Xy

Acido Salicilico Sacarina Teofilina Cafeina Urea

Fuente: Tesis Rogeria Nunes Costa

Figura 6.1 Representacién bidimensional de los cinco coformadores utilizados para cocristalizar
NVP.
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Figura 6.2 Representacién bidimensional de los cinco coformadores utilizados para cocristalizar
TNZ.

6.1.2 Caracterizacion por NMR en estado sélido

Todas las muestras obtenidas fueron caracterizadas mediante NMR en estado
solido. Se utilizaron diferentes secuencias de pulsos para obtener toda la informacién
posible sobre cada sistema. En particular se tomaron espectros unidimensionales de 13C
con Polarizacién Cruzada y Rotaciéon al Angulo Mégico (CPMAS), espectros 13C con
Supresion de Carbonos Cuaternarios (NQS), espectros 2D de Correlaciéon
Heteronuclear (HETCOR) 3C-'H y espectros unidimensionales de H. Todas las
secuencias mencionadas se describen en el Capitulo 3.

Para la asignaciéon de sefales, ademas de la edicién espectral, se utilizaron
resultados de calculos computacionales por DFT de los parametros de NMR para todos
los compuestos puros. El detalle de dichos calculos se explicé en el Capitulo 3.
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6.2 Nevirapina (NVP)

6.2.1 NVP:URE

Los espectros 13C CPMAS para NVP, URE, el compuesto NVP:URE y la mezcla
fisica de NVP y URE, junto con los esquemas moleculares con la asignacién de
carbonos elegida, se muestran en la Figura 6.3. El espectro de 13C para NVP presenta
una sefial por cada 4tomo de carbono, excepto para los carbonos C14 y C15 que poseen
la misma frecuencia de resonancia a 11 ppm. En cambio, URE presenta una tnica
resonancia correspondiente al tnico carbono de su estructura. Cabe destacar que la
sefial de URE es mucho menor a las sefiales obtenidas para NVP. Esto se debe a la baja
abundancia de *C de la muestra y a que el atomo C16 de URE no se encuentra ligado a
ningan hidrégeno capaz de pasarle polarizacion durante el proceso de Polarizacion
Cruzada.

Se observa que las sefales del espectro de 3C obtenido para el compuesto
NVP:URE (Figura 6.3 c) coinciden con las sefiales de los espectros de NVP y URE puros
(Figura 6.3 a y b). Es decir, el espectro de 3C obtenido para el compuesto coincide con
la suma de los espectros de 13C de NVP y URE puros. Esto indica que tras el proceso de
cristalizacién al que se sometieron los precursores, no se produjeron interacciones entre
NVP y URE, es decir, se obtiene una mezcla fisica tras la molienda. Para corroborar este
hecho se midi6 una mezcla fisica de NVP y URE en las mismas proporciones utilizadas
para generar el compuesto, obteniéndose el mismo espectro de 3C que para el
compuesto NVP:URE (Figura 6.3 d). Los mismos resultados fueron encontraron
mediante otras técnicas analiticas de estado soélidol, los cuales se muestran en el
Apéndice de esta tesis.
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Figura 6.3 Espectros 13C CPMAS de a) NVP, b) URE, c) Compuesto NVP:URE y d) Mezcla fisica
de NVP y URE. A la derecha los esquemas moleculares con la asignacién de carbonos utilizada.
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6.2.2 NVP:SA

Los espectros 13C CPMAS para NVP, SA, el compuesto NVP:SA y la mezcla
fisica de NVP y SA, junto con los esquemas moleculares con la asignacién de carbonos
elegida, se muestran en la Figura 6.4.

El espectro de 13C de SA no muestra multiplicidad en las lineas de resonancia,
indicando asi la presencia de una sola molécula por celda unidad asimétrica. En el
espectro del compuesto NVP:SA pueden encontrarse cambios claros de los
corrimientos quimicos de las sefiales al compararlo con los precursores. Los valores de
todos los corrimientos quimicos se encuentran en la Tabla 6.1, junto con la diferencia
entre los valores hallados para el compuesto NVP:SA, respecto de los precursores
puros. En particular se observé un cambio notorio a ppm mas altos de los corrimientos
de los carbonos C2, C4, C11, C13, C20 y C21; como asi también desplazamientos hacia
ppm més bajos para los carbonos C5, C6, C7, C18, C19 y C23. Con cambio notorio se
hace referencia a una diferencia mayor a 1 ppm respecto de la sefial en el precursor.
Por otro lado, el espectro de 13C de la mezcla fisica de NVP y SA se corresponde con el
espectro de la suma de los compuestos puros. Por lo tanto, es posible asegurar que
existe una interaccién entre las moléculas de NVP y SA tras el proceso de
cocristalizacién al que fueron sometidas, y que la mera mezcla de ambos no favorece a
la formacién del compuesto.
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Figura 6.4 Espectros 13C CPMAS de a) NVP, b) SA, c¢) Compuesto NVP:SA y d) Mezcla Fisica de
NVP y SA. A la derecha los esquemas moleculares con la asignacién de carbonos utilizada.
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Tabla 6.1 Corrimientos quimicos de 3C y 'H para NVP, SA y el compuesto NVP:SA.
Diferencia entre los corrimientos quimicos asociados al mismo dtomo en el cocristal y el
compuesto puro. Las barras verdes y rojas representan si el cambio del corrimiento es
hacia ppm mas altos o méas bajos respectivamente. Del mismo modo en verde o rojo se

resalta la asignacién de cada nicleo con el mismo criterio

3 ¢ (ppm) 8 *H (ppm)
NVP | SA | NVPSA | & NVP | SA | NVPSA | &

1 |1703 ] - 1703 | 0 Ho | 79 | - 7,2 G
2 1227 | - 1238 | 11 H | 7.0 | - 7.2 ok
3 1542 - 1541 | oh Hs | 85 | - 7,2 %E
1 1618 | - 1645 | 2.7 HO | 70 | - 6,3 7
5 | 1217 | - 1201 |- N1 | 100 | - 9,7 43
6 | 1406 | - 135,1 H10 | 36 | - 34 d2
7 1192 - 116,8 - H12 | 18 | - 17 o1
s | 1526 | - 1524 | op H13 | 18 | - 34 15
9 |1437 | - 1226 | dh H1Z | 07 | - 04 43
10 | 1210 | - 120,1 HI5 | 07 | - 04 NE
11| 1413 | - 1426 | 1,8 COOH| - |126| 140 14
| 184 | - 18,9 05 OH = [103| 1009 06

5| 297 | - 31,3 16 HIS | - | 83 7,2 1
14 | 1.0 | - 12,0 1,0 HI9 | - | 83 6,3 0
15 | 110 | - 12,0 1.0 H20 | - | 83 7.2 1
16 | - |1129| 1128 | 00 H21 | - | 71 6,3 3
18 - [1330| 1317 | b -
9 | - |1211| 1168 E_iz
0 | - | 1285 1398 | 18
o1 | - 182 1193 | 14
2 | - |1621| 1622 | o1
23 | - |1761| 1723

a)

= -

Hs, H7
H19,H21

l ' I ! I ! I ! I N ] I
6 14 12 10 8 6 4 2 0 2 4

Figura 6.5 Espectros '"H con MAS de a) NVP, b) SA y c¢) Compuesto NVP:SA. Las lineas
punteadas corresponden a la deconvolucién de las senales.
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Los espectros de 'H y la deconvolucion de las sefiales para NVP, SA y el
compuesto NVP:SA se muestran en la Figura 6.5. Al igual que para los espectros de
13C, se observan cambios notorios de las sefiales del compuesto NVP:SA cuando se las
compara con las sefiales de los precursores. En particular cambios mayores a 1 ppm se
observan para H13 y COOH, hacia ppm maés altos, y para H8, H18, H19 y H20 a ppm
mas bajos. Los valores de todos los corrimientos quimicos se encuentran en la Tabla
6.1, junto con la diferencia entre los valores hallados para el compuesto NVP:SA,
respecto de los precursores puros.

El hecho de que existan cambios en los corrimientos quimicos asignados a los
diferentes atomos, tanto para *C como para 'H, aporta més informacién que el simple
indicio de interaccién entre las moléculas. Como los espectros de NMR en sélidos
brindan informacién directa de la unidad asimétrica de los cristales estudiados, y los
espectros del compuesto y los precursores son claramente diferentes, se puede
asegurar que el nuevo compuesto NVP:SA posee una wunidad asimétrica
completamente nueva que contiene ambas moléculas. Segiin la Administracién de
Alimentos y Medicamentos de EE. UU. (USFDA) los cocristales son “sélidos cristalinos
formados por dos o mas moléculas en una misma red cristalina”, razén por la cual se
puede asegurar el NVP:SA sintetizado es un cocristal.

Para caracterizar el tipo de interaccion entre las moléculas se realizéd un
experimento de correlacién heteronuclear 13C-TH HETCOR para el cocristal NVP:SA, el
mismo se muestra en la Figura 6.6. Este experimento no mostré correlaciones mediadas
por protones entre carbonos de NVP y SA en el nuevo compuesto. Es decir, no hay
carbonos de NVP interactuando con hidrégenos de SA y viceversa. Esto indica que la

interaccion entre NVP y SA ocurre entre alguno de los nitrégenos de NVP y protones
de SA.

o
Oy (ppm)

3 1 16

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
B13c (ppm)

Figura 6.6 Espectro de correlacion heteronuclear 'H-13C para el cocristal NVP:SA

Un analisis detallado de la Tabla 6.1 de corrimientos quimicos de H y 13C
permite identificar que los atomos cuyo corrimiento quimico se modifica en mayor
medida al formarse el nuevo cocristal, son los &tomos mds cercanos a los nitrégenos N3
y N4 de NVP. Este hecho permite proponer que la interaccion entre NVP y SA, que
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causa la formacién del nuevo material, debe darse con uno de estos dtomos de
nitrégenos de NVP y protones de SA. Se realizaron entonces experimentos de CPMAS
para N, con el fin de corroborar esta hipétesis, los resultados se muestran en la Figura
6.7. Se observan cambios en los corrimientos quimicos de las sefiales asignadas a los
nitrégenos N3 y N4, y no asi para los nitrégenos N1 y N2. Al cambiar las resonancias,
es posible confirmar que los entornos, y por tanto las interacciones, de N3 y N4 se
modificaron al formarse el cocristal, confirmando la hipétesis.

N1
N4
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Figura 6.7 Espectros >N CPMAS de a) NVP y b) Compuesto NVP:SA. A la derecha el esquema
molecular con la asignacién de nitrégenos utilizada marcada en azul.

El primer reporte de un cocristal de NVP:SA fue realizado en 2012 por Caira et
al4, pero empleando un método de sintesis diferente. Ademds, no se reportéd
previamente ningtn estudio mediante NMR en estado sélido ni de DRX a temperatura
ambiente. En el trabajo de Caira et al.* se observd que las moléculas de SA se
encuentran desordenadas dentro de la estructura cristalina de NVP:SA. En este trabajo
de tesis un estudio detallado del cocristal llevé a una interpretacion distinta de este
desorden La presencia de dicho desorden molecular se estudiara en detalle en el
Capitulo 7.

Se realizaron experimentos mediante otras técnicas analiticas! que se presentan
en el Apéndice de esta tesis. Los mismos confirman las conclusiones obtenidas a partir
del andlisis de los espectros de NMR.

6.2.3 NVP:SAC

Los espectros 3C CPMAS para NVP, SAC, NVP:SAC y la mezcla fisica de NVP
y SAC se muestran en la Figura 6.8, mientras que en la Figura 6.9 se muestran los
espectros de H para NVP, SAC y NVP:SAC con su correspondiente deconvolucién de
senales.

El espectro 13C CPMAS de SAC presenta cinco resonancias diferentes, para los
siete &tomos de carbono que componen la molécula. Los carbonos no cuaternarios C26,
C29 y C27, C28 se encuentran superpuestos a 135,6 ppm y 122,1 ppm respectivamente.
Los espectros 13C y 'H del compuesto NVP:SAC muestran cambios considerables en las
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sefiales asignadas a cada atomo respecto de la misma sefial en el precursor puro. Los
carbonos C24, C26 y C29 se corren a ppm maés bajos en el nuevo compuesto respecto a
SAC puro, esto se asocia con la ruptura de los enlaces intermoleculares en el cristal de
SA puro que involucran a los hidrégenos unidos a C26 y C29 o del dimero en el que
participa el oxigeno ligado a C24. El mismo hecho puede confirmarse al observar el
corrimiento del protéon HN5 de SAC, que se corre a ppm mds altos cuando se
encuentra en NVP:SAC. A su vez, las sefiales de los carbonos C13, C14 y C15 se
ensanchan y se corren, indicando cambios conformacionales en su entorno quimico. Lo
mismo sucede con sus protones asociados. Al igual que en el caso del compuesto
NVP:SA estos espectros permiten asegurar la formacién de un cocristal®.
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Figura 6.8 Espectros 13C CPMAS de a) NVP, b) SAC, c¢) Compuesto NVP:SAC y d) Mezcla fisica
de NVP y SAC. A la derecha los esquemas moleculares con la asignacién de carbonos utilizada.
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Figura 6.9 Espectros 'H asignados de a) NVP, b) SAC y c) Compuesto NVP:SAC. La linea
discontinua representa la deconvolucién de las sefiales.
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Se realizaron experimentos mediante otras técnicas analiticas! que se presentan
en el Apéndice de esta tesis. Los mismos confirman las conclusiones sacadas a partir
del analisis de los espectros de NMR. Este cocristal fue reportado en 2012 por Caira et
al.* y aunque el método de sintesis difiere, la fase cristalina obtenida es la misma; sin
embargo no se informaron previamente estudios mediante NMR de este compuesto.

6.24 NVP:THE y NVP:CAF

Los espectros 13C CPMAS para NVP, THE, el compuesto NVP:THE y su mezcla
fisica y para NVP, CAF, el compuesto NVP:CAF y su mezcla fisica, junto con los
esquemas moleculares con la asignacién de carbonos elegida, se muestran en la Figura
6.10 y Figura 6.11, respectivamente.

El espectro de 13C de THE (Figura 6.10 b) presenta una sefial por cada atomo de
carbono, excepto para los carbonos C21 y C22 que poseen la misma frecuencia de
resonancia a 30 ppm. Se observa que las posiciones de los picos del espectro de 13C
obtenido para el compuesto NVP:THE (Figura 6.10 c) coinciden con las de los espectros
de NVP y THE puros (Figura 6.10 a y b). Es decir, el espectro del compuesto se puede
obtener mediante la suma de los espectros de NVP y THE puros. Esto indica que tras el
proceso de cristalizacion al que se sometieron los precursores, no se produjeron
cambios conformacionales en los cristales de NVP y THE. Sugiriendo que el proceso de
molienda produjo una mezcla de los cristales precursores. Para corroborar este hecho
se midi6 una mezcla fisica de NVP y THE en las mismas proporciones utilizadas para
generar el compuesto, obteniéndose el mismo espectro de 3C que para el compuesto
NVP:THE (Figura 6.10 d).
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Figura 6.10 Espectros 13C CPMAS de a) NVP, b) THE, c) Compuesto NVP:THE y d) Mezcla
fisica de NVP y THE. A la derecha los esquemas moleculares con la asignacién de carbonos
utilizada.
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Figura 6.11 Espectros 13C CPMAS de a) NVP, b) CAF, c¢) Compuesto NVP:CAF y d) Mezcla
fisica de NVP y CAF. A la derecha los esquemas moleculares con la asignacién de carbonos
utilizada.

En el caso del espectro de 13C de CAF (Figura 6.11 b) se presentan sefiales por
cada atomo de carbono de la molécula, sin superposicion entre ellas. En el espectro del
compuesto NVP:CAF (Figura 6.11 c) no se observan cambios en las sefiales respecto de
los espectros de 13C de NVP y CAF puros (Figura 6.11 a y b). Indicando que, al igual
que para el caso del THE, tras el proceso de LAG no se produjo ningtn cambio
conformacional en los cristales de NVP y CAF obteniendo una mezcla de los cristales
precursores. Este hecho es confirmado al analizar que el espectro de la mezcla fisica
(Figura 6.11 d) coincide con el del compuesto.

Los espectros 'H y la deconvolucion de las sefiales para los sistemas con THE y
CAF se muestran en las Figura 6.12 y Figura 6.13, respectivamente. Al igual que lo
observado en los espectros de 3C, los espectros 'H de NVP:THE y NVP:CAF son la
superposicion de los espectros de NVP y el coformador puros. La ausencia de
modificaciéon de las sefiales de protones es otra confirmaciéon de que los compuestos
obtenidos son mezclas de los cristales originales.

Se realizaron experimentos mediante otras técnicas analiticas! que se presentan
en el Apéndice de esta tesis. El andlisis de los patrones DRX es coincidente con el
analisis de NMR, sin embargo las curvas térmicas DSC presentan un comportamiento
diferente al esperado, las muestras binarias NVP:THE y NVP:CAF poseen un tnico
punto de fusién menor a los de los correspondientes precursores. Este hecho conduce a
que, aunque los andlisis DRX y NMR no muestran interaccién fuerte entre los
precursores, existen interacciones mas débiles que modifican las propiedades térmicas
del compuesto. Por lo tanto, estas muestras tienen el comportamiento de una mezcla
eutéctica, o simplemente eutéctico. En el Capitulo 8 se estudiaran estos compuestos
desde el punto de vista de su comportamiento eutéctico.
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Figura 6.12 Espectros 'H asignados de a) NVP, b) THE y c) Compuesto NVP:THE. Las lineas
punteadas corresponden a la deconvolucién de las senales.
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Figura 6.13 Espectros 'H asignados de a) NVP, b) CAF y c) Compuesto NVP:CAF. Las lineas
punteadas corresponden a la deconvolucién de las senales.
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6.2.5 Nuevas formas sélidas de NVP

El anélisis de los espectros de 13C y 'H, junto con los resultados obtenidos
mediante otras técnicas experimentales, permitieron identificar las nuevas formas
solidas tras realizar una molienda asistida por liquido de NVP con cinco coformadores
diferentes. En la Tabla 6.3 se resumen las nuevas formas sélidas obtenidas.

Tabla 6.2 Nuevas formas so6lidas de NVP

COMPUESTO FORMA SOLIDA

NVP:URE Mezcla Fisica
NVP:SA Cocristal

NVP:SAC Cocristal

NVP:THE Eutéctico

NVP:CAF Eutéctico
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6.3 Tinidazol (TNZ)

TNZ posee un potencial considerable para interacciones intermoleculares con
moléculas coformadoras a través de tres grupos funcionales (los grupos nitro y sulfona
y el anillo de imidazol), que pueden dar lugar a enlaces hidrégeno. En el presente
trabajo de tesis, se identificaron por RMN, cinco nuevas formas sélidas de TNZ con
PABA, SA, CA, SUC y NA (Figura 6.2). A continuacién, se muestran los resultados de
espectroscopia por Resonancia Magnética Nuclear que permitieron identificar las
diferentes formas sélidas de cada nuevo compuesto.

6.3.1 TNZ:PABA

Los espectros 13C CPMAS de las muestras TNZ, PABA, TNZ:PABAirac,
TNZ:PABAcryst.ace y su mezcla fisica junto a las estructuras moleculares con las
asignaciones de carbonos utilizadas, se representan en la Figura 6.14. Los subindices
LAG y CRYST-ACE hacen referencia a los dos métodos de preparaciéon diferentes
explicados en el apéndice.

1,210
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Figura 6.14 Espectros 13C CPMAS de a) TNZ, b) PABA c) TNZ:PABALac, d) TNZ:PABAcryst-acE
y e) Mezcla fisica de TNZ y PABA. A la derecha los esquemas moleculares con la asignacién de
carbonos utilizada.

El espectro de 3C de TNZ (Figura 6.14 a) muestra una sefial por cada carbono
de la molécula, excepto para los carbonos C5 y C6 que comparten la misma resonancia.
Del mismo modo, el espectro de PABA (Figura 6.14 b) muestra un tnico pico por cada
carbono de la molécula excepto para los C10 y C14 que comparten la misma sefial.

Los espectros de 3C deTNZ-PABArac (Figura 6.14 ¢) y TNZ-PABAcryst-ACE
(Figura 6.14 d) coincidieron entre si, lo que indica que, por ambos métodos, LAG y la
cristalizacion, se obtuvo la misma fase cristalina. Se observan cambios notorios en las
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frecuencias de resonancia de 3C de TNZ:PABA respecto de los coformadores puros.
De hecho, las resonancias de los &tomos C1, C3 y C8 de TNZ y C11 y C15 de PABA se
corren a ppm mads bajos; mientras que las resonancias de C5 en TNZ y C9, C10, C12 y
C14 de PABA lo hacen a ppm mads altos. Estos cambios en los corrimientos quimicos
indican un cambio en el entorno quimico de cada carbono al formarse el compuesto
TNZ:PABA. Un aspecto a destacar, es que las sefiales de los d&tomos de C5 y C6 en
TNZ:PABA aparecen separadas, mientras que en TNZ puro aparecen como una tnica
resonancia, lo que indica que el entorno quimico alrededor de estos carbonos es
diferente en TNZ-PABA pero similar en TNZ cristalino. En particular, hay que resaltar
que el C5 forma parte de las interacciones intermoleculares que permiten la estructura
cristalina del TNZ puro. Por lo cual, al cambiar su corrimiento quimico en 1,6 ppm (ver
Tabla 6.3), se puede asegurar que dichos enlaces intermoleculares se rompen para
permitir nuevos enlaces con PABA. Al igual que en el andlisis hecho para los
cocristales de NVP, los cambios observados para TNZ:PABA son una evidencia clara
de la formacion de un cocristal. A su vez no se observan desdoblamientos de sefiales en
ninguno de los dos espectros (Figura 6.14 c y d), lo cual nos permite asegurar que la
unidad asimétrica del nuevo cocristal contiene una molécula de TNZ y una de PABA.

El espectro 13C CPMAS de la mezcla fisica de TNZ y PABA se muestra en la
Figura 6.14 e. No se observan cambios en las sefiales de TNZ, sin embargo, pueden
verse sefiales de muy baja intensidad asociadas a PABA que presentan cambios
respecto del compuesto puro. Este hecho indica que al armar la mezcla fisica se
produce una reaccién parcial entre las componentes sin llegar a formarse un sistema
completamente nuevo.

Tabla 6.3 Corrimientos quimicos de 13C de TNZ, PABA, TNZ:PABALac, TNZ:PABAcryst-
acte y la mezcla fisica de TNZ y PABA (MF). Diferencia entre el corrimiento quimico entre
la sefial de cada carbono en el compuesto y el mismo carbono en el precursor. Las barras
rojas y verdes representan corrimientos a ppm mas bajo o mas altos respectivamente.

Atomode[ [ L o TNZ:PABA
Carbono ME IAG | CRYST-ACE| ALAG | ACRYST

1 155,3 - 1554 1523 1522 E%E [ % 3,1
2 135 } 135,1 1342 1342 -0,8 -0,8
3 138,3 } 1383 136,9 136,8 14 [W-15
4 39,5 ; 39,6 40,3 40,2 10,8 Jo,7
5 47 - 47 48,6 48,8 16 18
6 47 } 47 46,5 16,7 -0,5 0,3
7 8,8 - 8,9 8 7 [ -o08 -1,8
8 15,9 - 16 13,9 13,6 N -2 (W23
9 - 116,7 116,6 119,6 1194 2,9 2,7
10 - 1312 131,1 133 132,9 18 1,7
11 - 1157 115,7 1142 114 O 15[ [ -17
12 - 1529 152,7 1541 1542 1,2 1,3
13 - 1121 1123 1131 1131 11 11
14 - 1312 1311 133 133 18 18
15 - 174,2 174,2 170,3 1702 | 3,0 R -4
+ - - - - 18 - -

¥ - - - 30,7 30,7 : =

+ - - - - 58 - -
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Otro aspecto a resaltar de los espectros de 3C de TNZ:PABAiac y
TNZ:PABAcryst-ace, es la presencia de tres nuevas sefiales de menor intensidad.
Ambos presentan una senal a 30,7 ppm, y TNZ:PABAcryst-ace otras dos a 58 ppm y
18 ppm. La primer sefial se corresponde con la frecuencia de resonancia tipica de los
carbonos del grupo metilo de acetona; mientras que las otras dos se asocian a los
corrimientos quimicos de los carbonos de etanol. La presencia de estas sefales en
ambos espectros, es una evidencia de que los solventes se incorporaron a la estructura
del cocristal.

Se realizaron ademds, mediciones de DRX y DSC2 para estas muestras, que se
presentan en el Apéndice de esta tesis. El andlisis de los mismos es coincidente con las
observaciones realizadas a partir de los espectros de NMR: TNZ:PABA es un nuevo
cocristal.

6.3.2 TNZ:SA

Los espectros 13C CPMAS de las muestras TNZ, SA, TNZ:SAcryst-eTH,
TNZ:SALac y su mezcla fisica junto a las estructuras moleculares con las asignaciones
de carbonos utilizadas, se representan en la Figura 6.15. El espectro de SA (Figura 6.15
b) muestra una sefial por cada carbono de la molécula.
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Figura 6.15 Espectros 3C CPMAS de a) TNZ, b) SA ¢) TNZ:SArac, d) TNZ:PSAcryst-ETH Y €)
Mezcla fisica de TNZ y SA. A la derecha los esquemas moleculares con la asignacién de
carbonos utilizada.

Los espectros de 13C de TNZ-SArac (Figura 6.15 ¢) y TNZ-SAcrysrern (Figura
6.15 d) coincidieron entre si indicando que, al igual que en TNZ:PABA, por ambos
métodos se obtuvo la misma fase cristalina. Se observa que las sefiales asociadas a los
atomos de C1, C7 y C8 de TNZ y C18, C19, C20, C21 y C22 de SA se desplazan a ppm
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mas bajos en el espectro del compuesto TNZ:SA respecto de los espectros de los
precursores puros. Mientras que las sefiales de C5 y C6 en TNZ y C16 de SA lo hacen a
ppm mas altos. Del mismo modo que en TNZ:PABA, estos cambios en los corrimientos
quimicos indican la formacién de un nuevo compuesto. Nuevamente las sefiales de los
atomos de C5 y C6 aparecen separadas en el compuesto TNZ:SA lo cual, permite
asegurar la ruptura de los enlaces intermoleculares de TNZ puro que dan lugar a
nuevos enlaces con SA. Los grandes cambios en las sefiales de SA estan directamente
asociados a la ruptura de las interacciones intermoleculares entre moléculas de SA en
el compuesto puro, dando lugar a interacciones con TNZ. En la estructura cristalina de
SA puro, cada molécula forma un dimero mediante el grupo carboxilo con otra
molécula. El corrimiento de la sefial del C22 a 5,7 ppm maés abajo respecto al cristal
puro (ver Tabla 6.4) se asocia directamente con la ruptura de esa estructura dimérica
entre moléculas de SA. Sin embargo, la sefial del C17 no se modifica, lo cual permite
asegurar que el enlace hidrégeno intramolecular se mantiene, por lo que la interacciéon
con TNZ debe ocurrir con alguno de los hidrégenos del anillo o el hidrégeno del grupo
carboxilo.

Tabla 6.4 Corrimientos quimicos de 3C de TNZ, SA, TNZ:SArac, TNZ:SAcrystemH y la
mezcla fisica de TNZ y SA (MF). Diferencia entre el corrimiento quimico entre la sefial de
cada carbono en el compuesto y el mismo carbono en el precursor. Las barras rojas y
verdes representan corrimientos a ppm maés bajo o mds altos respectivamente.

Atomo de TNZ:SA
TNZ SA

Carbono MEF LAG | CRYST-ETH| ALAG | ACRYST
1 155,3 - 155,3 152,7 152,7 ® 26 [& 26
2 135,0 - 135,0 135,0 135,0 0 0
3 138,3 - 138,3 138,3 138,3 0 0
4 39,5 l 39,5 38,6 38,6 [ 09 I -o09
5 47,0 - 47,0 52,0 52,1 | E 5,1
6 47,0 - 47,0 48,5 48,5 {115 1,5
7 8,8 - 8,38 5,0 5,0 i 3,8 Ei -3,8
8 15,9 - 15,9 13,6 13,6 ] 2,3
16 - 112,2 112,2 113,9 114,0 i 1,8
17 - 162,3 162,3 163,3 163,3 ] 1
18 - 118,5 118,5 117,0 117,0 [q @ -15
19 - 138,7 138,7 135,6 135,6 R 31
20 - 121,3 121,3 119,0 119,0 = -2,3
21 - 133,4 1334 129,5 129,6 3,8
22 - 176,3 176,3 170,6 170,6 5,7

Al igual que en los andlisis anteriores, los cambios observados para el espectro
de 13C de TNZ:SA son una evidencia clara de la formacién de un cocristal, y al no
observarse desdoblamientos de sefiales en ninguno de los dos espectros (Figura 6.15 ¢
y d), la unidad asimétrica del nuevo cocristal debe contener una molécula de TNZ y
una de SA. El espectro de 13C de la mezcla fisica de TNZ y SA (Figura 6.15 e) no mostré
cambios en los corrimientos quimicos de las sefiales respecto de los compuestos puros,
por lo que en el proceso de mezcla no se producen interacciones entre los precursores.
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Se realizaron ademds, mediciones mediante otras técnicas analiticas?, que se
presentan en el Apéndice de esta tesis. El analisis de los mismos es coincidente con las
observaciones realizadas a partir de los espectros de NMR: TNZ:SA es un cocristal.

6.3.3 TNZ:CA

Los espectros 13C CPMAS de las muestras TNZ, CA, TNZ:CArac y su mezcla
fisica junto a las estructuras moleculares con las asignaciones de carbonos utilizadas, se
representan en la Figura 6.16.

] ]
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
0,5 (Ppm)

Figura 6.16 Espectros 13C CPMAS de a) TNZ, b) CA c) TNZ:CArac y d) Mezcla fisica de TNZ y
CA. A la derecha los esquemas moleculares con la asignacién de carbonos utilizada.

El espectro de 13C de CA (Figura 6.16 b) muestra una sefial por cada carbono de
la molécula, se nombra con nimero primado a los carbonos equivalentes dentro de la
molécula. Cabe destacar que el espectro de CA muestra sefales separadas para C23 y
C23', al igual que para C24 y C24’. Esto se debe a que ambos extremos de la molécula
intervienen en uniones intermoleculares diferentes: el grupo carboxilo que contiene a
C23 forma un dimero con otra molécula de CA mediante el mismo grupo, mientras que
el grupo carboxilo que contiene a C23" forma enlaces hidrégeno con el grupo carboxilo
que contiene al carbono C26 de dos moléculas de CA distintas.

El espectro de 3C de TNZ-CArac (Figura 6.16 c) muestra que las sefiales
asociadas a los atomos de C1, C2, C3 y C8 de TNZ y C23’ de CA se corren a ppm maés
bajos respecto de los espectros de los precursores puros. Mientras que las sefiales de C5
en TNZ y C25 de CA lo hacen a ppm mas altos. Del mismo modo que en los
compuestos ya analizados, estos cambios en los corrimientos quimicos indican cambios
en los entornos quimicos de cada atomo, y por lo tanto la formacién de un compuesto
nuevo. Del mismo modo que en los dos cocristales anteriores, las sefales de los &tomos
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de C5 y C6 aparecen separadas en el compuesto TNZ:CA lo cual, permite asegurar la
ruptura de los enlaces intermoleculares de TNZ puro. El hecho de que en el compuesto
TNZ:CA la sefiales de C23 y C23’ coincidan, da un indicio de que el entorno quimico
de ambos grupos terminales es ahora similar, a diferencia de lo que ocurria en CA
puro. Todos estos resultados sugieren la ruptura de las estructuras cristalinas de los
precursores puros y la formacién de un nuevo compuesto.

Al igual que en los andlisis anteriores, los cambios observados en el espectro de
1BC de TNZ:CA son una evidencia clara de la formacién de un cocristal, y al no
observarse desdoblamientos de sefiales en el espectro de *C (Figura 6.16 c), la unidad
asimétrica del nuevo cocristal debe contener una molécula de TNZ y una de CA. El
espectro de 13C de la mezcla fisica de TNZ y CA (Figura 6.16 d) no mostré cambios en
los corrimientos quimicos de las sefiales respecto de los compuestos puros, denotando
que el proceso de mezcla no produce interacciones entre los precursores a diferencia
del caso TNZ-SA.

Son de particular interés las similitudes entre las sefiales de 13C de TNZ:CA,
asociadas los 4tomos de TNZ, con las de los cristales TNZ:PABA y TNZ:SA. Por
ejemplo, el desplazamiento quimico de la Cl1 de TNZ:CA es similar a la de los
cocristales TNZ:PABA y TNZ:SA (Tabla 6.5, Tabla 6.3 y Tabla 6.4), y las sefiales de los
atomos de C5 y C6 también aparecen como dos sefiales separadas. Ademds, hay una
estrecha similitud entre los corrimientos quimicos de los atomos de C2, C3, C4, C5y C6
en los cocristales TNZ:CA y TNZ:PABA (Tabla 6.5 y Tabla 6.3), lo que sugiere que la
estructura molecular y el patrén de enlaces hidrégeno del componente TNZ es muy
similar en ambos productos.

Tabla 6.5 Corrimientos quimicos de 13C de TNZ, CA, TNZ:CA y la mezcla fisica de TNZ y
CA (MF). Diferencia entre el corrimiento quimico entre la sefial de cada carbono en el
compuesto y el mismo carbono en el precursor. Las barras rojas y verdes representan
corrimientos a ppm maés bajos o mas altos respectivamente.

Atomode | A TNZ:CA

Carbono MEFE LAG ALAG
1 1553 - 1553 15,7 % 2,6
2 135 - 135 133,3 1,7
3 138,3 R 1383 137.1 ™ 1,2
4 39,5 - 39,5 10,5 1
5 47 - 47 18,9 1,9
6 47 - 47 47,7 0,7
7 8.8 - 8,8 8,8 0
8 159 - 15,9 14 O 19
23 - 1749 1749 173,9 1
23 - 176,4 1764 173,9 :g 2,5
24 - 51 13,1 13,1 0
24’ - 111 11 1156 0,5
25 : 721 721 74 19
26 - 179,4 1794 178,9 ®-05

El andlisis de realizado mediante otras técnicas analiticas (descriptas en el
Apéndice) coincide con la conclusiéon de NMR: TNZ:CA es un nuevo cocristal.
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6.3.4 TNZ:SUCCy TNZ:NA

Los espectros 13C CPMAS para TNZ, SUCC, NA, los compuestos TNZ:SUCC y
TNZ:NA, y las mezcla fisica de TNZ y SUC o NA, junto con los esquemas moleculares
con la asignacion de carbonos elegida, se muestran en la Figura 6.17 y Figura 6.18

respectivamente.
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Figura 6.17 Espectros 13C CPMAS de a) TNZ, b) SUCC c) TNZ:SUCC y d) Mezcla fisica de TNZ
y SUCC. A la derecha los esquemas moleculares con la asignacién de carbonos utilizada.
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Figura 6.18 Espectros 13C CPMAS de a) TNZ, b) NA ¢) TNZ:NArac y d) Mezcla fisica de TNZ y
NA. A la derecha los esquemas moleculares con la asignacion de carbonos utilizada.

La molécula de SUCC posee cuatro carbonos, con dos sitios diferentes, por lo
que su espectro de 13C presenta dos sefiales, una correspondiente a cada sitio. No se
observan cambios en las sefiales del espectro del compuesto TNZ:SUCC (Figura 6.17 c)
respecto de las senales de los espectros de TNZ y SUCC puros (Figura 6.17 a y b). Esto
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indica que tras el proceso de cristalizacion al que se sometieron los precursores, no se
produjeron cambios conformacionales en los cristales de TNZ y SUCC, obteniéndose
una mezcla fisica de los precursores. Para corroborar este hecho se midi6é una mezcla
fisica de TNZ y SUCC en las mismas proporciones utilizadas para generar el
compuesto (Figura 6.17 d), obteniéndose el mismo espectro de 3C que para el
compuesto TNZ:SUCC.

El espectro de 13C de NA presenta una sefial por cada carbono de la molécula.
Al igual que en el caso de TNZ:SUCC, no se observan cambios en las sefiales del
espectro del compuesto TNZ:NA (Figura 6.18 c) respecto de las sefiales de los espectros
de TNZ y NA puros (Figura 6.18 a y b). Por lo que se puede asegurar que, tras el
proceso de cristalizacion utilizado, se obtuvo una mezcla fisica de los precursores. El
espectro de la mezcla fisica de los precursores (Figura 6.18 d) es idéntico al espectro del
compuesto TNZ:NA, lo cual nos indica que no hay cambios conformacionales de los
cristales de TNZ y NA.

Se realizaron ademads, mediciones de DRX y DSC2, que se presentan en el
Apéndice de esta tesis. El analisis DRX es coincidente con el andlisis de NMR, sin
embargo el andlisis término muestra un comportamiento eutéctico para TNZ:SUCC y
TNZ:NA.

6.3.5 Nuevas formas sélidas de TNZ

El analisis de los espectros de 1*C, junto con los resultados obtenidos mediante
otras técnicas experimentales, permitieron identificar las nuevas formas sélidas de
cocristalizar TNZ con cinco coformadores diferentes. En la Tabla 6.3 se resumen las
nuevas formas soélidas obtenidas.

Tabla 6.6 Nuevas formas sélidas de TNZ

COMPUESTO FORMA SOLIDA

TNZ:PABA Cocristal
TNZ:SA Cocristal
TNZ:CA Cocristal

TNZ:SUCC Eutéctico

TNZ:NA Eutéctico
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6.4 Conclusiones del capitulo

Se investig6 el comportamiento de cocristalizacion de Nevirapina (NVP) y
Tinidazol (TNZ) con el propoésito de identificar nuevas formas sélidas de ambos
ingredientes farmacéuticos activos (IFA) que podrian usarse para mejorar sus
propiedades fisico-quimicas. Cada IFA fue cristalizado con diferentes coformadores, y
cada compuesto obtenido fue caracterizado mediante Resonancia Magnética Nuclear
en estado sélido, para identificar a qué nueva forma solida correspondia cada nuevo
compuesto. Fue posible identificar, mediante espectroscopia de NMR en estado s6lido,
dos formas sélidas diferentes: mezclas fisicas y cocristales. Aunque al incluir analisis
térmico también se identificaron mezclas eutécticas.

En particular se encontré que NVP forma cocristales con SA y SAC. Ademas se
identificaron las regiones moleculares donde ocurren las interacciones que permiten la
formacién de estos nuevos sistemas cristalinos. Si bien ambos cocristales hallados ya
habian sido reportados, no existian precedentes de estudios mediante espectroscopia
de NMR. Por otro lado se encontr6 que NVP:URE es una mezcla fisica de los
compuestos puros.

En cuanto NVP:THE y NVP:CAF, el anédlisis de NMR no mostré interacciones
que modifiquen el comportamiento cristalino individual, sin embargo los anélisis
térmicos mostraron un Gnico punto de fusién menor al punto de fusién de los
precursores indicando la formacion de un sistema eutéctico. Por esta razén, se
realizaron analisis complementarios, que se muestran en el Apéndice. En el Capitulo 8
se estudiard una metodologia que utiliza NMR para intentar identificar estos
compuestos.

En el caso de los compuestos de TNZ, la espectroscopia de NMR permiti6
identificar tres cocristales, con PABA, SA y CA. Ademas, se identificaron las regiones
en que ocurren las interacciones entre TNZ y PABA y TNZ y SA, que fueron
confirmadas por difracciéon de rayos X de cristal tnico (Apéndice). Por lo que es
posible describir como es el cristal de TNZ:CA, o al menos las regiones moleculares

donde ocurren las interacciones que forman la nueva estructura cristalina.

En cuanto TNZ:SUCC y TNZ:NA, el andlisis de NMR no mostré interacciones
que modifiquen el comportamiento cristalino individual, sin embargo los anélisis
térmicos mostraron un dnico punto de fusién menor al punto de fusion de los
precursores, razén por la cual se identificé estas dos muestras como mezclas eutécticas.

Finalmente, la espectroscopia de NMR se presenta como una potente herramienta para
la caracterizacion e identificacién de nuevas formas sélidas.
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Capitulo 7: Estudio mediante NMR y DFT del

desorden molecular del cocristal NVP:SA.

La suposiciéon de una periodicidad perfecta en la red cristalina es el principio
mas basico de la cristalografia. Sin embargo, muchos materiales no son cristalinos, e
incluso cuando lo son, la estructura atémica de los materiales reales suele no ser
perfectamente periddica. Por lo general, las desviaciones de la periodicidad perfecta
tienen efectos significativos en las propiedades de los materiales, por lo que, los
enfoques cristalograficos deben complementarse con otros métodos que se centren en
la presencia de desorden. En este capitulo, se utiliza Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (NMR) de estado sélido combinada con calculos computacionales
basados en la Teoria del Funcional de la Densidad electrénica (DFT) para lograr una
comprension detallada de la estructura de un sistema organico sélido que contiene
desorden. El sistema estudiado es el cocristal de Nevirapina y Acido Salicilico
presentado en el Capitulo 6.

7.1 Desorden en cocristales

Los cocristales se han presentado como una de las alternativas mas elegidas en
la busqueda de nuevas formas sélidas que mejoren las propiedades fisico-quimicas de
un Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA). Esto se debe a que los cocristales han
presentado mejoras sustanciales en la solubilidad de los IFA y ademas, en general, son
mas estables en el tiempo que otras conformaciones. Sin embargo estos sistemas
cristalinos también pueden formar polimorfos o poseer en su estructura componentes
desordenados, lo cual afecta directamente a las propiedades del sistema.

En el contexto de esta tesis, el término "desorden" no implica una falta total de
orden, como se observa en los sistemas amorfos, sino una alteracién del orden local
relacionado con desplazamientos atémicos del orden de algunos angstroms. Este tipo
de desorden no se considera necesariamente un problema en el desarrollo de
cocristales de un IFA. Por el contrario, se ha encontrado que algunos fdrmacos que
contienen desorden en su estructura cristalina ofrecen mejoras significativas a la
solubilidad y biodisponibilidad del IFA(1).

El desorden local es consecuencia de una pérdida de orden posicional, orden de
orientaciéon u orden conformacional. Resulta del hecho de que las regiones moleculares
flexibles poseen muchos grados de libertad, por lo que se puede lograr un
empaquetamiento tridimensional estable a través de varias conformaciones diferentes;
o también puede ocurrir que una molécula no posea una orientacion
termodinamicamente preferencial sobre otra(2). El desorden puede ser estatico, donde
los fragmentos desordenados permanecen en orientaciones distintas en diferentes
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partes del cristal; o dinamicos, donde el componente desordenado cambia entre
posiciones discretas o sufre un movimiento continuo dentro del cristal.

Los estudios de cristalografia de NMR son particularmente adecuados para los
cocristales que contienen componentes desordenados, ya que los detalles de la
estructura deben investigarse a nivel local. Inicialmente, la formacioén del cocristal se
puede probar mediante el analisis del cambio en los corrimientos quimicos del
producto en comparacién con los componentes puros y las proximidades nucleares
pueden ser exploradas por experimentos de NMR en 2D(3). Posteriormente, se puede
determinar la naturaleza del desorden: los desérdenes estaticos y dinamicos son
distinguibles ya que afectan los espectros de NMR en estado solido de diferentes
maneras. El desorden estatico causa ensanchamiento de lineas no homogéneo o la
aparicion de mdltiples resonancias para un sitio particular ya que los diferentes
entornos quimicos de fragmentos desordenados dan como resultado una pequefia
distribucién de corrimiento quimico(4). En contraste, la dindmica rapida, que es més
rapida que la escala de tiempo del experimento NMR, da como resultado un espectro
promediado en el tiempo que se observa a menudo con lineas definidas(5). Las
dindmicas mas lentas dardn como resultado un promedio incompleto del espectro,

causando el ensanchamiento de las lineas.

7.1.1 Modelado del desorden

En general, para las estructuras cristalinas que presentan algin tipo de
desorden, los estudios de difraccion de rayos X (XRD) tienden a proponer una
estructura promedio, ya que sondean la densidad electrénica periédica de largo
alcance del material y no puede distinguir entre un desorden estatico y uno dindmico.
En cambio, la NMR de estado sdélido sondea las estructuras desordenadas de una
manera diferente ya que da una suma de todos los entornos locales y es sensible a
diferentes escalas de tiempo. En consecuencia, la NMR a menudo puede revelar
algunos detalles importantes de las estructuras desordenadas que la XRD tiende a
omitir. Cabe resaltar que la interpretacion de los espectros de NMR de materiales
desordenados puede ser compleja, debido a la presencia de lineas espectrales muy
anchas.

El modelado computacional cierra la brecha entre la estructura promedio de un
solido desordenado obtenida a partir de los datos de XRD y las variaciones espectrales
observadas en espectroscopia de NMR en estado sé6lido(5). Los sistemas desordenados
son un reto para modelar computacionalmente, ya que la estructura exacta esta
incompleta sin alguna descripcion de la naturaleza del desorden. Ademas, los métodos
DFT no tienen en cuenta los efectos térmicos, por lo que el desorden dindamico no se
puede modelar explicitamente; y para considerar un desorden estatico verdaderamente
aleatorio deberfa modelarse una supercelda de tal dimensién que llevaria a un
requerimiento de poder de cémputo impracticable. El método mdés simple para
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modelar el desorden computacional es dividir la estructura desordenada en sus partes
de componentes ordenadas. Las propiedades fisicas se pueden calcular para cada uno
de los componentes y luego los resultados se pueden comparar con los datos
experimentales. Varias investigaciones exitosas se han llevado a cabo utilizando este
enfoque(6-9).

7.2 Metodologia

721 Experimentos de NMR en estado s6lido

Las muestras de Nevirapina (NVP), Acido Salicilico (SA) y el cocristal NVP:SA
fueron sometidas a una serie de experimentos de NMR en estado sélido. En particular
se adquirieron espectros CPMAS de 3C a temperatura ambiente (RT presentadas en el
Capitulo 6) y a 100 K (LT). Los detalles de las secuencias utilizadas se encuentran en el
Capitulo 3.

7.2.2 Célculos Computacionales

Partiendo de las estructuras cristalinas reportadas de NVP(10), SA(11) y
NVP:SA(12,13) se realizaron simulaciones computacionales basadas en DFT. Las
propiedades de NMR se calcularon después de llevar a cabo la optimizacién
geométrica de las posiciones de los dtomos hidrégeno presentes en cada estructura
cristalina. El detalle de los calculos se describe en el Capitulo 3.
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7.3  Resultados y discusion

En el Capitulo 6 se present6é un estudio sobre la formacién de nuevas formas
so6lidas de Nevirapina (NVP) con diferentes coformadores. En particular la
combinacion de NMR en estado sélido y otras técnicas analiticas permitieron asegurar
que NVP forma un cocristal con Acido Salicilico (SA). En la Figura 7.1 se muestran los
esquemas de la estructura molecular de NVP y SA, y la numeracién utilizada en el
analisis de NMR. Los carbonos pertenecientes a NVP se numeraron del 1 al 15,
mientras que los de SA del 16 al 22; también se encuentran numerados los nitrégenos y
oxigenos.

O3H 04

Ccl4 C15 C19

Nevirapina Acido Salicilico

Figura 7.1 Esquema de la estructura molecular y numeracién utilizada para Nevirapina
(NVP) y Acido Salicilico (SA).

Los estudios de difracciéon de rayos X de cristal tnico (SCXRD) realizados por
Costa et al.(12) confirmaron que la NVP forma un cocristal con SA en una
estequiometria NVP:SA de 2:1. Dentro de este cocristal, las moléculas de NVP se
acomodan formando canales a lo largo de los cuales se alojan las moléculas de SA.
Ademéds, se observé que NVP:SA presenta dos estructuras cristalinas ligeramente
diferentes a temperatura ambiente (RT) y a 100 K (LT).

Para el caso de la muestra medida a 100 K (LT) el refinamiento estructural de
los datos de SCXRD da como resultado una celda unidad, que se repite a lo largo de
todo el cristal, que esta formada por cuatro moléculas de NVP y dos moléculas de SA.
En la Figura 7.2 a se presentan las posiciones atémicas encontradas y un esquema de la
celda unidad definida por SCXRD.
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La estructura cristalina fue obtenida por Rogeria Nunes Costa. Fuente: Tesis Rogeria Nunes Costa

Figura 7.2 a) Esquema de la disposicién de las moléculas en la celda unidad de la
estructura cristalina de NVP:SA a 100K. b) Repeticién periédica de las celda donde sélo
se representan las moléculas de SA, se observa la disposicién alternada entre una
orientacion con el grupo carboxilo hacia arriba (SAu) y con el grupo carboxilo hacia abajo
(SAd).

Como puede verse en la Figura 7.2 a, cada molécula de SA (centrales) interactia
con dos moléculas de NVP (laterales). Las unidades moleculares NVP-SA-NVP
superior e inferior poseen una interaccién y estructura interna completamente
equivalentes. Puede notarse que cada unidad molecular NVP-SA-NVP es equivalente a
la otra salvo por una rotacién de 180° a lo largo de un eje que sale de la hoja. Por lo
tanto, el hecho de encontrar una celda unidad que contenga dos unidades moleculares
no estd asociado a diferencias estructurales dentro de dichas unidades, sino por la
relacién que existe entre ellas. Cabe destacar, ademas, que la interacciéon entre dos
moléculas de NVP (superiores con inferiores) es equivalente de ambos lados; y si s6lo
se consideran las moléculas de NVP la celda unidad para el cristal completo se
definiria como la mitad (superior o inferior) de la presentada en la Figura 7.2 a. Sin
embargo, la presencia y disposicion de las moléculas de SA rompe con esta simetria,
llevando a que la celda minima que reproduce todo el cristal de NVP:SA sea la
presentada en la Figura 7.2 a. Esto se debe a que el ordenamiento de una molécula de
SA respecto de sus vecinos SA se repite de a pares de moléculas de SA. Etiquetando
como SAu a la molécula SA superior (en la cual el grupo carboxilo esta hacia arriba) de
la Figura 7.2 a y como SAd a la molécula SA inferior (con el grupo carboxilo hacia
abajo), puede notarse que al repetir la celda unidad para formar el cristal cada SAu
tendrd como vecina una SAd y viceversa. La repeticion de la celda se esquematiza en la
Figura 7 b donde, para mayor claridad, sélo se representan las moléculas de SA. Esta
periodicidad en el ordenamiento intramolecular de las SA lleva a que la celda unidad
minima que define todo el cristal contenga una unidad molecular NVP-SAu-NVP y
una NVP-SAd-NVP alternadas.
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Cabe aclarar que para facilitar la visualizacién y discusion de la Figura 7.2 a, se
definieron atomos pertenecientes a la base de la celda unidad por fuera de los limites
de la misma, en particular las moléculas de NVP a la izquierda de SA. En la Figura 7.3
se representa la celda de la Figura 7.2 a con sus respectivas repeticiones. Puede
observarse que al repetir la celda, dentro de cada caja marcada con contorno gris hay
cuatro moléculas de NVP y dos de SA, tal como lo indicaba la estequiometria. Las dos
moléculas de NVP se encuentran enfrentadas y se observan como si estuvieran
superpuestas, aunque los &tomos no se tocan en ningan caso. Se eligi¢ graficar un par
de moléculas NVP por fuera de los limites de la celda de modo que la aparente
superposiciéon de dichas moléculas no interfiera con la comprensiéon del ordenamiento
molecular. Realizar este procedimiento es vélido, ya que aunque la base se defini6 de
manera diferente, la distribucién tridimensional periédica se mantiene, es decir el
cristal que se crea de repetir ambas bases es el mismo.

Figura 7.3 Esquema de la repeticion de la celda unidad de NVP:SA a 100K.

Por otro lado, para el caso de las mediciones de RX a temperatura ambiente
(RT) realizadas por Rogeria Nunes Costa, el refinamiento estructural de los datos de
SCXRD defini6é que la celda unidad, que se repite a lo largo de todo el cristal, esta
formada sélo por dos moléculas de NVP y una de SA, es decir una tinica unidad
molecular NVP-SA-NVP. Las posiciones atémicas y la celda unidad encontradas por
SCXRD se presentan en la Figura 7.4.
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Figura 74 Esquema de la celda unidad de la estructura cristalina de NVP:SA a
temperatura ambiente (RT). Se observan dos moléculas de SA superpuestas debido al
desorden hallado por SCXRD.

Como puede observarse la unidad molecular NVP-SA-NVP es idéntica a la
observada a LT, es decir las interacciones entre NVP-SA-NVP se mantienen
inalteradas, lo mismo ocurre con la estructura que forman las moléculas de NVP. Sin
embargo, la orientacion de las moléculas de SA no puede definirse de manera univoca,
es decir pueden encontrarse tanto en la orientacion SAu como SAd indistintamente.
Esta diferencia en la definicién de las moléculas de SA se debe a que no puede
asegurarse a RT que el patréon SAu-SAd-SAu-SAd se repita de manera constante a lo
largo de todo el cristal. Esto lleva a que SCXRD defina la celda minima como la mitad
de la celda obtenida a baja temperatura y las moléculas de SA se observen
desordenadas sobre las dos orientaciones, SAu y SAd. La ruptura del esquema SAu-
SAd-SAu-SAd puede deberse principalmente a dos factores: las moléculas de SA se
intercambian entre SAu y SAd (rotan pasando de una configuracion a la otra); o las
moléculas se mantienen en las orientaciones SAu y SAd pero se corren de su posicion
de equilibrio (traslaciones o vibraciones). Si las moléculas de SA estan pasando de una
configuracién a otra el experimento de SCXRD no puede obtener una posicién definida
de las mismas por lo que las ubica como desordenadas. En el caso de que las moléculas
se muevan de su posiciéon de equilibrio lleva a que la distancia entre un SA y su SA
vecino sea variable en el tiempo, por lo que no se puede establecer un patrén periédico
como en el caso de LT.

Dado que la estructura en forma de canales de las moléculas de NVP no se ve
afectada al cambiar la temperatura, se puede asegurar que el movimiento de SA que
rompe el patrén SAu-SAd debe darse dentro de esos canales. Ademas, como a 100 K se
observan las dos orientaciones diferentes de SA y con una periodicidad determinada,
es posible afirmar que el desorden que se observa a RT viene del movimiento de los SA
y que dicho movimiento se detiene al bajar la temperatura.

Para comprender mejor las diferencias entre las estructuras a RT y LT se
obtuvieron espectros de NMR en estado sélido de 13C del cocristal a 290 K (RT) y 100 K
(LT). Los mismos se presentan en la Figura 7.5. La primera diferencia observada es que
a RT NVP:SA (espectro rojo en la Figura 7.5) posee una tnica sefial para cada ntcleo
13C, mientras que el espectro a LT (espectro verde en la Figura 7.5) muestra multiples
sefiales para algunos carbonos de NVP. Es decir, se produce un desdoblamiento de
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algunas sefiales, como por ejemplo los carbonos C8, C9 y C12. Estos desdoblamientos
de las sefiales de NMR muestran que hay un cambio en la unidad asimétrica del
cocristal al bajar la temperatura; y puede asegurarse que la unidad asimétrica contiene
el doble de moléculas que a RT. Estas observaciones coinciden y confirman lo
propuesto por Costa et al. mediante SCXRD; al bajar la temperatura se produce una
duplicacién de la celda unidad del cocristal.

12 41

13 12 14,15

I'I'I'I'l'I'I'I'///I'I'I'I'I'I'I'I'I
180 170 160 150 140 130 120 110 40 35 30 25 20 15 10 5 0

On. (ppm)
Figura 7.5 Espectros 13C CPMAS del cocristal NVP:SA a temperatura ambiente (RT) y a
100K (LT).

Para poder explicar el desorden observado a RT, se realizaron simulaciones
computacionales basadas en DFT para un modelado de las estructuras del cocristal
NVP:SA a RT y LT. Como primer paso se realizaron calculos de los parametros de
NMR de los dos precursores puros, utilizando las estructuras cristalinas reportadas
como punto de partida(10,11). El acuerdo entre el calculo y el experimento para ambos
sistemas fue muy bueno, con una desviacion cuadratica media (RMS) de 1 ppm para
13C en ambos sistemas y en las comparaciones de 'H 0,5 ppm para NVP y 0,2 ppm para
SA. En la Figura 7.6 se muestran los graficos de corrimientos quimicos de 3C
calculados para cada compuesto versus los valores experimentales. Este buen acuerdo
entre corrimientos calculados y experimentales para los precursores permite asegurar
que los célculos DFT para estos sistemas con los pseudopotenciales elegidos son
adecuados.
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corrimientos quimicos experimentales de Nevirapina (NVP) y Acido Salicilico (SA)
puros.

Partiendo de la estructura reportada para el cocristal NVP:SA a LT se realizaron
célculos DFT de los pardmetros de NMR. Debido a que la difraccién de rayos X no
permite determinar con precision las posiciones de los dtomos de H, las mismas se
refinaron mediante simulaciones de relajacién en toda la celda unidad de NVP:SA. Es
importante mencionar que esta relajacion de posiciones se realiza minimizando la
energia del sistema. Al comparar los corrimientos quimicos calculados con los valores
experimentales se encontré una RMS de 3 ppm para 3C. Posteriormente se realiz6 una
relajacion simulada de las posiciones de todos los atomos y se observé que mejoré el
RMS, 1,9 ppm, entre parametros calculados y experimentales. El resultado de la
comparacién de corrimientos quimicos calculados y experimentales se muestra en la
Figura 7.7
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Figura 7.7 Comparacién de los corrimientos quimicos de 13C calculados con los
corrimientos experimentales para la estructura de NVP:SA a 100 K.
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Puede verse que la estructura encontrada reproduce con muy buen acuerdo los
corrimientos hallados experimentalmente. Se obtuvo una RMS de 1,9 ppm la cual es
del orden del ancho de linea para las sehales experimentales. De este modo se
comprueba que la doble celda que contiene las dos orientaciones de SA permite
reproducir tedricamente, mediante simulaciones DFT, el espectro experimental de
NMR a baja temperatura.

Para el caso de la estructura a RT, debido a la presencia de desorden en la
molécula de SA, se generaron dos celdas para los célculos DFT. Para ello se tom6 la
celda resultante del analisis de SCXRD y se eliminé la molécula de SA con orientacién
SAu, generando una celda (denominada SA1) sin desorden y que conserva tinicamente
SAd. Luego se tom6 nuevamente la celda original y se eliminé la molécula de SA con
orientacion SAd generando la estructura etiquetada como SA2. En la Figura 7.8 se
presenta el esquema de ambas celdas.

SA1

| sa2

Figura 7.8 Esquema de las celdas generadas para las simulaciones computacionales de la
estructura del cocristal NVP:SA a RT.

Debido a que las posiciones de los atomos de hidrégeno determinadas por
rayos X son aproximadas, se realizaron célculos de relajaciéon donde se determinaron
las posiciones atémicas de todos los d4tomos de hidrégeno en cada una de las celdas
propuestas. A partir de las estructuras con los H relajados se calcularon los parametros
de NMR. Los corrimientos quimicos calculados se comparan con los corrimientos
quimicos obtenidos experimentalmente y los resultados se muestran en las Figura 7.9
(espectro de 13C) y Figura 7.10 (espectro 'H).
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Figura 7.10 Comparacién de los corrimientos quimicos de 'H calculados con los
corrimientos quimicos experimentales de las estructuras SA1 y SA2.

El acuerdo entre el corrimiento quimico experimental y el calculado para ambas
estructuras es muy bueno, con un valor de RMS de 2 ppm para 3C y 1 ppm para 'H.
Sin embargo, puede observarse que algunas sefiales experimentales se reproducen
mejor con una de las estructuras que con la otra; por ejemplo, el protén del grupo OH
(sefial a 10,9 ppm) de SA tiene un mejor acuerdo para la estructura SA1, mientras que
el protén del grupo COOH (sehal a 14 ppm) de SA tiene un mejor acuerdo en la
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estructura SA2. Es decir, cada estructura reproduce mejor una parte diferente de las
interacciones entre NVP y SA. Debido a esto se analiz6 la posibilidad de que ambas
estructuras “convivan” en la estructura real en diferentes proporciones. Es decir, se
estudié en qué proporcion se encuentran las dos orientaciones de SA en la estructura a
RT. Para ello se realizaron combinaciones lineales de los corrimientos quimicos
calculados, considerando diferentes porcentajes de cada una de las estructuras SAl y
SA2. En la Figura 7.11 se grafica el comportamiento de la RMS para distintas
combinaciones de las contribuciones de las estructuras, se eligié6 graficar las
proporciones en funcién de la cantidad de SA1 considerada.
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= .
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2 13- el e
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0 20 40 60 80 100
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Figura 7.11 Cambio de la desviacién cuadratica media (RMS) para una combinacién
lineal de contribuciones de las estructuras SA1 y SA2, en funcién del porcentaje de SA1
considerado.

Puede observarse que a medida que se “mezclan” los corrimientos quimicos de
las estructuras la RMS mejora. Y el mejor acuerdo se encuentra cuando se considera
que ambas estructuras se encuentran en iguales proporciones. Es decir, los
corrimientos experimentales son un promedio de las contribuciones de ambas
orientaciones de SA. Es importante mencionar que ambas estructuras, SA1 y SA2 son
energéticamente equivalentes, es decir la diferencia de energia de ambas estructuras
(0,003 eV) es mucho menor a kgT (0,026 eV). Por lo que no existe una orientacién de SA
energéticamente preferencial. Entonces para reproducir el comportamiento de la
estructura a RT es necesario considerar la presencia de ambas orientaciones de SA.

Se relajaron luego todas las posiciones atémicas de ambas celdas propuestas
(SA1 y SA2). Al comparar el resultado se observo que la relajacion completa lleva a
ambas celdas a una misma distribucién espacial, es decir ambas celdas son
completamente equivalentes. Al comparar los corrimientos quimicos calculados con los
experimentales ambas estructuras, como era de esperar, producen los mismos
corrimientos y ademads el acuerdo con el experimento mejora bastante. Se encontré
para las estructuras completamente relajadas que la RMS de 3C es de 1,5 ppm y de 'H
es 0,5 ppm. El hecho de que al relajar completamente las estructuras se obtengan dos
celdas equivalentes no es sorprendente, ya que como se coment6 en el anélisis de las
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estructuras, ambas orientaciones de SA interacttian de la misma manera con NVP.

Se gener6é a continuacién, partiendo de la celda reportada a RT una
“supercelda” que surge de duplicar la celda original. Se eliminé una molécula de SA en
orientacion SAu y una en orientacion SAd. Obteniéndose una celda basada en la
estructura a RT con ambas orientaciones y con el tamafio y cantidad de moléculas de la
celda hallada a LT. Se optimizaron todas las posiciones atémicas para esta supercelda y
se calcularon los parametros de NMR. Los resultados de los corrimientos quimicos
calculados se compararon con los corrimientos quimicos experimentales a RT y a LT.
La RMS encontrada al comparar con el experimento a RT es de 4 ppm, mientras que al
compararlo con el experimento a LT es de 2 ppm para 3C. El hecho de que la
supercelda reproduzca mejor el experimento a LT que el experimento a RT no es
sorprendente, pues la supercelda es semejante a la celda encontrada para 100 K donde
se alternan las unidades moleculares NVP-SAu-NVP y NVP-SAu-NVP.

Sabiendo que ambas celdas propuestas a RT (SA1 y SA2) producen los mismos
pardmetros de NMR, pero que la estructura a RT contiene ambas orientaciones de SA
(SAu y SAd), la tnica manera de que ambas orientaciones estén presentes y que la
celda sea la mitad de la encontrada a LT, es que las moléculas de SA se estén
moviendo. Como se propuso anteriormente, la ruptura a RT del patron SAu-SAd-SAu-
SAd observado a LT puede producirse de diferentes maneras. Debido a que la
estructura en forma de canales de NVP no se modifica al cambiar la temperatura, el
movimiento de SA debe darse dentro de dichos canales. En la Figura 7.12 se presentan
los posibles movimientos dentro de un canal de NVP.

b

Figura 7.12 Esquema de la estructura en canales del cocristal NVP:SA. Las letras a, b, c y
d identifican posibles movimientos de SA, a y b rotaciones, ¢ y d vibraciones.

La molécula de SA se puede estar alternando entre las dos orientaciones SAu y
SAd mediante rotaciones de 180° En la Figura 7.12 se proponen dos tipos de
rotaciones: una alrededor de un eje en la direcciéon del canal de NVP que pasa por el
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centro de simetria de SA (movimiento etiquetado como a) y otra alrededor de un eje
perpendicular al canal y que también pasa por el centro de simetria (movimiento
etiquetado como b). La segunda opcién de movimiento es que las moléculas de SA se
encuentren vibrando alrededor de su posicién de equilibrio, ya sea en la direccién
perpendicular al canal (movimiento c) o en la direccién paralela al canal (movimiento
d). Estos posibles movimientos hacen que una molécula de SA no vea a sus dos
moléculas de SA vecinas siempre a una misma distancia, por lo que no es posible
generar el patrén encontrado a LT.

A continuacién, se analiza cada movimiento como fuente de desorden en busca
de encontrar aquel que describa mejor el sistema en estudio.

El movimiento de rotacién etiquetado como a, en el que la molécula de SA salta
de SAu a SAd mediante una rotacién de 180 ° entorno a un eje en la direccién del canal
no es en realidad un movimiento posible. Al analizar el tamafio de las moléculas y del
canal formado por NVP, se encontré que existe un impedimento estérico por el cual las
moléculas de SA no pueden estar rotando en esa direccién. En cuanto a la rotacién de
180 ° entorno a un eje perpendicular al canal y que pasa por el centro de simetria de SA
(movimiento b), puede descartarse ya que si dos moléculas de SA vecinas rotan 90 © en
un mismo instante quedaran alineadas en la direccion del canal e interaccionaran entre
ellas. Dicha interaccion llevaria a que se forme una cadena de SA interactuantes que
dejan de estar unidas a NVP para estar unidas entre ellas. Este tipo de interaccién
llevaria a importantes cambios tanto en los patrones de difraccion de rayos X como en
los espectros de NMR. Sin embargo no se observa ningtn indicio de interaccién entre
moléculas de SA, pero si enlaces SA-NVP. Con lo cual se pueden descartar los
movimientos a y b.

Si bien las rotaciones 180 ° en torno a la posicién hallada por SCXRD pueden
desestimarse. Es posible que las moléculas de SA realicen pequefios movimientos
rotacionales de unos pocos grados alrededor de la posicién de equilibrio, al igual que
pequefios movimientos vibracionales en la direcciéon del canal o en la direccién
perpendicular a éste. Estos pequefios movimientos alrededor de la posicion reportada
rompen el patron SAu-SAd-SAu-SAd observado a baja temperatura ya que las
distancias relativas entre dos SA contiguas no se mantienen.

Se analiz6 como caso modelo de estas pequefias variaciones en torno a la
posicion reportada el caso de una vibracion en la direccion perpendicular al canal
(movimiento ¢ de la Figura 7.12). Para ello se realizaron calculos DFT partiendo de la
estructura SA1 generada. Se definié un plano que atraviesa la molécula de SA y un
vector que va desde el C19 hasta el C22 de SA (vector VH) y que pertenece a dicho
plano. Tomando como origen la posicion relajada de SA se definieron pasos de 0,1 A la
direccién de VH de modo de simular pasos vibracionales alrededor de la posiciéon de
equilibrio. Se consideraron dos restricciones a la hora de realizar este movimiento de la
molécula de SA, en primer lugar mantener el plano donde esta ubicada, y en segundo
lugar que la distancia entre el hidrégeno interactuante de SA y el N4 de NVP fuera



Capitulo 7: Estudio mediante NMR y DFT del desorden molecular del cocristal NVP:SA

siempre menor a 2,2 A, la cual corresponde a la distancia promedio de un enlace
hidrégeno fuerte. En la Figura 7.13 se muestra el canal de NVP, y en colores las
diferentes posiciones de SA calculadas.

Figura 7.13 Esquema del canal de NVP con una molécula de SA alojada vista en la
direcciéon del canal. En colores se grafican diferentes posiciones de SA, esquematizando
una vibracién lateral.

Se analiz6 en primer lugar el efecto del movimiento de SA hacia ambos lados
sobre la energia del sistema en estudio. El grafico de la energia en funcién de la
distancia a la posicién de SA informada por Costa et al. se muestra en la Figura 7.14 a.
Puede verse que la posicién informada corresponde al minimo energético para la SA
dentro del canal. Se analiz6 ademds la variaciéon de la RMS de los corrimientos
quimicos de 3C calculados respecto de los corrimientos experimentales en funcién de
la posiciéon de SA. Como puede verse en la Figura 7.14 b, la menor RMS se encuentra
en la posicion informada. El hecho de que el minimo de ambos pardmetros se
encuentre en la misma posicién refuerza los resultados encontrados por Costa et al. Sin
embargo, cabe destacar que pequefias variaciones en la posicién, de hasta 0,2 A, no
afectan significativamente la energia ni el corrimiento quimico. Por lo tanto, es de
esperar que la SA pueda tener pequenos movimientos respecto del minimo debido a
efectos térmicos.
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Figura 7.14 Efecto de la vibracién lateral de SA dentro del canal de NVP sobre la energia
del sistema (a) y sobre la RMS de los pardmetros de NMR (b).
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7.4  Conclusiones del capitulo

Se estudié mediante NMR de estado sélido y calculos DFT un cocristal formado
por Nevirapina (NVP) y Acido Salicilico (SA), reportado recientemente por Costa et. al.
Este cocristal presenta una estructura desordenada a temperatura ambiente y una
estructura ordenada a 100 K. Ambas estructuras poseen una matriz sélida de
moléculas de NVP, que se acomodan formando canales en los que se alojan las
moléculas de SA. La celda unidad a 100 K posee 4 moléculas de NVP y 2 moléculas de
SA, las cuales se ubican en dos orientaciones diferentes. Si bien las interacciones que
ocurren dentro de la unidad molecular NVP-SA-NVP son idénticas, en esta estructura
una molécula de SA cuyo grupo carboxilo esta orientado hacia arriba (SAu), tiene
siempre como vecina una molécula de SA cuyo grupo carboxilo esta orientado hacia
abajo (SAd). Esta periodicidad entre las orientaciones de SA no ocurre a temperatura
ambiente debido a que estas moléculas estdn en movimiento.

Al comparar los espectros de NMR en estado sélido de 3C a 100K y a
temperatura ambiente, se observa que para baja temperatura algunas sefiales se
duplican respecto de RT. Este duplicado de sefiales est4d directamente asociado con el
ndamero de moléculas presentes en la unidad asimétrica. Por lo tanto por
espectroscopia se confirma lo observado de difracciéon de rayos X, la celda a baja
temperatura es el doble de la de alta temperatura.

Se realizaron célculos computacionales basados en la teoria del funcional de la
densidad electrénica (DFT) para poder establecer el comportamiento de SA dentro de
la estructura cristalina a temperatura ambiente. En primer lugar se estudiaron los
compuestos NVP y SA puros para confirmar que el método y los pseudopotenciales
son adecuados para el anélisis. Luego al estudiar la estructura a 100 K se observé que
la estructura cristalina que contiene dos moléculas de SA y cuatro de NVP reproduce
con éxito las sefales de 13C obtenidas experimentalmente a esta temperatura.

Debido a la presencia de desorden en la estructura a temperatura ambiente, se
generaron dos celdas unidad diferentes, partiendo de la celda reportada, las cuales
contienen una orientaciéon de SA distinta. Se observé que al optimizar Gnicamente las
posiciones de los 4tomos de hidrogeno, es necesario considerar una mezcla con iguales
proporciones de ambas celdas para reproducir el espectro experimental a temperatura
ambiente. Mientras que al realizar una relajacion simulada de todas las posiciones
atémicas ambas celdas pasan a ser equivalentes, y los corrimientos quimicos calculados
son coincidentes entre si y con el experimento. Se gener6 una supercelda que consiste
en la celda a RT expandida y que contiene ambas orientaciones de SA. Para esta
supercelda se encontré que se obtienen los espectros de NMR a baja temperatura y no
los a temperatura ambiente.

Debido a que SCXRD a temperatura ambiente encuentra las dos orientaciones
de SA, y que la supercelda no reproduce el espectro de 13C a esa temperatura, es
posible asegurar que el desorden observado no es estatico. Por lo que se proponen



Capitulo 7: Estudio mediante NMR y DFT del desorden molecular del cocristal NVP:SA

diferentes movimientos que explican la presencia de desorden. En primer lugar, se
propone que las moléculas de SA salten de SAu a SAd, y viceversa, rotando 180 °
alrededor de dos posibles ejes. Estas rotaciones completas se desestiman por problemas
estéricos o porque originan interacciones no existentes. En segundo lugar, se propone
que las moléculas de SA realicen pequefios movimientos alrededor de la posiciéon
encontrada por SCXRD, si estos movimientos ocurren las distancias entre dos
moléculas de SA vecinas no es constante y por lo tanto no es posible determinar un
patron SAu-SAd-SAu-SAd como el observado a 100 K. Para analizar estos pequefios
movimientos se analizé como caso modelo la vibracién sobre el plano de la molécula
de SA y en una direccién perpendicular al canal de NVP. Se encontré que el equilibrio
energético y el mejor acuerdo de los parametros de NMR se obtiene para la posicion
reportada. Ademas, se observé que variar la posicion de SA en 0,2 A no afecta
significativamente a ninguno de los dos parametros. Entonces se puede inferir que la
posicion reportada es la posicion de equilibrio y el desorden de SA se origina por
pequeias variaciones alrededor de dicha posicion por efectos térmicos.

Una vez més la técnica de NMR de estado sélido demuestra ser una
herramienta ttil para el estudio del desorden dindmico en compuestos organicos, esta
vez aplicada a los IFA, y una excelente técnica de estado s6lido complementaria a la
difraccién de rayos X. También su combinacién con célculos tedricos permitié estudiar
con precision el efecto de la temperatura en la estructura, las diferentes interacciones
dentro de los componentes del cocristal y el comportamiento de las moléculas
desordenadas dentro de la estructura.

Se estd desarrollando un manuscrito para su publicaciéon internacional con
todos los resultados presentados en este capitulo
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Capitulo 8: Compuestos Eutécticos de NVP. ;Puede

la NMR identificar un Eutéctico?

8.1 Compuestos Eutécticos

Los compuestos eutécticos son una clase de sélidos multicomponente conocida
desde hace mucho tiempo con aplicaciones importantes y ttiles en la vida diarial. Este
tipo de compuesto se aplica en diversas areas, desde la refrigeracién tradicional
(eutéctico de cloruro de sodio y agua) y el anticongelante de vehiculos (mezcla
eutéctica de etilenglicol y agua)? hasta recientes dispositivos de almacenamiento de
energia®4; y desde de materiales de soldadura convencionales (plomo-estafio) hasta
materiales novedosos en la industria de la ceramica y el vidrio. Sin embargo, en
comparacién con otros sélidos cristalinos multicomponente, los compuestos eutécticos
han sido menos estudiados en términos de estructuras moleculares e interaccionesS.
Los mismos estdn estrechamente relacionados con las soluciones sélidas!, ya que las
estructuras cristalinas de los compuestos precursores no se ve alterada. En la literatura
se encuentran varias definiciones de eutécticos basadas en su composicién y en el bajo
punto de fusién respecto de los componentes individualesé-°.

8.1.1 Microestructura de un eutéctico

Tradicionalmente, los eutécticos inorganicos se preparaban mediante la fusion
de dos o mas solidos en diferentes proporciones para dar un producto que se
caracterizaba por su bajo punto de fusién y por poseer un diagrama de fase sélido-
liquido particular’¢. En la Figura 8.1 se muestra un diagrama de fase tipico de un
compuesto eutéctico, el cual muestra en qué estado se encuentra la materia en funcién
del porcentaje en peso de una de las componentes y para diversas temperaturas. Es de
particular interés el punto eutéctico alli sefialado, el mismo ocurre a una composicién y
temperatura determinada y en ese punto ambas componentes conviven en estado
solido y su punto de fusién es el mas bajo posible.

Para obtener este tipo de sistemas es necesario que los cristales que se funden
sean no isomorficos, es decir que no pertenezcan al mismo grupo espacial, y sus celdas
unidad posean dimensiones notablemente diferentel?. Esto lleva a que la solubilidad de
un cristal en el otro sea limitada, debido a que las estructuras cristalinas no pueden
acomodarse en una nueva red sin generar desorganizacion y tensién estructural. Por
este motivo, los cristales se reordenan manteniendo las estructuras individuales,
aunque en pequefos dominios. En la Figura 8.1, se muestra una ampliacion del punto
eutéctico donde pueden observarse los dominios cristalinos de las componentes
individuales. La microestructura de un compuesto eutéctico se presenta como un
conglomerado de estructuras cristalinas de diferentes materiales, elementos o
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compuestos; este conglomerado consiste en dominios diferentes unidos por débiles
interfaces a lo largo de los cuales los atomos pueden difundir y redistribuirse. En las
interfaces entre dominios existe una tension inherente debida al ordenamiento de los
diferentes dominios no isomorficos. Esta tensiéon se maximiza debido a los arreglos
atomicos imperfectos y a los enlaces deficientes entre las diferentes fases!l. La
existencia de esta tension entre los dominios conduce a un aumento de las funciones
termodindmicas de la fase eutéctica, como la energia libre, la entalpia y la entropial213
de la fase eutéctica y, por tanto, al caracteristico punto de fusién mas bajo en relacién
con los componentes.

o
5 "
Bs+ay+ P
& as+ag + B ; 7
o
o,
g [k_ ! &
ﬁ Isoterma eutéctica ! F;
i Punto eutéctico
i a
1
as + s :
| w Composicion
f eutéctica
L —~
0 _ 100
a Porcentaje en peso de f B

Figura 8.1 Diagrama de fase y microestructura de un compuesto de a y 5, donde los subindices
Sy L senalan si el compuestos se encuentra en fase sélida o liquida respectivamente.

8.1.2 Este trabajo

Los compuestos eutécticos se encuentran presentes tanto en los materiales
cotidianos, como en las formulaciones farmacéuticas5!1. Un ejemplo caracteristico es el
compuesto eutéctico de los anestésicos lidocaina y prilocaina (de nombre comercial
EMLA) que se utiliza para mejorar la permeacién transdérmica de la lidocaina'.
Cuando estas drogas son administradas individualmente, tienen una menor
penetracion en la piel debido a que los puntos de fusién de cada uno (68 °C para la
lidocaina y 38 °C para la prilocaina) son mas altos que la temperatura corporal (que en
condiciones normales es de 37 °C). El compuesto eutéctico de lidocaina-prilocaina en
una composicioén estequiométrica 1:1 tiene un punto de fusién més bajo (22 °C) lo cual
lleva a una permeacién en la piel mas rapida y por lo tanto a una mejor acciéon
farmacolégica.

Las altas funciones termodindmicas de los compuestos eutécticos'?13, pueden
conferir ventajas en la solubilidad y disolucién de drogas escasamente solubles!15-17,
de manera similar que los cocristales. Este hecho hace que las formulaciones eutécticas
sean de gran interés para el area farmacéutica. Sin embargo, identificar este tipo de
compuestos es un verdadero desafio, ya que el principal indicador de formacién



Capitulo 8: Compuestos Eutécticos de NVP. ; Puede la NMR identificar un Eutéctico?

eutéctica es la disminucién del punto de fusiéon por métodos térmicos. Los métodos
térmicos poseen principalmente dos problemas: en primer lugar, son técnicas
destructivas, por lo que la muestra utilizada para la caracterizacion se pierde; en
segundo lugar, la modificacién adrede de la temperatura puede favorecer la formacion
de estructuras que no ocurrirfa mediante los métodos de obtencion de las muestras
originales, por lo que los resultados pueden no reproducir la realidad de la muestra
original. La obtenciéon de un diagrama de fases es también un analisis viable, aunque es
un estudio a escala completa sobre la composicion de la materia que requiere
cantidades significativas de muestras y tiempo, en lugar de una mediciéon analitica
rapida. Las técnicas de andlisis utilizadas habitualmente para la caracterizacion de
sistemas s6lidos multicomponentes, como Difraccion de Rayos X y espectroscopia de
NMR, no son suficientemente sensibles para la identificacion de un compuesto
eutéctico. Esto se debe a que la reorganizaciéon en dominios cristalinos no altera la
disposiciéon molecular de las redes cristalinas individuales, y en consecuencia, los
patrones caracteristicos de las componentes individuales se conservan.

Cherukuvada y Nangia’ sostienen que los compuestos eutécticos se forman con
mayor frecuencia de lo que se cree, pero que su formacién se pasa por alto ya que no
existe una técnica de detecciéon simple, rdpida y no destructiva para distinguir un
eutéctico de una mezcla fisica. Los resultados a menudo se interpretan de manera
errébnea como mezclas fisicas, sin realizar un esfuerzo extra para identificar la fase
eutéctica. Este hecho lleva a que se descarten nuevas formas sélidas con propiedades
fisico-quimicas mejoradas.

En este capitulo se propone un analisis alternativo, simple, rapido y no invasivo
para la identificacion de compuestos multicomponentes eutécticos. Dado que los
cambios en las propiedades fisico-quimicas de los compuestos originales se deben a las
interfaces de los dominios de la microestructura eutéctica, se propone un estudio
mediante NMR de tiempos de relajaciéon sensibles a movimientos en dicha regién. En
particular se aplicara esta metodologia a dos compuestos eutécticos de Nevirapina
(NVP) los cuales se presentaron en el Capitulo 6 y fueron caracterizados por Costa et.
al.18
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8.2 Resultados y discusion

Como se comenté anteriormente, la espectroscopia de NMR no es una técnica
suficientemente sensible para identificar un compuesto eutéctico. En particular para las
muestras estudiadas aqui, los espectros de compuestos eutécticos de Nevirapina y
Cafeina (NVP:CAF) y de Nevirapina y Teofilina (NVP:THE) son una superposiciéon de
los espectros de los compuestos puros. A modo de ilustrar este comportamiento, en las
Figura 8.2 y Figura 8.3 se muestran los espectros de 13C de los compuestos eutécticos y
sus respectivos precursores superpuestos.

—— NVP:CAF
——NVP
——CAF

| ' | '

180 160 1

——

¢ [ppm]

Figura 8.2 Superposicién de los espectros 3C CPMAS del compuesto eutéctico NVP:CAF y sus
precursores NVP y CAF.

— NVP:.THE
—NVP
——THE

| | | | /
180 160 140 120 40 30 20 10 0
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Figura 8.3 Superposicién de los espectros 3C CPMAS del compuesto eutéctico NVP:THE y sus
precursores NVP y THE.

Se observa, en la Figura 8.2, que si se suman los espectros de las componentes
puras NVP (curva negra) y CAF (curva azul) se obtiene el espectro de la muestra
eutéctica NVP:CAF (curva roja). El hecho de que los corrimientos quimicos no se
modifiquen es un indicativo de que no existen modificaciones en las estructuras de las
componentes individuales. Este mismo comportamiento puede verse en la Figura 8.3
para la muestra de NVP:THE, que resulta ser la suma de los espectros de sus
precursores.
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Es sabido que cuando un sistema es perturbado llevandolo fuera de su estado
de equilibrio, éste retornara a su estado inicial en un proceso conocido como relajacion.
La relajacion es una forma directa de entender los procesos dindmicos que ocurren a
nivel molecular ya que los tiempos caracteristicos con los cuales se vuelve al equilibrio
dan informacion esencial del sistema. La relacién entre los tiempos de relajaciéon de
NMR vy la movilidad molecular es ampliamente conocida y se utiliza para analizar un
gran nimero de materiales. La relajacién espin-red en la terna rotante, cuyo tiempo
caracteristico se denomia Ty, estd directamente relacionada con los movimientos
moleculares. En particular es sensible a las fluctuaciones lentas, tipicamente de 100 Hz
a unos pocos kHz, caracteristica de multiples procesos como el intercambio quimico en
macromoléculas. Por lo tanto, caracterizar las curvas de relajacién en la terna rotante
de un sistema permitiria un buen entendimiento de la dindmica molecular del sistema
en estudio.

El tiempo de relajacién en la terna rotante describe el decaimiento de la
componente transversal de la magnetizacion en presencia de un campo de RF. En un
experimento dicha magnetizacién se asocia directamente a la intensidad de la sefal
adquirida y se modela el decaimiento como:

I(t) = Iy Exp [i—t] 8.1)
p

donde I(t) e Iy son las intensidades de las senales en funcién del tiempo e inicial
respectivamente, y Ty, el tiempo caracteristico. En la mayoria de las muestras en estado
solido, el tiempo de relajacion puede tener més de una componente, dado que existen
regiones con diferentes movilidades. Por ello se suelen ajustar las curvas de relajacién
con decaimientos multiexponenciales. En particular, muy frecuentemente se
contemplan decaimientos biexponenciales con una componente con un tiempo de
relajacién corto y la otra con uno largo:

1(t) —t —t
I_ = Acorto EXp T— + Alargo EXp N
0 ( 1p)corto (

(8.2)
Tlp)largo

donde Acorio Y Alargo son factores de ponderacion que especifican la contribucion de

cada componente.

Las curvas de relajacion resultantes de un experimento de NMR en el dominio
temporal, surgen de las contribuciones de toda la muestra colocada en el espacio activo
del cabezal, por lo que si se analiza una mezcla de compuestos, la curva representa una
combinacioén de las curvas de relajacién de sus componentes individuales92. Tal curva
mostrara un decaimiento multiexponencial que puede modelarse como:
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N
1\ N (1® (8.3)
( lo >Mp_zpl< Iy )i

i=1

donde p; es un factor de ponderacion que especifica la contribucion relativa de la sefial
s 1(t .
del i-ésimo componente de la mezcla, y los (%) son los decaimientos de cada
0o/
componente de la mezcla, los cuales siguen el comportamiento de la ecuacién (8.2).
Cabe destacar que este modelo se utiliza ampliamente para el estudio de mezclas
fisicas o compuestos semicristalinos, en particular para determinar las proporciones de
las componentes individuales que forman la mezcla o para determinar las

proporciones de componentes cristalinas y amorfas!9-22,

Se desea aplicar este modelo de decaimiento multiexponencial de mezclas fisicas a los sistemas
eutécticos estudiados en este capitulo. Para poder hacerlo se obtienen en primer lugar las curvas
de relajaciéon de 'H en la terna rotante de los compuestos puros y se realizan los ajustes de
dichas curvas siguiendo la ecuacién (8.3). La Figura 8.4 muestra las curvas y los parametros de
ajuste para cada compuesto puro se presentan en la

Tabla 8.1.
1,04
0,94
0,84
0,74
0,6
<05+
— 044
034 @ NVP
@ CAF
024 @ THE
1 Ajuste biexponencial NVP
0,1 4 —— Ajuste biexponencial CAF
71— Ajuste biexponencial THE
0,0 44 T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo [ms]

Figura 8.4 Curvas de relajacién de 'H en la terna rotante de los compuestos puros NVP (puntos
negros), CAF (puntos rojos) y THE (puntos azules). Las lineas continuas corresponden a los
ajustes biexponenciales del decaimiento de cada compuesto.
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Tabla 8.1 Pardmetros de ajuste para las curvas de relajaciéon en la terna rotante de los
compuestos puros.

NvVP CAF THE

Acorto 0,30 0,24 0,23
(T1p),pe | L720)ms  (27£02)ms (26 £0,2)ms
Alargo 0,70 0,76 0,77

(T1p)iygo | (4984£08)ms  (14%5)ms (2944 18) ms

Se prepararon mezclas fisicas NVP-CAF en proporciones 50-50 peso en peso y
40-60 peso en peso, teniendo cuidado de no agitar ni ejercer fuerzas que puedan
favorecer interacciones entre las partes. Se tomé un particular cuidado en evitar la
entrega de energia a la mezcla ya que ésta favorece la formacién del eutéctico
NVP:CAF. Se midieron las curvas de relajacion de cada mezcla y se trazé la curva
modelo de mezcla fisica con los factores de peso correspondientes, los resultados se
muestran en la Figura 8.5.

I(t)/1,

@ MF 50-50
024 @ MF40-60
Decaimiento teérico MF [p,,=0,5; p.,;=0,5]

{—— Decaimiento teérico MF [p\.\.p=0,4 > pCAF=0,6]
0,044 v T v T ¥ T v T ¥ T ¥ T
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo [ms]

Figura 8.5 Curvas de relajacion de 'H en la terna rotante para dos mezclas fisicas de NVP y CAF
preparadas en proporciones peso en peso de 50-50 (puntos negros) y 40-60 (puntos rojos). Las
lineas son simuladas de acuerdo al modelo representado por la ecuacién (8.3) con los factores
de peso utilizados en la preparacion de las mezclas fisicas y los tiempos de relajacién obtenidos
de los ajustes de las curvas de la Figura 8.4.

Como puede verse, tanto el decaimiento de la mezcla fisica en proporciones 50-
50 como en proporciones 40-60 siguen el mismo comportamiento que el modelo de
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decaimiento de mezcla fisica de la ecuacién (8.3). Donde el decaimiento de la mezcla
fisica es la suma de los decaimientos de NVP y CAF y los factores de peso se
corresponde con las proporciones peso en peso utilizadas. De esta manera se corrobora
que el modelo tedrico ajusta correctamente los decaimientos de las mezclas fisicas. Se
analiza qué sucede cuando se aplica este modelo de mezclas fisicas al decaimiento de
una muestra eutéctica. En la Figura 8.6 se muestra la curva de relajacion del eutéctico
NVP:CAF (30:70) y el decaimiento tedrico para una mezcla fisica en las mismas
proporciones.

1,0 4

I()/1,

0,3

0,1 @ NVP:CAF (30:70)

{4 —— Decaimiento teérico MF 30-70

0,0 4 v T d T v T iy T y T ' T
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo [ms]

Figura 8.6 Curva de relajacion de 'H en la terna rotante para el eutéctico NVP:CAF (30:70)
(puntos negros) y decaimiento teérico de una mezcla fisica para las mismas proporciones (linea
continua roja).

La muestra NVP:CAF se caracteriz6 previamente como muestra eutéctica (ver
Apéndice), por lo que a la hora de analizar su comportamiento se tiene certeza de su
naturaleza eutéctica. Al comparar la curva de relajacion experimental de la muestra
con el decaimiento teérico para la muestra fisica, se observa que el modelo no ajusta a
la muestra eutéctica como lo hace en el caso de las mezclas fisicas. Si bien en este caso
particular la muestra utilizada ya fue probada y caracterizada como eutéctica, la
diferencia entre la relajacién observada para la misma y la relajacién tedrica de la
mezcla fisica de las componentes es un método vélido para poder distinguir entre estos
dos tipos de materiales. Es de particular interés poder diferenciar el compuesto
eutéctico de una mezcla fisica de los componentes individuales; y superar asi la
caracterizaciéon obtenida por espectros de NMR y patrones DRX, que los identifican
como el mismo tipo de sistema. La comparacién de las curvas de relajacion tedrica de
la mezcla fisica y la curva experimental del compuesto se presenta como una
metodologia factible para diferenciar este tipo de sistemas.

Analizando la microestructura de los compuestos eutécticos es de esperar que
los dominios cristalinos de cada componente pura le confieran al sistema una
combinacioén de las relajaciones individuales, como en el caso de las mezclas fisicas. Sin
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embargo, la presencia de las interfaces entre dominios, que son el origen de las
propiedades fisico-quimicas propias de un eutéctico, se presenta como una fuente de
relajacion adicional. Debido a esto, se propone una modificacién al modelo de mezclas
fisicas para incluir un término de relajacién debida a la interface. Es decir, la relajacion
sera una combinacion lineal de la relajacion de una mezcla (relajacién de cada dominio
cristalino en el compuesto) y una relajaciéon propia de la interfaz entre dominios. Por lo
que el decaimiento puede modelarse como:

1(1:)) <I(t)) [ —t ] (8.4)
< lo Jpyrecrico "\ o MF I (Tlp)l

donde Pmr y Pr representan un factor de ponderacion que especifica la contribucién
relativa a la sefial de los dominios (mezcla fisica) y de la interfaz, respectivamente; y

(Tlp)z es el tiempo de relajaciéon propio de la interfaz eutéctica. En la Figura 8.7 se

presenta la aplicacion de este modelo a la curva de relajaciéon del eutéctico NVP:CAF
(30:70).

1,0 —
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0,8 -
0,7 —
0,6 -
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1(6)/1,

0,4 4

0,3 4

02 1 @ NVP:CAF (30:70)

0,1 4 — Aijuste Decaimiento MF + Decaimiento Interfaz
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Figura 8.7 Curva de relajacién de 'H en la terna rotante para el eutéctico NVP:CAF (30:70)
(puntos negros) y ajuste mediante el modelo propuesto en la ecuacién (8.4) para eutécticos
(linea continua roja).

Puede verse que con este modelo es posible modelar el comportamiento del
compuesto eutéctico, y que ademas es posible identificar qué porcentaje de la mezcla
corresponde a una interfaz o a los dominios individuales de cada compuesto puro. Es
decir, el 10% de la muestra (P;) corresponde a las interfaces entre dominios y es ese 10%
el causante de la disminucién del punto de fusién del compuesto eutéctico frente a sus
coformadores puros. Si bien las interfaces representan, para este compuesto, el 10% de
la muestra las interacciones presentes en esta regiéon no son suficientemente fuertes
como para producir cambios en los corrimientos quimicos de las sefiales de NMR. Por
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esta razén, no es no es sorprendente que el espectro de NMR de la muestra eutéctica
coincida con el de una mezcla fisica.

Como ya se comentd, preparar la mezcla fisica sin favorecer externamente
nuevas interacciones entre las componentes no es tarea facil. Mucho menos cuando se
trabaja en las proporciones que ya se establecieron como proporciones eutécticas.
Debido a esto la comparacion del eutéctico se llevé a cabo con el modelo tedrico y no
con una curva experimental de una mezcla fisica en las mismas proporciones. Evitando
posibles errores asociados a la preparacién y envasado de una mezcla fisica. Cabe
destacar, que un parametro relevante a definir para este tipo de experimentos es la
amplitud del campo Spin-Lock utilizado. La eleccion de dicho campo permite
maximizar las diferencias entre las curvas de relajacion de cada muestra estudiada,
facilitando un mejor analisis del sistema global. Se obtuvieron curvas de relajacion para
diferentes campos de Spin-Lock (17,12kHz, 22,12kHz, 27,78 kHz, 35,71 kHz,
46,30 kHz, 58,14 kHz y 73,53 kHz), siendo el campo de 27,78 kHz el que maximiza las
diferencias entre los decaimientos de los compuestos puros. Por lo que todos los
resultados presentados aqui corresponden a un campo de Spin-Lock de 27,78 kHz.

Se aplic6 el mismo modelo de decaimiento probado para el eutéctico NVP:CAF,
a una muestra eutéctica NVP:THE (70:30). La muestra analizada ya habia sido
caracterizada como eutéctica previamente (ver Apéndice). En la Figura 8.8 se muestra
la curva de relajacion del eutéctico y el ajuste con el modelo propuesto.
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Figura 8.8 Curva de relajacién de 'H en la terna rotante para el eutéctico NVP:THE (70:30)
(puntos negros) y ajuste mediante el modelo propuesto en la ecuacién (8.4) para eutécticos
(linea continua roja).

Se observa un muy buen acuerdo entre el ajuste propuesto y la curva de
relajaciéon experimental del eutéctico NVP:THE. El tiempo de relajacion asociado a la
interfaz es muy similar al encontrado para el caso del eutéctico NVP:CAF, lo cual es un
indicativo de procesos dindmicos similares en dicha regiéon. Puede verse también que
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los factores de peso en este caso indican que las interfaces contribuyen en menor
medida a la curva de relajacion. Esto puede asociarse a dominios cristalinos de mayor
tamarfio, o a interfaces mas delgadas. Si los dominios cristalinos de los sistemas puros
son més grandes, en un mismo volumen tendré menor cantidad de interfaces, lo cual
se traduce directamente en las proporciones observadas. Si en cambio las interfaces son
mas delgadas, la region molecular que posee una dindmica diferente a la de los
dominios puros es mas chica y por lo tanto contribuye en menor medida a la relajacién
de espines.

El método utilizado presenta varias ventajas frente a las caracterizaciones
térmicas de compuestos eutécticos: es un método no destructivo, es decir toda la
muestra que se analiza se recupera sin ser alterada, mientras que en los estudios
térmicos la accion de la temperatura modifican irreversiblemente las muestras;
requiere de poca cantidad de muestra, los portamuestras utilizados para este tipo de
analisis son los rotores utilizados para la obtencién de espectros de NMR en estado
solido, el volumen de los cuales depende del iman utilizado y varfan entre 230 pl y
0,8 ul, en el caso de este trabajo se utilizé un rotor de 50 ul. Ademas, el montaje
utilizado para la aplicacion de este método es la misma que la utilizada para la
obtenciéon de los espectros de NMR en estado sélido. Como estos espectros se realizan
de manera rutinaria cuando se analizan compuestos farmacéuticos, la implementaciéon
de este método no requiere de una demanda adicional en cuanto a equipamiento o
montaje.
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8.3 Conclusiones del capitulo

Aunque los compuestos eutécticos se encuentren presentes en un gran nimero
de materiales de uso cotidiano, éstos no son sistemas faciles de identificar. En
particular, en la btusqueda de nuevos compuestos farmacéuticos con mejores
propiedades fisico-quimicas, las limitaciones en la identificaciéon de este tipo de
sistemas llevan a desestimar un namero importante de compuestos multicomponentes.
Se propuso aqui un método de identificacion, que a diferencia de los anélisis térmicos,
es no invasivo y no requiere de grandes cantidades de muestra.

El tiempo de relajacion espin-red en la terna rotante, Ty,, es sensible a los
movimientos moleculares y se ha utilizado ampliamente para identificar procesos de
intercambio molecular. En este capitulo se utiliza este tiempo caracteristico para
identificar compuestos eutécticos y diferenciarlos de la mezcla fisica de las
componentes que lo forman. El método propuesto es una modificacién al modelo
ampliamente utilizado para la caracterizaciéon de mezclas fisicas mediante tiempos de
relajacién. Este modelo describe la relajacion de una mezcla como la combinacién lineal
de las relajaciones de los componentes puros. Se prob6 este modelo tedrico con dos
mezclas fisicas en diferentes proporciones, y se encontré un muy buen acuerdo con la
curva experimental.

Cuando se comparan las curvas de relajaciéon de un sistema eutéctico conocido
con el modelo tedrico del decaimiento de una mezcla fisica no se obtiene un buen
acuerdo. Por tal motivo se propone una modificaciéon al modelo. Los compuestos
eutécticos estan formados por dominios cristalinos de las componentes puras unidas
por interfaces, las cuales confieren al sistema las caracteristicas eutécticas. Dada esta
estructura se propone que la curva de relajaciéon es una combinacion lineal de la
relajacién de los dominios cristalinos y una relajacion propia de las interfaces. Es decir,
el decaimiento es igual al decaimiento de una mezcla fisica mads un decaimiento
adicional debido a las interfaces entre dominios.

Al aplicar este modelo al eutéctico NVP:CAF se observa un muy buen acuerdo
y es posible identificar en qué proporcién contribuyen las interfaces a las curvas de
relajacion. Comprobando asi que este método es factible no sélo para diferencia un
eutéctico de una mezcla fisica sino para reconocer la influencia de las interfaces en el
comportamiento del mismo. Se aplicé también el modelo al eutéctico NVP:THE,
obteniendo nuevamente un muy buen ajuste. El tiempo de relajacién encontrado en
ambos casos para la interfaz es muy similar, por lo que se asocian al mismo
comportamiento dindmico. Ademads, en el caso de NVP:THE, la contribucién a la curva
de relajaciéon de la interfaz es mas chica, lo que permite inferir caracteristicas del
sistema como el tamafio de los dominios o de las interfaces.

La determinacion de los tiempos de relajacion T;, demostré ser un método de
analisis 6ptimo para identificar y diferenciar compuestos eutécticos. Es un método no
invasivo y reproducible, lo cual es muy ventajoso frente a los métodos hoy utilizados
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para la identificacién de este tipo de compuestos. Ademas, no se requiere de una gran
cantidad de muestra para poder realizar esta caracterizacion, hecho que si es
determinante en caso de utilizar los métodos térmicos.

El método aqui propuesto es el segundo paso luego de la obtencién de
espectros de NMR de estado sélido para la identificacion de diferentes formas sélidas
de un Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA). Si el espectro se presenta como la
superposicién de las componentes individuales, pero las curvas de relajacion no son la
suma de las relajaciones, estamos en presencia de un compuesto con comportamiento
eutéctico. La conjuncion de la espectroscopia de NMR con la mediciéon de los tiempos
de relajacion evitaria que se descarten posibles compuestos eutécticos con mejoras en
las propiedades fisico-quimicas del IFA.

Se esta desarrollando un manuscrito para su publicacién internacional con
todos los resultados presentados en este capitulo.
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Desde sus inicios, el ser humano se ha interesado por el uso de su entorno para
aplicaciones medicinales; por lo que es muy dificil determinar cudndo se iniciaron
estrictamente las practicas farmacéuticas. Aunque inicialmente los medicamentos se
obtenian directamente de extractos vegetales, animales o minerales, en la actualidad
hay un gran desarrollo que permite la sintesis de nuevos compuestos con aplicaciones
medicinales. Entre un 80% y un 90% de los medicamentos que se comercializan en la
actualidad se encuentran en estado sélido. Sin embargo, este tipo de sistema tiende a
presentar propiedades fisico-quimicas poco favorables para su administraciéon, por lo
que son necesarios desarrollos de nuevos materiales que mejoren dichas propiedades.

El desarrollo exitoso de nuevos materiales farmacéuticos debe ir siempre
acompafado de una correcta caracterizacién de los sistemas de interés. En particular,
cuando se trata de compuestos solidos, la estructura y el empaquetamiento que éstos
adquieran determinaran sus propiedades fisico-quimicas. Por este motivo, académicos
e industriales del area farmacéutica dedican un gran esfuerzo a la completa
caracterizacion de compuestos farmacéuticos sélidos. Esta caracterizacién no es tarea
sencilla y requiere de la conjuncién de un gran niimero de técnicas.

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (NMR) en estado sélido
desempefia un papel importante en la caracterizacion de sélidos farmacéuticos,
particularmente en las tltimas etapas del desarrollo de nuevos farmacos. Esta técnica
no invasiva es capaz de extraer informacion local de los sistemas en estudio, por lo que
un correcto andlisis permite conocer la estructura a nivel atémico. Ademas de los
analisis espectroscopicos, la NMR permite estudiar la dindmica involucrada en los
diversos sistemas a partir del analisis de los tiempos de relajacion.

Los calculos computacionales basados en la Teoria del Funcional de la
Densidad electronica (DFT) se han presentado en el dltimo tiempo como una
herramienta importante a la hora de disefiar y caracterizar compuestos farmacolégicos.
En particular presentan un soporte tedrico fundamental para explicar y correlacionar
espectros de NMR con estructuras cristalinas. La combinacién de NMR y DFT no sélo
permite correlacionar célculos y experimentos, sino también refinar estructuras,
predecir comportamientos y analizar el efecto local de pequefios cambios
conformacionales.

En este trabajo de tesis se realizé una combinaciéon de NMR en estado sélido y
calculos basados en DFT para el estudio de diferentes compuestos de interés
farmacéutico: Tizoxanida (TIZ), Nevirapina (NVP) y Tinidazol (TNZ). TIZ es un agente
antiparasitario utilizado para el tratamiento de Chagas, entre otras enfermedades; NVP
es una droga que se utiliza en el tratamiento de VIH; y por tltimo TNZ es un poderoso
antibiético ampliamente utilizado en diversos ambitos. Los tres compuestos se utilizan
actualmente en forma soélida, y pertenecen, segin el sistema de bioclasificacién
farmacéutica, al grupo II, farmacos con baja solubilidad y biodisponibilidad.

La combinaciéon de NMR en estado s6lido y los célculos DFT realizados para
T1Z, permitieron el refinamiento de la estructura cristalinal. En particular, se analizé y
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caracteriz6 un enlace hidrégeno intramolecular que participa tanto de la planarizacion
de la molécula dentro de la celda cristalina como de las estructuras laminares que se
observan a gran escala. La modificacién secuencial de dicho enlace provoca cambios de
la densidad electrénica que influyen directamente en los espectros de NMR
experimentales. La correlacion entre el calculo y el experimento permitié definir con
precision la posicion del atomo de H perteneciente a dicho enlace, el cual no puede ser
determinado de manera directa mediante las técnicas convencionales de rayos X.

Los sélidos multicomponentes se presentan como la alternativa mads
ampliamente utilizada en la btsqueda de nuevas formas sélidas de compuestos
farmacéuticos. La caracterizacion e identificacién de dichas formas sélidas es entonces
de gran importancia durante el desarrollo de estos nuevos materiales. La
espectroscopia de NMR en estado sélido cumple un rol muy importante en dicha
caracterizacién ya que es una técnica de sensibilidad local, donde un pequefio cambio
en las interacciones se traduce en un cambio en el espectro. El andlisis minucioso de los
espectros de NMR para las diferentes muestras multicomponentes de NVP y TNZ
permitieron la identificacion de las distintas formas solidas obtenidas. En particular se
identificaron tres formas sélidas diferentes de NVP: una mezcla fisica con Urea, dos
cocristales, uno con Sacarina y otro con Acido Salicilico; y dos eutécticos, uno con
Cafeina y otro con Teofilina2. De la misma manera fue posible identificar diferentes
formas sdlidas de TNZ, especificamente tres cocristales, uno con Acido Salicilico, uno
con Acido 4-Aminobenzoico y uno con Acido Citrico; y dos eutécticos uno con
Nicotinamida y otro con Acido Succinico?.

Se observé que la molécula de Acido Salicilico dentro de la estructura cristalina
del cocristal que forman con NVP a temperatura ambiente se encuentra desordenada
en dos posibles orientaciones, lo cual no ocurre cuando el cristal se encuentra a bajas
temperaturas (100 K). Se analiz6 mediante espectroscopia de NMR y calculos DFT
dichas estructuras para explicar el comportamiento desordenado de la molécula de
Acido Salicilico a temperatura ambiente. Esta combinacién permitié confirmar que el
desorden es un desorden dindmico, es decir debido a movimientos de la molécula de
Acido, y ademas asociarlo con pequefias variaciones en las posiciones debidas a efectos
térmicos, observadas mediante rayos X. Se estd trabajando en el manuscrito de estos
resultados para su pronta publicacion como articulo cientifico en una revista
internacional.

Los compuestos eutécticos han demostrado presentar ventajas en la solubilidad
y biodisponibilidad frente a los ingredientes farmacéuticos puros. Sin embargo, como
las técnicas de andlisis rutinarias no pueden identificarlos, muchas veces son
descartados debido a que se confunden con mezclas fisicas. Se presenta aqui un
método basado en la medicién de los procesos de relajacion de NMR, que permite
diferenciarlos de las mezclas fisicas de los precursores. Este es, a diferencia de los
métodos térmicos normalmente utilizados, un método no invasivo, reproducible y que
requiere de poca cantidad de muestra. El mismo fue probado para dos compuestos
eutécticos de NVP caracterizados previamente, obteniéndose un muy buen resultado.
Otra ventaja del método propuesto, es que permite correlacionar los procesos de
relajaciéon con las diferentes partes de la microestructura eutéctica. Identificando los
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tiempos de relajacién asociados a la region que le confiere las propiedades propias de
eutéctico. Se estd trabajando en el manuscrito de estos resultados para su pronta
publicacién como articulo cientifico en una revista internacional.

La técnica de NMR de estado s6lido demuestra ser una herramienta ttil para el
estudio de compuestos farmacéuticos, tanto para la identificacién de nuevas formas
solidas, como para la deteccion de estructuras desordenadas, y una excelente técnica de
estado s6lido complementaria a la difraccion de rayos X. También su combinacién con
calculos tedricos permitié estudiar con precision efectos debidos a la modificacion local
de estructuras cristalinas, efectos de la temperatura sobre dichas estructuras,
interpretacion de las diferentes interacciones dentro de cocristales y el comportamiento
de las moléculas desordenadas dentro de las estructuras.

Los estudios de compuestos farmacéuticos son intrinsecamente
multidisciplinarios debido a la complejidad del sistema. Mas alla de la combinacién
tedrico-experimental para la correcta interpretaciéon de resultados, la gran cantidad de
topicos que se deben abarcar requiere de la suma de diversos enfoques para lograr una
mirada completa. Alrededor de todo el sistema cientifico, la investigacion en el area
farmacéutica ha urgido a la colaboracién entre grupos de diferentes ramas de la
ciencia, donde cada uno de sus miembros aporte desde su area en particular pero
requiriendo de un conocimiento del sistema como un todo. El avance de este proceso
impulsa el desarrollo de un lenguaje comin que permitird una comunicacién mas
fluida, potenciando la interaccién entre investigadores provenientes de distintas
disciplinas.
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El trabajo realizado durante esta tesis fue hecho en colaboracion con otros grupos de
investigacion. En este apéndice se resumen resultados experimentales obtenidos por los grupos
de la Dra. Silvia Cuffini y la Dra. Norma Sperandeo, que son complementados con los estudios
realizados por RMN en esta tesis. La conjuncion de RMN con las demds técnicas
experimentales permitio la completa caracterizacion de nuevas formas solidas de Nevirapina
(NVP) y Tinidazol (TNZ). Todos los resultados se encuentran plasmados en dos publicaciones
internacionales, Costa et. al.l y Fandifio et. al.2 Se describirdn inicialmente, en la Seccion A.1,
los detalles de las metodologias utilizadas por cada grupo de trabajo; y luego su implementacion
a los compuestos NVP, Seccion A.2, y TNZ, Seccion A.3.

A.1. Metodologias

A.1.1. Predicciéon de Cristalizacion

Los calculos de predicciéon de cristalizacion fueron realizados por Rogeria
Nunes Costa en colaboracion con los grupos de investigacion de la Dra. Lourdes
Infantes del Instituto de Quimica y Fisica Rocasolano, Espafia, y la Dra. Elna Pidcock
del Cambridge Crystallographic Data Center.

Para predecir la propensiéon a la formacién de cocristales de NVP con los
diferentes coformadores, se utilizaron dos herramientas del CCDC (Cambridge
Crystallographic Data Center): la deteccion por complementariedad molecular (MC)? y
la propension a enlaces de hidrégeno (HBP)* Ambas herramientas estan disponibles
en el software CSD.

MC es una herramienta desarrollada y validada por L. F4bian3, cuya salida es
una respuesta simple de “PASA” o “FALLA” a la formacién de los cocristales. Esto se
basa en la premisa de que las moléculas tienden a cristalizar juntas sé6lo si tienen
propiedades moleculares similares. Por lo tanto, se calculan algunos descriptores de
forma y polaridad para el IFA y el coformador, y para pasar la prueba de MC, deben
diferir en menos de un valor umbral establecido a partir de un analisis estadistico
realizado en el CSD.

La herramienta HBP se desarroll6 originalmente como un método basado en el
conocimiento para evaluar el riesgo de polimorfismo para un compuesto dado, aunque
también se puede usar para evaluar la formacién de cocristales. Basado en un analisis
estadistico automatizado de patrones de enlace de hidrégeno, el método HBP
determina las probabilidades de interaccién para todas las posibles interacciones de
enlace de hidrégeno que pueden ser formados con el conjunto de grupos funcionales
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presentes en el entorno quimico especifico analizado.

El célculo HBP permiti6 evaluar la predisposicion de formar enlace hidrégeno
en una formacion multicomponente, AB, donde A es NVP y B el coformador. Se
consideran todos los posibles atomos donantes y aceptores de enlaces de hidrégeno de
ambas moléculas. La predisposicién se calcula para todas las interacciones donor-
aceptor entre A-A, B-B, A-B y B-A y se considera la propensién maxima en cada caso.
Se calcul6 un Puntaje Multicomponente como la diferencia entre la propensién maxima
a formar hetero-interacciones, AB o BA, y la propension maxima para las homo-
interacciones, AA o BB. Un puntaje multicomponente positivo y alto significa una
mayor propension a formar hetero-interacciones que a formar homo-interacciones y, en
consecuencia, una mayor probabilidad de obtener sélidos multicomponentes que a
mantenerse en estado puro.

A.1.2. Preparacion de las muestras

El grupo de la Dra. Sperandeo utiliz6 el método de molienda asistida por
liquido (LAG)5 para preparar los materiales multicomponentes. Para aquellos que
contienen NVP probaron cinco coformadores diferentes: acido salicilico (SA), sacarina
(SAC), cafeina (CAF), teofilina (THE) y urea (URE). La NVP y el coformador se
colocaron en un recipiente de molienda de acero inoxidable con 3 gotas de metanol
como solvente. La NVP y el coformador se trituraron en proporciones estequiométricas
de 1:1 y 2:1. Se afiadieron bolas de acero inoxidable de 5 mm de didmetro al tubo que se
colocé en un sistema de molino de rodillos. La mezcla se moli6 durante 24 horas.
Posteriormente, los materiales se secaron a 40°C durante 48 horas para generar
muestras de polvo. Se obtuvieron cristales simples mediante saturacién en cloroformo
seguido de evaporacion lenta del solvente. Todos los reactivos y solventes estaban en
calidad analitica.

El grupo de la Dra Sperandeo, eligié como coformadores para los compuestos
multicomponentes que contienen TNZ: acido p-aminobenzoico (PABA), acido salicilico
(SA), acido citrico (CA), acido succinico (SUC) y nicotinamida (NA). El TNZ y los
coformadores (ambos como polvos) se mezclaron en una proporcién estequiométrica
1:1 y se molieron manualmente en un mortero de agata durante 120 min agregando
unas gotas de acetona. También se realizé la cocristalizacion de TNZ y los cinco
coformadores mencionados en soluciéon mediante el enfoque convencional basado en
solucion de evaporacion lenta, pero s6lo PABA y SA cocristalizaron. Los
procedimientos utilizados por el grupo de la Dra. Sperandeo fueron los siguientes:

TNZ:PABA: Se disolvieron 50,0 mg de una mezcla 1:1 de TNZ y PABA
sometida a LAG en 6 mL de acetona-etanol (4:1, v/v) o t-butanol-acetona (1:1, v/v).
Las soluciones filtradas se dejaron luego evaporar lentamente a 25-30°.

TNZ:SA: i) Se disolvieron 30,0 mg (0,12 mmol) de TNZ y 17,0 mg (0,12 mmol)
de SA en 10 ml de etanol-agua (5:2, v/v), o ii) se disolvieron 30,0 mg de una mezcla 1:1
de TNZ y SA sometida a LAG en 10 ml de acetona-agua (1:4, v/v). Las soluciones
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filtradas se dejaron luego evaporar lentamente a 25-30 °C.

De aqui en adelante, las muestras obtenidas mediante el uso de LAG y la
evaporacion del solvente se codificaran como TNZ:COFORMADORLAc ¥y
TNZ:COFORMADORCcrysrsoLvenTE, respectivamente. Se prepararon mezclas fisicas
(PM) en proporciones estequiométricas 1:1 mezclando suavemente con espatula por
3 min.

A.1.3. Difracciéon de Rayos X en polvo (PXRD)

Los compuestos puros de NVP, TNZ y los correspondientes coformadores,
como también las nuevas muestras obtenidas para cada IFA, se caracterizaron
mediante Difracciéon de Rayos X en Polvo (PXRD).

Los andlisis de PXRD de las muestras de NVP fueron llevadas a cabo por
Rogeria Nunes Costa en un difractémetro de rayos X automatico de Rigaku para
difraccién de polvo (Ultima IV) usando una fuente de radiacién Cu-Ka (\ = 1,5418 A).
Los datos se registraron a un voltaje 40 kV y una corriente de 30 mA. Las muestras se
colocaron en geometria Bragg-Brentano (placa plana).6? El detector D/Tex Ultra
funcion6 en modo 20/6 en exploraciéon continua a una velocidad de exploracién de
20°/minuto. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente, a un tamafo de
paso de 0,01° en el rango angular de 5° a 35° 20.

Los patrones de PXRD de las muestras de TNZ fueron registraos por Octavio
Fandifio también a temperatura ambiente en un difractémetro de polvo Bruker AXS D8
Advance a 40 kV, 40 mA con una fuente de Cu Ka (A = 1,5418 A) entre 2° y 40° 20 con
un tamafio de paso de 0,05°.

A.1.4. Difraccién de Rayos X de Cristal Unico (SCXRD)

De los diez compuestos binarios obtenidos, pudieron aislares tres
monocristales: el monocristal NVP:SAl, por el grupo de la Dra. Cuffini y los
monocristales de TNZ:PABA y TNZ:SA2 por el grupo de la Dra. Sperandeo. Sobre
éstas muestras cada grupo realizé experimentos de Difracciéon de Rayos X de Cristal
Unico (SCXRD). Las estructuras obtenidas fueron reportadas en el CCDC con los
codigos 1941056-1941057t (NVP:SA RT-100K), 19604552 (TNZ:PABA) y 19604622
(TNZ:SA)

Los experimentos SCXRD para NVP-SA fueron realizados por Rogeria Nunes
Costa en un difractémetro Bruker D8 Venture (detector Photon 100 CMOS y radiacién
MoKa de la micro fuente Incoatec). Mientras que los datos SCXRD para TNZ:PABA y
TNZ:SA fueron recopilados por Octavio Fandifio utilizando un difractémetro Bruker
Apex Duo equipado con una corriente criogénica de nitrégeno, la cual se fij6 en 173 K
para ambos cristales.

Todos los atomos diferentes al hidrégeno se refinaron anisotrépicamente y
todos los dtomos de hidrégeno se colocaron en geometrias idealizadas de acuerdo con
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el modelo de conduccién. Se utilizaron diversas restricciones para describir el trastorno
de la molécula de SA a temperatura ambiente en el compuesto NVP:SA, como también
para explicar la presencia de solvente en el cristal del compuesto TNZ:PABA.

A.1.5. PXRD en funcién de la temperatura

Los experimentos de PXRD variando la temperatura fueron realizados, por
integrantes del grupo de investigacién de la Dra. Cuffini, en la linea de luz XRD1 del
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), de Brasils. La linea de luz esta
dedicada al anélisis de PXRD y est4d compuesta por un difractometro de tres circulos de
alta resistencia (Newport) y el sistema detector MYTHEN 24 K (Dectris). Las muestras
se montaron en una geometria Debye-Scherrer utilizando capilares de borosilicato de
0,5mm de didmetro. Esta geometria se seleccion6 para evitar la orientaciéon
preferencial. Se us6 un sistema de enfriamiento CryojetHT (OXFORD Instruments)
para enfriar la muestra a una velocidad de enfriamiento de 2 K/min, de 300 K a 100 K.
Los experimentos se realizaron a una radiacion de 8 keV. La longitud de onda de la
radiacion se obtuvo en base a los datos del estdndar de silicio (NIST SRM640D), que se
recopilaron al final del experimento.

A.1.6. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Los compuestos puros de NVP, TNZ y los correspondientes co-formadores,
como también las nuevas muestras obtenidas, se caracterizaron mediante Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC).

Las curvas de DSC para las muestras de NVP fueron obtenidas en un
calorimetro DSC 204 F1 Phoenix® NETZSCH por miembros del grupo de la Dra.
Culffini. Para caracterizar los materiales multicomponente, se colocaron 5 mg de cada
muestra en un crisol de aluminio herméticamente cerrado y se escanearon en un rango
de temperatura de 50°C a 300 °C, utilizando una velocidad de calentamiento de
10 °C/min. Para la construccion de los diagramas de fase, se escanearon diferentes
composiciones de sistemas eutécticos en un rango de temperatura de 50 °C a 300 °C,
utilizando una tasa de calentamiento de 3 °C/min. Todas las muestras se escanearon en
una atmosfera de aire y nitrégeno (70 mL/min) y se utilizé como referencia un crisol
de aluminio vacio y sellado. El equipo se calibré utilizando como patrén indio, con
punto de fusion (p.f.) a 156,6 °C, y zinc con p.f. a 419,6 °C. Los datos se procesaron en el
software NETZSCH Proteus®.

Por su parte, las mediciones de DSC para los compuestos con TNZ fueron
registradas en un analizador Discovery DSC por miembros del grupo colaborador de la
Dra. Sperandeo, a una velocidad de calentamiento () de 10 °C/min bajo en una
atmosfera de nitrégeno (con un 99,99% de pureza y una velocidad de flujo de
50 ml/min). Para las mediciones se colocaron entre 2mg y 4 mg de muestra en
bandejas de aluminio onduladas. Los ejes de temperatura se calibraron con indio
(99,99% de pureza y con un p.f. a 156,598 °C). Se utilizaron como referencia recipientes
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de aluminio vacios. Los datos se trataron con el software TRIOS_Full_v4.1.1.33073 (TA
Instruments Inc.).

A.1.7. Pertil de Disolucién y Tasa de disolucién intrinseca

Rogeria Nunes Costa, miembro del grupo colaborador de la Dra Cuffini
determiné los perfiles de disolucion para los compuestos NVP:THE, NVP:CAF vy los
precursores puros. Los mismos se obtuvieron en un sistema de disolucién Distek
Evolution 6100. Se utilizé un aparato USP II bajo agitacién a 50 rpm. Los experimentos
se llevaron a cabo en dos medios de disolucion diferentes: agua y HCl 0,1 N. Se colocé
un volumen de 900 ml del medio en un recipiente y se mantuvo a (37,0 £ 0,5) °C
durante todos los experimentos. Para cada muestra, se dispersaron 200 mg.

El grupo de la Dra Cuffini, calcul6 ademas la tasa de disolucién intrinseca para
los compuestos NVP:THE, NVP:CAF y los precursores puros. Se colocé una masa de
100 mg de cada muestra en la cavidad de 0,8 cm de didmetro del aparato. El polvo se
comprimié a una presiéon de 1600 psi durante 60s. El aparato que contiene el
sedimento comprimido se colocé en 900ml de medio. Se utilizaron dos medios
diferentes: agua y HCl 0,1 N. Se realizaron experimentos previos para confirmar que
no se produjo ninguna transiciéon de fase bajo presién ni en los diferentes medios.

A.1.8. Evaluacion de la solubilidad

Las solubilidades de la materia prima TNZ y sus mezclas binarias fueron
determinadas por Octavio Fandifio, miembro del grupo colaborador de la Dra.
Sperandeo, mediante el método del matraz de agitaciéon® a 37°C en agua. Se
introdujeron cantidades excesivas de muestras sélidas (n=3) en viales con tapén de
rosca que contenian 5 mL de agua Milli-Q (pH=5,5) y se agitaron en un bafio de agua
con agitacion durante 24 h (tiempo para alcanzar la saturacion). Se filtraron alicuotas
de sobrenadantes (0,45 pm) y luego se analiz6 el contenido de TNZ mediante HPLC-
UV (cromatoégrafo de liquidos AGILENT S1100, inyector de circuito fijo de 20 pL,
detector UV-visible variable y auto muestreador) usando un método informado® que
usa un modo isocratico, tampén de dihidrogenofosfato de potasio 0,05 M (pH=3,25,
ajustado con acido ortofosférico) y acetonitrilo (82:18, v/v). La fase movil se filtr6
(0,45 um) y se desgasifico al vacio; Columna Synergi-4 p-Fusion RP-80 C18
(Phenomenex, 250 mm x 4,6 mm, 4,5 pm), temperatura de 40 °C; caudal de 1,5 mL/min
y deteccién a 210 y 300 nm. Se construy6 una curva de calibracién lineal que abarca un
rango de concentraciéon de 100-1200 pg/mL y con R>=0,999. Todas las mediciones se
realizaron por triplicado. Después de la recolecciéon de alicuotas, se filtraron las
suspensiones y se midi6 el pH de los filtrados usando un medidor de pH Altronix
EZDO-PC (S.A.EN.S.R.L.).
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A.2. Nevirapina

Como se presento en el Capitulo 6, los métodos de cocristalizacién representan
una potencial ruta para obtener nuevas formas sélidas de Nevirapina (NVP) que
mejoren sus propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas desfavorables como la baja
solubilidad acuosa'l12. A continuacion se resumen algunos resultados de la obtencién y
caracterizaciéon de nuevas formas sélidas de NVP realizado por el grupo colaborador
de la Dra. Silvia Cuffini.

A.2.1. Predicciéon de Cocristalizacion de compuestos de NVP

Para predecir la predisposicion para la formacién de cocristales de NVP, se
utilizaron las herramientas MC? y HBP4. En la Tabla A.1, se muestran los resultados de
la prueba MC para la cristalizaciéon entre NVP y los coformadores elegidos.

Tabla A.1 Resultados de Complementariedad Molecular (MC), para el mapeo de cocristales de

Nevirapina.
Coformador Resultado MC
Urea (URE) FALLA
Sacarina (SAC) PASA
Acido Salicilico (SA) PASA
Teofilina (THE) PASA
Cafeina (CAF) PASA

Los valores fueron obtenidos por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de Rogeria Nunes Costa.

Los resultados indican que es probable que la mayoria de los coformadores
seleccionados formen cristales multicomponentes con NVP, excepto URE. Esto se debe
principalmente a que URE contiene una fraccién de dtomos que no son hidrégenos (N
y O) tres veces mayor a la que posee NVP.

A continuacién, se evalué la predisposicion a formar enlaces hidrégeno
mediante HBP, y los resultados se resumen en la Tabla A.2. Alli pueden verse los
valores de hallados, cudl es la maxima interaccion posible y cudl el puntaje
multicomponente que resulta del analisis de los datos de HBP.

Tabla A.2 Resultado HBP de la predisposicion para formar enlace hidrégeno en una formacion
multicomponente, AB. Donde el componente A es NVP.

Maxima Predisposicién maxima Puntaje
Componente B . B .
interaccion A:BoB:A A:A B:B Multicomponente

URE B:B 0.94 0.45 0.95
SAC B:B 0.50 0.42 0.57

SA B:A 0.69 0.52 0.33 0.17
THE B:A 0.63 0.44 0.56
CAF A:A 0.25 0.41 - -0.16

Los valores fueron obtenidos por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de Rogeria Nunes Costa.
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Los puntajes multicomponentes se muestran en la Tabla A.2 usando una
analogia de semaforo. SA, en verde, es la molécula con mayor probabilidad de formar
un s6lido multicomponente con NVP mediado por interacciones con hidrégeno. Por
otro lado, CAF exhibe la puntuacién negativa més alta, esto se debe principalmente a
que la molécula de CAF no tiene grupos donores de enlaces H, lo que afecta los
resultados de este tipo de calculos. Finalmente, THE, SAC y URE, en amarillo, exhiben
valores intermedios de puntaje multicomponente.

Puede verse que la herramienta MC predice posibles cristalizaciones
multicomponentes entre todos los coformadores y NVP, excepto para URE. Mediante
HBP se pudieron esstablecer probabilidades de cocristalizacién mediada por enlaces
hidrégeno en el caso de SA (probabilidad mas alta), THE y SAC (probabilidad maés
baja). Para URE esta herramienta predice una alta probabilidad de interacciones
hidrégeno entre URE:URE, y un muy bajo puntaje multicomponente, por lo que
permitiria descartar URE como posible coformador.

A.2.2. NVP:URE

Los patrones PXRD vy las curvas DSC para NVP, Urea (URE) y el compuesto
NVP:URE se muestran en la Figura A.l. Aunque en bibliografia Nalte et al.13
describieron al compuesto NVP:URE como un cocristal, con un punto de fusiéon
diferente al de los compuestos precursores, los resultados de DSC indican que esta
muestra consiste en una mezcla fisica. Al mismo tiempo, los datos de PXRD confirman
esta observacién, ya que el patron PXRD de NVP:URE es igual a la suma de los
patrones de los compuestos NVP y URE. Estas observaciones son coincidentes con las
obtenidas mediante RMN.

a) b)
%MM NVP.URE Texo
NVP:URE o
126,1°C W

URE 204,6°C 237,5°C

URE " \ ~ ’
L}‘ w

NVP 135,5°C

NVP N
247,8°C
5 10 15 20 25 30 35 50 100 150 200 250 300
26(%) Temperatura(°C)

Los patrones de difraccién y curvas de DSC fueron obtenidos por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de Rogeria
Nunes Costa.

Figura A.1 a) Patréon PXRD, b) Curvas DSC para las muestras NVP, URE y el compuesto
NVP:URE.
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A.23. NVP:SA
Se analizaron los resultados experimentales obtenidos para las muestras

preparadas a partir de NVP y Acido Salicilico (SA). La Figura A.2 muestra los patrones
de difraccion (a) y las curvas DSC (b) obtenidas tanto para los compuestos NVP y SA

puros, como para el material formado a partir de ellos.

a) b)
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Los patrones de difraccién y curvas de DSC fueron obtenidos por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de Rogeria
Nunes Costa.

Figura A.2 a) Patrones PXRD y b) Curvas DSC de las muestras NVP, SA y el compuesto
NVP:SA.

La fase observada por difraccion y los eventos térmicos vistos por DSC confirman las
conclusiones obtenidas mediante espectroscopia de RMN: la muestra NVP:SA es un cocristal.
Al igual que el cocristal de NVP:SAC, éste ya habia sido reportado por Caira et. al.!* por lo que
se realiz6 una comparacién de los patrones de difracciéon obtenidos, con el patrén de difraccion

de la estructura reportada (c6digo de referencia CSD: LATQUU). Cabe destacar que la
estructura de Caira fue determinada a 100K, mientras que los datos de PXRD se recolectaron a

temperatura ambiente. Se observaron algunas diferencias entre los patrones de ambos
cocristales, principalmente a aproximadamente 12,5 ° y en la region entre 15 ° y 20 © que podria

ser evidencia de cambios estructurales con la temperatura (
Los patrones de difraccién fueron obtenidos por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de Rogeria Nunes Costa.

Figura A.3).
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Los patrones de difraccién fueron obtenidos por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de Rogeria Nunes Costa.
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Figura A.3 Patrones PXRD para la muestra de NVP:SA en comparacion con los materiales
precursores y la estructura reportada para el cocristal de NVP y SA (LATQUU)™.

Se obtuvieron monocristales de NVP:SA mediante experimentos de

evaporacién lenta, los cuales se utilizaron para determinar su estructura cristalina
mediante difraccion de rayos X de monocristal (SCXRD). Los parametros

cristalograficos se resumen en la Tabla A.3.
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Las estructuras del nuevo compuesto multicomponente de NVP:SA a
temperatura ambiente (RT) y 100 K (LT) presentan el mismo Grupo espacial, P-1; y la
misma estequiometria 2:1 NVP:SA. Sin embargo, la celda unidad a baja temperatura
tiene el doble de volumen que la celda a temperatura ambiente. Por otro lado, el
namero de moléculas independientes de la simetria en la estructura cristalina (Z')
cambia al cambiar la temperatura. NVP-SA a RT posee un Z’ igual a 1, mientras que la
estructura a LT tiene Z’ igual a 2. (Figura A.4 a y b). Se observa de las estructuras
halladas que las moléculas de NVP cristalizan formando canales, donde se aloja las
moléculas de SA. En la Figura A .4 c se ilustra esta disposicion para una molécula de SA
(izquierda) y para una seccién mayor del cocristal (derecha). Dentro de esos canales,
las moléculas de SA a RT se encuentran desordenadas en dos posibles orientaciones,
mientras que a LT esto no ocurre.

Tabla A.3 Informacién cristalografica de NVP:SA a Temperatura Ambiente (RT) y 100K (LT), y
de la estructura reportada LATQUU .

NVP:SA (RT) NVP:SA (LT) LATQUU
Formula Empirica 2(C15H14N4O).(C7H603) 2(C15H14N4O).(C7H603) 2(C15H14N4O).(C7H6O3)
Peso Formula 670,72 670,72 670,72
Temperatura[K] 290 100 100(2)
Sistema cristalino Triclinico Triclinico Triclinico
Grupo espacial P-1 P-1 P1(2)
a [A] 7,1767(4) 11,1691(11) 11,155(1)
b [A] 9,6278(5) 12,5867(13) 12,619(2)
C [A] 11,9235(6) 13,3946(14) 13,464(2)
a[°] 96,865(2) 113,295(3) 113,374(2)
B[] 93,039(2) 99,352(3) 99,133(2)
v [°] 98,126(2) 107,282(3) 107,324(2)
Voltumen [A3] 807,69(7) 1565,0(3) 1575,8(3)
z 1 2 2
Peale [g/cm3] 1,379 1,423 1,414

Las estructuras cristalinas fueron obtenidas por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de Rogeria Nunes Costa.

Con el fin de establecer a qué temperatura ocurre el duplicado de la unidad
asimétrica, se disefid un experimento para recolectar patrones de PXRD a diferentes
temperaturas. El experimento permitio la recoleccién de un patrén PXRD cada 1,2 K en
el rango de 300 K y 100 K. Se obtuvo un gréfico de contorno de todos los patrones de
difraccién que se muestra en la Figura A.5. Este grafico permite visualizar la variacién
de intensidad en las reflexiones 2O a través del rango de temperatura.
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Figura A.4 Representacién de la celda unidad del cocristal N
y b) 100 K. ¢) Representacion del cristal NVP:SA donde se marcan los canales que forma NVP.
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Los patrones de difraccién fueron obtenidos por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de Rogeria Nunes Costa.

Figura A.5 Grafico de contorno obtenido de patrones PXRD a diferentes temperaturas en el
rango entre 300 Ky 100 K.

Es posible ver que las reflexiones comienzan a variar alrededor de los 285 K,
pero se pueden ver dos patrones claramente diferentes antes y después de 175 K. A
medida que la temperatura disminuye, pueden surgir o desaparecer reflexiones. A los
23°, por ejemplo, se observa una reflexién intensa después de los 170 K, que no se
observaba a temperaturas mas altas. Del mismo modo, puede verse que las reflexiones
a 21,5° y a 25,5° desaparecen. En otros casos, se observa sélo corrimiento de las sehales
debido a los cambios de temperatura. Es entonces posible decir, que se produce una
transicion estructural donde a partir de los 180 K se obtiene una fase completamente
diferente a la fase a RT.
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Finalmente, se compar6 la estructura cristalinas de NVP:SA obtenida por
SCXRD a 100K con la estructura LATQUU reportada por Cairal4. Se observa que
ambas presentan la misma celda unitaria y grupo espacial aunque la disposicion de las
moléculas de SA dentro del canal no es la misma. En la estructura LATQUU las
moléculas de SA se encuentran desordenas, mientras en que la estructura NVP:SA LT
no. Esto puede deberse a que, aunque ambas estructuras se recopilaron a 100 K; los
experimentos se llevaron a cabo de manera diferente. En los experimentos realizados
por el grupo de la Dra. Silvia Cuffini, se mantuvo el cristal montado en el goniémetro
durante el enfriamiento, mientras que en LATQUU, el cristal se congelo
instantdneamente. Esta variacién del proceso de enfriamiento puede marcar la
diferencia observada en los patrones; cabe destacar ademaés que el desorden observado
en LATQUU no coincide con el observado a RT por lo tanto no se produjo un simple
congelamiento sin reacomodo de la estructura inicial. Se puede concluir entonces, que
el cocristal NVP:SA posee la misma fase cristalina que el LATQUU aunque con
diferencias en el desorden de las moléculas de SA.

A.2.4. NVP:SAC

Se llevdo a cabo el andlisis de los resultados de las diferentes técnicas
experimentales para identificar las fases cristalinas obtenidas después de la
preparacién de las muestras utilizando NVP y Sacarina (SAC). En la

Los patrones de difraccion y curvas de DSC fueron obtenidos por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de

Rogeria Nunes Costa.

Figura A.6 se muestran los patrones de difraccion (a) y las curvas DSC (b) de los
compuestos NVP y SAC puros, y del compuesto obtenido a partir de ellos.

a) b)
NVP:SAC Texo
NVP:SAC \{/2_2;?—\
SAC 214,6°C
SAC N k ,l Y A, A 170,6°C
NVP 227.3°C
NVP N
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20(°) Temperatura(°C)

Los patrones de difraccién y curvas de DSC fueron obtenidos por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de Rogeria
Nunes Costa.

Figura A.6 a) Patréon PXRD, b) Curvas DSC para las muestras NVP, SAC y el compuesto
NVP:SAC.

Los patrones de difraccion de NVP:SAC, forman una unica fase cristalina
diferente a la de los cristales precursores, sugiriendo la formacién de un cocristal. Los
eventos observados en las curvas DSC de este compuesto confirma dicha hipotesis.
Este resultado es coincidente con las conclusiones a las que se llegd con el anélisis de
los espectros de RMN.
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El cocristal NVP:SAC, fue reportado previamente por Caira et. al.}4, por lo que
se realizé una comparacioén de los patrones de difraccion obtenidos aqui con los de las
estructuras informadas en el CSD. Se muestra dicha comparacién en la Figura A.7. Al
comparar NVP:SAC con la estructura reportada (cédigo de referencia CSD: LATQOO),
se observé que, aunque los métodos de preparacion de la muestra difieren, se obtuvo
la misma fase cristalogréfica registrada por Caira et al'4.

NVP:SAC

%W
SAC B “k A A l

NVP

5 10 15 20 25 30 35
26(°)

Los patrones de difraccién fueron obtenidos por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de Rogeria Nunes Costa.

Figura A.7 Patrones de difraccién de NVP:SAC en comparacion con los materiales precursores y
la estructura reportada en el CDS (LATQOO)4.

A.2.5. NVP:THE y NVP:CAF

Los patrones PXRD vy las curvas DSC para NVP, Teofilina (THE), Cafeina (CAF)
y los compuestos NVP:THE y NVP:CAF se muestran en la Figura A.8. Al comparar los
patrones de difracciéon de los compuestos NVP:THE y NVP:CAF con los de NVP y
THE o CAF, respectivamente, se observd que los mismos corresponden a una
superposiciéon de los patrones de los precursores, del mismo modo que ocurria con
NVP:URE. Ademas, la misma observacion se habia realizado a partir de las mediciones
de RMN. Sin embargo, las curvas DSC mostraron un comportamiento térmico
interesante; en ambos casos la endoterma correspondiente al compuesto muestra un
punto de fusién menor a los puntos de fusiéon de los precursores. Dado que un
compuesto eutéctico corresponde a sistemas multicomponentes multifasicos es de
esperarse que la espectroscopia de RMN y PXRD muestren fases separadas de las
componentes. Sin embargo, la presencia de un punto de fusién a menor de los
compuestos indica que estos sistemas podrian ser compuestos eutécticos.
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Los patrones de difraccién y curvas de DSC fueron obtenidos por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de Rogeria
Nunes Costa.

Figura A.8 a) Patrones PXRD y b) Curvas DSC para las muestras NVP, THE, CAF y los
compuestos NVP:THE y NVP:CAF.

Para investigar los sistemas eutécticos, se analizaron diferentes composiciones
de NVP:THE y NVP:CAF mediante DSC. Se obtuvieron once curvas para cada sistema,
correspondientes a NVP puro, coformador puro (THE o CAF) y muestras en
proporciones de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 55, 6:4, 7:3, 82 y 9:1 (m/m). Ambos sistemas,
NVP:THEO y NVP:CAF, presentaron comportamientos similares. Para cada conjunto
de una mezcla, existe una curva donde solo aparece un evento y corresponde a la
composicion eutéctica del sistema. En todas las demads curvas se observé un evento
correspondiente al derretimiento del eutéctico, seguido de un segundo evento. Este
segundo evento corresponde al exceso de NVP o co-formador, que tiene un punto de
fusioén variable segtin la composicion.

A partir de las curvas térmicas obtenidas a diferentes composiciones, se
generaron diagramas de fase para ambos sistemas (Figura A.9). En el caso de
NVP:THE, se pueden distinguir claramente las lineas liquido y sélido. La linea sélida
correspondiente a la curva constante a aproximadamente 222 °C. Esta linea marca la
temperatura donde la mezcla eutéctica comienza a derretirse, es decir, la temperatura
eutéctica. En el caso de NVP:CAF, una temperatura eutéctica alrededor de 202 °C esta
presente en todas las composiciones, marcando la linea sélida de este diagrama y, en
consecuencia, la temperatura eutéctica. Ademads, se aprecia una linea en torno a los
153 °C que corresponde a la transicién de fase de CAF. La interseccion de las lineas
liquido y sélido en cada diagrama permite obtener la composicién eutéctica en cada
sistema. Usando el ajuste lineal, fue posible determinar la composicién eutéctica de
70:30 (% m/m) para NVP:THE y 36:64 (% m/m) para NVP:CAF.
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Los diagramas de fase fueron obtenidos por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de Rogeria Nunes Costa.

Figura A.9 Diagramas de fase para los sistemas NVP:THE y NVP:CAF. Las flechas indican los
puntos eutécticos de cada sistema. Los puntos negros del diagrama de fase NVP:CAF,
corresponden a la transicién de fase propia de CAF.

A.2.6. Perfil de Disolucién y Tasa de disolucién intrinseca

Como se discutié en el Capitulo 1, las nuevas formas sélidas en compuestos
farmacéuticos representan la oportunidad de mejorar las propiedades fisicoquimicas
de los IFA. En particular, se ha demostrado que los cocristales presentan mejoras en la
disolucion del IFA respecto del compuesto puro. Para los cocristales aqui estudiados,
Caira et. al.’* y Samsodien et. al.15 reportaron mejoras en los perfiles de disolucién de
NVP:SAC y NVP:SA respecto de NVP pura, de un 30% y un 50% respectivamente.
Resultados que muestran la ventaja de los cocristales frente al formaco puro en cuanto
a la cinética de disolucion.

Se realizaron estudios de los perfiles de disolucion de NVP, NVP:THE y
NVP:CAF, ya que se ha demostrado que los sistemas eutécticos pueden presentar
mejoras en las caracteristicas de disolucion!® respecto de los componentes activos
puros. Los perfiles de disolucion se realizaron tanto en agua como en HCI 0,1N (Figura

A.10).
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Los perfiles de disolucion fueron obtenidos por Rogeria Nunes Costa. Fuente Tesis de Rogeria Nunes Costa.

Figura A.10 Perfiles de disolucién de NVP, NVP:THE y NVP:CAF en a) HCI1 0,1N y b) agua.
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Como se observa en la Figura A.10Figura A.10 a, en el medio HCl 0,1N,
NVP:THE tarda menos de 20 minutos en disolver el 80% de su cantidad inicial y
NVP:CAF menos de 5 minutos, mientras que NVP puro tarda més de 80 minutos en
disolver la misma cantidad!. En el caso de los perfiles de disolucién en agua (Figura
A.10 b), la ventaja observada es ain mayor. Mientras que menos del 10% de NVP puro
se disuelve en 2 horas, los nuevos materiales alcanzan el 40% del material disuelto en
menos de 20 minutos para NVP:THEO y en menos de 5 minutos para NVP:CAF.

Estos resultados favorables respecto a la cinética de disolucion, estian en
concordancia con la hipétesis de que ambos compuestos, NVP:THE y NVP:CAF son
sistemas eutécticos. Esto lleva a que éstos sistemas pueden presentar mejoras en las
caracteristicas de disolucién respecto de los componentes activos purosté.
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A.3. Tinidazol

Del mismo modo que para los compuestos de NVP, los métodos de
cocristalizacién representan una herramienta viable para la obtenciéon de nuevas
formas soélidas de Tinidazol (TNZ), tal como se present6 en el Capitulo 6. A
continuaciéon se resumen algunos resultados de la obtencién y caracterizacion de
nuevas formas s6lidas de TNZ realizado por el grupo colaborador de la Dra. Norma R.
Sperandeo.

A.3.1. TNZ:PABA

Se registraron patrones PXRD y curvas DSC en TNZ, Acido p-Aminobenzoico
(PABA), su mezcla fisica (MF) y el compuesto binario TNZ:PABA obtenido por LAG y
evaporacion lenta (CRYST), los mismos se presentan en la Figura A.11.

a) b)
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MF T 290 8T
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A 1253 “
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Los patrones de difraccién y curvas de DSC fueron obtenidos por Octavio Fandifio. Fuente Tesis de Octavio Fandifio.

Figura A.11 a) Patrones PXRD y b) Curvas DSC de las muestras TNZ, PABA, MF,
TNZ:PABALAG y TNZ:PABACRYST.

Los patrones PXRD de las muestras TNZ:PABAac (linea rosa Figura A.11 a) y
TNZ:PABAcrysr (linea marrén Figura A.11 a) no se presentaron como superposiciones
de los de los constituyentes de partida (lineas negra y roja Figura A.11 a), como si lo
fue su MF (linea azul Figura A.11 a). Estas observaciones confirman la formacién de
una nueva fase sdlida; ademdas como los patrones de ambas muestras coincidieron
entre si, puede asegurarse que ambas fases son isoestructurales.

Las curvas de DSC de TNZ y PABA (lineas negra y roja Figura A.11 b)
mostraron endotermas de fusion nitidas dnicas a 125,3°C y 188,0°C, respectivamente.
En contraste, las curvas DSC de sus MF (linea azul Figura A.11 b) y los productos
binarios (lineas verde y rosa Figura A.11 b) exhibieron dos endotermas. Estas
diferencias en los eventos térmicos estd de acuerdo con las observaciones de PXRD y
RMN, sobre que los compuestos TNZ:PABALac y TNZ:PABAcrysr son nuevas fases
cristalinas, por lo que estamos en condiciones de asegurar que forman un cocristal. Por
otro lado el comportamiento térmico también nos permite asegurar que los compuestos



APENDICE - Otras técnicas experimentales FHPL)

estan solvatados, es decir hay presencia de solvente en la muestra cristalina, tal como

se habia observado por RMN.

En la Tabla A.4 se recopilan los datos SCXRD para TNZ:PABA cryst-tu.

Tabla A.4 Informacién cristalografica para TNZ:PABA

Férmula Empirica

Peso Férmula [g/mol]
Temperatura[K]
Sistema cristalino
Grupo espacial
a[A]

b[A]

c[A]

Bl
Volamen [A3]

Z

Pcale [g/Cm3]

(CsH13N304S).(C/H7NO3).0,4(C4H100)
414,06

173
Monoclinico
P2;/n (N° 14)
5,8529(4)
14,2198(11)
24,304(2)
90,179(2)
2022,8(3)

4

1,360

La estructura cristalina fue obtenida por Mino Caira. Fuente Tesis de Octavio Fandifio.

Tal como se predijo a partir de los datos de RMN, la unidad asimétrica del
cocristal TNZ:PABA, contiene una molécula de TNZ y una de PABA, como puede

verse en la Figura A.12 a. Ademas, la presencia de solvente en la estructura observada
por RMN también fue confirmada, Figura A.12 b. Asi, los resultados de SCXRD
confirman que la estructura de TNZ:PABA es un cocristal solvatado.

Por otro lado, a partir de los corrimientos quimicos de TNZ y PABA se predijo

que la region de interaccion entre ambas moléculas debia darse a entre los hidrégenos
unidos a C8 o el N3 del anillo de TNZ y el grupo carboxil de SA. Esto puede observarse
en la Figura A.15 a, donde la interaccion TNZ--PABA se da en N3--H-O-C15.

Figura A.12 a) Unidad asimétrica del cocristal en la estructura de TNZ:PABAcrysr. El solvente
se omite para mayor claridad. b) Proyeccion de la estructura cristalina TNZ:PABA. Se muestran
las componentes superpuestas del desorden de la molécula.
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A3.2. TNZ:SA

Las mediciones de los patrones PXRD y las curvas DSC para TNZ, SA, su MF y
los dos productos binarios TNZ:SA se presentan en la Figura A.13. La comparacién de
dichos patrones revela que ambas muestras de TNZ:SA (lineas rosa y verde en Figura
A3 a), presentan diferencias respecto de los compuestos precursores (lineas negra y
roja Figura A.13 a) y de su MF (linea azul Figura A.13 a). Ademés estdn en estrecha
correspondencia entre si, lo que indica que se obtuvo, una nueva fase cristalina y que
los dos métodos, LAG y evaporacion de solvente (CRYST), producen la misma
estructura.

a) b) TNZ:SA cpysr

TNZ:SAcpysr

TNZ:SA; ¢
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Los patrones de difraccién y curvas de DSC fueron obtenidos por Octavio Fandifio. Fuente Tesis de Octavio Fandifio.
Figura A.13 a) Patrones PXRD y b) Curvas DSC de las muestras TNZ, SA, MF, TNZ:SA1ac y
TNZ:SAcryst-

Las curvas DSC de TNZ:SArac y TNZ:SAcrysr (lineas rosa y verde Figura A.13
b) muestran dos endotermas , sefialadas con las letras A y B, y un exoefecto. Las
endotermas aparecieron alrededor de 113°C y 120°C, y el exoefecto alrededor de 115°C.
Por lo tanto, los tres eventos ocurrieron a temperaturas por debajo de las temperaturas
DSC medidas para TNZ (125,3 °C) y SA (158,5 °C). Este comportamiento término
confirma la nueva fase cristalina, coincidiendo con lo observado por RMN y PXRD.

Se aislaron monocristales de TNZ:SAcryst, lo que permitié la caracterizacion
mediante SCXD. En la Tabla A.5 se recopilan los datos obtenidos.

Tabla A.5 Informacién cristalografica para TNZ:SA

Formula Empirica (C8H13N304S).(C7H603)
Peso Férmula [g/mol] 385,39
Temperatura[K] 173

Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P21/c (N° 14)
a[A] 5,7785(2)

b [A] 14,5717(6)
c[A] 20,6134(8)
B[] 92,3510(10)
Voltmen [A3] 1734,24(12)
Z 4

Peale [g/cm?] 1,476

La estructura cristalina fue obtenida por Mino Caira. Fuente Tesis de Octavio Fandifio.
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La Figura A.14 muestra la unidad asimétrica de la estructura TNZ:SA, la cual
consta de una molécula de TNZ y una molécula de acido (SA) que estan unidas por un
fuerte enlace hidrégeno entre C220H --'N3, confirmando la naturaleza de cocristal de
este producto. Tal como se predijo mediante espectroscopia de RMN, la interaccién
TNZ---SA se da mediante el grupo carboxil de SA.

Figura A.14 a) Unidad asimétrica y b) Celda unidad del cocristal TNZ:SA.

Se observd ademads que la formacion de ambos cocristales en TNZ:PABA y
TNZ:SA se obtienen por interaccién de los mismos grupos funcionales (Figura A.13 a'y
Figura A.14 a), aunque la cadena 2-etilsulfoniletilo de TNZ adopta conformaciones
significativamente diferentes en cada estructura. Ademads, las estructuras
supramoleculares (Figura A.13 b y Figura A.14 b) de estos cocristales son totalmente
diferentes debido a la presencia del grupo amina en PABA vy la limitada funcionalidad
grupos en SA.

A3.3. TNZ:CA

Los patrones de PXRD y las curvas DSC de TNZ:CArag, sus componentes
individuales y su MF se muestran en la Figura A.15.

Es evidente que el patrén de polvo de TNZ:CArac (linea verde en Figura A.15
a) no es la suma de los patrones de TNZ (linea negra en Figura A.15 a) y CA (linea roja
en Figura A.15 a), ni es como el de su MF (linea azul en Figura A.15 a), revelando asi la
formacién de una nueva fase cristalina que no es una mezcla eutéctica. Por su parte, la
curva DSC de TNZ:CArac (linea verde en Figura A.15 b) exhibe una tnica endoterma
aguda a 121,8°C. Aunque este pico de fusion se produce a una temperatura inferior a la
de TNZ, no representa una fusién eutéctica ya que los datos de PXRD y de RMN
habian indicado que TNZ:CALac es una nueva fase cristalina. En conclusién, se obtuvo
una nueva fase cristalina, con un punto de fusién diferente al de los precursores, es
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decir se obtuvo un cocristal de TNZ y CA.
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Los patrones de difraccién y curvas de DSC fueron obtenidos por Octavio Fandifio. Fuente Tesis de Octavio Fandifio.

Figura A.15 a) Patrones PXRD y b) Curvas DSC de las muestras TNZ, CA, MF y TNZ:CAac.

A3.4. TNZ:SUCCy TNZ:NA

Los patrones de PXRD vy las curvas DSC de TNZ:SUCCrac, TNZ:NALag, sus
componentes individuales y su MF se muestran en las Figura A.16 y Figura A.17,
respectivamente.

Los patrones PXRD de TNZ:SUCCLac (linea verde Figura A.16 a) y TNZ:NALac
(linea verde Figura A.17 a) son la superposicion de los de los respectivos materiales de
partida, y son coincidentes con sus respectivas MF, lo que indica que no existe
interaccion fuerte entre las componentes de los compuestos binarios.

Las curvas DSC de TNZ:SUCCpac (linea verde Figura A.16 b) y TNZ:NArac
(linea azul Figura A.17 b) mostraron, endotermas simples a 105,5°C y 102,6°C,
respectivamente. Teniendo en cuenta que estos endotermas ocurren a temperaturas
inferiores de las temperaturas observadas para TNZ y cada coformador, y que RMN y
PXRD indicaron que no existe interacciéon entre el IFA y los coformadores, estas
muestras representan mezclas eutécticas.
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Los patrones de difraccién y curvas de DSC fueron obtenidos por Octavio Fandifio. Fuente Tesis de Octavio Fandifio.

Figura A.16 a) Patrones PXRD y b) curvas DSC de las muestras TNZ, SUCC, MF y
TNZ:SUCCrac .
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Los patrones de difraccién y curvas de DSC fueron obtenidos por Octavio Fandifio. Fuente Tesis de Octavio Fandifio.

Figura A.17 a) Patrones PXRD y b) curvas DSC de las muestras TNZ, NA, MF y TNZ:NAraG.

A.3.5. Evaluaciéon de la solubilidad acuosa

Las solubilidades acuosas (SW por su nombre en inglés) experimentales a 37°C
de TNZ, y los cinco nuevos productos obtenidos, se enumeran en la Tabla A.6. Se
muestra ademads el cociente de solubilidades para evaluar su ventaja frente a TNZ
puro.

La SW de TNZ es de 9,6mg/ml frente a la de los tres cocristales hallados,
TNZ:PABA, TNZ:SA y TNZ:CA, que son de 7,2mg/ml, 3,8mg/ml y 12,3mg/ml,
respectivamente. Por su parte, se encontré6 que los valores de SW de TNZ:SUCC y
TNZ:NA, son similares a los de TNZ2. Estos resultados indican que sélo TNZ:CA
exhibe una SW ligeramente més alta que TNZ, con una ventaja de solubilidad de 1,3
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(SWc/SWing).

Tabla A.6 Solubilidad acuosa de los compuestos obtenidos, TNZ y los cinco coformadores
MUESTRA SW (mg/ml) SWc/SWrnz

TNZ:PABAiac 7,2%0,12 0,8
TNZ:SArLac 3,81 £ 0,052 0,4
TNZ:CA 12,3 0,32 1,3
TNZ:SUCC 9,8 £ 0,42 1,0
TNZ:NA 10,9 £0,2a 1,1
TNZ 9,6 0,22 1,0
PABA 8,28b 0,9
SA 2,62 0,3
CA 615b 64,1
SUCC 106b 11,0
NA 500p 52,1

“n = 3 * desviacion estindar;  Reportado por Yalkowski et al.l”

Las solubilidades fueron obtenidas por Octavio Fandifio. Fuente Tesis de Octavio Fandifio.

Estos resultados no muestran una ventaja frente a TNZ puro, a excepcién de
TNZ:CA que muestra tener una solubilidad acuosa 1,3 veces mayor que TNZ. Si bien
no se observaron ventajas notorias de los compuestos obtenidos frente al IFA, este
estudio abre el camino para la busqueda de nuevos materiales que puedan mostrar una
mejor solubilidad, al usar un conjunto mds variado de coformadores que aquellos
explorados aqui.
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