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1. RESUMEN

Las fluoroquinolonas y las sulfonamidas antibacterianas son farmacos ampliamente utilizados en el
tratamiento de variadas patologias infecciosas. Presentan el inconveniente de su escasa
hidrosolubilidad, propiedad indispensable para lograr una adecuada biodisponibilidad. Uno de los
recursos empleados en la modificacion de la solubilidad de los farmacos es la formacion de cocristales
y para ello es necesario realizar previamente el estudio de solubilidad de los componentes individuales
y en combinacion.

El objetivo de este trabajo fue evaluar espectrofotométricamente la solubilidad de las
fluoroquinolonas, ciprofloxacina (CIP) y norfloxacina (NOR), y las sulfonamidas antibacterianas,
sulfadiazina (SDZ) y sulfatiazol (STZ), como sustancias individuales y en mezclas equimoleculares.
A su vez también, determinar el coeficiente de particion de las mismas combinaciones, y realizar un
estudio tedrico de la geometria molecular de las moléculas objeto de estudio, mediante el analisis de
orbitales moleculares de frontera y el calculo de descriptores globales.

Se concluye que la solubilidad de Ciprofloxacina mejora con la presencia de las sulfonamidas,
mientras que la solubilidad de Norfloxacina se encuentra perjudicada por las mismas. Por otro lado,
la solubilidad de Sulfatiazol es perjudicada por la presencia de las fluoroquinolonas, mientras que
Sulfadiazina es perjudicada solo por Ciprofloxacina y beneficiada por Norfloxacina. Respecto a la
liposolubilidad, todos los pares fluoroquinolonas-sulfonamidas presentan mayor liposolubilidad en
comparacion con los farmacos individuales. Del andlisis de la estructura molecular, se observa que
las sulfonamidas poseen mayor estabilidad y menos reactividad que las fluoroquinolonas.
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2. Objetivo general

e Evaluar la solubilidad de ciprofloxacina (CIP) norfloxacina (NOR), sulfadiazina (SDZ)
y sulfatiazol (STZ) como sustancias individuales y en mezclas binarias.

2.1. Objetivos especificos

e Evaluar espectrofotométricamente la solubilidad de mezclas equimoleculares de CIP y
NOR con SDZ y STZ a pH fisiolégico y compararlas con la solubilidad de los
componentes individuales.

e Determinar experimentalmente el valor del coeficiente de particion de las combinaciones
mencionadas.

e Realizar el estudio tedrico de la geometria molecular, estructura electronica y solvatacion
de las moléculas objeto de estudio.
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3. Introduccion
3.1. Fluoroquinolonas y Sulfonamidas antibacterianas

Las fluoroquinolonas son una clase importante de antibidticos sintéticos que ha demostrado ser
eficaces como agentes antimicrobianos de amplio espectro. Inhiben selectivamente a la ADNgirasa o
Topoisomerasa IV, una de las principales enzimas de la célula microbiana, responsable de la sintesis
normal del ADN, dando lugar a la muerte de las bacterias (Blokhina et al., 2016).

Las sulfonamidas tienen importancia farmacologica relevante en el tratamiento de algunas
infecciones causadas por bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, algunos hongos y ciertos
protozoarios debido a que son inhibidoras competitivas de la enzima dihidropteroato sintetasa
bacteriana. Esta enzima es necesaria para la sintesis del acido p-aminobenzoico, esencial en la sintesis
posterior del acido folico (Delgado D. et al., 2013).

Dado que las fluoroquinolonas y las sulfonamidas de usos medicinales son anfoteras, se encuentran
ionizadas en soluciones en mayor o menor medida dependiendo del pH. Esta caracteristica influye en
las propiedades fisicas, quimicas, térmicas y biolodgicas, que son importantes para su uso terapéutico.
Entonces, dentro de las propiedades fisicas afectadas por los procesos de ionizacidn se encuentran la
solubilidad y lipofilicidad de estos compuestos (Blokhina et al., 2016).

Las propiedades quimicas, pueden ser afectadas debido a que un compuesto anfotero puede reaccionar
con acidos como con bases, donando o aceptando protones.

Cuando se habla de las propiedades térmicas, se considera la estabilidad térmica donde la estructura
molecular y la capacidad de formar enlaces de hidrogeno, dependiendo del pH del entorno, pueden
influir en el punto de fusion y la descomposicion térmica de estos compuestos.

En el ambito biolodgico, la influencia de la anfotericidad es crucial debido a que existen biomoléculas
capaces de cambiar su estructura y funcion en respuesta al pH del entorno, como es el caso de
aminoacidos de proteinas (McMurry, 2010).

En las figuras 1 y 2 se presentan las disociaciones ionicas de la norfloxacina, como ejemplo de las
fluoroquinolonas, y las sulfonamidas respectivamente.
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Fig. 1. Disociacion ionica de norfloxacina (Ross et al., 1994).
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Fig. 2. Disociacion i6nica de sulfonamidas (Sanli et al., 2010).

En las figuras 3 y 4 se presentan las curvas de especiacion de fluoroquinolonas y sulfonamidas
respectivamente, evidenciando como varia la presencia de diferentes especies en funcion del pH.
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Fig. 4. Curva de especiacion de sulfadiazina (Conde-Cid et al., 2020).

3.2. Solubilidad

Un ingrediente farmacéutico activo (IFA) es la sustancia quimica en un medicamento que es
responsable del efecto terapéutico deseado. Esta sustancia puede ser una pequeiia molécula, un

péptido, una proteina, un anticuerpo, una vacuna o cualquier otra entidad que produzca una respuesta
farmacolodgica o biologica en el organismo.

La identidad, pureza, potencia y estabilidad del IFA son cruciales para garantizar la eficacia y

seguridad del medicamento. Ademads, la formulacion del producto farmacéutico y el sistema de
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liberacion estan disefiados para asegurar que el IFA se administre de manera adecuada y eficiente
para alcanzar el efecto terapéutico deseado (Farmacopea Estados Unidos, 2023)

La solubilidad de un IFA en agua es un factor muy importante, tanto a nivel bioldgico como en las
manipulaciones galénicas requeridas para su inclusion en la forma farmacéutica mas adecuada para
su uso terapéutico. La forma farmacéutica refiere a la presentacion final, como por ejemplo jarabe,
inyectable, comprimido, supositorio, etc.

Una de las propiedades estructurales que condiciona la solubilidad en agua de una molécula es la
presencia de grupos funcionales capaces de dar lugar a la formacion de enlaces puente hidrogeno. En
el seno del agua, estas uniones pueden formarse entre enlaces de tipo dador (debido a heteroatomos
con pares de electrones no compartidos), y enlaces de tipo aceptor (debido a la presencia de &tomos
de hidrégeno unidos por un enlace covalente a un heteroatomo electronegativo) (Delgado C. et al.,
2004).

La escasa solubilidad en agua es un factor de riesgo importante que puede impactar en la absorcion
oral porque las moléculas del IFA deben, en la mayoria de los casos, estar en solucion para ser
absorbidas, y condiciona también su biodisponibilidad oral. En la figura 5 se observa la distribucion
de los rangos de solubilidad de los 200 IFAs mas empleados a nivel mundial (Williams et al., 2013).
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Fig. 5. Una comparacion de la distribucion de solubilidades de los 200 principales IFAs en los
Estados Unidos, Gran Bretana, Espaiia, Japon y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
Farmacos muy solubles: mas de 1000 mg/ml; farmacos totalmente solubles: 100-1000 mg/ml;
farmacos solubles: 33 a 100 mg/ml; farmacos parcialmente solubles: 10 a 33 mg/ml; farmacos
poco solubles: 1 a 10 mg/ml; farmacos muy poco solubles: 0,1 a 1 mg/ml; farmacos
practicamente insolubles: <0,1 mg/ml (Williams et al., 2013).
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En situaciones donde los intentos de aumentar la polaridad y la solubilidad en agua conducen a
disminuciones significativas en la potencia de los IFAs, y donde la solubilidad o disolucion han sido
identificadas como el proceso limitante de su velocidad de absorcion, se puede tomar una decision
estratégica para mejorar la biodisponibilidad y la exposicion.

En la Figura 6 se muestran las estrategias mas comunmente utilizadas para aumentar la solubilidad
de un IFA en desarrollo.

cosolventes buffers v sales surfactantes ciclodextrinas
1
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Fig. 6. Diagrama ilustrativo de las estrategias comunes utilizadas para abordar la baja solubilidad de
un IFA en desarrollo (Williams et al., 2013).

A continuacion se describen brevemente las principales caracteristicas de cada una:
Cosolventes

Los cosolventes son disolventes organicos miscibles en agua y se utilizan ampliamente para aumentar
la solubilidad de sustancias poco solubles en agua. Pueden ser utilizados tanto para compuestos
neutros como ionizables y se han utilizado con éxito en combinacidén con otras estrategias de
solubilizacion, incluyendo surfactantes, ciclodextrinas, manipulacion del pH y lipidos.

Buffers y formacién de sales

En general, la forma ionizada tiene una mayor solubilidad acuosa que la especie no ionizada, por lo
tanto, los métodos que promueven la ionizacion suelen mejorar la solubilidad acuosa. Esto se puede
lograr en formas de dosificacion en solucion, modificando el pH de la solucion, mediante el uso de

12
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un buffer, aumenta la ionizacion, la polaridad y, por lo tanto, aumenta la solubilidad del IFA; y en el
caso de formas de dosificacion solidas mediante el aislamiento de sales. El aislamiento de una sal y
la posterior disolucion de la sal in vivo proporcionan muchas de las ventajas del ajuste de pH pero
también permiten el desarrollo de una forma de dosificacion solida, con las ventajas asociadas en la
estabilidad del estado solido. Las sales se forman a través de una interaccion ionica entre [FAs acidos
0 bases débiles y un contraion basico o acido de carga opuesta.

Surfactantes

Por encima de la concentracion critica de micelas, los surfactantes aumentan la solubilidad de los
IFAs a través de la solubilizacion micelar. El nucleo lipofilico de la micela proporciona un reservorio
no polar en el que los compuestos altamente lipofilicos pueden distribuirse, mejorando asi la
solubilidad aparente en agua. Sin embargo, al considerar el potencial de hipersensibilidad inducida
por surfactantes después de la administracion parenteral y la posibilidad de que los surfactantes
afecten la concentracion libre y la actividad de transportadores y/o enzimas metabolicas, es necesario
tener cuidado al interpretar correctamente los datos farmacocinéticos y farmacodinamicos obtenidos
en presencia de surfactantes.

Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas son oligosacaridos macrociclicos que constan de un exterior hidrofilo y una
cavidad interior hidréfoba. Son capaces de formar complejos de inclusion anfitrion-huésped con
IFAs poco solubles en agua, y esto va a depender de la solubilizacion del IFA en el ntcleo hidrofobo
de la ciclodextrina.

Reduccién del tamaiio de particulas

La reduccion del tamafio de particula conduce a un aumento en el area de superficie disponible para
la solvatacion y un aumento en la velocidad de disolucion de productos farmacéuticos solidos. Por lo
tanto, estas tecnologias se utilizan habitualmente para mejorar la biodisponibilidad oral de farmacos
poco solubles en agua.

Dispersion de sélidos

Las formulaciones de dispersion sélida comprenden un IFA fisicamente disperso dentro de un
transportador inerte y totalmente soluble en agua, a menudo un polimero de alto peso molecular. El
IFA puede existir en el transportador en multiples formas fisicas y puede estar disuelto, parcialmente
disuelto con un exceso de IFA suspendido en estado cristalino, parcialmente disuelto con un exceso
de IFA en estado amorfo o parcialmente disuelto con un exceso de IFA presente como una mezcla de
sustancias cristalinas y amorfas.

Formulaciones con base lipidica

Los lipidos pueden formularse en una variedad de sistemas de administracion oral o parenteral.
Proporcionan un medio relativamente sencillo para generar formulaciones liquidas que pueden
administrarse mediante sonda en dosis variables durante el desarrollo preclinico y que proporcionan
aumentos significativos en la exposicion a muchos IFAs poco solubles en agua. Tienen la ventaja de
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que el mismo material de relleno se puede utilizar posteriormente en capsulas de gelatina blanda o
dura para facilitar el desarrollo clinico.

Polimorfismo vy formacién de cocristales

En virtud de que las propiedades de un farmaco en estado soélido influyen en una serie de propiedades
farmacologicas diferentes, incluida la solubilidad, el nivel de interés en las estrategias de ingenieria
de cristales ha aumentado drasticamente en los tltimos afios, abarcando tanto el polimorfismo como
la formacion de cocristales.

La posibilidad de que un IFA forme uno o mas sélidos cristalinos que difieren solo por la disposicion
molecular de las moléculas en la red cristalina se denomina polimorfismo. (Williams et al., 2013).

Un cocristal puede ser definido como un complejo cristalino formado por dos o mas especies neutras
que se encuentran en la misma celda cristalina y que se mantienen unidas mediante interacciones no
covalentes, principalmente por enlaces de hidrogeno (Saucedo-Balderas et al., 2014).

Los problemas con el uso de los materiales en estado cristalino son su poca solubilidad y la existencia
de mas de una forma cristalina de un IFA. Es aqui donde la ingenieria de cristales ofrece una forma
alternativa de presentacion de los IFAs en estado cristalino: los cocristales farmacéuticos. En este
caso se evalta, en diferentes medios, el perfil de disolucion del IFA en forma libre con el perfil de
disolucion del IFA en el cocristal.

Estos se forman por interacciones intermoleculares, o sintones, entre el IFA y un coformador de
cocristales, lo que a su vez conduce a la creacion de ensamblajes supramoleculares (Williams et al.,
2013).

Los coformadores se eligen de manera que la solubilidad del cocristal sea superior a la del IFA solo.
En estos casos, las concentraciones del IFA en solucion resultantes de la disolucion del cocristal
excederan la solubilidad del cristal del IFA termodinamicamente estable.

Por este motivo, el objetivo principal de este trabajo es estudiar la solubilidad de los componentes
individuales y las mezclas binarias en solucion. Los resultados obtenidos podran servir para
fundamentar futuras formaciones de cocristales.

3.3. Coeficiente de particion (P)

El plasma es la porcion liquida de la sangre en la que estan suspendidas las células sanguineas.
Representa aproximadamente el 55% del volumen total de sangre y esta compuesto en su mayoria
por agua (alrededor del 90-92%), junto con proteinas plasmaticas (como albimina, globulinas y
fibrindgeno), electrolitos, nutrientes, hormonas y productos de desecho del metabolismo celular (Hall,
2015).

El plasma cumple un papel crucial en la farmacocinética y farmacodinamia de los IFAs, distribuyendo
los mismos hacia los érganos y tejidos, transportando enzimas que los metabolizan, y una vez
metabolizados, también los transportan a los érganos excretores para su eliminacion (Goodman L. S.
etal., 2018).
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Por ser el plasma una disolucion acuosa, la primera exigencia para el transporte de un IFA hasta su
lugar de accion es la solubilidad en agua. No obstante, el IFA debe ser también capaz de atravesar las
barreras lipidicas de las membranas celulares para alcanzar el sitio de accion. El balance entre la
hidrofilia y la lipofilia se expresa por medio de un parametro fisicoquimico denominado coeficiente
de particion o de reparto.

La solubilidad en cada una de estas dos fases se determina sobre la base de la concentracion alcanzada
después de someter el compuesto a un proceso de reparto entre ambos disolventes. El n-octanol se
elige como modelo de disolvente con propiedades fisicoquimicas semejantes a las de una membrana
biologica, ya que posee una cabeza hidrofila (el grupo hidroxilo) y una cola hidroéfoba (la cadena de
n-octano), analogamente a los fosfolipidos constituyentes de la membrana. El coeficiente de reparto
(P) permite cuantificar el balance entre hidrofilia y lipofilia de una molécula.
S

Ca

P = Ec.1

Siendo C, concentracion del IFA en fase oleosa y Cq concentracion en fase acuosa.

Asi valores de P > 1, indican que el compuesto es mas soluble en lipidos que en agua; y valores de P
<1 indican que el compuesto es hidrofilo.

En los IFAs que se ionizan, el coeficiente de reparto determinado experimentalmente a pH=7,4 debe
corregirse teniendo en cuenta el pKa y el pH. Dicho coeficiente se denomina coeficiente de
distribucién (D), y se expresa como (Delgado C. et al., 2004):

_ solubilidad del IFA en n—octanol
" solubilidad del IFA en tampoén fosfato pH 7,4

Ec. 2

Tal como se menciond en el punto 3.1, la solubilidad y la lipofilicidad de los IFAs con grupos
funcionales acidos o basicos son afectadas por el pH del medio, por lo que este parametro también
variara en funcion del pH y el grado de ionizacion.

Tanto P como D suelen expresarse en sus formas logaritmicas Log P y Log D.
3.4. Quimica computacional

Se denomina quimica computacional al conjunto de métodos computacionales que permiten
construir, visualizar y analizar sistemas moleculares. Se trata de un conjunto de técnicas que permiten
calcular la energia de las moléculas, teniendo en cuenta las posiciones relativas de los 4&tomos en el
espacio. El tamafio y nimero de moléculas que pueden estudiarse es muy diverso y es parte
determinante los recursos computacionales que se necesitaran para el analisis (Bultinck et al., 2004).

Las novedosas técnicas de modelizacion y las aproximaciones desarrolladas en el campo de la teoria
de estructura electronica molecular, estan asumiendo un papel importante en las investigaciones de
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quimica cudntica medicinal y en el disefio de nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de
numerosas patologias (Lopez et al., 2013).

El modelado molecular es una herramienta importante en la prediccion de propiedades moleculares
y fisicoquimicas de diferentes grupos de sustancias (Sanchez, R., 2000).

El método que usa la Teoria del Funcional de Densidad (DFT) se basa en la determinacion de la
energia de un estado electronico a partir de la densidad electronica del sistema (Choque et al., 2020).

Como complemento de calculo, se utiliza el método funcional hibrido B3LYP, que es uno de los
métodos mas populares en la quimica computacional, particularmente en el ambito de la DFT.
Utilizado extensivamente en programas como Gaussian, B3LYP combina caracteristicas de métodos
basados en el funcional de la densidad y métodos de la teoria del funcional de Hartree-Fock para
mejorar la precision en el calculo de propiedades moleculares (Becke, A. D., 1993).

En el ambito de la reactividad quimica, la DFT ha introducido los indices descriptores de reactividad
quimica global y local (Choque et al., 2020). Estos pueden describirse como una variable numérica
que representa algiin aspecto o caracteristica de la estructura molecular como el tamafio, el volumen,
la cantidad de enlaces de hidrogeno disponibles, la lipofilicidad, la forma, la distribucion electronica,
etc. La interpretacion de los descriptores hace posible la prediccion de propiedades moleculares y
fisicoquimicas de diferentes grupos de sustancias (Sanchez, R., 2000).

En el caso de los descriptores globales ellos brindan informacion relacionada al comportamiento
reactivo de la molécula. Estas cantidades globales se calculan a partir de las energias de los orbitales
moleculares de frontera HOMO (orbital molecular mas alto ocupado) y LUMO (orbital molecular
mas bajo desocupado). Por otra parte, los descriptores locales nos permiten diferenciar regiones
moleculares y estan asociados con la selectividad con la que ocurren algunas reacciones (Choque et
al., 2020).

La diferencia de energia entre estos dos orbitales se puede utilizar para explicar el comportamiento
quimico de la molécula. Cuanto mas grande sea el rango HOMO-LUMO en una molécula, mas
estable serd, mientras que cuanto mas pequefio sea, la molécula sera mas inestable o reactiva (Erol et
al., 2021). La energia calculada del orbital HOMO se relaciona con la energia de ionizacion (EI),
mientras que la energia mas baja LUMO refleja la afinidad electronica (AE) (Ovung A. et al., 2021).

En este trabajo nos centraremos en calcular y describir los descriptores globales, que se detallan a
continuacion (Choque et al., 2020):

e FEnergia de ionizacion (EI): es la energia que mide la capacidad de una molécula para
generar un ion positivo.

e Afinidad electronica (AE): mide la capacidad de una molécula para generar un io6n
negativo.

e Potencial quimico (p): mide la resistencia a la pérdida de densidad electronica.

e GAP (AE): es la diferencia de energias entre el orbital HOMO y el LUMO.

e Dureza: (1): es la resistencia de una molécula para intercambiar densidad electronica con
el entorno.
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e Suavidad (0): es la inversa de la dureza quimica y se describe como la capacidad de un
atomo o grupo de atomos a recibir electrones.

e Indice de electrofilicidad (w): brinda una medida de la estabilizacion de energia de una
molécula cuando adquiere una cantidad de adicional de densidad electronica del entorno.

e Indice de nucleofilicidad (N): es una medida de la nucleoflicidad de moléculas organicas
complejas que presentan comportamientos electrofilicos y nucleéfilos simultaneamente,
se calcula a partir del potencial de ionizacion (I) de la molécula.

e Poder de electro aceptacion (w”): representa la tendencia de un sistema dado a aceptar
densidad electronica.

e Poder de electro donacion (w’): representa la tendencia de un sistema dado a donar
densidad electronica.

e FElectronegatividad (): mide la tendencia de un sistema (molécula o i6n) para adquirir o
ceder electrones (Sanchez-Marquez et al., 2020).
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4. Materiales y Métodos
4.1. Materiales
4.1.1. Materiales de laboratorio

Tabla 1. Materiales de laboratorio

Materiales de laboratorio

Tubos de ensayo con y sin tapa Pie universal
Gradilla metalica Pinzas
jeringas de 5 ml Pipeta Pasteur
Filtros para jeringa Millipore de 45 um Pipetas graduadas de 5 ml
Micropipeta 100-1000 ul Matraces aforados de 50 ml
Tips para micropipeta Matraces aforados de 10 ml
Ampolla de decantacion de 250 ml Termdmetro
Vasos de precipitado de 5 ml Espatulas

4.1.2. Ingredientes Farmacéuticos Activos (IFAs)

Tabla 2. Ingredientes farmacéuticos activos

IFA Féormula Laboratorio
Ciprofloxacina (CIP) Ci7H15FN303 Parafarm
Norfloxacina (NOR) Ci6H1sFN303 Parafarm

Sulfadiazina (SDZ) CioH10N4O>S Parafarm
Sulfatiazol (STZ) CoHoN30,S» Parafarm

En las figuras 7 y 8 se presentan las estructuras moleculares de los IFAs que se trabajaron.

a) CIP b) NOR
o o O O

HO HO

QRGPS

Fig. 7. Estructuras moleculares de a) Ciprofloxacina y b) Norfloxacina
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¢) SDZ d) STZ
N= S
o) | AP /\>
I N S “--
HoN S—N~ °N N N
I H H

HoN

Fig. 8. Estructuras moleculares de ¢) Sulfadiacina y d) Sulfatiazol

4.1.3. Reactivos

Tabla 3. Reactivos

Reactivo Formula Laboratorio
Fosfato monopotasico KH,>PO4 Mallinckrodt Chemical Works
Hidroéxido de sodio NaOH Anedra
n-octanol CsHi30

4.1.4. Equipos

Tabla 4. Equipos

Espectrofotometro UV-Vis Shimadsu UV-1800 con PC
Peachimetro Hanna
Balanza analitica Sartorius
Vorter Precytec
Barfio termostatico Vicking modelo Masson
Notebook Lenovo IntelCore i5

4.1.5. Programas computacionales

Tabla 5. Programas

GaussView 5.0®
Gaussian 09W®
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4.2. Métodos
4.2.1. Solubilidad
4.2.1.1. Curva de calibrado

Se prepar6 una solucion reguladora a pH 6,8 como se indica en la Farmacopea Argentina (F. A.,
2003), a partir de 6,8045 g de fosfato monopotasico (KH,PO4) y 0,7120 g de hidroxido de sodio
(NaOH), disueltos en 1 L de agua destilada hervida y enfriada.

Por otra parte se pesaron 25 mg de CIP, NOR, SDZ y STZ, individualmente. Se disolvi6 cada uno en
1 mL de NaOH 2 M y se completd volumen hasta 25 mL con la solucién reguladora. Esta se llamo
solucion A.

En la Fig. 9 se presenta el esquema de dilucion que se siguid para la realizacion de las curvas de
calibrado:

Solucién C
desde A (0,5:10)

Solucién B
desde A (5:10)

Solucién E
desde C (1:10)

I T 1 I T 1
Solucién F Solucién G Solucion H Solucién I Solucion J Soluciéon K
desde D (1,5:10) desde D (1:10) desde D (0,5:10) desde E (1,5:10) desde E (1:10) desde E (0,5:10)

Solucion D
desde B (0,5:10)

Fig. 9. Esquema de diluciones para las curvas de calibrado. Todas las soluciones se llevaron a
volumen con la solucion reguladora de pH 6,8

La curva de calibrado se realizo con las diluciones F, G, H, I, J y K de cada IFA, y las absorbancias
fueron medidas con el espectrofotometro UV-Vis, en un rango de 200 a 400 nm, por duplicado.

Una vez obtenidos los espectros de absorcion, y en virtud de que los espectros se superponen en un
amplio rango de longitudes de onda, se calculo la derivada primera de la absorbancia respecto de la
longitud de onda en cada espectro. Esta metodologia fue previamente validada en el grupo de trabajo
(Avila et al. 2023). Para la cuantificacién de una de las IFAs, se selecciono la longitud de onda donde
la derivada primera del espectro de absorcion de la otra IFA era igual a cero, y viceversa. Teniendo
seleccionadas las longitudes de onda de cada IFA, se procedio a realizar dos graficos. El primero fue
absorbancia vs. concentracion, con el cual se determiné la concentracion de cada IFA individual. El
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segundo grafico fue altura vs. concentracion, donde las alturas fueron las obtenidas en la derivada
primera. Con este ultimo se calcul6 la concentracion de un IFA en presencia de otro.

4.2.1.2. Medicion de solubilidad

Se prepararon soluciones sobresaturadas pesando la masa equivalente a 2,5.10 moles de cada IFA y
se mezclaron con 10,0 mL de solucion reguladora de pH en tubos de ensayo con tapa a rosca siguiendo
el esquema de la Figura 10:

CIP CIP NOR NOR
CIP SDZ STZ v v NOR SDZ STZ v ¥
SDZ STZ sDZ STZ

Fig. 10 Esquema de preparacion de los IFAS y sus combinaciones para la medicion de solubilidad.

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. Para medir la absorbancia, se tomo6 una
alicuota con una jeringa, a la cual estaba anexado un filtro Millipore de 45 um. Se midid la
absorbancia de la alicuota de cada una de las soluciones filtradas, al UV-vis en el rango de 200 a 400
nm tomando muestras a las 24, 48 y 72 h. Los tubos de ensayo fueron incubados en un bafio
termostatico a 37°C durante las horas de medicion y luego de las extracciones de cada alicuota de
solucion, se repuso el mismo volumen de solucion reguladora de pH.

4.2.1.3. Calculo del perfil de solubilidad

A partir de los datos experimentales de solubilidad determinados para cada IFA, se calcularon los
perfiles de solubilidad aplicando la siguiente ecuacidon descrita por Ross (Ross et al., 1990) para
solutos ionizables:

_ ([H*1*+pKa,*[H*]+ pKaipKay)
=50 ( (pKar+H7]) ) Ee.3
Simplificada:
_ [H*] pKa;
S_SO*(_pKa1+1+ [H+]) Ec. 4
Donde:

S: Solubilidad

So: Solubilidad intrinseca, la cual fue considerada como la obtenida a las 72 h en mg/L.
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pKai y pKa,, constantes de acidez. Fueron consideradas las informadas en bibliografia.

4.2.2. Coeficiente particion (P)
4.2.2.1. Medicion

Se realizaron las soluciones madre de cada IFA individualmente, pesando 25 mg, disolviendo en 1
ml de NaOH 2M y enrasando a 25 ml con solucion reguladora de pH 6,55. Simultaneamente se saturd
el buffer con el n-octanol, mezclando partes iguales con una agitacion vigorosa, y luego se dejo
reposar el sistema por 24 horas. Este procedimiento se realiza con el objetivo de evitar la
desolvatacion del farmaco durante el pasaje de la fase acuosa a la fase octandlica. Cumplido el tiempo
de reposo, se separo la fase octandlica de la fase acuosa con ayuda de una ampolla de decantacion.
Luego, se realizaron las diluciones para cada IFA y sus combinaciones, en tubos de ensayo, como se
detalla en la Figura 11:

Solucion A
(25 mg/25 ml

buffer)

Solucién B
desde A (2:10)

Soluciéon C

desde B
(0,5:10)

Solucion D
desde C (2:10)

Fig. 11. Esquema de dilucidn para la determinacion de P. Las soluciones A, B y C se llevaron a
volumen con buffer saturado, y la soluciéon D con n-octanol saturado.

En el caso de las combinaciones, para preparar la solucion D, se toma 1,0 ml de solucion C de cada
IFA a interaccionar y se llevo a volumen con la fase octandlica saturada. En la tabla 6 se indican las
combinaciones:

Tabla 6. Combinaciones preparadas

0 D d 0 0 D d 0 0 D d 0 0 D d 0 4
1,0 ml CIP 1,0 ml CIP 1,0 ml NOR 1,0 ml NOR
1,0 ml SDZ 1,0 ml STZ 1,0 ml SDZ 1,0 ml STZ
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Una vez preparados todos los sistemas, se mezclaron en el vortex por 1 minuto, luego se mantuvieron
en bafio termostatizado a 37 °C durante 3 horas. Pasado el tiempo, se midi6 absorbancia de las fases
acuosas en el rango de 200 a 400 nm. Se tomd como absorbancia inicial a las mediciones de las
soluciones C, y como absorbancia final, las mediciones de la fase acuosa de los sistemas D. Se
calcularon las concentraciones antes y después de particionar, utilizando las curvas de calibrado
realizadas en el apartado de solubilidad 4.2.1.1.

Posteriormente se calcularon los coeficientes de particion (D) para cada IFA, de forma individual y
en las respectivas combinaciones, con la siguiente ecuacion (Avendaiio et al., 2001):

_ Va*(Ag_Ag)
VoAl

Ec. 5
Donde:

AJ’: absorbancia de la fase acuosa antes de la particion

A,": absorbancia de la fase acuosa después de la particion

Va: volumen de la fase acuosa

V,: volumen de la fase organica

4.2.3. Geometria molecular
4.2.3.1. Obtencion del minimo de energia

La condicion primordial para realizar cualquier estudio de quimica computacional es la definicion de
la estructura molecular. Las moléculas quedan descritas por la naturaleza de los atomos que la
componen y la posicion relativa de sus nucleos. Si no se dispone de modelos experimentales, la
estructura molecular puede ser construida virtualmente. Luego, la estructura debe ser optimizada, en
funcién de su energia potencial, es decir, obtener el minimo de energia de dicha funcioén, el cual
corresponde a la estructura molecular mas estable (Bultinck et al., 2004).

Primero se graficaron las estructuras moleculares de los IFAs en el programa GaussView® 5.0, como
se presenta en la figura 12:
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cIp NOR

Fig.12. Estructuras conformacionales de los IFAs graficadas en el programa GaussView® 5.0

Como referencia, los atomos de Nitrogeno estan diferenciados con el color azul, los atomos de
Oxigeno con el color rojo, los atomos de Azufre con el color amarillo, los atomos de Fluor con el
color blanco y alargados, y los atomos de Hidrogeno con el color blanco y cortos.

Una vez graficadas las estructuras, se movio el angulo diedro seleccionado cada 30° en sentido
positivo y negativo hasta 180° y -180°, respectivamente. Cada movimiento del angulo diedro
mencionado generd un nuevo conformero.

En el contexto del programa Gaussian y la quimica computacional, un angulo diedro es el angulo
entre dos planos definidos por cuatro atomos conectados secuencialmente. Especificamente, se mide
el angulo entre el plano formado por los atomos A-B-C y el plano formado por los atomos B-C-D en
una secuencia A-B-C-D (Frisch, M. J.et al., 2009).

Para las fluoroquinolonas, el angulo a modificar fue el que se observa en la figura 13 (CNCC):
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Fig. 13. Angulo diedro que se moditico en las estructuras de las fluoroquinolonas.

Y, para las sulfonamidas, el que se observa en la figura 14 (SNCN):

Fig. 14. Angulo diedro que se modifico en las estructuras de las sulfonamidas

Los célculos de la teoria del funcional de la densidad (DFT) se realizaron utilizando Gaussian 09® y
el programa de visualizacion molecular Gauss View® 5.0, donde se configur6 el calculo previamente.
Para calcular los minimos de energia de los IFAs se utiliz6 el método funcional hibrido (B3LYP) con
un conjunto de bases 6-31G (Swistocka et al., 2019), seleccionando “Energy” en la solapa “Job type”
y luego en la solapa “Method” como se muestra en la figura 15.
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@ G1:M1:V1 - Gaussian Calculation Setup @
Title: Ciprofloxacinal

Keywords: # td b3yp/6-31g geom=connectivity

Charge/Mutt.: 01

[ Job Type Muhc-d [ Tee [ ko |General | Guess | NBO [FEC | Soivation [ Add.inp.

@ G1:M1:V1 - Gaussian Calculation Setup @
Title: Ciprofloxacinal

Keywords: ## td b3yp/6-31g geom=connectivity
Charge/Mutt.: 01

Job Type | Method |Trt|e |unku |Geneml |Guess |NBO |F'EC |Snl\ratinn |Md.|np. |

[} Muttilayer ONIOM Mode ;
Method: TD-SCF |z| DFT... |z| Default Spin |Z| BaLYF |Z|
Basis Set: | 6-31G [=] [=] ( [=] . [=])
Charge: |0 Spin: | Singlet [
States: | Default []
[] Solve for More States, M= |& [[] State of Interest, Root = |1

Fig. 15. Configuracion en el programa Gauss View® 5.0 para obtener los minimos de energia de los
IFAs.

Con este tipo de calculo se obtuvieron las energias de cada conférmero, y posteriormente se graficaron

los valores de energia vs. angulo, ver graficos en punto 5.3.1. A partir de los mismos se determinaron
los minimos de energia para cada [FA.

4.2.3.2. Optimizacion y solvatacion

Como se dejo establecido en el apartado anterior, para cada molécula se obtuvo un minimo de energia,
entonces con los cuatro outputs referentes a los minimos, se configurd el calculo en optimizacion en
la solapa “Job type”, y en la solapa “’Method” no se realizaron cambios, como se muestra en la figura
16. Este calculo se realiza simulando la estructura en el vacio.
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@ G1:M1:V1 - Gaussian Calculation Setup |
Title: Ciprofloxacinal

Keywords: # opt td b3yp/6-31g geom=connectivity

Charge/Mutt.: 01

JobType | Method | Ttle | LinkO [ Geneal |Guess | NBO [FEC | Soivation | Add.inp.

Optimization [

Optimize to a Minimum E ] Use RFO step Use Quadratic Macrostep

Calculate Force Constants | Mewer IE‘ ] Use tight convengence criteria
ﬁ G31:M1:V1 - Gaussian Calculation Setup @
Title: Ciprofloxacinal

Keywords: #td b3yp/6-31g geom=connectivity
Charge/Mult.: 01

Job Type | Method |Trt|e |Unkﬂ |Geneml |Gue55 |NEO |F'EC |Snl\ratinn |Add. Inp. |

[ Muttilayer OMIOM Model ;
Method: TD-5CF E DFT... |Z| Default Spin |Z| BaLYP E
Basis Set: | 631G [=] [=] [« (=] )
Charge: |0 Spin: | Singlet [ ]
States: | Default E'
[] Solve for More States, N= |G [] State of Interest, Root = |1

Fig. 16. Configuracion en el programa Gauss View® 5.0 para optimizar la molécula correspondiente
al minimo de energia de cada IFA

Estos fueron nuevos inputs con los que se realizaron los calculos computacionales. Al finalizar, se
obtuvieron cuatro nuevos outputs. Estos iltimos se volvieron a configurar como inputs, agregando a
la configuracion anterior el apartado de solvatacion como se muestra en la figura 17. La solvatacion
realiza el calculo de optimizacion simulando la estructura en un medio acuoso.
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@ G1:M1:V1 - Gaussian Calculation Setup
Title: Ciprofloxacinal
Keywaords: # opt td b3lyp/6-31g scrifHefpem geom=connectivity
Charge/Mutt.: 01

|Job Type | Method |Trt|e | Link D |Genem| |Guess | NEQ | FEC | Solvation |Add.lnp.

Model: [IEFPCM =]

Salvent

[7] Read additional input

Addttional Keywords:

Scheme: | {Unnamed Scheme)

Lndate

[=] [

Supmt. | [Quicklaunch | [ Cancsl || Edt. || Retsn

|| Defats || Hep |

Fig. 17. Input para el calculo del sistema solvatado.

Con los outputs que se obtuvieron, se extrajeron los valores de HOMO y LUMO vy se calcularon lo

descriptores globales con las formulas presentadas en Tabla 7.

Tabla 7. Descriptores globales. El indice de nucleofilicidad, N, esta referenciado a la energia

HOMO del tetracianoetileno (TCE), (Sana et al., 2020).

Descriptor global Ecuacion
Energia de ionizacion I= -E nomo
Afinidad electrénica A=-E rumo
Electronegatividad = @
Potencial quimico p=-x=- @
GAP AE =EI -AE
Dureza = %
Suavidad —
1)
, 2
Indice de electrofilicidad 0= ;—n
Indice de nucleofilicidad N=I - E nomo TCE
. +_ A
Poder de electro aceptacion 20-4)
> 2
Poder de electro donacion = 20-4)
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5.  Resultados y discusion
5.1. Solubilidad

5.1.1. Espectros de absorcion

En la figura 18 se muestran los espectros de absorcion de NOR, CIP, SDZ y STZ en el rango de
longitud de onda de 200 a 400 nm. Se observa que en la region comprendida entre 200 y 300 nm los
cuatro IFAs presentan la mayor absorcion, por lo tanto no es posible cuantificar las sulfonamidas en
presencia de las fluoroquinolonas empleando los espectros convencionales.

2,25

1,75 \
=
E 1,25 NOR
2 ——5DZ
T
z
S 075 A STZ
4 r

=—(C|P
e \ \
200 250 300 350 400

-0,25
Long de onda (nm)

Fig. 18. Espectros de absorcion superpuestos de CIP, NOR, SDZ y STZ.

5.1.2. Espectros de derivadas

Debido al impedimento de cuantificar sulfonamidas en presencia de fluoroquinolonas empleando los
espectros convencionales, se procede a calcular la derivada primera de cada uno y los resultados se

muestran en las Figuras 19, 20, 21 y 22.

Las derivadas de los espectros de CIP y NOR se hacen cero en 272 y 299 respectivamente, por lo
tanto estas son las longitudes de onda seleccionadas para cuantificar SDZ y STZ.
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Espectros de derivada primera-Ciprofloxacina

0,02
0,015
0,01
0,005 CIP F-1der
= CIP G -1der
0
st =——CIP H -1der
-0,005 ——CIP | -1der
0,01 = (C|P ] -1der
e C|P K -1der
0,015 \ //
0,02 g
0,025
Longitud de onda (nm)
Fig. 19. Espectros de derivadas primera superpuestos de CIP.
Espectro de derivada primera-Norfloxacina
0,03
0,02 //-’\\
0L 7 /\\ NOR F 1der
/ = NOR G 1der
= 0 ——NOR H 1der
250 260 270 300 310 320 NOR | 1der
_0’01 — MNOR ] 1der
\\// ———NOR K 1der
-0,02 \/
0,03
Long de onda (nm)

Fig. 20. Espectros de derivadas primera superpuestos de NOR.
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Se observa que las derivadas de primer orden de los espectros de absorbancia de SDZ y STZ son
iguales a cero en las longitudes de onda 257 y 255 respectivamente, por lo tanto, a estas longitudes
de onda se cuantificaron NOR y CIP.

Espectros de derivada primera-Sulfadiazina

=——SDZ_F 1der

—5D7_G 1der

=—SDZ_H 1der
SDZ_| 1der

SDZ_J) 1der

SDZ_K 1der

Longitud de onda (nm)

Fig. 21. Espectros de derivada primera superpuestos de SDZ.

Espectros de derivada primera-Sulfatiazol

0,015
0,01
=—ST7Z_F 1der
0,005
! —5STZ G 1der
T 0 ====STZ H 1der
=—STZ_| 1der
-0,005
=—STZ ] 1der
0,01 ———STZ K 1der

Long de onda (nm)

Fig. 22. Espectros de derivada primera superpuestos de STZ
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5.1.3. Curvas de calibrado
5.1.3.1. Absorbancia vs. concentracion

Las curvas de calibrado con las cuales se calcularon las concentraciones de los IFAs, individualmente
a 24,48 y 72 h se muestra en el ANEXO 8.1.

5.1.3.2. Altura vs. concentracion

Las curvas de calibrado realizadas a partir de los espectros de derivadas, con las que se calcularon las
concentraciones de los IFAs estando en presencia de la mezcla se muestran en el ANEXO 8.2.

En las tablas 8 y 9 se presentan las concentraciones calculadas de los IFAs individuales y en presencia
de otro IFA alas 24,48 y 72 h.

Tabla 8. Concentraciones en g/L calculadas de los [FAs a 24, 48 y 72 h de interaccion.

24 h 48 h 72 h
CIP (g/L) 0,1464 0,1782 0,1947
SDZ (g/L) 0,2187 0,3283 0,5260
STZ (g/L) 0,8839 1,6451 2,1086
CIP-SDZ (g/L) 0,2557 0,2341 0,2844
CIP-STZ (g/L) 0,6730 0,8118 1,1102
SDZ-CIP (g/L) 0,0044 0,0044 0,0044
STZ-CIP (g/L) 1,4349 1,7049 1,7743

Tabla 9. Concentraciones en g/L calculadas de los [FAs a 24, 48 y 72 h de interaccion.

Q
Vi 49

NOR (g/L) 1,0442 1,1712 1,3603
SDZ (g/L) 0,3364 0,3360 0,5589
STZ (g/L) 1,8441 1,4775 1,9811
NOR-SDZ (g/L) 0,7978 1,2368 1,3213
NOR-STZ (g/L) 0,1343 0,2192 0,2546
SDZ-NOR (g/L) 1,8721 2,2882 2,7042
STZ-NOR (g/L) 0,9273 1,1267 1,1900

Se observa un aumento en la solubilidad a través del tiempo en todos los IFAs y sus combinaciones.
También se aprecia que aumenta la solubilidad de CIP en la presencia de SDZ y aun mas con STZ, a
diferencia de NOR que se observa que la solubilidad disminuye en presencia de las sulfonamidas. Sin
embargo, SDZ presenta aumento de solubilidad en presencia de NOR y disminucién en presencia de
CIP. La solubilidad de STZ disminuye en ambos casos.
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5.1.4. Graficos de solubilidad

En la Figura 23 se observa con mayor claridad que CIP mejora su solubilidad en presencia de SDZ
(incremento de 146 %), y mejora ain mas con STZ (incremento de 570 %). Para el caso de las
sulfonamidas, se ve que su solubilidad disminuye en presencia de CIP.

CIP-SDZ-STZ

2,2000
2,0000
1,8000
1,6000

3
z

1,2000
= 1,0000
0,8000
0,6000
0,4000
0,2000
0,0000 -

m24

mA48

Solubilidad (g/L)

m72

CIp 5D7 STZ CIP-SDZ CIP-STZ SDZ-CIP STZ-CIP
IFAs

Fig. 23. Concentraciones de CIP, SDZ y STZ individuales y en presencia de sus combinaciones.

En la Figura 24 se observa que la solubilidad de NOR es perjudicada en presencia de SDZ y STZ
como se menciond en el punto 5.1.3.2. La solubilidad de STZ también es perjudicada por la presencia

de NOR, pero no es el caso de SDZ, la cual es altamente beneficiada resultando en un incremento de
483 %.

NOR-SDZ-STZ

2,8000
2,6000
2,4000
2,2000
2,0000
1,8000
1,6000
1,4000
1,2000
1,0000
0,8000
0,6000
0,4000
0,2000
0,0000

w24

w48

Solubilidad (/L)

m72

NOR 5DZ 5TZ NOR-5DZ NOR-5TZ SDZ-NOR STZ-NOR
IFAs

Fig. 24. Concentraciones de NOR, SDZ y STZ individuales y en presencia de sus combinaciones.
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5.1.5. Perfiles de solubilidad

Los perfiles de solubilidad de los IFAs trabajados presentan una forma semejante a una parabola,
debido a su caracter zwitterionico. Para las fluoroquinolonas, CIP y NOR, el grafico presenta mayor
solubilidad a pH inferiores a 4 en su forma cationica; a pH entre 5 y 7 son muy poco solubles debido
a que predominan sus formas zwitterionicas, y a pH superiores a 8 vuelve a aumentar la solubilidad,
predominando la forma anionica (ver Fig. 19 y 20). En el caso de las sulfonamidas, presentan mayor
solubilidad en sus formas anionicas, a pH superior a 7; entre 5 y 7 predominan las formas
zwitterionicas muy poco solubles, y a pH menor a 4 son solubles predominando la forma cationica.

En la Figura 25 también se graficaron las concentraciones calculadas en el punto 5.1.3.2,
observandose como la presencia de SDZ y atin mas de STZ, mejoran la solubilidad de CIP.

Perfil solubilidad CIP

Perfil solubilidad CIP

=
w

510 ‘ 11
= 2000 = 4
= E po
E 1500 ? X
- = 07 ——cCP
= 1000 k] 4
2 \ 205 ——CIP-5DZ
& =0 2 \
L 4,/ ENCE » CIP-5T7
a v
1,5 =5 . a5 EER) 01
pH

-0.1 45 55 5,5 5

Fig. 25. Perfil de solubilidad de CIP en el rango de pH 2 a 12. En la ampliacion se observa la
solubilidad en el rango de pH 4,5 a 8,0.

En la Fig. 26 se presenta el perfil de solubilidad de NOR junto con las concentraciones calculadas en
el punto 5.1.3.2 observandose claramente como la presencia de sulfonamidas afecta negativamente la
solubilidad de NOR.

Perfil solubilidad NOR
Perfil solubilidad NOR 20

18 1
=16 4
‘; 14 J
E 12 F 4
'g 10 i =N OR
g g l == OR-5DZ
3 Il .
2 2 NR-5TZ

2 R M ]

o

4 45 5 5.5 [ 6,5 7
pH

Fig. 26. Perfil de solubilidad de NOR en el rango de pH 2 a 12. En la ampliacion se muestra la
solubilidad en el rango 4 a 7.
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En las Figuras 27 y 28 se presentan los perfiles de solubilidad de SDZ y STZ respectivamente. En el
perfil de la primera se observa como la presencia de CIP perjudica la solubilidad, mientras que con
la presencia de NOR, la solubilidad es beneficiada.

Perfil de solubilidad SDZ Perfil de solubilidad SDZ

500000 | iﬁ ‘
=) , 16000 i
. 3ok 4
;o AR .
E 2000 / El ﬁ % F 4 =@=50Z-CIP
£ 1omm A Y ’ ~—de—5DZ-NOR
4000
o — B/ 2000

[=]

15 .5 35 55 65 75
oH 2 3 4 5 & 7
pH

Fig. 27. Perfil de solubilidad de SDZ en el rango de pH 2 a 7,5. En la ampliacion se muestra la
solubilidad en el rango 2 a 7.

En el perfil de STZ se observa como la solubilidad es perjudicada por la presencia de las
fluoroquinolonas.

Perfil solubilidad STZ
Perfil solubilidad STZ

30000 3 %
o 1 {
- 7 = 25000
= / : b 1
5 om0 ] ?Eﬁ 20000
£ 200000 " - x ;
3 w000 / g 15000 —4—5TZ
: =
:; ;ﬂ \ 7 E 10000 X 1 —l—5TZ-CIP
so000 |——\ i El ‘ 1 ~—#—STZ-NOR
o 5000
15 5 55 a5 s 65 75 s o v B

Fig. 28. Perfil de solubilidad de STZ. En la ampliacion se muestra la solubilidad en el rango 2 a 7.
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5.2. Coeficiente de distribucién (D)
5.2.1. Concentraciones de los IFAs individuales y sus respectivos D y log D
Concentraciones calculadas a partir de curvas de calibrado del Anexo 8.1

Tabla 10. Concentraciones de los IFAs antes y después de la distribucion.

A Antes de la Después de la ) og I Dato de
DA 0 DA 0 bibliogra
CIp 3,91485E-05 3,7394E-05 0,0469 -1,3286 -1,20
NOR 3,48575E-05 3,34493E-05 0,0421 -1,3757 -1,03
SDZ 3,0736E-05 2,47401E-05 0,2423 -0,6155 -0,74
STZ 3,29491E-05 2,31616E-05 0,4226 -0,3741 -0,05%*

*(Beale et al., 2011);**(Swissadme, 2024).

Los valores de log D obtenidos experimentalmente no se encuentran muy alejados de los tedricos,
teniendo en cuenta que los datos bibliograficos fueron determinados a pH 7,4 y los datos
experimentales fueron trabajados a pH 6,8. Se puede asumir que la diferencia entre ambos valores se
debe a que, como se menciond en puntos anteriores, el coeficiente de distribucion varia con el pH.

5.2.2. Concentraciones de los IFAs en las combinaciones y sus respectivos D y log D

En la Tabla 11 se presentan las concentraciones calculadas a partir de curvas de calibrado H vs. C
(Anexo 8.2), con las que se calcula el coeficiente de distribucion D y log D.

Tabla 11. Concentraciones de los IFAs en las combinaciones, antes y después de la distribucion.

CIP-SDZ 2,02046E-05 1,45682E-05 0,3869 -0,4124
CIP-STZ 2,08388E-05 1,71737E-05 0,2134 -0,6708
NOR-SDZ 1,07747E-05 9,12216E-06 0,1812 -0,7419
NOR-STZ 1,23998E-05 1,1625E-05 0,0667 -1,1761
SDZ-CIP 2,69332E-05 1,36438E-05 0,9740 -0,0114
SDZ-NOR 1,49591E-05 6,64849E-06 1,25 0,0969
STZ-CIP 1,68117E-05 5,27426E-06 2,1875 0,3399
STZ-NOR 1,4628E-05 4,71072E-06 2,1053 0,3233

Comparando los coeficientes de distribucion de los farmacos individuales respecto a sus
combinaciones, se observa que SDZ favorece la liposolubilidad de NOR en un 46% y en un 70 % la
de CIP. El efecto de STZ sobre las fluoroquinolonas también favorece la liposolubilidad de CIP y
NOR, sin embargo para NOR solo mejora un 15% mientras que CIP un 50%.

Ademas, la liposolubilidad de SDZ mejora en un 98% en presencia de CIP y un 115% en presencia
de NOR, mientras que para STZ mejora en un 192 % con CIP y un 187% con NOR.
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Este comportamiento puede deberse a la formacion de complejos de tipo ion-dipolo y puentes de
hidrogeno entre los grupos funcionales de la combinacion fluoroquinolonas y sulfonamidas.

La interaccion entre el anion carboxilato (~<COO™) de la fluoroquinolona y el grupo sulfonamida
(SO2NH,;) puede formar un complejo de tipo ion-dipolo, estabilizando la estructura y aumentando la
liposolubilidad. Por otro lado, los grupos funcionales en los IFAs pueden participar en la formacion
de puentes de hidrégeno. Por ejemplo, el grupo hidroxilo (—OH) en las fluoroquinolonas puede formar
puentes de hidrégeno con los grupos amino (—-NH;) o sulfonamida (—-SO,NH;) en las sulfonamidas.

Estas interacciones pueden reducir la energia libre del sistema y mejorar la solubilidad en medios
lipidicos (Martin, A., 2011).

5.3. Geometria molecular
5.3.1. Gréficos de energia

En la Figura 29 se presentan los graficos de energia relativa en funcion del angulo diedro, con los
cuales se determiné la conformacion de mayor estabilidad correspondiente al minimo de energia de
cada IFA. Estas conformaciones se sometieron a los célculos de optimizacion de geometria y
posterior solvatacion en el programa Gaussian®.
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Fig. 29. Graficos de energia versus angulo diedro de torsion
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5.3.2. Descriptores globales

El analisis de orbitales moleculares de frontera es una propiedad util para determinar la reactividad
molecular y la estructura electronica, ademas de proporcionar informacion sobre las transiciones
electronicas dentro de las moléculas. La estabilidad quimica de las moléculas se puede explicar sobre
la base de la brecha de energia entre las transiciones electronicas de HOMO y LUMO (GAP).

Una mayor brecha energética HOMO-LUMO refleja una alta estabilidad cinética y una baja
reactividad quimica (estable frente a reacciones de oxidacion y reduccion) (Ovung. et al., 2020).

Seglin se observa en la figura 30, en CIP y NOR, los orbitales HOMO presentan una alta densidad
electronica sobre el anillo de piperazina. En los orbitales LUMO la densidad electronica se distribuye
uniformemente sobre la quinolina (sistema biciclico planar) en el caso de CIP y se concentra sobre el
anillo heterociclico de la quinolina en NOR.

En la figura 31 se observa que los orbitales HOMO de SDZ y STZ se concentran sobre los anillos
heteroaromaticos de ambas moléculas y los orbitales LUMO se distribuyen de forma mas homogénea
sobre toda la molécula en ambos casos.

LUMO

HOMO

Fig. 30. GAP de a) CIP y b) NOR
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LUMO

GAP=0.17830ua

HOMO

Fig. 31. GAP de ¢) SDZ y d) STZ

En las Tablas 12 y 13, se presentan los valores de descriptores de lo analizado en los parrafos
anteriores, para las moléculas optimizadas y solvatadas respectivamente.

Tabla 12. Valores de descriptores globales con las moléculas optimizadas de los [FAs (valores
expresados en unidades atomicas u.a.).

CIp NOR SDZ STZ
descriptores optimizacion optimizacion optimizacion optimizacion

I 0,18137 0,17151 0,24083 0,24201
A 0,09191 0,09415 0,06253 0,06034
n -0,13664 -0,13283 -0,15168 -0,15118
x 0,13664 0,13283 0,15168 0,15118
GAP 0,08946 0,07736 0,17830 0,18167
n 0,04473 0,03868 0,08915 0,09084
c 11,17818 12,92658 5,60852 5,50449
o 0,20870 0,22807 0,12903 0,12580
N 0,15453 0,16439 0,09507 0,09389
o+ 0,04721 0,05729 0,01096 0,01002
- 0,18385 0,19012 0,16264 0,16120

Comparando los GAP de las fluoroquinolonas y las sulfonamidas, las primeras poseen una brecha
menor que las segundas, por lo tanto, son menos estables y mas reactivas, y a su vez, NOR es menos
estable y mas reactiva que CIP. Para las sulfonamidas, SDZ es levemente menos estable y mas
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reactiva que STZ. Esta relacion se mantiene en las moléculas solvatadas, y en todas disminuye el
GAP, haciendo que sean levemente mas reactivas.

La suavidad (o) constituye un concepto util para la prediccion de la reactividad quimica. Las
moléculas blandas sufren cambios en su densidad electronica mas facilmente que las moléculas duras
y por ende son mas reactivas. En general, se puede decir que el incremento en la suavidad se asocia
con el incremento de la reactividad quimica mientras que la dureza estd relacionada con la
disminucion de la reactividad quimica (Lopez et al., 2013). Para los cuatro IFAs, la suavidad es mayor
a la dureza, y también se observa que las fluoroquinolonas son mas reactivas que las sulfonamidas,
ya que poseen practicamente el doble de suavidad. Por otro lado, cabe destacar que la solvatacion de
las moléculas, hace que la suavidad aumente.

Fisicamente, el potencial quimico electrénico, corresponde a la capacidad de un sistema para donar
electrones, de tal modo que la transferencia de electrones, entre reactantes fluye desde el potencial
mas alto hacia el mas bajo (Lopez et al., 2013). Teniendo en cuenta esto ultimo, las fluoroquinolonas
donan electrones a las sulfonamidas.

Tabla 13. Valores de descriptores globales con las moléculas optimizadas y solvatadas de los I[FAs
(valores expresados en unidades atomicas u.a.).

P OR )
descriptores solvatacion solvatacion solvatacién solvatacion

| 0,16850 0,16516 0,23363 0,23343
A 0,09126 0,09096 0,07055 0,06518
n -0,12988 -0,12806 -0,15209 -0,14931

X 0,12988 0,12806 0,15209 0,14931
GAP 0,07724 0,07420 0,16308 0,16825
n 0,03862 0,03710 0,08154 0,08413
c 12,94666 13,47709 6,13196 5,94354
® 0,21839 0,22102 0,14184 0,13249
N 0,16740 0,17074 0,10227 0,10247
o+ 0,05391 0,05575 0,01526 0,01263
- 0,18379 0,18381 0,16735 0,16193

En la tabla 13 se presentan valores de los descriptores globales para los moléculas de trabajo
solvatadas. Comparando con la tabla 12, se observa una correlacion respecto a lo descrito, indicando
una mayor reactividad de las moléculas solvatadas respecto a las solo optimizadas.
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6. Conclusiones

Se concluye que la solubilidad de ciprofloxacina y norfloxacina se afecta por la presencia de
sulfatiazol y sulfadiazina. En particular, la solubilidad de ciprofloxacina aumenta en presencia de
ambas sulfonamidas, pero ain mas por sulfatiazol. Asi mismo, la solubilidad de sulfatiazol esta
favorecida por la presencia de ciprofloxacina, no siendo igual para la solubilidad de sulfadiazina, la
cual disminuye en presencia de ciprofloxacina.

La solubilidad de norfloxacina no mejora por la presencia de las sulfonamidas, e incluso se ve muy
perjudicada en presencia de sulfatiazol, y viceversa. Sin embargo, la solubilidad de sulfadiazina se ve
muy favorecida por la presencia de norfloxacina.

Por otra parte, en todos los pares fluoroquinolona-sulfonamida antibacteriana ensayados se observa
que la liposolubilidad de ambos componentes aumenta de forma significativa respecto a la
liposolubilidad de los farmacos individuales. El aumento de la lipofilicidad en las combinaciones
podria verse reflejado en una mayor absorcion de ambos farmacos a través de la membrana celular
de las bacterias.

Del analisis de la estructura molecular se deduce que las sulfonamidas presentan mayor estabilidad,
menor suavidad y menor reactividad quimica que las fluoroquinolonas.
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8. ANEXO

8.1. Curvas de calibrado Absorbancia vs. concentracion

Ciprofloxacina a 272 nm
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Sulfadiazina a 257 nm
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8.2. Curvas de calibrado altura vs. concentracion

Curvas de calibrado, a partir de espectro de derivadas, con las que se calcularon las concentraciones
de los reactivos estando en presencia de la mezcla. Las longitudes de onda fueron elegidas en funcion
de que una de las drogas en la combinacion se hace cero.
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NOR a 255 nm
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SDZ a 299 nm
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