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RESUMEN

El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue optimizar las propiedades
biofarmacéuticas y farmacéuticas de Fluorquinolonas (FQ) y Sulfonamidas
Antibacterianas (SA), utilizando las posibilidades que ofrece la ingenieria de cristales y
la quimica supramolecular, se opt6 por abordar la formacion de cocristales
farmacéuticos dado que constituye un area emergente, de importancia tecnolégica
estratégica y en pleno proceso de crecimiento. Para ello se trabajé con las FQ,
Norfloxacino (NOR) y Ciprofloxacino (CIP), que se eligieron por su importancia
farmacoldgica, sumado a que son compuestos que han sido objeto de varios estudios
dada su relevancia en términos de aplicaciones y la necesidad de mejorar algunas de
sus propiedades, concretamente la baja solubilidad acuosa y permeabilidad. Se opto,
ademas, por las SA, Sulfanilamida (SNA) y Sulfametoxazol (SMX) por su conocida
capacidad como Coformadores (COF) de cristales, asi como su potencial como agente

antibacteriano.

Con la finalidad de exponer los resultados obtenidos en el transcurso de la

Tesis, la presentacion se organizé de la siguiente manera:

En el Capitulo 1 se describen los desafios actuales en el disefio y desarrollo
de farmacos, la relevancia del estado sélido de los mismos y su manejo, a través de la
creacion de nuevas formas soélidas multicomponentes. Ademas, se resumen las
generalidades del estado sélido y las técnicas empleadas en la tesis para identificacion
y caracterizacion de los Ingredientes Farmacéuticos Activos (IFA), COF y solidos
multicomponentes. Por Ultimo, se presenta una breve explicacion de las propiedades

biofarmacéuticas.

En el Capitulo 2 se presentan los objetivos y la hipotesis planteada en este

trabajo de Tesis Doctoral.

En el Capitulo 3 se describen las generalidades de las FQ respecto al
descubrimiento, clasificacion, mecanismo de accién, relaciones estructura-actividad,
propiedades farmacocinéticas, efectos adversos, toxicidad, espectro antibacteriano y

usos terapéuticos. Se particularizé en la descripcion de NOR y CIP.

En el Capitulo 4 se describen las generalidades de las SA abordando los
mismos items que los enumerados para FQ. Se particularizé en la descripcion de SNA
y SMX.
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En el Capitulo 5 se describe la validacion del método de espectrofotometria
UV-Vis de derivadas para la cuantificacién simultanea de FQ y SA, particularmente
NOR y SMX.

En el Capitulo 6 se analizan las interacciones intra e intermoleculares que
establecen los IFA en estudio. Dentro de estas Ultimas se estudian las interacciones

entre IFA-IFA e IFA-solvente o mezcla de solventes.

En el Capitulo 7 se describe el disefio, desarrollo y caracterizacion de los

sélidos multicomponentes obtenidos.

En el Capitulo 8 se informan los ensayos desarrollados para evaluar las

propiedades biofarmacéuticas de los sistemas multicomponentes seleccionados.

En el Capitulo 9 se exponen las conclusiones generales y las proyecciones del

trabajo.

11



Ceapitulo 1

INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES ... e e ettt e e e e e e e e e eeeebbaa s 13
1.2. FARMACOS EN SOLUCION E INTERACCION CON SOLVENTES .......ccoevuririiierninnnes 15
1.2.1. ESPECIrOSCOPIA UV-ViS. ..ottt e e e e e eeaee e 15
1.2.2. EStUAIO TEIMOCTOMICO. ... ttiiieeeeiiiitetee e e ettt e e e ettt e e e s ettt e e e e s aabbe e e e e e s anbbeeeeeesanes 16
1.2.3. EStUdiO SOIVALOCIOMICO ... .eveeieeeeiiiiiiiee ettt e et e e e st eeeeeanes 17
1.3. GENERALIDADES DE SOLIDOS ......coooviiiiiieeeecte ettt 18
1.3.1. SOlAOS AMOITOS ...ttt e e e s e e e e s aeb e e eeeeeaa 19
1.3.2. SOIAOS CrISTAIINOS ......veiieiiiiee ettt et e st e sabae e e 19
IR e B o] 110 ¢ [o T {0 1SS 20
1.3.4. Derivados NO COVAIEBNTES ........uuiiiiiiiie ittt 21
1.4. CARACTERIZACION DE LOS SOLIDOS FARMACEUTICOS ......cccceoveeieieeeeeeeee, 27
1.4.1. Caracterizacion MorfolOQICa ..........cceicurriiiiiiiiieee e e eeee s 27
1.4.2. Estudio de propiedades tErMICAS ........cccuuuiriiiiiiiiiiiiierieere e e e e e e eeee e 27
1.4.3. Caracterizacion molecular por métodos esSpectroSCOPICOS.........uvvevrvereeiiiieeeriieeeenne 31
1.4.4. Determinacion de estructuras Cristalinas..........c.ccovuveiiiiiiiiiiiec e 32
1.5. PROPIEDADES BIOFARMACEUTICAS ......coo ittt 33
1.5.1. Coeficiente de PartiCiON ..........ocuueiiiuiiieiie ettt 33
1.5.2. Solubilidad y velocidad de diSOIUCION ............cuveviiiiiiiiiieieeeeeee e 34
1.6. CONCLUSIONES. ..o e ittt e e e et et e e e re e e e e e e e e e e e eeesnnsnnaanns 36
1.7, BIBLIOGRAFIA ...ttt 36

12



Capitulo 1: INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES

En la actualidad, se emplean en terapéutica un gran nimero de medicamentos
en estado soélido, constituidos por Ingredientes Farmacéuticos Activos (IFA) y
excipientes solidos que integran una forma farmacéutica, por ejemplo, comprimidos,
capsulas y grageas entre otras. Los sélidos proporcionan un formato conveniente,
compacto y generalmente estable para almacenar un IFA. Comprender y controlar la
guimica del estado soélido de los IFA, es un aspecto importante del proceso de
desarrollo de medicamentos. Los IFA pueden existir en una variedad de formas sélidas
distintas, incluidos polimorfos, solvatos, hidratos, sales, cocristales y sélidos amorfos
(Morissette et al., 2004).

Para los farmacos con escasa solubilidad acuosa, la velocidad a la que se
disuelven (velocidad de disolucion) suele ser el paso mas lento y, por lo tanto, ejerce
un efecto limitante en su Biodisponibilidad (BD) (Fael et al., 2021). La eficacia limitada
de la solubilidad de la formulacion es un obstaculo importante para la industria
farmacéutica. Mas del 80 % de los IFA se administran por via oral; el 40% de los
medicamentos que se comercializan y el 90 % de las nuevas entidades en el sector
farmacéutico presentan baja solubilidad (Gunnam et al., 2023). Las sustancias con
solubilidad acuosa limitada suelen ser el objetivo de diversas investigaciones porque
exhiben una disolucion lenta en fluidos biolégicos, una exposicion sistémica
insuficiente y una eficacia reducida en los pacientes (Gomes et al.,, 2023). Para
superar este problema se han desarrollado diversas estrategias, estas incluyen el
cambio de la forma cristalina (polimorfos, hidratos, etc.), la formaciéon de una fase
amorfa, la formacién de sales, la formulacién de dispersiones sélidas con polimeros
hidréfilos, la inclusion en complejos con ciclodextrinas, los nanocristales, las
formulaciones autoemulsificantes o la encapsulacion de soluciones organicas (Byrn,
1999; Fael et al., 2022; Liu et al., 2020; Thakuria et al., 2013). Uno de los enfoques
mas recientes en la industria es la formulacion de solidos farmacéuticos
multicomponentes, tales como cocristales y sales moleculares. La ingenieria de
cristales reconoce y disefia sintones con el objetivo de un rapido desarrollo de
cocristales, procurando mejorar las propiedades del IFA sin afectar su estructura y

funciones intrinsecas.

En particular, la formaciéon de cocristales farmacéuticos constituye un area
emergente, de importancia tecnolégica estratégica y en pleno proceso de crecimiento.

Los cocristales son materiales cristalinos estructuralmente homogéneos formados por
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Capitulo 1: INTRODUCCION

al menos dos compuestos neutros que se encuentran en cantidades estequiométricas
definidas y son sélidos a temperatura ambiente (Gomes et al., 2023). Estan formados
por un IFA i6nico o molecular y una o mas sustancias sélidas llamadas Coformadores
(COP), los que se unen en el reticulo cristalino por interacciones no covalentes (Shan
et al., 2014). La generacién de cocristales requiere del andlisis estructural del IFA 'y de
los grupos funcionales capaces de establecer interacciones con los COF (Saucedo-
Balderas et al., 2014). Con frecuencia, aunque no exclusivamente, se emplean como
COF excipientes 0 sustancias seguras para uso humano como aditivos en
alimentacién (GRAS por sus siglas en inglés, Generally Recognized as Safe) una lista
de las cuales ha sido publicada por la Administracién de Medicamentos y Alimentos de
EEUU (FDA por sus siglas en inglés, Food and Drug Administration) (Desiraju, 2013).

Todas estas actividades demandan tanto tecnologias emergentes como tradicionales.

Los Antibacterianos (AB) son una amplia categoria de IFA, dentro de los
antibidticos, que tienen la capacidad de detener el crecimiento bacteriano o matar
bacterias. Se clasifican por mecanismo de accion, espectro de actividad o estructura
guimica. Al igual que otros IFA, la mayoria de los AB presentan problemas de
solubilidad, absorcion y estabilidad, ademéas de aumentar la capacidad de desarrollar
resistencia por parte de las bacterias. Debido al mal uso de antibidticos para tratar
infecciones bacterianas en humanos, asi como en animales y plantas, es necesaria
una busqueda urgente de formas de superar la resistencia microbiana. Es por ello, que
las investigaciones actuales se orientan tanto a desarrollar nuevas moléculas como a
la manipulacion de moléculas de antibacterianos ya conocidas. La ingenieria de
cristales se ha aplicado a los AB para superar los problemas mencionados
anteriormente, al convertir la molécula AB en sal, hidrato, solvato, cocristales o incluso

utilizando diferentes polimorfos (Bashimam et al., 2022).

Los IFA seleccionados para el presente estudio son Fluorquinolonas (FQ) vy
Sulfonamidas Antibacterianas (SA), ambas de origen sintético. Las FQ: Norfloxacino
(NOR) y Ciprofloxacino (CIP), son antibiéticos de amplio espectro que se emplean en
terapéutica ampliamente para tratar infecciones bacterianas (O’'Malley et al., 2022).
Poseen probada eficacia terapéutica, presentan rapida accién bactericida, amplio
espectro, buena penetracion tisular, aceptable BD y efectos adversos tolerables. Se
utilizan principalmente para el tratamiento de infecciones del tracto respiratorio,
urinario, de piel, de tejidos blandos y septicemia (Jacobi et al., 2012). Estas cualidades
explican el hecho de que constituyan, en la actualidad, uno de los grupos de
antimicrobianos de mayor prescripcion, tanto en humanos como en veterinaria. Dada
su naturaleza zwitteriénica, presentan baja solubilidad a pH fisiologico.
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Las SA se utilizan en medicina humana y veterinaria, aunque en algunos casos
sean farmacos de segunda eleccién. La solubilidad limitada de las SA influye
negativamente en su eficacia, mientras que pueden producirse efectos adversos,
toxicidad y resistencia debido a una administracién excesiva, hechos que pueden
minimizarse empleando estrategias que permitan utilizar dosis menores (por ejemplo,
combinaciones de SA) (Fischbach, 2011; Pogue et al., 2011; Wang et al., 2021). Hoy
en dia, las SA se usan debido a su actividad de amplio espectro, su costo reducido y
su facil acceso, constituyendo compuestos de eleccion para ser modificados en pos de
mayor solubilidad y actividad (Wang, et al. 2021). La Sulfanilamida (SNA) es el
prototipo de este grupo farmacolégico. El Sulfametoxazol (SMX) es el mas empleado
debido a su accion eficiente frente a infecciones bacterianas comunes (respiratorias,
urinarias y dérmicas) y también a las oportunistas en pacientes con SIDA (Ahmad et
al., 2013).

Para abordar el andlisis del estado solido de los aductos producidos en esta
Tesis Doctoral, se propone inicialmente examinar las interacciones entre IFA-IFA e
IFA-solvente en solucion, con el objetivo de identificar las posibles interacciones que
se pueden establecer entre los grupos funcionales (posibles formadores de sintones),
tal como se detalla en el Capitulo 6. Por lo tanto, se hizo imprescindible, en primera
instancia, validar un método analitico para la cuantificacion de los pares de IFA
estudiados en solucion, seleccionando para ello la espectrofotometria UV-Vis de
derivada de primer orden (Capitulo 5). Luego se procedio a la obtencién de los sélidos
multicomponentes y su caracterizacion (Capitulo 7), y por Gltimo se seleccionaron los
sélidos multicomponentes con mejores resultados para realizar ensayos de

propiedades biofarmacéuticas (Capitulo 8).

1.2. ANALISIS DE LOS FARMACOS EN SOLUCION E INTERACCION CON
SOLVENTES

1.2.1. ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Todos los 4&tomos y moléculas son capaces de absorber energia, de acuerdo
con ciertas limitaciones, las cuales dependen de la estructura de la sustancia. La
energia se puede proporcionar en forma de radiacion electromagnética (luz). El tipo y
cantidad de radiacion absorbida por una molécula guarda relacion con la estructura de
la molécula; la cantidad de radiacion absorbida depende del nimero de moléculas que

interaccionan con la radiaciéon. El estudio de estas dependencias se conoce como
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Espectroscopia de Absorcién. Indudablemente es una de las técnicas analiticas mas
Gtiles, sus ventajas incluyen rapidez, sencillez, especificidad y sensibilidad (Volonté,
2013).

En la tesis se utiliz6 la Espectroscopia UV-Vis como método de cuantificacion y
para estudiar la asociacion molecular. Se midi6 la absorcién de soluciones de los IFA
en un intervalo espectral comprendido entre 200 y 400 nm. En el caso de la
cuantificacion de los IFA, se realizaron las respectivas curvas de calibrado. Para la
cuantificacion de los soélidos multicomponentes se utilizd6 la Espectroscopia de
derivadas de primer orden, en donde los picos y valles de un espectro de orden (n-1),
se transforman en ceros en el espectro de orden (n), mientras que, por otra parte, los
puntos de inflexion de un espectro de orden (n-1) se transforman en maximos y
minimos del espectro de orden (n). Esta técnica consiste en medir la amplitud de uno
de los componentes en la mezcla, mientras el otro no da sefal a la longitud de onda
de trabajo y en ese orden de derivada y luego medir el otro componente a la inversa,

este procedimiento se denomina de ceros cruzados.

1.2.2. ESTUDIO TERMOCROMICO

El termocromismo es una transformacion reversible de una estructura
molecular o de un sistema que se produce como resultado de cambios en la
temperatura de una solucién y que provoca una variacion espectral (McNaught et al.,
2003). Entre muchos factores, los dos que determinan la forma y el ancho de cada
banda espectral son el efecto Doppler y el efecto de colision. Ambos son el resultado
del movimiento cadtico de las moléculas, que depende directamente de la
temperatura. A medida que aumenta la temperatura, aumenta la dispersién de las
velocidades moleculares, asi como el nimero total de colisiones y ello se ve reflejado
en un ensanchamiento térmico de la banda espectral. Debido al calentamiento o al
enfriamiento, el entorno cercano y lejano de las moléculas en cuestién evoluciona vy,
por lo tanto, la energia y el caracter de las interacciones de corto y largo alcance
varian, lo que da lugar al desplazamiento de los maximos de banda. Este fenébmeno se
conoce como desplazamiento termocromico. La tendencia habitual para las moléculas
que no interactian especificamente con un disolvente (u otras moléculas presentes en
una solucién) es un aumento de la energia de transicion de los electrones con el
aumento de la temperatura. Se observa entonces el “desplazamiento azul” inespecifico
de las bandas de absorcion, causado por la disminucién de la permitividad € y del

indice de refraccion n (Kalka et al., 2021).
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1.2.3. ESTUDIO SOLVATOCROMICO

El solvente juega un papel importante en los procesos fisicos y quimicos, y en
este marco, las interacciones entre el disolvente y las moléculas del soluto son
responsables del cambio en varias propiedades como la geometria molecular,
estructura electrénica y momento dipolar del soluto. Estas interacciones afectan el
espectro de absorcion electronica del soluto y el fendmeno se conoce como
solvatocromismo (Almondoz et al., 2014). Los desplazamientos solvatocrémicos son
indicativos de interacciones entre el solvente y el soluto en la proximidad inmediata del
soluto. Esta region se denomina regién cibotactica del soluto. Las interacciones se
pueden clasificar en: (1) interaccién soluto-disolvente no especifica causada por
efectos de polaridad-polarizabilidad y (2) interaccién soluto-disolvente especifica
generada por enlaces de puente de hidrégeno o interacciones de tipo donador-aceptor

de electrones.

Los métodos mas ampliamente utilizados para estudiar las interacciones
soluto-disolvente son los estudios espectrales de absorcién o6ptica y emision de
fluorescencia ya que los cambios de los maximos de absorcion/fluorescencia se deben
a las interacciones soluto-disolvente. Actualmente, existe un gran niamero de escalas
empiricas de disolventes monoparamétricas y multiparamétricas desarrolladas para
describir y cuantificar las interacciones soluto-disolvente a nivel molecular. De todas
ellas, en este trabajo utilizamos la escala solvatocromica empirica de Kamlet y Taft, la
de Cataldn y la de Laurence. En estos métodos se utilizan pardmetros empiricos,
como por ejemplo el maximo de absorcion al UV-Vis de una solucion de la sustancia
en estudio, para cuantificar interacciones especificas y diferenciarlas de las
interacciones no especificas. El efecto de la dipolaridad/polarizabilidad del disolvente y
los enlaces de hidrégeno en los cambios espectrales se pueden interpretar mediante
relaciones lineales de energia de solvatacion (Almondoz et al., 2014). Otra
metodologia para el estudio de las interacciones soluto-disolvente es el uso de
mezclas binarias de disolventes. En las mezclas de disolventes puede observarse un
comportamiento muy diferente del soluto respecto a solventes puros y un
enriquecimiento preferencial por uno de los componentes del disolvente en la region
cibotactica de un compuesto. El hecho de que la capa de disolvente que rodea al
soluto presente una composicion molecular distinta a la macroscopica se denomina
solvatacién selectiva o preferencial (Umadevi et al.,, 2008). El estudio del
comportamiento espectral de los farmacos en mezclas de disolventes es
particularmente Util para recabar informacion respecto a la formacién de interacciones

intra e intermoleculares de los IFA y su entorno.
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Esta informacién es muy valiosa para interpretar los procesos farmacocinéticos

y farmacodindmicos de los IFA, para desarrollar procesos de purificacion, realizar

estudios de cosolvencia, de cristalizacién a partir de una solucién, de preformulacion y

de dosificacion farmacéutica (Cardenas et al., 2016).

1.3. GENERALIDADES DE SOLIDOS

Los solidos se pueden clasificar, segun la estructura interna, en amorfos o

cristalinos (Fig. 1.1).

ESTADO SOLIDO DE IFA

CRISTALINOLl AMORFO
COMPONENTE EE MULTICOMPONENTE COMPONENTE MULTICOMPONENTE
UNICO U EAEE e UNICO
NN BE .
‘l’ Tamario \l’
| CRISTAL SIMPLE fJe—>| NANOCRISTAL | Anhidro o | Hidrato o solvato
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Anhidro, no I Sal
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v v v v
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BN | Anhidro y sus P [ - -
—> > - < < Sales anhidras, monohidratadas y
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Figura 1.1. Clasificacion del estado solido de IFA en base a su estructura y composicion
(Adaptado de Aitipamula et al., 2011; Bashimam et al., 2022).
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1.3.1. SOLIDOS AMORFOS

Los sélidos amorfos no contienen ordenamiento espacial a larga distancia,
carecen del orden y la simetria translacional-orientacional. Suelen ser mas energéticos
gue los cristalinos y generalmente tienen propiedades diferentes de solubilidad y
mayor velocidad de disolucion. ElI aumento de la solubilidad y la disoluciéon puede
justificar el uso de IFA amorfos en las formulaciones. Sin embargo, los sé6lidos amorfos
generalmente tienen menos estabilidad fisica y quimica, por lo tanto, son menos
utilizados en las formulaciones debido a su tendencia a la cristalizacion y degradacion.
Los materiales amorfos pueden existir como dispersiones sélidas amorfas: anhidros o
solvatos y formas multicomponentes: anhidro, solvato o coamorfas (Prado, 2015;
Shaikh et al., 2018).

1.3.2. SOLIDOS CRISTALINOS

Los sélidos cristalinos son aquellos en los que los a&tomos, iones o moléculas
tienen una disposicion periédica, es decir, que se repite regularmente en tres
dimensiones. Estan formados por celdas unitarias que consisten en la unidad
estructural basica, y el apilamiento de estas células mediante repeticiones
traslacionales conforman el cristal. Las dimensiones de la celda unitaria se pueden
caracterizar mediante pardmetros de red, que son tres ejes cristalograficos, a, by c, y
los angulos entre los ejes, a, B, y. Estos parametros describen la forma y el tamafio de
la celda unitaria (Figura 1.2) (Prado, 2015). Cada cristal se puede clasificar como
miembro de uno de los siete posibles sistemas cristalinos o clases de cristales que se
definen por las relaciones entre las dimensiones individuales, a, b y c, de la celda
unitaria y entre los angulos individuales de la celda unitaria (Vippagunta et al., 2001).
Estos sistemas pueden ser: cubicos, tetragonales, ortorrombicos, hexagonales,

monoclinicos, triclinicos y romboédricos.

Figura 1.2. Representacion esquematica de la red cristalina y la celda unitaria

(Vippagunta et al., 2001).

19



Capitulo 1: INTRODUCCION

Las formas cristalinas se pueden subdividir en compuestos de un solo
componente y de mudltiples componentes, ambos tipos pueden formar diferentes
estructuras, y a su vez estas estructuras pueden presentar diferentes polimorfos. Los
soélidos cristalinos multicomponentes contienen al menos dos moléculas dentro de la
estructura de la red cristalina y pueden ser hidratos (IFA y agua), solvatos (IFA y
disolvente organico), cocristales (IFA y COF) o sales cristalinas (IFA ionizado y
contraién). Proporcionan propiedades fisicas que son significativamente diferentes de
las de sus homologos de un solo componente que pueden influir significativamente en
la BD, estabilidad, higroscopicidad y compactacion del farmaco (Shaikh et al., 2018).
En la actualidad, las patentes especifican: sales, solvatos, cocristales y complejos,
ademas de sistemas de un solo componente, como polimorfos, para un IFA

determinado (Kavanagh, 2024).

1.3.3. POLIMORFOS

Los polimorfos son formas cristalinas en las que el mismo compuesto quimico o
la asociacion de dos componentes, pueden existir en dos o mas disposiciones
diferentes de la molécula de ese compuesto en estado soélido. Las fases amorfas y los
productos de solvatacion o hidratacién, a veces conocidos como pseudopolimorfos,
pueden entrar en esta categoria (Tupe et al., 2023). Tienen propiedades fisicas
distintas entre si, aunque la magnitud de esta diferencia suele ser pequefa. También
muestran una jerarquia de estabilidad, donde la estructura de energia libre mas baja

es la mas estable y, por tanto, la menos soluble de los posibles polimorfos.

El polimorfismo puede ser una oportunidad, pero también un problema. De
hecho, diferentes polimorfos de un IFA determinado tienen diferentes propiedades
fisicas y quimicas, lo que puede provocar cambios en la solubilidad, estabilidad,
disolucion, BD vy eficacia final de los farmacos. Por ello, el polimorfismo es
especialmente estudiado en el caso de los IFA y su importancia estd ampliamente

reconocida tanto desde el punto de vista académico como industrial (Guerain, 2020).

Segun las diferencias en las propiedades termodindmicas, los polimorfos se
clasifican como enantiétropos o mondétropos, dependiendo de si una forma puede
transformarse reversiblemente a otra o no. En un sistema enantiotropico, una
transicion reversible entre polimorfos es posible, se observa como temperatura por
debajo del Punto de Fusién (PF). En un sistema monotropico, no se observa ninguna
transicién reversible (por debajo del PF). Una vez que esta definido si el polimorfo es

enantiotropico o monotrépico, entonces el siguiente objetivo es definir el dominio
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termodindmicamente estable o metaestable de cada fase cristalina de una sustancia

en funcién de temperatura (Vippagunta et al., 2001).

1.3.4. DERIVADOS NO COVALENTES

Un Derivado No Covalente (DNC), se forma cuando una (0 mas) molécula(s)
coformadora(s) se incorporan a la matriz de la molécula objetivo mediante fuerzas no
covalentes. Estas pueden incluir fuerzas iénicas y de Van der Waals, enlaces de
hidrégeno, interacciones lipofilicas-lipdfilas e interacciones m-1m. Los DNC se
autoensamblan de acuerdo con el reconocimiento molecular mutuo basado en la
topografia cooperativa de los COF. Suelen mostrar diferencias significativas en
comparacion con sus moléculas originales. Estas diferencias pueden incluir cambios
drasticos en la solubilidad, el PF, las propiedades 6pticas, la BD o la estabilidad, son
un complemento viable y poderoso a las metodologias tradicionales de derivatizaciéon
sintética para alterar las propiedades fisicas de un material. Los solvatos e hidratos,
sales, cocristales y eutécticos que caen bajo el paraguas de los DNC (Stoler et al.,
2015).

1.3.4.1. Solvatos e hidratos

Los hidratos y solvatos son solidos multicomponentes en los cuales un
componente es solido a temperatura ambiente (IFA) y el otro liquido (agua o
disolvente). Se ha estimado que aproximadamente un tercio de las sustancias

farmacéuticamente activas son capaces de formar hidratos.

Los hidratos son el tipo mas frecuente de compuestos organicos solvatados y
pueden formarse mediante diferentes relaciones estequiométricas entre el IFA y el
agua. La presencia de moléculas de agua afecta las interacciones intermoleculares y
el grado de desorden cristalino, impactando en la energia libre, los parametros
termodinamicos, la solubilidad, la velocidad de disolucion, la estabilidad del estado
sélido y la BD de los IFA hidratados (Pinto Vitorino et al., 2019). La molécula de agua,
debido a su pequefio tamafio y su capacidad de formacién de enlaces de hidrégeno
multidireccionales, puede llenar facilmente huecos estructurales. La mera presencia de
agua en un sistema no es razdén suficiente para esperar la formacion de hidratos,
porque algunos compuestos, aunque son solubles en agua, no forman hidratos. Es la
actividad del agua en el medio la que determina si se formar4 una determinada
estructura de hidrato. Se pueden formar solvatos cuando se usa un disolvente
organico puro o una mezcla de disolventes para cristalizar el compuesto (Bashimam et

al., 2022; Vippagunta et al., 2001). La formacién de solvatos suele ser indeseable,
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especialmente con disolventes que produzcan toxicidad. Los hidratos y los solvatos
también pueden presentar diferentes formas polimérficas, fenbmeno denominado

como solvatomorfismo (Byrn et al., 1999).

1.3.4.2. Sales de uso farmacéutico

Banerjee y col. (2005) definieron a las sales como sistemas de multiples
componentes en los que los protones son trasladados de un acido a una base en un
estado idnico. En las sustancias activas, la sal organica farmacéutica se compone de
una sustancia activa o intermediaria de sintesis y un contraidon apropiado. Las sales
organicas son posibles de formar ya que gran cantidad de las sustancias activas
tienen grupos funcionales de naturaleza acida o base débil que son ionizables. La
conversion de un &cido o base libre a su estado salino es un método frecuentemente
empleado en el sector farmacéutico. El hecho de que aproximadamente la mitad de las
sustancias activas estén comercializadas en forma de sal indica la importancia de esta
forma solida. La solubilidad de la sustancia activa en medio acuoso es muy importante
para la absorcion y en la préactica la mayoria de los farmacos no contienen los grupos
adecuados para conferir una buena solubilidad en medio acuoso. Es aqui donde la
salificacion (formacién de una sal organica) se presenta como una alternativa. La
transformacion de una sustancia activa en una sal farmacéutica puede impactar en
diversos aspectos, como las propiedades fisicoquimicas y especialmente la solubilidad
en medio acuoso. A semejanza de otras estructuras, las sales farmacéuticas pueden
existir como polimorfos, solvatos, hidratos, etc., que deben ser caracterizadas

adecuadamente (Ortiz Lara, 2017).

1.3.4.3. Cocristales farmacéuticos

La ingenieria de cristales comenz6 en la década de 1970 con el estudio de las
reacciones topoquimicas en estado sélido. En 1989 se publicé una definicion quimica
amplia de la ingenieria de cristales y en 1995 se propuso el concepto de sintén
supramolecular, seguido por el de heterosintones y sus posibles aplicaciones para el
disefo de cocristales farmacéuticos en 2004. La capacidad de un cocristal para ajustar
sistematicamente las propiedades fisicoquimicas de un farmaco (es decir, solubilidad,
permeabilidad, hidratacion, color, compactacion, BD) sin cambiar su estructura
molecular es el sello distintivo y el foco de atencidn en los cocristales farmacéuticos. El
periodo comprendido entre 2015 y la actualidad ha sido testigo del lanzamiento de
varios farmacos de tipo sal-cocristal con una eficacia mejorada y una alta BD,

patentados y comercializados (Bolla et al., 2022).
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Hay muchas definiciones de cocristal que se pueden encontrar en la literatura.
La definicibn mas aceptada se ha desarrollado después de un debate que dur6 varios
afios, como un material cristalino homogéneo que estd formado por dos o mas
moléculas en cantidades estequiométricas definidas, unidas por fuerzas no covalentes
(Desiraju et al., 2013). La FDA define los cocristales farmacéuticos como "materiales
cristalinos compuestos de dos o mas moléculas diferentes, tipicamente IFA y COF de
cocristales, en la misma red cristalina (Tupe et al., 2023). Debido a que los cocristales
tienen un gran potencial para la industria farmacéutica y a que algunos ya estan en el
mercado, la FDA ha publicado una guia para la industria sobre la clasificacién
regulatoria de los cocristales. Desde una perspectiva regulatoria, los productos
farmacéuticos que estan disefiados para contener un nuevo cocristal se consideran
analogos a un nuevo polimorfo del IFA. Un cristal formado por dos o mas IFA (con
o sin la adicion de un COF) sera reconocido como un producto farmacéutico con

una combinacion de dosis fijay no un solo IFA nuevo (Chakraborty et al., 2022).

Para evaluar qué tipo de COF seleccionar a la hora de desarrollar sélidos
multicomponentes se deben considerar los sintones que se pueden formar. Los
sintones supramoleculares fueron conceptualizados por primera vez por Desiraju
(1995). Estos orientan y controlan la estructura del empaqguetamiento de cristales para
mejorar las propiedades biofarmacéuticas de farmacos poco solubles sin afectar su
respuesta farmacoldgica. Desiraju (1995) describié los sintones supramoleculares
como una disposicién espacial de interacciones intermoleculares que sirven como
base para cualquier sintesis supramolecular (Tupe et al., 2023). Estos sintones
supramoleculares se clasifican como homosintones o heterosintones segun los grupos
funcionales complementarios en el farmaco y el coformador. Homosintén se refiere a
la interaccién molecular que ocurre entre dos grupos funcionales iguales presentes en
el IFA y su COF, tales como grupos acido-----a4cido y amida-----amida; mientras que
heterosinton se refiere a la interaccion entre dos grupos funcionales distintos, tales
como grupos acido-----amida, acido-----piridina y amida-----piridina. Se demostr6 que el
heterosinton es clave para el disefio de solidos multicomponentes, en los que las
interacciones de ensamblaje son tipicamente enlaces de hidrégeno (pero también
pueden incluir otras interacciones intermoleculares) y, mas particularmente, para el
disefio de cocristales farmacéuticos, que son aductos constituidos por un IFA y un
COF farmacéuticamente aceptable (Gunnam et al., 2023). La eleccion de los sintones
se considera una estrategia eficaz y aceptable en el disefio de cocristales
farmacéuticos (Prashar at al., 2023) ya que permite mantener las propiedades

farmacoldgicas de los IFA existentes intactas, mientras se adaptan sus propiedades
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fisicoguimicas; como densidad, dureza, indice de refraccién, temperatura de fusion,
entalpia de fusién, presion de vapor, solubilidad, velocidad de disolucién, entre otras
(Stahl et al., 2002; Wouters et al., 2012).

Segun la naturaleza de los COF, los cocristales se pueden clasificar como
Cocristales Moleculares (CCM) o Cocristales I6nicos (CCl) (Chakraborty et al., 2022):

v CCM: este tipo de cocristal se forma con dos 0 méas sélidos y
COF neutros principalmente, en una relacion estequiométrica. El enlace de
hidrégeno es la interaccion mas abundante encontrada en los CCM, aunque en
ciertos casos ocurren interacciones 1 -11. BetaClor® llegd al mercado por primera vez

como un producto de CCM gque contienen betaina e hidrato de cloral.

v CCI: contienen enlaces de hidrégeno asistidos por carga o
enlaces de coordinacion que tienen menos probabilidades de verse afectados por los
disolventes utilizados. En el caso de los CCI, existen al menos dos variables, mientras
que la mayoria de los CCM ofrecen solo una variable y, como resultado, los CCI
brindan mayor diversidad que los CCM en términos de composicion y propiedades. En
esta clasificacion se encuentran los cocristales zwitteridnicos. Depakote® es el primer

CCI comercializado que se compone de acido valproico y valproato de sodio.

1.3.4.4. Eutécticos

Los eutécticos son solidos cristalinos multicomponentes que han sido
ampliamente observados en sistemas organicos y farmacéuticos, junto con soluciones
sélidas y cocristales. En ciertos casos, se han propuesto como intermediarios en la
formacioén de cocristales, siendo las constantes eutécticas de la solucion factores clave
en la estabilizacion y formacion de estos en solucién. Un ejemplo destacado es la
composicion eutéctica de los anestésicos locales lidocaina y prilocaina, utilizada para
mejorar la penetracion transdérmica. Las propiedades termodindmicas de los
eutécticos, como la energia libre, la entalpia y la entropia, pueden conferir ventajas
significativas en términos de solubilidad y disolucidn, especialmente en farmacos poco

solubles, so6lidos amorfos y dispersiones soélidas (Cherukuvada y Nangia, 2014).

Los productos eutécticos son el resultado de un delicado equilibrio entre las
interacciones moleculares (adhesivas o cohesivas) y los factores de tamafio y forma
de los componentes. Cuando las interacciones adhesivas (heteromoleculares) son
suficientemente fuertes, se favorece la formacién de cocristales, independientemente

de los factores geométricos. Por el contrario, cuando las interacciones cohesivas
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(homomoleculares) predominan, el sistema tiende a formar eutécticos (Cherukuvada y
Guru Row, 2014; Cherukuvada y Nangia, 2014).

Desde un punto de vista termodinamico, un eutéctico se forma a partir de dos
sélidos en una fase homogénea que aparece en un punto especifico del diagrama de
fases. Este punto, caracterizado por una relacion molar y una temperatura concretas,
representa la miscibilidad perfecta entre los dos componentes y corresponde al

minimo coherente del diagrama (Stoler et al., 2015).

Tradicionalmente, los eutécticos farmacéuticos se obtienen mediante técnicas
como la fusiébn o la coprecipitacion asistida por solvente. Sin embargo, se ha
demostrado que métodos como la compactacién y la molienda también pueden inducir
la formacién de eutécticos. La elucidacion de la composicion eutéctica exacta y su
integridad estructural representa un desafio debido a su naturaleza heterogénea y, en
ocasiones, no estequiométrica, a diferencia de los cocristales. Las técnicas rutinarias,
como la Difraccion de Rayos X en Polvo (DRXP), no son utiles para identificar
eutécticos de manera efectiva. En cambio, el Andlisis Térmico (AT), particularmente la
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, se utiliza esta sigla en inglés, de “Differential
Scanning Calorimetry”), han demostrado ser herramientas diagnésticas clave para
caracterizar el comportamiento de fusién de los eutécticos (Cherukuvada y Guru Row,
2014).

1.3.4.5. Cocristales vs. sales, hidratos y solvatos, y

eutécticos

Los solvatos y los cocristales se distinguen principalmente por la naturaleza de
sus componentes. Mientras que en los solvatos uno de los componentes es un liquido
y el otro un sélido, en los cocristales ambos componentes son sélidos. Por otro lado, la
diferenciacién entre sales y cocristales radica en la transferencia de protones. En la
formacion de sales, se produce una transferencia completa de protones entre los
componentes, lo cual no ocurre durante la formaciéon de cocristales. En cambio, los
cocristales se estabilizan mediante interacciones no covalentes, tales como enlaces de

hidrégeno, fuerzas de van der Waals y apilamiento -1 (Chakraborty, 2022).

Desde el punto de vista estructural, los cocristales presentan un orden de corto
alcance entre moléculas vecinas, un rasgo que también podria estar presente en los
eutécticos. En ambos sistemas, este orden de corto alcance refleja una preferencia por
las interacciones moleculares heteroméricas sobre las homoméricas. Sin embargo, los

eutécticos y los cocristales se diferencian en términos de orden de largo alcance:
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mientras que los cocristales exhiben una organizaciéon altamente ordenada, los

eutécticos carecen de dicho orden, mostrando caracteristicas mas desordenadas.

La formacién de un cocristal o un eutéctico a partir de una derivatizacion no
covalente depende de las fuerzas termodinamicas predominantes. Un cocristal se
formara cuando la ventaja entalpica asociada a las interacciones ordenadas supere la
pérdida de entropia generada por el empaquetamiento cristalino. En cambio, un
eutéctico sera el producto predominante cuando la ganancia de entropia asociada al
desorden molecular supere la ventaja entalpica del cristal ordenado. Estas condiciones
de predominio entalpico o entrépico estan influenciadas, en gran medida, por la
topografia molecular de los componentes. En sistemas donde los grupos funcionales
favorecen la formacion de enlaces no covalentes eficaces y la compatibilidad
geomeétrica permite un empaquetamiento cristalino éptimo, es probable que se genere
un cocristal. Por el contrario, si las moléculas presentan una compatibilidad limitada en
términos de forma o empaquetamiento, las fuerzas no covalentes favoreceran la

formacion de un eutéctico como producto predominante (Stoler et al., 2015).

Con el creciente interés en el disefio y la formulacion de cocristales,
recientemente se ha propuesto una extension de la regla del pKa para diferenciar
cocristales de sales (Cruz Cabeza et al., 2012). Esta regla define que para: ApKa < 1
hay alta probabilidad (méas del 90%) de formarse complejos acido-base no ionizados
(cocristales), mientras que para ApKa > 3 se produciran sales debido a la transferencia
completa de protones (Bashimam et al., 2022). Estos rangos se ampliaron a ApKa > 4
para sales, ApKa < -1 para cocristales y -1 a 4 como el régimen intermedio de ApKa
(Gunnan et al., 2023). En la regién intermedia de ApKa, la estructura cristalina del
complejo en si tiene una fuerte influencia en la ubicacion del protén del acido y, a
veces, la determinacion experimental de la posicion del proton puede ser un desafio
(Cruz Cabeza et al., 2012). Existen muchos casos en los que la capacidad predictiva
de ApKa es en realidad pobre en el rango de -1 a 4, denominada la region gris, donde
todavia se pueden formar complejos entre acidos y bases, aunque pueden ser sales o
cocristales 0 pueden contener protones compartidos o ionizacion mixta, es decir
estados que no pueden asignarse a ninguna de las categorias (Bashimam et al.,
2022). El ApKa no deberia ser el Gnico indicador al buscar la formacién de cocristales,
pero sirve como herramienta de apoyo para seleccionar COF y en las proyecciones

iniciales.
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1.4. CARACTERIZACION DE LOS SOLIDOS FARMACEUTICOS

1.4.1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

La Microscopia Optica (MO) proporciona informacion importante sobre la
morfologia o habito, el tamafio, el color y la naturaleza cristalina o amorfa de las
particulas. Se basa en la incidencia de una luz visible sobre una muestra (colocada en
el portaobjeto del microscopio éptico) que puede reflejar o transmitir dicha luz para ser
detectada después de amplificaciones mediante sistemas Opticos, por el ojo humano o

por cAmaras fotograficas o de video.

El uso de filtros polarizadores en un microscopio Optico permite diferenciar
entre sustancias anisotrépicas e isotropicas. La luz que vibra en un solo plano,
conocida como luz polarizada, es utilizada en la Microscopia de Luz Polarizada (MLP).
Las sustancias cuyas propiedades dependen de la orientacion del cristal, como la
velocidad de transmision de la luz, se denominan anisotrépicas. La birrefringencia o
doble refraccién, que ocurre cuando un cristal separa un rayo de luz en dos rayos
desigualmente refractados y polarizados debido a la diferencia en la velocidad de la
luz, es una caracteristica de muchas sustancias anisotropicas. Por esta razon, al rotar
la platina en un MLP, las particulas cristalinas cambian de color o se ven opacas. Las
particulas amorfas y los cristales de simetria cubica son isotrOpicos (presentan
independencia entre las propiedades y la direccion) y no se observan cambios al rotar

la platina del microscopio.

1.4.2. ESTUDIO DE PROPIEDADES TERMICAS

La temperatura a la que la fase soélida y la fase liquida estan en equilibrio se
conoce como PF y es una propiedad fisica fundamental. Es un proceso termodinamico
con una energia de transicion libre nula. El PF de un compuesto se utiliza para
clasificarlo y determinar su pureza, también es particularmente Util debido a sus
relaciones con la solubilidad acuosa y la presién de vapor (Tupe et al., 2023). En el
presente trabajo, la determinacion inicial de la temperatura de fusion se llevé a cabo
utiizando un fusidbmetro. Posteriormente, los resultados obtenidos se refinaron
mediante la aplicacion de técnicas adicionales de AT, con el objetivo de obtener datos

mas precisos Yy fiables.

La definicibn generalmente aceptada de AT abarca al grupo de técnicas en las
gue se mide una propiedad fisica de un sistema (sustancia o un material) en funcion

de la temperatura, mientras se lo somete a un programa de temperatura controlado. La
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representacion gréafica de la propiedad medida en funcién de la temperatura (o tiempo)
se denomina termograma (Volonté, 2013). Se pueden evaluar cambios en la masa,
calor o flujo de calor, entalpia y otras propiedades. En el campo de la investigacion
farmacéutica, se ha aplicado a menudo para investigar y caracterizar diferentes
sustancias farmacéuticas, en lo que respecta a estabilidad fisica (pérdida de peso,
pérdida de hidratacion/ solvatacion, degradacién y/o descomposicion), transiciones de
fase (fusion, sublimacién, conversion de polimorfo) y otros fenédmenos complejos

(reaccion quimica, vitrificacion, relajacion, etc.) (Tupe et al., 2023; Lin, 2021).

En el AT, el cambio de peso que sufre una muestra en funciéon de la
temperatura constituye la base de la Termogravimetria (TG), mientras que la medida
de los cambios de temperatura origina el Andlisis Térmico Diferencial (ATD), y si en
lugar de temperatura se miden cambios de energia la técnica se denomina DSC. Asi,
por ejemplo, la TG indica el momento y la magnitud de los cambios de peso de una
muestra, mientras que el ATD y el DSC permiten determinar si una reaccion o cambio
fisico es endotérmico o exotérmico, y, en el caso de DSC, también permite medir la

variacion de calor (Volonté, 2013).
Las técnicas mas comunes utilizadas para el AT son:

TG
DSC
ATD

Andlisis Termomecanico (ATM)

AN N N

Microscopia de Platina Calentable (HSM del inglés Hot Stage Microscopy)

Tabla 1.1. Técnicas convencionales y propiedades representativas medidas en AT (Lin, 2021)

TECNICA PROPIEDADES

TG Descomposicion, oxidacion, pérdida de disolvente.

ATD Puntos de fusién, transiciones vitreas, cambios de fase.

DSC Puntos de fusion, calores de reaccién, transicion vitrea, capacidad calorifica.
ATM Expansion, contraccion, penetracion, ablandamiento, transicion vitrea

HSM Transicion térmica, cambio de color visual

TG: Termogravimetria, ATD: Andlisis Térmico Diferencial; DSC: Calorimetria Diferencial de Barrido;
ATM: Andlisis Termomecanico; HSM: Microscopia con Platina Calentable.

Debido a su capacidad para capturar datos térmicos adicionales, la DSC y la

HSM se consideran las técnicas preferidas para obtener datos del PF. En esta tesis se

utilizaron las técnicas de DSC, TG, y para complementar estos datos, HSM.
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En la Tabla 1.1 se resumen las propiedades mas representativas que se
pueden determinar con cada técnica de AT. Andlisis TG es una técnica apropiada para
determinar las formas hidratos/solvatos de los cristales o cocristales o la presencia de
componentes volatiles, asi como la temperatura de descomposicién o sublimacion del
sélido. El analisis TG puede predecir la estabilidad térmica, la compatibilidad y la
pureza del cocristal. La pérdida de peso de la masa de la muestra durante el analisis
TG es un signo de pérdida de componentes volatiles o descomposicién de cocristales
(Tupe et al.,, 2023). La curva TG es la representacion grafica del resultado de un
analisis TG. Se muestra la masa en funcién de la temperatura o el tiempo en valor
absoluto o porcentaje. Una caracteristica clave de la TG es que solo puede detectar
procesos como la sublimacion, la desorcion, la absorcién y la descomposicion, que
son los que conducen a la ganancia o pérdida de masa. Por otro lado, esta técnica no
puede detectar cambios de masa no relacionados, como la fusién reversible y las

transiciones sélido-solido.

Generalmente se grafica la primera derivada del grafico TG, conocida como
curva DTG (del inglés Derivative Thermogravimetric Analysis) debido a que los
cambios de masa (peso) se traducen en picos. La grafica DTG, que representa la
velocidad de cambio de masa en funcién de la temperatura (dm/dt), ayuda a identificar
con mayor claridad la temperatura inicial y final de los procesos térmicos y permite
detectar la presencia de eventos solapados. El valor maximo de pico, que representa
la temperatura de maxima velocidad de reaccion o el proceso en general, es un

parametro importante en las curvas DTG.

La DSC es la técnica analitica ampliamente utilizada en la industria
farmacéutica para caracterizar cocristales, en la cual se compara el flujo de calor
(dQ/dt) de una muestra contenida en un portamuestra con el de un portamuestra
vacio, que actia como referencia, en una atmésfera controlada y en un rango de
temperatura predeterminado. La curva DSC, que representa la diferencia de energia
(flujo caldrico) entre la muestra y la referencia en funcién de la temperatura o el
tiempo, es el resultado gréafico de este andlisis. Por lo tanto, picos positivos o negativos
en una curva caracteristica se asocian con cambios en la linea de base y eventos
endotérmicos o exotérmicos. Los procesos de fusion, ebullicion, sublimacion,
transiciones de fase, desolvatacién y degradacion quimica son endotermas, por otro
lado, la cristalizacién, la descomposicién por oxidacion o reduccion, o las reacciones
guimicas que liberan calor son exotermas, estos procesos pueden verse reflejados en
la grafica DSC. La DSC tiene la ventaja de ser una técnica sensible y rapida que solo

requiere unos miligramos de muestra. La Farmacopea de los Estados Unidos (USP,
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del inglés United States Pharmacopeia) y la Farmacopea Argentina (FA) codifican
tanto la DSC como la TG para caracterizar el estado solido de IFA y excipientes.
Tanto para el ATD como para DSC, el hecho de representar los procesos
endotérmicos con picos hacia abajo y exotérmicos hacia arriba es una convenciéon
(Fig. 1.3). Los picos observados en los termogramas presentan varias temperaturas
caracteristicas que se emplean a la hora de describirlos. La Figura 1.4 muestra un
esquema donde se pueden observar a qué parte de la curva corresponden cada una
de dichas temperaturas (su determinacién es igual tanto para picos endo como
exotérmicos). En esta tesis se optd por mostrar en los graficos y tablas los valores
experimentales de la temperatura extrapolada de inicio, que corresponde a la
interseccién entre la linea de base previa al pico y la linea que surge de extrapolar el
primer segmento del pico. En el caso de picos anchos o poco definidos, resulta
conveniente determinar la temperatura de pico como la interseccion entre las lineas

extrapoladas de las curvas laterales de dicho pico.

Oxidacion

Exotérmico

Transicion
Vitrea

Cristalizacion

AT

Descomposicion

Endotérmico

Temperatura (2C)

Figura 1.3. Termograma de Andlisis Térmico Diferencial (Volonté, 2013).

S
rd

Exotérmico

Temp (2C) T Tie Tp T

Figura 1.4. Curva de Analisis Térmico en la que se distinguen la Temperatura de inicio (T;), de
inicio extrapolado (Tie), de pico (T,) y de recuperacion (T;) (Volonté, 2013).

La HSM o también conocida como “método Kofler’, es una técnica que

combina la microscopia con el andlisis térmico para investigar las propiedades fisicas
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de materiales sélidos en funcién de la temperatura y el tiempo. Se pueden observar
transiciones de fase en cristales y transiciones térmicas como el PF, rango de fusion,
nucleacion de cristales, crecimiento de cristales, transformaciones cristalinas, entre
otras (Lin ,2021). Una vez iniciado el programa de temperatura, se puede observar
directamente la muestra o grabar las imagenes con un software adecuado. Asi, es
posible correlacionar los cambios que se detectan por TG, ATD y/o DSC con las
modificaciones de la muestra (Volonté, 2013). Se considera complementaria de la
DSC y TG, siendo particularmente til para confirmar transiciones y eventos térmicos

detectados con esas técnicas analiticas (Tupe et al., 2023).

Cabe destacar que la cocristalizaciébn no puede cambiar la temperatura de
fusion de un IFA, cambia la temperatura de fusion de una nueva forma en la que se
prepara el IFA, es decir, del cocristal que contiene al IFA. Lo mismo se aplica a la

solubilizacion y otras propiedades (Chakraborty, 2022).

1.4.3. CARACTERIZACION MOLECULAR POR METODOS
ESPECTROSCOPICOS

Entre los métodos espectroscopicos utilizados para la caracterizacion

molecular, se encuentran:

v Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR)

v Espectroscopia Infrarroja de Reflectancia Difusa con Transformada de Fourier
(DRIFT).

v Espectroscopia Raman.

v Resonancia Magnética Nuclear del Estado Sélido (RMN-ES)

La FT-IR, es un método muy utilizado para predecir y determinar la
conformacion quimica, las interacciones intermoleculares y los estudios de interaccion
entre IFA y COF. Su principio basico es la medicidén de la cantidad de radiaciéon IR
absorbida o transmitida por una muestra, lo cual puede ser efectuado en el modo
transmisién o reflectancia. La energia de esta radiacion es baja, provocando soélo
cambios vibracionales en los enlaces moleculares. El espectro IR de un sdlido se
puede medir suspendiéndolo en aceite mineral (nujol, por ejemplo) o mortereando la
muestra con KBr y formando una pastilla mediante la aplicacién de presion. Este
método es rapido, no destructivo, sensible a cambios en la estructura molecular y
puede detectar grupos funcionales (Tupé et al., 2023). Una variante de la técnica de
FT-IR es la DRIFT. Como consecuencia de la interaccién con las particulas de un

sdlido, el haz de luz IR incidente puede sufrir absorcion, reflexion y dispersion. La
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parte de la luz dispersada dentro de la muestra y que retorna a la superficie es
considerada reflexion difusa, la que, al ser captada por el detector, da lugar al
correspondiente espectro DRIFT. Aqui, el sélido a analizar se dispersa en un medio no
absorbente, sin ser sometido a energia mecanica (no es comprimido, sino dispersado
en KBr), ni térmica durante su preparacion. La espectroscopia DRIFT es mas
adecuada que la FT-IR para diferenciar entre polimorfos, porque se necesita minima

manipulacion de la muestra, y fue la que se utilizé en esta tesis.

La RMN-ES ofrece informacién sobre la movilidad molecular, las diferencias en
los enlaces de hidrégeno y la cristalinidad de los sélidos y permite obtener informacién
estructural a partir de polvos de cocristales dificiles de caracterizar mediante analisis
de Difraccién de Rayos X de Monocristal (DRXM). Esta técnica también se emplea
para diferenciar cocristales y sales ya que puede detectar el grado de transferencia de

protones (Tupe et al., 2023).

1.4.4. DETERMINACION DE ESTRUCTURAS CRISTALINAS

La Difraccién de Rayos X (DRX) es una técnica no destructiva utilizada en la
quimica del estado sélido para caracterizar materiales cristalinos tanto organicos como
inorganicos en diversos campos. Tiene un enorme potencial para el analisis de
farmacos en estado sélido en todas las etapas, desde el descubrimiento, desarrollo,
fabricacién y control de calidad de productos farmacéuticos. Proporciona informacion
sobre estructura cristalina, polimorfismo, grado de cristalinidad, caracter amorfo de
formulaciones sdélidas, compatibilidad con excipientes, deteccibn de impurezas,
estudios de estabilidad, uniformidad de dosificacibn y control del proceso de
fabricacién. Los patrones DRX resultan de ondas electromagnéticas que inciden en
una matriz regular de dispersiones y constituyen la huella digital de los arreglos
atobmicos periodicos en un material determinado. Los patrones DRX de solidos
cristalinos se pueden obtener a partir de muestras policristalinas (polvos) y/o de un
solo cristal (monocristal). EI método que emplea Monocristales se llama DRXM,
mientras que el método que emplea Polvos se llama DRXP. La DRXM es factible de
utilizar cuando se logra la obtencion de monocristales de alta calidad y tamafio
adecuado. La DRXP se emplea para caracterizar las propiedades estructurales de
polvos o materiales sdélidos microcristalinos, identificar la formacién de nuevas fases
sélidas y diferenciar nuevas fases sélidas en los aductos, respecto a los compuestos
originales en funcién de sus diferentes picos de difraccién; mientras que la DRXM
permite determinar la disposicion tridimensional de los atomos en una sustancia

guimica cristalina (Chakraborty et al., 2022; Lin, 2021).
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1.5. PROPIEDADES BIOFARMACEUTICAS

El desarrollo de nuevos farmacos y la optimizacién de los existentes suponen
desafios significativos relacionados con sus propiedades biofarmacéuticas. Entre
estas, el Coeficiente de Particion aparente (Pap), la solubilidad y la velocidad de
disolucion son factores determinantes en la absorcién, BD y eficacia terapéutica de un
IFA. Mejorar estas propiedades es esencial, especialmente para farmacos clasificados
como poco solubles y/o poco permeables segin el Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica (SCB). Este sistema constituye un marco cientifico para clasificar las
sustancias farmacoldgicas en funcién de su solubilidad acuosa relacionada con la
dosis a tres pH relevantes, y la permeabilidad intestinal (Amidon et al., 1995). De
acuerdo con el SCB todos los IFA se encuadran en una de cuatro categorias (I, Il, Ill o
IV) (Fig. 1.5): clase | (alta solubilidad-alta permeabilidad), clase Il (baja solubilidad-alta
permeabilidad), clase Il (alta solubilidad-baja permeabilidad) y clase IV (baja
solubilidad-baja permeabilidad) (Breda et al.,, 2009). Los principales factores que
afectan la absorcion oral de un IFA son la solubilidad y permeabilidad (Rodriguez
Hornedo, 2009) y, en consecuencia, la baja solubilidad y escasa permeabilidad se
encuentran entre las principales causas de fallos durante el desarrollo de nuevos

farmacos (Azevedo Barbosa et al., 2020).

A,
el
o
CLASE | CLASE I g
1 Solubilidad } Solubilidad 2
tPermeabilidad fPermeabilidad g8
CLASE 1lI CLASE IV
TSolubilidad |Solubilidad
Permeabilidad lPermeabiIidad
Solubilidad

Figura 1.5. Representacion esquemética del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica.

1.5.1. COEFICIENTE DE PARTICION

El caracter hidrofébico de los IFA condiciona su comportamiento frente al
pasaje a través de membranas bioldgicas, el transporte, la distribucion, la unién con el

receptor y, en el caso de los antibi6ticos, su acumulacion en las células bacterianas;
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juega, ademas, un papel fundamental en el planteamiento de correlaciones
cuantitativas entre la estructura y la actividad biolégica de sustancias (QSAR)
(Claramunt et al., 2001). Este parametro fisicoguimico puede determinarse
experimentalmente analizando la distribucion relativa de un IFA en una mezcla de n-
octanol/agua. Los IFA hidrofébicos o lipofilicos se solubilizaran preferentemente en la
fase n-octandlica y los hidrofilicos lo haran en la fase acuosa. La distribucion relativa

se denomina coeficiente de Particion (P) y se obtiene aplicando la siguiente ecuacion:

Concentracién del IFA en fase n — octandlica

Concentracion del IFA en fase acuosa

La concentracién en cada fase se determina al someter al IFA a un proceso de
reparto entre ambos disolventes. Valores de P mayores que 1 indican que el IFA es

mas soluble en lipidos que en agua y viceversa. (Martinez et al., 2001).

El Pap, una medida de la distribucion de un farmaco entre fases hidrofila y
lipdfila, influye en su capacidad para atravesar membranas biolégicas. Por su parte, la
solubilidad y la velocidad de disolucion son parametros criticos para garantizar que la
cantidad suficiente de principio activo esté disponible en el sitio de absorcion. Estas
propiedades no solo dependen de las caracteristicas intrinsecas del compuesto, sino
también de su forma sélida y de las estrategias empleadas para su modificacion. En
este contexto, luego de implementar diversas metodologias para optimizar estas
propiedades biofarmacéuticas, como la generacion de cocristales y eutécticos, se

realizaron ensayos para evaluar dichas propiedades biofarmacéuticas.

1.5.2. SOLUBILIDAD Y VELOCIDAD DE DISOLUCION

La solubilidad define la cantidad méaxima de farmaco que se puede disolver en
una cierta cantidad de solvente durante un cierto periodo de tiempo en el cual se
alcanza el equilibrio entre las fases sélida y liquida. Entre los muchos parametros que
tienen impacto en la formulacién y en la BD de los IFA poco solubles en agua, la
solubilidad es uno de los mas importantes, principalmente porque condiciona la
concentracion de IFA que alcanza el torrente circulatorio. Es por ello que frente a IFA
poco solubles se adoptan diversas medidas para mejorar esta propiedad fisicoquimica,
tales como la formacién de sales, la dispersion soélida, la reduccién del tamafio de las
particulas y la cocristalizacién (Chakraborty, 2022). La solubilidad de los cocristales
puede determinarse mediante la solubilidad en equilibrio y la solubilidad cinética. Las

mediciones del equilibrio termodindmico proporcionan una medida de los procesos de
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solubilizacién de los cocristales, mientras que los estudios cinéticos proporcionan
informacidn sobre las escalas de tiempo de los procesos dinamicos y las fluctuaciones
de concentracion durante la disolucion de los cocristales. Por otro lado, la disolucién
depende de la velocidad a la que el soluto se disuelve en el disolvente para alcanzar el
equilibrio en un momento especifico. Por lo tanto, podemos denominar la solubilidad

como un proceso termodinamico y describir la disolucion como un proceso cinético.

Segun Maheshwari y col. (2012) la solubilizacion de un cocristal en un medio
de disolucién pasa por los siguientes dos pasos principales. El primer paso implica la
liberacion de solutos de la red cristalina del cocristal y el segundo paso es la
solvatacion de esas moléculas de soluto liberadas. Por lo tanto, se puede afirmar que
la energia libre de la solubilizacién del cocristal combina tanto la energia libre
involucrada con la liberacion de moléculas de soluto de una red cristalina como la
energia libre involucrada con la barrera de solvatacion del cocristal. La afirmacion

anterior se puede representar mediante la siguiente ecuacion:
AGsqubiIizacién = AGred cristalina AGsoIvatacién

donde AGsouniizacion €S la energia libre de Gibb involucrada en todo el proceso de
solubilizacién, AGred cistaina €S la energia libre de Gibb involucrada con la red
cocristalina y AGsonvaaacisn €S la energia libre de Gibb involucrada con la barrera de

solvatacion.

Cuando AGieq cristatina Y AGsonatacisn S€ vuelven insignificantes, se logra una
mejora en la disolucién del cocristal debido a la reduccién en el cambio de
AGsobilizacisn. S€gun Maheshwari y col. (2012), esta solvatacion actia como la barrera
mas importante para la solubilizacion de farmacos poco solubles en agua. De la
revision de literatura, también se concluye que los COF altamente solubles en agua
son mas efectivos para aumentar la solubilidad de farmacos hidr6fobos mediante la

técnica de cocristalizacion.

Los cocristales tienen el potencial de disminuir la fuerza de la red cristalina y al
mismo tiempo aumentar la afinidad por el solvente. Bavishi y col. (2016) explicaron el
fendmeno de resorte y paracaidas (Spring-parachute effect, en inglés), que mejora la
solubilidad de los farmacos hidrofébicos mediante la formaciéon y mantenimiento del
estado metaestable sobresaturado. El aumento de la solubilidad de los cocristales
mejora la velocidad de disolucion, que es el paso limitante de la velocidad en la

absorcion del farmaco en el tracto gastrointestinal.
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1.6. CONCLUSIONES

Si bien el campo de los cocristales ha sido bien estudiado a lo largo de la dltima
década del siglo XX en todo el mundo, sigue siendo un aspecto atractivo para los
investigadores debido a sus diversas aplicaciones en la quimica en general y en
especial en la industria farmacéutica. Siempre hay moléculas IFA que cocristalizar,
varios métodos que probar y muchos candidatos quimicos para actuar como COF, y

eso0 hace que la cocristalizacion sea siempre atractiva (Bashimam, 2022).

Los cocristales farmacéuticos son ahora un campo novedoso en la fabricaciéon
de formulaciones farmacéuticas. La industria estd cada vez mas interesada en ellos,
ya que pueden mejorar las propiedades de los IFA y minimizar el periodo de
desarrollo. La aprobacién regulatoria y el desempefio en el mercado son favorables.
También existe la posibilidad de crear cocristales bioequivalentes para su uso en
productos genéricos. La FDA y la Agencia Europea de Medicamentos tienen diferentes
marcos regulatorios para los cocristales farmacéuticos; por lo tanto, existe la
necesidad de directrices mas claras y racionales para aumentar las oportunidades

para el futuro mercado de cocristales (Tupe, 2023).

Se invierte una cantidad significativa de ingresos en el laborioso enfoque
sintético de crear Nuevas Entidades Quimicas (NEC) con efectos fisioldgicos
deseados que puedan formularse en productos farmacéuticos comerciales. La
manipulacion de la estructura de estado sélido de los IFA es comun dentro de la
industria farmacéutica y existen muchos enfoques para el desarrollo farmacéutico de
estado sélido. El perfil de estabilidad de un cocristal es motivo de gran optimismo ya
gue la mayoria de los cocristales muestran una estabilidad relativamente buena
durante su vida util. Teniendo todos estos aspectos en cuenta, se puede concluir que
la cocristalizacibn es una de las técnicas méas Utiles para mejorar propiedades
fisicoguimicas y biofarmacéuticas ofreciendo numerosas ventajas sin alterar las

propiedades terapéuticas de los farmacos (Chakroborty, 2022).
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2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

La prevalencia creciente del desarrollo de farmacos escasamente solubles en
agua genera un riesgo notable de obtener una biodisponibilidad erratica, con
consecuencias en su seguridad y eficacia, particularmente cuando son administrados
por via oral. Para superar este problema se han desarrollado diversas estrategias,
estas incluyen el cambio de la forma cristalina (polimorfos, hidratos, etc.), la formacion
de una fase amorfa, la formacion de sales, la sintesis de cocristales, la formulacion de
dispersiones sdlidas con polimeros hidréfilos, la inclusion en complejos con
ciclodextrinas, la formacién de complejos de inclusion, la formaciéon de nanocristales,
las formulaciones autoemulsificantes y la encapsulacion de soluciones orgénicas
(Tupe et al., 2023).

Por otra parte, el creciente nimero de patégenos microbianos resistentes a
multiples farmacos hace que el tratamiento de las infecciones bacterianas sea un
desafio en la actualidad. Por lo tanto, la necesidad de pensar en nuevos agentes
terapéuticos exitosos 0 nuevas estrategias terapéuticas, con minimo riesgo de efectos
secundarios es un tema de investigacion candente en quimica medicinal (Kumar et al.,
2020). Entre las multiples estrategias disponibles, el uso combinado de antibacterianos

ha generado resultados exitosos (Swain et al., 2020).

Desde 1972 existen informes en la literatura sobre la tendencia de las
Sulfonamidas de formar cristales polimérficos. Ademas, en las tres ultimas décadas
diversos grupos de investigaciéon han evaluado la formacion de cocristales y sales,
constituidos por Sulfonamidas Antibacterianas (SA) y distintas moléculas, tales como
aspirina y los acidos 2-aminobenzoico, 4-aminobenzoico y 4-aminosalicilico,
piperazina, entre otras (Caira, 2007; Roy et al, 2023). El interés de estas
investigaciones se fundamenté en: la busqueda de compuestos con efectos
antibacterianos sinérgicos, un ejemplo de ello es la obtencion de co-trimoxazol,
formado por Sulfametoxazol (SMX) y Trimetoprima (TMP) en una relacion molar 1:5;
en el uso ininterrumpido de las SA desde su aparicién, principalmente en paises del
tercer mundo, y en la disponibilidad y bajo costo de estos Ingredientes Farmaceéuticos
Activos (IFA). Por otra parte, presentan multiples grupos funcionales con propiedades
aceptoras y donoras de puente hidrégeno, que permiten la formacion de complejos
supramoleculares estables en solucién y posibilitan la generacién de cocristales en el
estado solido, en diferentes formas (Caira, 2007; Pinto Vitorino et al., 2013; Scheepers
et al., 2022).
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Es asi que estos “antiguos” farmacos, formando asociaciones moleculares en
el estado soélido, son candidatos para desarrollos farmacéuticos nuevos. Ademas,
proporcionan herramientas para la interpretacion de las relaciones entre la estructura

cristalina y su comportamiento fisicoquimico.

También las Fluorquinolonas (FQ) presentan una alta tendencia formar
interacciones intermoleculares en el estado sélido y existen multiples ejemplos de ello
en la literatura (Costa et al., 2023; Huang et al., 2013; Madeira et al., 2020; Santos et
al., 2020; Surov et al., 2018; Xu et al.,2014). Ademas, en nuestro grupo de trabajo
investigando la capacidad de heteroasociacion de las FQ, se obtuvo un aducto
supramolecular formado por Ciprofoxacino (CIP) y Norfloxacino (NOR), lo que
contribuy6 a poner en evidencia la capacidad de las FQ de formar uniones
intermoleculares, no covalentes, en el estado sélido (Pinto Vitorino, 2007). Se
demostrd, ademas, que combinaciones de CIP y NOR presentan efecto antibacteriano

sinérgico (Pinto Vitorino et al., 2013).

En el contexto descripto en parrafos anteriores, y en el marco conceptual y
metodoldgico de la Quimica Supramolecular y Farmacéutica, consideramos de interés
profundizar el estudio de las interacciones en el estado sélido entre SA y FQ
antibacterianas entre ellas y con Coformadores (COF) aptos para uso en humanos y

veterinaria y planteamos la siguiente hipoétesis:

Las FQ y SA son dos grupos farmacoquimicos con relevancia en
farmacoterapia antimicrobiana que presentan limitaciones en las etapas farmacéuticas
y biofarmacéuticas debido a su baja solubilidad o permeabilidad. La formacion de
aductos moleculares entre FQ y SA o con un COF optimiza las caracteristicas de estos
IFA al modificar sus propiedades fisicoquimicas, farmacéuticas y biofarmacéuticas,

principalmente la solubilidad y velocidad de disolucion.

A fin de poner a prueba la hipotesis, se abordd el tema por dos métodos
complementarios. Por un lado, se evalu6 el comportamiento de los IFA o de
combinaciones IFA-IFA en disolucion y por otro, se disefiaron, desarrollaron y
caracterizaron solidos multicomponentes y se evaluaron varias de sus caracteristicas

fisicoquimicas y biofarmacéuticas.
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2.2. OBJETIVO GENERAL

Optimizar las propiedades biofarmacéuticas y farmacéuticas de FQ y SA,
utilizando las posibilidades que ofrece la ingenieria de cristales y la quimica

supramolecular.

2.3. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Proponer y validar un método analitico para la cuantificacién simultdnea de FQ
y SA.

2. Describir la capacidad de interaccién intermolecular en solucién entre FQ y SA
y con el solvente, evaluando los efectos solvatocrémico, termocrémico, de aumento
de concentracién en solucién, y solvatacion preferencial en mezclas binarias de

solvente.

3. Disefar y desarrollar nuevas formas sélidas (cocristales o sales) constituidas

por FQ o SA y con compuestos considerados seguros para el uso humano.

4. Estudiar las propiedades biofarmacéuticas y farmacéuticas de los soélidos

obtenidos.

2.4. SELECCION DE LOS IFA

Los IFA escogidos para esta investigacion pertenecen al grupo farmacoquimico
de las FQ y SA. Las FQ NOR y CIP se eligieron por su importancia farmacolégica y se
optd, ademas, por las SA: Sulfanilamida (SNA) y SMX, por su conocida capacidad
como COF de cristales, asi como su actividad como agente antibacteriano. Se ha
incorporado la SNA como referencia, ya que es el prototipo del grupo SA. La Figura

2.1 ilustra sus estructuras y la Tabla 2.1 expone los datos mas relevantes para cada

IFA.
o) o) 0 o)
F. Fﬁj/\t
‘ OH ‘ OH
N N K\N N
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o 0
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Figura 2.1. IFA seleccionados para el estudio.

Tabla 2.1. Principales propiedades fisicoquimicas de: NOR, CIP, SNA y SMX.

IFA TF (°C)  Solubilidad en pKad Aceptores Dadores N° ASP BS

agua (mg/mL) puente H puente H enlaces (A) C
rotables
NOR 220- incrementa a 6,34 6 2 3 74,57 IV¢
2212 pH <5 0>10
pKan:8,75
CIP 255- practicamente 6,09 6 2 3 74,57 Ive
257° insoluble  pKan:8,76
SNA 164.5- 7500 (25°C)? 10,6 4 4 1 84,19 nd
166.52 pKan:2,27 )
SMX 168- 610 (37 °C)? 6,16 6 3 3 98,22 IVf

172¢

TF: Temperatura de Fusion; ASP: area de superficie polar; BSC: sistema de clasificacion biofarmacéutico; n.d.: no
determinado; a: Merck, 2006; b: Mazuel, 1991; c: Bruce, 1973; d: https//go.drugbank.com/; e: Breda et al., 2009;
f: Markovic et al., 2020.

La eleccion del COF mas adecuado es un paso crucial para impartir
propiedades deseables al cocristal, y representa un desafio importante en la ingenieria
de cristales. Los COF se seleccionan principalmente utilizando varios enfoques, tales
como estrategias basadas en conocimientos y métodos experimentales. Para
seleccionar los COF se tuvieron en cuenta las sustancias que integran el listado de
sustancias GRAS (del inglés: Generally Recognized as Safe), la tendencia a formar
enlaces de tipo puente de hidrégeno, la capacidad de generar homo o heterosintones
y las diferencias entre los valores de pKa de los grupos ionizables presentes en los
IFA (Tupe et al., 2023).

Las sustancias COF exploradas fueron Nicotinamida (NIC), Acido Antranilico
(ANT), Acido Citrico (CIT), Acido Malico (MAL) y Acido Tartarico (TART) (Figura 2.2).
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Las interacciones intermoleculares que contribuirian a la formaciéon de co-
cristales o sales entre los IFA seleccionados, o bien entre ellos y los COF, pueden ser
enlaces de hidrégeno, fuerzas de Van der Walls y asociaciones 1 entre anillos
aromaticos. Tal como puede apreciarse en las Figuras 2.1y 2.2y enla Tabla2.1ly
2.2 todos los compuestos seleccionados poseen fragmentos estructurales aptos para

establecer enlaces no covalentes y formar homo o heterosintones.

O OH

O
NH5

S NH,
‘ NIC

& ANT

H( 0 OH 8]
0 OH

HO
OH OH

HO oH HO

OH o] OH
CIT MAL 1l TART

Figura 2.2. Sustancias Coformadoras utilizadas.

Tabla 2.2. Principales propiedades fisicoquimicas de: NIC, ANT, CIT, MAL, TART.
COF TF(°C)®  Solubilidad pKaP Aceptor  Dador  N°enlaces ASPP

en agua puente puente rotables® A
(mg/mL) HP HP
(25°C)°
NIC 128-131 50,1 3.35 2 1 1 55,98
ANT 144-146 6,81 4,89 3 2 1 63,32
CIT 153 106 pKai:3.12 7 4 6 132,13
pKaz:4.76
pKas:6.40
MAL 128-132 218 3,2 5 3 3 94.83
TART 168-170 161 2,72 6 4 3 115.06

TF: Temperatura de Fusion; ASP: area de superficie polar; a: Merk, 2006; b: https//go.drugbank.com/
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Los enlaces por puente hidrégeno encontrados con mas frecuencia en la
literatura en estas IFA estan constituidos por los grupos -N-H....O, O=S=0....H-N-H y -
N-H....N-H (Caira et al., 2007; Pinto Vitorino et al., 2013) en el caso de las SA y por N-
H....O y O-H....H para el salicilato de CIP (Nagalapalli et al., 2014) y las sales de NOR
(Xu et al., 2014). Estas interacciones generan patrones de interaccién, denominados
sintones moleculares, que pueden agrupar moléculas en una sola disposicion
bidimensional o tridimensional en el cristal. Algunos ejemplos se muestran en la

Figura 2.3.

_V\ . /= _N<, ------- I
N\ A
H
----- 0 "
— Se— — |y
N\’ M-S

Figura 2.3. Sintones moleculares frecuentes en las interacciones por formacion de puente
hidrégeno entre SA o FQ.
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3.1. INTRODUCCION

El término “quinolona” se usa en un sentido genérico para referirse a la clase
de inhibidores de la sintesis del ADN que incluyen naftiridonas, isotiazol quinolonas,
quinazolinas y agentes relacionados (Alvarez-Hernandez et al., 2015). Son un grupo
de antimicrobianos sintéticos de amplio espectro, de facil acceso y con amplias
posibilidades de modificaciones estructurales que inciden en sus propiedades

farmacéuticas, farmacoldgicas y clinicas.

Las quinolonas han sido el centro de un considerable interés, tanto cientifico
como clinico, debido a que ofrecen muchos de los atributos de un antibiético ideal: alta
potencia, amplio espectro de accién, buena biodisponibilidad, formulaciones orales e
intravenosas, altos niveles en plasma, un amplio volumen de distribuciéon y baja

incidencia de efectos adversos (Andersson, 2003).

Las Fluorquinolonas (FQ) son una de las clases de antibacterianos mas
exitosas introducidas en la clinica. Desde su aprobacion, a mediados de la década de
1980, se han utilizado para tratar un amplio espectro de enfermedades infecciosas y
han sido incluidas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como uno de sus
cinco antimicrobianos de “prioridad mas alta” y de importancia critica para el

tratamiento de infecciones en humanos (Collins et al., 2024).

3.2. DESCUBRIMIENTO DE LAS QUINOLONAS

El cribado de analogos sintéticos de cloroquina en busqueda de nuevos
farmacos antimalaricos provoco que, a principios de la década de los afios 60, Lescher
y col. descubran de forma fortuita la primera 4-quinolona, denominandola &cido
nalidixico (Calle Vela et al., 2004). La historia comenzé por la descripcion de la
estructura de las 3-carboxiquinolonas en 1949 por investigadores australianos.
Posteriormente, la Imperial Chemical Industries presenté una patente en 1957 y la
publicé en 1961, describiendo las quinolonas y atribuyéndoles actividad antibacteriana.
Tales quinolonas incluian analogos del acido nalidixico. Recién en 1962, Sterling
Drugs publicé una patente que revelaba los efectos antibacterianos de las 1,8-
naftiridonas, incluido el &cido nalidixico. EI mismo afio, George Lesher, quimico de
Sterling Drugs, publicd un articulo que detalla los efectos antimicrobianos del acido

nalidixico. No fue hasta 1986 que durante un simposio George Lesher afirmé que el
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compuesto lider se obtuvo como subproducto durante la sintesis de cloroquina
(Millanao et al., 2021).

Este subproducto presentd una actividad antibacteriana modesta, pero
eventualmente condujo a la sintesis de analogos de quinolonas, incluidas las
naftiridonas y el acido nalidixico. Este ultimo presenté actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram-negativas y se utilizé principalmente para tratar infecciones del tracto
urinario causadas por Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae entre otras; con
minima actividad frente a bacterias Gram-positivas (Millanao et al., 2021). Su baja
difusion tisular y su alta union a las proteinas hacen que su concentracién inhibitoria
minima sea elevada, impidiendo su utilizacion en infecciones sistémicas, por tal motivo

su uso ha sido limitado solo a infecciones urinarias (Calle Vela et al., 2004).

Las quinolonas tuvieron poca significacion clinica hasta que se descubrieron
las FQ, que contienen la sustitucion 6-fldor. La introduccion de Norfloxacino (NOR), la
primera FQ clinicamente relevante patentada en 1978, marco una mejora significativa
en la potencia, pero también amplié su espectro hacia las bacterias Gram-positivas.
Sin embargo, la baja concentracion en sangre y liquidos, y la limitada actividad Gram-
positiva de NOR, condujo a la busqueda de nuevas FQ (Collins et al., 2024). Estas
desventajas fueron superadas con la introduccion de Ciprofloxacino (CIP) que
representé una notable mejora en el desarrollo de nuevas quinolonas. CIP fue el
primer miembro de la familia que mostré una actividad significativa fuera del tracto
urinario, su alta actividad contra infecciones por Gram-negativas y algunas Gram-
positivas, junto con su mejor penetracion en los tejidos. CIP fue durante muchos afios
el antibacteriano oral de mas amplio espectro y mas eficaz en uso clinico (Collins et
al., 2024). Sigue siendo un antimicrobiano util con excelente distribucion tisular y

notable actividad contra bacterias Gram-positivas (Millanao et al., 2021).

3.3. CLASIFICACION

La estructura quimica de las quinolonas se desarroll6 a lo largo de dos vias
paralelas: las naftiridonas (con el nucleo de natftiridina original del &cido nalidixico) y
las FQ, en las que un atomo de carbono se sustituye por nitrégeno en la posicion 8 del
nucleo de naftiridina y presentan una sustitucion de fldor en la posicion 6 (Pham et al.,
2019).
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Las quinolonas se clasifican en cuatro generaciones, de acuerdo con las
etapas de desarrollo a través de seis décadas, desde la sintesis del &cido nalidixico
(1962), como se observa en la Figura 3.1.
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Figura 3.1. Etapas de desarrollo de las quinolonas (Chavez Jacobo et al., 2015).

3.3.1. PRIMERA GENERACION

Surgen con el descubrimiento del &cido nalidixico, como resultado de la adicion
de un sustituyente de piperazina en la posicion 7 del nacleo de naftiridina. No son
Utiles para infecciones sistémicas, tienen poca actividad frente a Pseudomonas

aeruginosa, organismos Gram-positivos y anaerobios (Pham et al., 2019).

3.3.2. SEGUNDA GENERACION

Han estado disponibles desde mediados de la década de 1980 y fueron
responsables de un enorme cambio en el tratamiento clinico de infecciones

importantes, ya que son Utiles para infecciones sistémicas.
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NOR representa la primera quinolona de segunda generacién; es de amplio
espectro y equivalente en potencia a muchos de los antibiéticos derivados de

fermentacion (Roche et al., 2020).

El tratamiento de infecciones graves provocadas por bacterias Gram-negativas
como la pielonefritis, la prostatitis y la osteomielitis se volvié altamente eficaz en el
ambito ambulatorio con un antibiético oral con la introduccién de la CIP. De manera
similar, los nifios con fibrosis quistica pudieron recibir tratamiento oral para infecciones

respiratorias por P. aeruginosa (Khwaza et al., 2024).

La principal desventaja fue su actividad limitada contra los patégenos Gram-
positivos, incluyendo S. pneumoniae y Staphylococcus aureus Resistente a la
Meticilina (SARM), debido al desarrollo de resistencia. Ademas, ciertos eventos
adversos de clase, como los efectos sobre el sistema nervioso central (dolor de
cabeza, mareos), fototoxicidad y tendinitis se hicieron evidentes, aunque los eventos

mas graves fueron poco frecuentes (Ball P., 2000).

3.3.3. TERCERA GENERACION

Levofloxacina, Esparfloxacina, Tosufloxacina, Temafloxacina, Grepafloxacina:
todas son activas contra S. pneumoniae resistente a la penicilinay han demostrado
ser altamente efectivas en el tratamiento de infecciones del tracto respiratorio inferior
(Pham et al., 2019).

3.3.4. CUARTA GENERACION

Entre esta generacion se encuentran: Balofloxacina, Clinafloxacina,
Gatifloxacina, Gemifloxacina, Moxifloxacina, Pazufloxacina, Arenfloxacina,
Sitafloxacina, Rovafloxacina, Trovafloxacina. Son activas contra bacilos Gram-
positivos, espectro extendido en anaerobios y “atipicos” Cocaceas Gram-positivas: S.
pneumoniae, S. aureus (resistente a penicilina); Anaerobios: Bacteroides spp.,
Clostridium spp. Patégenos atipicos: L. pneumophila, C. pneumoniae, M. pneumoniae,

Ureaplasma spp (Alvarez-Hernandez et al., 2015).

3.3.5. NUEVAS GENERACIONES

Existen autores que consideran una quinta generacion, con Delafloxacina como
Unico farmaco perteneciente a este grupo (Alvarez-Hernandez et al., 2015).

Nemonoxacina y Zabofloxacina son FQ actualmente en uso y cuya clasificacion no
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esta aun bien definida en quinta o sexta. Son activas contra SARM, algunas cepas de
Enterococcus faecalis y los patégenos intracelulares Chlamydophila pneumoniae,

Mycoplasma spp. y Legionella spp (Abbas et al., 2017).

Las principales caracteristicas clinicas de las distintas generaciones se

resumen en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Clasificacion de las quinolonas (Roche et al., 2020)

CARACTERISTICAS CLINICAS

1° Generacion Escasa concentracion plasmatica y tisular
No aptas para infecciones sistémicas
Inactivas frente a P. aeruginosa, bacterias Gram-positivas y

anaerobias

2° Generacién Concentracion adecuada en plasma y tejidos

Aptas para infecciones sistémicas

Activas frente a organismos Gram-negativos, incluida P.
aeruginosa

Actividad débil frente a Streptococcus pneumoniae

Inactivas frente a anaerobios

Dosificacién una vez al dia
Activa frente a Streptococcus pneumoniae y bacterias atipicas
Menor actividad frente a P. aeruginosa

3° Generacion

4° Generacion Activas frente a microorganismos anaerobios y aerobios Gram-

positivos y Gram-negativos

LA 3E 3F 3 JF 3F SR OF b SEEE O 2% 2

Nuevas Activas contra SARM, Enterococcus faecalis y Chlamydophila
Generaciones pneumoniae, Mycoplasma spp. y Legionella spp

SARM: Staphylococcus aureus Resistente a la Meticilina

3.4. MECANISMO DE ACCION

Las Quinolonas penetran la pared celular a través de porinas y cruzan las
membranas celulares de organismos Gram-positivos y Gram-negativos mediante
transporte pasivo. Durante mucho tiempo se sostuvo que sélo las especies neutras
cruzaban la membrana lipidica y que las especies zwitteriGnicas permanecian en la
fase acuosa. Sin embargo, estudios recientes indican que cuando la especie
zwitteriénica se acerca a la membrana forma agregados que disminuyen la polaridad,
favoreciendo su translocacion a través de la bicapa lipidica (Millanao et al., 2021). El
blanco especifico de las quinolonas es interferir en la sintesis del ADN, inhibiendo
directamente la replicacion bacteriana al interactuar con dos enzimas clave para la
replicacion, transcripcion y reparacion del ADN de la célula bacteriana; la ADN girasa y

la ADN topoisomerasa IV (Alvarez Hernandez, et al., 2015).

En condiciones normales, el ADN estd muy condensado, por lo que antes de la
replicacion debe desenrollarse para separar las dos cadenas y proporcionar la plantilla

para la transcripcién (Pham et al., 2019). La ADN girasa fue descubierta en 1976 y fue
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la primera topoisomerasa de tipo |l descrita. La enzima se identificd por su capacidad
para convertir sustratos de ADN circulares cerrados y relajados en moléculas
superenrolladas negativamente. Durante 14 afios, se crey6 que la girasa era la Unica
topoisomerasa de tipo Il en las células bacterianas. Sin embargo, en 1990 se
descubrieron los genes que codifican una segunda topoisomerasa de tipo I, la
topoisomerasa IV. La ADN girasa y la topoisomerasa |V utilizan una reaccién de paso
de ADN bicatenario para controlar los niveles celulares de sobreenrollamiento y falta
de enrollamiento del ADN (superenrollamiento positivo y negativo) tal como se grafica
en la Figura 3.2 (Collins et al., 2024).
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Catenated DNA

——
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—— &

DNA Knots

SC: superenrollada
Figura 3.2. Esquema de la actividad de ADN de girasa y topoisomerasa IV
(Collins et al., 2024).

Estas enzimas participan en el control de la sintesis de ADN y eliminan el
estrés topoldgico del cromosoma bacteriano. Las quinolonas se unen al complejo,
atrapando a la topoisomerasa en el ADN, lo que da como resultado la inhibicion de la
replicacion. Este nuevo complejo ternario, ADN-Topoisomerasa-Quinolona, bloquea el
movimiento de la horquilla de replicacion y de los complejos transcripcionales, provoca
la fragmentacion cromosomica inhibiendo el crecimiento bacteriano y causando

eventualmente la muerte celular (Chavez Jacobo et al., 2015).

La girasa remueve superenrollamientos positivos y avanza delante de la
horquilla de replicacion, mientras que la topoisomerasa IV introduce
superenrollamientos positivos avanzando detras de la horquilla de replicacién; esta

enzima, ademas, participa en la segregacion de los cromosomas hijos.
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Las topoisomerasas tipo IlIA introducen un par de cortes en la cadena sencilla
de ADN, uniéndose covalentemente al extremo 5 formando el complejo ADN-

topoisomerasa (Fig. 3.3), relajando el superenrollamiento de la doble hélice.

GyrB o ParE
———— GyrA o ParC

ADN + Topoisomerasa

==

Complejo ADN-Topoisomerasa

/. Quinolona
. £ . Inhibiciéonde la
Complejo ADN-Topoisomerasa-Quinolona ——
e l e sintesis de ADN

Fragmentacion
—> | Muerte celular
del cromosoma

Figura 3.3. Mecanismo de accion de las quinolonas (Chévez Jacobo et al., 2015).

Durante el proceso de desenrollado, a medida que las horquillas de replicaciéon
avanzan, se crean giros helicoidales positivos. Para que continte la replicacion, la
enzima ADN topoisomerasa tipo Il elimina este giro helicoidal cortando el ADN vy
ayudando en el proceso de sintesis y separacion de los cromosomas hijos. La girasa
alivia el estrés que se origina delante de la bifurcacion de replicacion eliminando el
superenrollamiento positivo y es la Unica topoisomerasa de tipo Il que puede introducir

un superenrollamiento negativo en el genoma (Millanao et al., 2021).

Especificamente, ADN girasa es el blanco primario en bacterias Gram-
negativas, mientras que topoisomerasa IV lo es en bacterias Gram-positivas. Algunas
guinolonas con espectro de actividad y potencia mejorada parecen tener como blanco

ambas enzimas (Alvarez Hernandez, et al., 2015).

Aunque existe similitud con la secuencia de la topoisomerasa humana de tipo
II, se ha demostrado que las FQ no afectan a la accidén de las enzimas humanas. Esto
se debe a que las subunidades A y B de las enzimas humanas se han fusionado
durante la evolucion, por lo que funcionan como homodimeros. A pesar de esta fuerte
afinidad de las FQ por las topoisomerasas procariotas en comparacion con las
eucariotas, no estan exentas de efectos adversos clinicamente relevantes (Barberan et
al., 2024).
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3.6. MECANISMO DE RESISTENCIA BACTERIANA A LAS
FLUORQUINOLONAS

La aparicion de resistencias a las FQ se esta convirtiendo en un tema critico
gue estad limitando el uso de esta clase de antibidticos. La resistencia puede
alcanzarse mediante tres mecanismos no exclusivos (Tabla 3.2). Uno es la mutacion
en los genes que codifican las dianas de la ADN girasa y la topoisomerasa IV, el otro
es la reduccion de la concentracion intracelular de quinolonas (Alvarez-Hernandez et
al., 2015). Y el tercero es la adquisicion de genes de resistencia de otras fuentes, por
ejemplo, por plasmidos, del medio ambiente u otras cepas resistentes con mdltiples

vias de resistencia (Pham et al., 2019).

La resistencia mediada por cromosomas se asocia con una expresion reducida
de los canales de difusion de porinas en bacterias Gram-negativas y una mayor
expresion de bombas de flujo en bacterias Gram-positivas. Cualquiera de estas
alteraciones en los genes cromosomicos reduce las concentraciones de FQ en las
células bacterianas (Ruiz et al., 2024; Tang et al., 2023). Las mutaciones en gyrA, el
gen que codifica las subunidades A de ADN girasa, conforman el mecanismo que con
mayor frecuencia se encuentra involucrado en la resistencia a quinolonas entre las

bacterias Gram-negativas (Alvarez-Hernandez et al., 2015).

La reduccion de la concentracion intracelular de quinolonas se da
principalmente por dos mecanismos: pasivamente, mediante reduccién de la
permeabilidad por “downregulation” de proteinas extra-membranales que forman
canales y activamente, mediante sobreexpresion de sistemas de eflujo multidroga
pertenecientes a la superfamilia de division de resistencia nodulacién, AcrAB-TolC36.
Estos ultimos reducen la acumulacién de quinolonas en el citoplasma, proporcionando
el tiempo suficiente para que la bacteria se adapte y adquiera resistencia (Alvarez-
Hernandez et al., 2015).

Actualmente se encuentran descritos tres tipos de genes de resistencia a
guinolonas mediados por plasmidos, cuyas variaciones se han reportado en diferentes
patdgenos alrededor del mundo; genes de resistencia a quinolonas determinantes de
Qnr, gen variante de la aminoglucédsidoacetiltransferasa (AAC(6’)-Ib-cr) y genes
codificadores de bombas de eflujo (qepA y ogqxAB) (Alvarez-Hernandez et al., 2015).
Las proteinas Qnr son imitadores del ADN gue se unen a la girasa y la topoisomerasa
IV y disminuyen la sensibilidad a las FQ al evitar que las enzimas de tipo Il se unan a
sus sustratos de ADN o al bloquear la unién del farmaco al complejo de escision. El

aminoglucésido acetiltransferasa mutante, aac(6')-lb-cr, acetila el nitrdgeno no
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sustituido de la CIP disminuyendo su actividad. Finalmente, las bombas de flujo
codificadas por plasmidos, incluidas gepAl y qepA2, contribuyen a la resistencia en

humanos al reducir los niveles celulares de FQ.

Tabla 3.2. Mecanismos de resistencia a quinolonas y sus caracteristicas

(Alvarez-Hernandez et al., 2015).

MECANISMO

CARACTERISTICAS

Mutaciones
cromosémicas

Afectan las regiones determinantes de resistencia a quinolonas de ADN
girasa (GyrA y GyrB) y topoisomerasa IV (ParC y ParE). Se dan por
errores de transcripcion durante la replicacién cromosémica y ocurren en
rangos tan altos como 1 en 106 -109 en bacterias silvestres.

Reduccién de la
concentracion
intracelular de

qguinolonas

Pasivamente: Reducen la permeabilidad por “downregulation” de
proteinas extra-membranas que forman canales.

Activamente: Sobre-expresan sistemas de flujo multidroga pertenecientes
a la super familia de division de resistencia nodulacion, AcrAB-TolC.

Genes de resistencia a
guinolonas mediados
por plasmidos

Qnr: Son genes transferibles que pueden aumentar el numero de
mutaciones que causan resistencia a quinolonas.

Gen aac(6')-Ib-cr: Es una variante de aminoglucésido acetiltransferasa o
aac(6’)-Ib que reduce la actividad antimicrobiana de algunas quinolonas.

Genes gepA y OgxAB: Codifican para generar una bomba de flujo tipo

QepA que confiere resistencia a quinolonas hidrofilicas.

3.6. RELACION ESTRUCTURA QUIMICA- ACTIVIDAD BIOLOGICA

3.6.1. FARMACOFORO

El uso del término farmacdéforo en quimica medicinal se remonta a finales de
los afios 1960 y principios de los 1970, y su definicion segun la IUPAC es la siguiente:
“Un farmacoforo es el conjunto de caracteristicas estéricas y electronicas necesarias
para garantizar interacciones supramoleculares Optimas con un objetivo biologico

especifico, y desencadenar (o bloquear) su respuesta biolégica” (Nangia et al., 2022).

El farmacdforo de la familia Quinolona esta constituido por un sistema de dos
anillos fusionados, que forman los derivados del nucleo de naftiridona. El flaor en la
posicion 6 ha dado origen al grupo de las FQ (Fig. 3.4), dando resultado en un
aumento significativo de la actividad antibacteriana. También aumento tanto la union al
complejo topoisomerasa-ADN (2-17 veces) como la penetracion intracelular (1 a 70
veces) en relacion con otros derivados no fluorados, provocando una disminucion de
100 veces en la CIM (Mella et al., 2000).
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Las estructuras moleculares de las FQ se han adaptado a lo largo del tiempo
en asociacion con la necesidad clinica. El nucleo de naftiridona del acido nalidixico se

convirtié en la base de una serie de compuestos mas activos (Ball, 2000).

Figura 3.4. Farmacoforo de Fluorquinolonas.

Por otra parte, el nicleo de quinolona ha servido de base para generar
derivados estructurales activos contra la malaria, la tuberculosis y las infecciones por

hongos y helmintos (Dube et al., 2023).

3.6.2. INFLUENCIA DE LA SUSTITUCION EN LAS DIFERENTES
POSICIONES DEL FARMACOFORO

Por tratarse de agentes obtenidos sintéticamente se conoce mucho sobre la
relacion entre el farmacéforo de las FQ, sus sustituyentes y las propiedades
microbioldgicas, farmacocinéticas y téxicas (Fig. 3.5). Aparentemente, el &cido
carboxilico y la cetona estan involucrados en la unién al sistema enziméatico ADN/ADN-
girasa. La reduccion del doble enlace 2,3 o el grupo 4-ceto inactiva la molécula, y la
sustitucion en C-2 interfiere con la complejizacibn enzima-sustrato. El fldor en la
posicion C-6 mejora en gran medida la actividad antimicrobiana al aumentar la
lipofilicidad de la molécula, que a su vez mejora la penetracion del farmaco a través de
la pared celular bacteriana. El flior C-6 también aumenta la accién inhibitoria de la
ADN girasa/topoisomerasa IV (Roche et al., 2024; Sharma et al., 2024).

Sustituyente unido a N1. Las primeras quinolonas presentaban un grupo etilo,
posteriormente la adicion de grupos mas voluminosos dio lugar a un aumento de la
actividad. El sustituyente de mayor importancia es el ciclopropil, presente en muchas
moléculas como por ejemplo en CIP, ya que combina favorables propiedades
estéricas, espaciales y de interaccion electronica. Su presencia parece ampliar la
actividad de las FQ para incluir actividad contra bacterias atipicas, incluidas las

especies Mycoplasma, Chlamydia y Legionella (Roche et al., 2020).
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En la posicion 2 se han realizado pocas modificaciones ya que como se

menciond anteriormente la reduccion del doble enlace inactiva la molécula.

UNION A TOPOISOMERASA Y
TRANSPORTE INTRACELULAR

R5

POTENCIAY
ABSORCION F
INTRACELULAR ~

OH

POTENCIA,
ESPECTRODE R7 ™\
ACCION Y

FARMACOCINETICA

FARMACOCINETICA
Y ACTIVIDAD EN
ANAEROBIAS

Figura 3.5. Estructura base de las Fluorquinolonas y funciones de los sustituyentes. Los
grupos R representan las posiciones sustituidas comunmente. Se indican los principales
procesos en los que participan las modificaciones en cada posicion. Las moléculas donde la
posicion 8 se sustituye por un atomo de carbono son quinolonas y cuando se sustituye por un
atomo de nitrégeno son natftiridinas (Chavez Jacobo et al., 2015).

En las posiciones 3y 4 los grupos 3-carboxilo, 4-carbonilo y el proton unido a
C2 son esenciales para la actividad antibacteriana. La importancia del grupo 3-
carboxilo se demostrd con la sintesis de compuestos que demostraron ser inactivos o
por compuestos que llevando un grupo en C3 sufrieron in vivo transformacién a acido

carboxilico y de esta manera fueron activos (Mella et al., 2000).

Los sustituyentes de la posicion 5 tienen la capacidad de alterar la planaridad
de la estructura de quinolona y afectar la potencia y el espectro de accién. Un grupo
amino puede incrementar la absorcion, distribucion y actividad sobre especies Gram-
positivas. EI cambio por grupo metilo (grepafloxacina) generé mayor cobertura sobre

S. pneumoniae (Mella, 2000).

La sustituciéon en la posicion 7 es una de las méas investigadas. La
incorporacion de anillos heterociclicos de cinco o seis miembros genera buena
actividad biologica. Las modificaciones a este nivel mejoran el espectro de actividad,
especialmente contra los organismos Gram-negativos. El piperazinilo (presente en CIP
y NOR) y el pirrolidinilo (moxifloxacina) representan la mejoria del espectro
antimicrobiano mas significativo. Desafortunadamente, el grupo piperazinilo en C-7
también aumenta la unién a los receptores del acido y-aminobutirico (GABA) del
sistema nervioso central, lo que explica los efectos secundarios de estos IFA. Sin
embargo, la incorporacién de un alquilo en la piperazina nitrogenada (oxoxacina y

levofloxacina) disminuye la union a GABA (Roche et al., 2020).
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En el sustituyente en C8, la presencia de halégenos aumenta la actividad
antianaerobia y mejora la absorcion por via oral (Mella et al., 2000). Un grupo flGor
adicional en C-8 mejora alin mas la absorcion y la vida media del IFA, pero también
aumenta la fotosensibilidad. La sustitucion de un grupo metoxi en C-8 reduce la

fotosensibilidad (moxifloxacina y gatifloxacina).

3.7. NORFLOXACINO Y CIPROFLOXACINO

3.7.1. ESTRUCTURA QUIMICA

Quimicamente, NOR y CIP son FQ conformadas por un sistema biciclico de
guinolina sustituido en posicién 3 por un grupo acido carboxilico y en posicién 7 por un

piperazinilo.

NOR es el acido 1-etil-6-fluoro-4-oxo-7-(piperazin-1-il)-1,4-dihidroquinolina-3-
carboxilico y CIP es el acido 1-ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-7-(piperazin-1-il)-1,4-

dihidroquinolina-3-carboxilico (Fig. 3.6).

OH ‘ OH

ISR [T )

Figura 3.6. Estructuras quimicas de NOR y CIP.

3.7.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Las principales propiedades fisicoquimicas de NOR y CIP figuran en la Tabla
2.1. Se describen a continuacion los aspectos mas relevantes para el desarrollo de

este trabajo, respecto a las caracteristicas acido-base y a la solubilidad de NOR y CIP.

3.7.3. COMPORTAMIENTO ACIDO-BASE

NOR y CIP pertenecen al conjunto de FQ que poseen varios grupos
potencialmente ionizables, siendo dos de ellos los mas relevantes desde el punto de
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vista farmacéutico: el grupo acido carboxilico en C3 y la amina secundaria en C4. Las
moléculas que presentan estas caracteristicas existen en solucion en cuatro especies
posibles, la aniénica, la zwitteridnica, la no id6nica y la catiénica (Figura 3.7). Siendo
acidos y bases débiles, la concentracion de cada especie dependera de los valores de
pKa; y pKa; de la FQ y del pH del medio (Musa et al., 2009).

1
HM R

HN \J

FQ?

Figura 3.7. Esquema de especiacion de NOR: FQ° (no idnica), FQ* (catiénica), FQ*-
(zwitteriénica) y FQ (anidnica).

El punto isoeléctrico oscila entre 6,8 y 7,8, por lo tanto, a pH fisiol6gico las
formas dominantes son las zwitterionicas seguidas de la forma neutra (Millanao et al.,
2021). El valor de pK; para las FQ en general, es mayor que el que suele observarse
para el acido carboxilico. Esta disminucién de la acidez se ha atribuido a la formacién
de un enlace de hidrogeno intramolecular entre el acido carboxilico y la funcién ceto en
la posicion 4 (Fig. 3.8), lo que da como resultado la estabilizacion de las especies
protonadas (Pinto Vitorino et al., 2019).

/

Figura 3.8. Enlace de hidrogeno intramolecular entre el &cido carboxilico y la funcién ceto.

3.7.4. SOLUBILIDAD

NOR, segun la Farmacopea Argentina (FA), es facilmente soluble en acido

acético, moderadamente soluble en cloroformo, poco soluble en acetona, agua y
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alcohol, muy poco soluble en metanol y acetato de etilo e insoluble en éter. CIP es
soluble en acido acético diluido, muy poco soluble en alcohol y cloruro de metileno y

practicamente insoluble en agua (FA 7ed.).

En medio acuoso, el equilibrio de disociacion depende del pH y, en
consecuencia, la solubilidad de las FQ también. NOR y CIP pertenecen al grupo IV del
Sistema de Clasificaciéon Biofarmacéutica debido a sus limitaciones respecto a la

hidrosolubilidad y a la permeabilidad (Breda et al., 2009).

A lo largo del tracto gastrointestinal, las quinolonas encontraran diferentes
ambientes fisicoquimicos. Las especies neutras (no idnica y zwitteriénica) presentan la
menor solubilidad en agua y otros disolventes polares, mientras que en un ambiente
no polar la solubilidad de estas especies es mayor, lo que facilita su paso a través de
las membranas lipidicas. Por el contrario, las especies cationica y anidnica presentan
una mayor solubilidad en agua a pH acidos y basicos respectivamente (Millanao et al.,
2021). Estas caracteristicas dan como resultado un perfil de solubilidad en funcion del
pH en forma de U que muestra una alta solubilidad a pH <5y pH > 10. El rango de
solubilidad mas bajo esta comprendido entre pH 5 y 10, particularmente a pH
fisiologico (7,4) es igual a 0,06 mg/mL para CIP y a 0,32 mg/mL para NOR a 25 °C
(Ross et al., 1990). La escasa hidrosolubilidad de estos IFA se debe a su naturaleza
zwitteriénica y a la influencia de fuertes interacciones intermoleculares dentro de la red
cristalina en estado sélido. Mahapatra et al. (2010) informaron que en FQ ionizadas los
enlaces i6nicos intermoleculares se forman entre el nitrégeno cargado positivamente
de la 7-piperazina y el oxigeno del 3-carboxilato cargado negativamente de dos
moléculas vecinas. Esta interaccion cabeza-cola produce una cadena supramolecular
unidimensional de moléculas. Ademas, las cadenas adyacentes estan conectadas por
enlaces de hidrégeno intermoleculares formando capas bidimensionales. Por lo tanto,
cada CIP esta unida a moléculas vecinas y adyacentes, lo que da como resultado una
estructura similar a un tetramero produciendo un empaquetamiento denso de las
moléculas zwitteribnicas en la estructura cristalina, que es la causa de su escasa
hidrosolubilidad.

En consecuencia, controlar la transferencia de protones en este tipo de IFA
zwitteriénico es esencial para modular la solubilidad. Las estrategias de salificacion
dependientes del pH han demostrado ser el mejor enfoque para lograr con éxito
mejorar la solubilidad al disminuir la energia de la red cristalina (Acebedo Martinez et
al., 2023).
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3.8. PROPIEDADES FARMACOCINETICAS

La concentracién sérica de NOR es relativamente reducida, por lo que su
utiidad es limitada al tratamiento de las infecciones urinarias. El resto de las
guinolonas se absorben en general muy bien después de su administracion oral y se
distribuyen de manera extensa en los tejidos del organismo. Su concentracion sérica
maxima se alcanza en las primeras 3 h después de una dosis oral de 400 mg. Los
alimentos no modifican la absorcion oral, pero aumentan el intervalo que transcurre
hasta alcanzar la concentracion sérica maxima. La dosis oral en adultos es de 400 mg
cada 12 h para NOR y de 250 a 750 mg cada 12 h para CIP. La biodisponibilidad de
las FQ es >50%. La semivida sérica de NOR y CIP es de 3 a 4 h. El volumen de
distribucién de las quinolonas es elevado y su concentracion en orina, rifiones,
pulmén, tejido prostatico, heces fecales, bilis, macréfagos y neutréfilos es mayor que
su concentracion sérica (Malgor Valsecia, 2001). Los volumenes de distribucién son
tan elevados en algunas moléculas que superan el volumen de agua corporal total, lo
que indica acumulacion en algunos tejidos, y en determinados sitios suelen superar las
concentraciones seéricas. Este perfil farmacocinético es en gran parte responsable del
éxito de estos farmacos contra las infecciones, aunque también de los Efectos
Adversos (EA) (Barberan et al., 2024).

3.9. EFECTOS ADVERSOS - TOXICIDAD

Las FQ se asocian a un mayor riesgo de EA relacionados con el sistema
nervioso central y gastrointestinal en comparacion con otros tipos de antimicrobianos.
Los EA de las FQ pueden ocurrir en las 48 horas siguientes a la administracion, pero
también pueden causar dafos retardados tras varios meses desde la interrupcion del
farmaco. Los EA se localizan principalmente en el tracto gastrointestinal (nauseas,
vomitos, malestar y dolor abdominal, anorexia y, en algunos casos, diarrea), musculos,
tendones (tendinitis, rotura tendinosa, en particular del tendén de Aquiles),
articulaciones (artralgia), sistema nervioso (cefalea, mareos, confusion, convulsiones,
depresion e insomnio) y sistema cardiovascular (prolongacion del QTc y arritmias).
Otros efectos adversos menos frecuentes son: fototoxicidad, disglucemia,
hepatotoxicidad, insuficiencia renal aguda, reacciones alérgicas, genotoxicidad,
efectos secundarios hematolégicos e inmunolégicos, aneurisma y diseccion adrtica,

desprendimiento de retina e inhibicién del CYP 450 (Barberan et al., 2024).
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Las reacciones adversas mas frecuentes de CIP son fotosensibilidad fototoxica
y alérgica, eritema en las zonas expuestas, ampollas en las extremidades y casos
graves de eczemas. NOR puede generar un cuadro de erupcién pustular subcorneal
eritematosa con fiebre, hemorragias subungueales, disminucion de leucocitos y en
particular de los neutréfilos por un mecanismo probablemente autoinmunitario.
También puede producir plaguetopenia, que se normaliza al suspender el agente
(Malgor Valsecia, 2001).

Las FQ forman complejos con cationes metélicos divalentes y trivalentes,
formando complejos insolubles en agua. Esta propiedad fisicoguimica tiene un impacto
directo en la biodisponibilidad de las FQ. Los complejos FQ con cationes polivalentes
que incluyen Cu?*, Fe?*, Ni?*, Zn?* y AI'® limitarian la difusiéon a través de la barrera
epitelial y podria dar lugar a concentraciones subterapéuticas de estos
antimicrobianos. Por lo tanto, cuando se administran por via oral, las FQ requieren una
administracién adecuada para evitar interacciones polivalentes entre FQ y metales
para garantizar una absorcion adecuada y una concentracién sistémica efectiva
(Millanao et al., 2021).

3.10. ESPECTRO ANTIMICROBIANO - APLICACIONES TERAPEUTICAS

La familia de las FQ crecid exponencialmente y sus usos se extendieron desde
las Infecciones del Tracto Urinario (ITU) a una gran variedad de usos, incluyendo el
tratamiento de infecciones dérmicas, gastrointestinales, oculares, osteoarticulares,
respiratorias, cutaneas y de tejidos blandos y sistémicas, entre otras (Ruiz, 2024). Las
FQ no son farmacos de primera linea para infecciones del tracto respiratorio,
especialmente neumonia adquirida en la comunidad, pero se reservan para casos
graves (Tang et al., 2023). Se utilizan en terapias veterinarias o con fines profilacticos,
ademas de como promotores del crecimiento del ganado, a pesar de los posibles

efectos secundarios sobre el cartilago (Ruiz 2024).

El uso clinico de las FQ también esta restringido en poblaciones especificas,
como mujeres embarazadas y en periodo de lactancia y pacientes pediatricos y
ancianos, por su potencial toxicidad. A pesar de que los nifios son una poblacion
objetivo importante con respecto a las infecciones que responden bien a FQ, tales
como diarrea 0 meningitis, los riesgos combinados de toxicidad y la rapida
propagacion de la resistencia son motivos suficientes para contraindicar el tratamiento

con FQ, con la posible excepcion de nifios con fibrosis quistica o infecciones
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potencialmente mortales con organismos resistentes a otros antibiéticos (Millanao et
al., 2021).

CIP se encuentra entre los cinco antibacterianos de mayor produccion
actualmente en el mundo. Su uso fue aprobado para infecciones simples y complejas
del tracto urinario (incluidas cistitis, pielonefritis y prostatitis bacteriana cronica,
gonorrea genitourinaria y rectal sin complicaciones), piel y otras infecciones de tejidos
blandos, de huesos y articulaciones, diarrea infecciosa y tifoidea, infecciones
intraabdominales (en combinacion con metronidazol), sinusitis, antrax y neumonia

adquirida en el hospital (Tang et al., 2023; Khwaza et al., 2024).

Las FQ presentan actividad de amplio espectro y una variedad de indicaciones
clinicas. Sin embargo, las crecientes tasas de resistencia estan llevando a un reajuste
de estrategias y uso de esta clase de antibidticos, particularmente para reducir el
riesgo de seleccién de resistencia. Las prescripciones excesivas de FQ han llevado al
rapido desarrollo de resistencia, lo que lleva a una pérdida de efectividad de esta clase
(Pham et al., 2019). A nivel mundial, los altos niveles de resistencia a E. coli, ha
llevado a la sustitucién de las FQ por cefalosporina de tercera generaciéon para las ITU.
Las FQ siguen siendo la primera eleccién para el tratamiento de la fiebre tifoidea
causada por Salmonella debido a la resistencia a agentes previos de primera linea,
como ampicilina, cloranfenicol y trimetoprima/sulfametoxazol. Sin embargo, la
resistencia a FQ en Salmonella se informa cada vez mas en América, el sur de Asia, el
sudeste asiatico y especialmente el Africa subsahariana, y esta especie ahora se
considera un patégeno de alta prioridad para la investigacion y el desarrollo de nuevos

antibioticos.

Para reducir el desarrollo de resistencia a FQ es imperioso limitar su uso al
tratamiento de pacientes con infecciones menos graves, pacientes con estancias
hospitalarias  prolongadas y  pacientes con  enfermedades  cronicas.
Desafortunadamente, las FQ también son ampliamente utilizadas en la préactica
veterinaria y ganadera, lo que puede provocar seria resistencia a través de una

variedad de rutas.

A pesar de la resistencia generada y la toxicidad de las FQ, estos antibiéticos
aun se utilizan dada su eficacia en el tratamiento de infecciones graves. (Millanao et
al., 2021).
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3.11. CONCLUSIONES

La historia de las quinolonas abarca méas de 50 afios, periodo en el cual se ha
desarrollado una gran variedad de moléculas con actividad antimicrobiana. NOR es la
primera FQ, a partir de la cual surgieron las siguientes, las cuales tienen mayor
potencia. CIP, con mas de 30 afios de uso, continGa siendo un farmaco de primera
eleccibn en el tratamiento de infecciones por enterobacterias. Las FQ han
evolucionado a partir de agentes utilizados exclusivamente para el tratamiento de
infecciones del tracto urinario a moléculas con una potente actividad contra un amplio
espectro de patdgenos bacterianos. Las modificaciones progresivas en la estructura
molecular han mejorado la amplitud y la potencia de la actividadin vitroy la
farmacocinética, generando agentes aptos para ser utilizados ampliamente en el
entorno terapéutico actual estando hoy en dia entre los antibacterianos mas
prescriptos. Sin embargo, su uso extensivo en las granjas animales, pero también en
la medicina humana, aumenté la prevalencia de resistencia en un nimero cada vez
mayor de patdégenos. Por lo tanto, es una prioridad restringir el uso de quinolonas
Unicamente en medicina humana (Millanao et al., 2021). El desarrollo de nuevas
guinolonas o0 agentes similares a las quinolonas con propiedades mejoradas sigue
siendo deseable, especialmente si estos nuevos agentes solo se usan de manera
racional (Pham et al., 2019).
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1. INTRODUCCION

Las sulfonamidas, también conocidas como sulfas o sulfamidas, son
compuestos organicos de origen sintético que contienen, en su estructura, un grupo

funcional sulfonilo unido covalentemente a una amina (Fig. 4.1).

AP

S
R” “NH,

Figura 4.1. Grupo funcional sulfonamido.

Fueron los primeros compuestos de origen sintético que se emplearon desde
las primeras décadas de 1900 en el tratamiento de las infecciones bacterianas en el
hombre y por ello han marcado un hito en la quimioterapia antiinfecciosa. A pesar del
avance que supuso su aparicion en la historia de la ciencia, estas sustancias
presentan el inconveniente de su toxicidad, la generaciéon de diversos efectos
adversos y la escasa solubilidad. Todas estas limitaciones, junto con la aparicion de
antibidticos mas eficaces y la resistencia emergente, disminuyeron drasticamente su
uso terapéutico. Ante esta situacion, y con el fin de superar estos obstaculos, en el
marco disciplinar de la Quimica Medicinal se ha profundizado en los estudios de
Relacion de Estructura Actividad (REA), que permitieron posteriormente implementar
una enorme cantidad de modificaciones estructurales con el fin Gltimo de potenciar y

mejorar sus propiedades farmacocinéticas (Ovung et al., 2021).

Debido a que en la actualidad estos farmacos presentan una gran variedad de
bioactividades se los puede categorizar de manera global en dos grandes grupos:
Sulfonamidas Antibacterianas (SA) y Sulfonamidas no antibacterianas. Ambas
contienen el nucleo sulfonamido, pero difieren en sus bioactividades, que varian con
los diferentes sustituyentes presentes en la estructura quimica. Ademas, las SA
poseen una amina aromatica en su estructura. Considerando algunos de sus efectos
indeseados, se ha buscado direccionar la selectividad de las SA hacia otro tipo de
receptores bioldgicos, con la consecuente aparicion de nuevas aplicaciones
terapéuticas. Como resultado, la familia de las sulfamidas se ha ampliado a un total de
mas de veinte mil compuestos, con diferentes tipos de propiedades farmacolégicas
ademas del efecto antibacteriano. A pesar de que fueron encontradas hace casi un

siglo, su desarrollo en términos de cantidad, calidad, capacidad y productividad se ha
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prolongado debido al creciente nimero de estudios sobre la sintesis de nuevos y

antiguos derivados de sulfonamida (Kumar Verma et al., 2020).

4.2. DESCUBRIMIENTO DE LAS SULFONAMIDAS

El médico aleman Gerard Domagk y los quimicos, Fritz Mietzsch y Josef
Klarer, estudiaron el efecto de varios colorantes sintéticos sobre las enfermedades
infecciosas. Realizaron una blsqueda sistematica sobre una gran variedad de
compuestos quimicos desarrollando pruebas in vitro e in vivo. En principio, la mayoria
de los compuestos en estudio resultaron negativos frente a las pruebas de
susceptibilidad antibacteriana in vitro, incluida la sulfacrisoidina. Sin embargo,
siguiendo las teorias de la “bala magica® de Erlich, Domagk inoculd
sulfaimidocrisoidina a ratones infectados por estreptococos, demostrando de este
modo su actividad antibacteriana. Este compuesto fue nombrado Prontosil rubrum y
patentado en 1935 como Prontosil (El-Gaby et al., 2020).

Paralelamente, Fourneau y col. descubrieron que el enlace azo (-N=N-) de la
molécula de prontosil era rapidamente clivado, una vez que ingresaba en el
organismo, liberando al residuo p-aminobencenosulfonamida o Sulfanilamida (SNA).
La SNA fue entonces establecida como el principio activo del prontosil y éste es
considerado el primer profarmaco descubierto en la historia de los antibidticos (Fig.
4.2).

Diazorreductasa
0, NH; 0, . NH;

- +

/_ \[‘ NH, 1,

NADH  Nab' /@[ ’
(T NIl

Grupo transportador Sulfanilamida

Prontosil rubrum (Sulfacriscidina)
profirmaco

Figura 4.2. Transformacion metabdlica del prontosil (Zhao et al. 2019).

El descubrimiento de Domagk impulsoé la busqueda de nuevos derivados de SA
con propiedades antimicrobianas, motivo por el cual gané el Premio Nobel de Medicina
en 1939 (Hassanein, 2019).

El trabajo de Tréfouél y col. fue fundamental para comprender que el efecto

antibacteriano observado se debia a la bioactivacion promovida por la enzima
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azoreductasa, que provoca la reduccion del grupo azo a un grupo amino (—NHy),

produciendo sulfanilamida, que es la sustancia activa (Azevedo Barbosa et al., 2020).

Woods descubrié que la SNA inhibe el crecimiento bacteriano y que esta
inhibicién podria revertirse con la adicion de extracto de levadura que contenia acido
p-aminobenzoico (PABA). Luego se comprobd que el efecto antibacteriano de la SNA

era antagonizado con la administracion de PABA (Azevedo Barbosa et al., 2020).

En la década de 1940, la SNA fue el compuesto més utilizado para tratar
heridas abiertas e infecciones intestinales durante la Segunda Guerra Mundial (Swain
et al., 2020).

La produccién de SA perdié su entusiasmo con la introduccién de nuevos
antibiéticos. Sin embargo; con la epidemia de SIDA en la década de 1980 y la
prevalencia de la neumonia por Pneumocystis jirovecii, las SA surgieron como el

farmaco de eleccion para tratar y prevenir esta enfermedad (Hassanein, 2019).

4.3. MECANISMO DE ACCION

La biosintesis de acido folico en una bacteria ocurre mediante la intervencion
de dos enzimas, la Dihidropteroato Sintasa (DHPS) y la Dihidrofolato Reductasa
(DHFR) (Skoéld, 2000). Las SA son sustratos de la enzima DHPS y antagonistas
competitivos del PABA, un compuesto necesario para la sintesis del acido folico y, por
lo tanto, para la produccién de ADN en las bacterias. Sin acido félico, las bacterias no
pueden dividirse, lo que hace que los farmacos SA sean bacteriostaticos en lugar de
bactericidas. La similitud estructural entre las SA y el PABA (Figura 4.3) es la base del
efecto inhibidor (Tacic et al., 2017). Woods, presenté el modo de accidon antibacteriana
de las SA en 1940 y sugiri6 que, debido a su similitud estructural, existia una relacién
competitiva entre el PABA y las SA durante pruebas in vitro. En 1942, Bell y col.
demostraron que las distancias interatémicas entre los dos atomos de oxigeno del
grupo carboxilo y del grupo sulfonilo eran muy similares, alrededor de 2,3 A. Ademas,
la distancia entre estos grupos y el grupo 4-amino es muy similar: en el PABA es de
6,7 Ay enla SNA es de 6,9 A (Figura 4.3). (Azevedo Barbosa et al., 2020). Por ello, el
grupo sulfonamida de la SNA y el acido carboxilico del PABA son considerados
biois6steros con caracteristicas similares respecto a la distribucidon electrénica,

polaridad y disposicion estérica (Culletta et al., 2023).
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NH; NH;
6.7 A 69 A
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Figura 4.3. Similitud estructural del PABA y SNA (Tacic et al., 2017).

El mecanismo de accién presenta dos etapas: la inhibicion competitiva de la
DHPS vy la incorporacion de una molécula de sulfonamida en lugar de PABA en un
intermediario metabdlico falso que no puede ser convertido en dihidrofolato por la
DHPS, impidiendo el crecimiento del ADN bacteriano y la divisién o replicacion celular
(Fig. 4.4) (Pareek et al., 2013).

O

Acido p-aminobenzoico Pteridina

SULFONAMIDAS .:;;J[. Dihidropteroato

sintasa
oH
N
o 2]
+ HO. OH
M, N

ﬁ j/\“ \H/\/\‘r

H’N D.- I ¢
H H acido glutamico

acido dihidrofolato sintasa

dihidropteroico w “
Wi o

acido tetrahidrofdlico

Figura 4.4. Mecanismo de accion de las Sulfonamidas (Tacic et al., 2017.)
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La via biosintética del acido félico estd presente en bacterias, plantas y
organismos eucariotas unicelulares, pero esta ausente en los mamiferos, que no
sintetizan folato sino que lo adquieren a través de la ingesta de alimentos. El acido
félico desempefia sus funciones so6lo después de su conversibn en acido
tetrahidrofélico por la enzima DHFR (Ovung et al., 2021). Consecuentemente la
toxicidad de las SA es selectiva a las células bacterianas y no impiden el crecimiento

ni desarrollo de las células humanas.

4.4. MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA A LAS
SULFONAMIDAS

Las bacterias pueden ser inherentemente resistentes a los farmacos
antimicrobianos (resistencia inherente) o pueden adquirir la resistencia de dos
maneras diferentes (resistencia adquirida): ya sea mediante evolucién vertical
enddégena o mediante evolucién horizontal exdgena (Courvalin 2008; Laws et al.
2019). La evolucion vertical se refiere a la obtencion de resistencia a partir de una
mutacion que ocurre espontaneamente dentro del genoma bacteriano y que
posteriormente se transfiere a su descendencia; mientras que la evolucion horizontal
describe la transferencia de genes de resistencia entre bacterias no relacionadas
(Laws et al., 2019; Ovung et al., 2021).

Los organismos que pueden absorber &cido félico del entorno circundante,
por ejemplo, los enterococos, son inherentemente resistentes a las SA. Las cepas de
Pseudomonas, Klebsiella y Proteus suelen ser muy resistentes, al igual que
Rickettsiae, Mycoplasmas y la mayoria de las Chlamydia. Las vias alternativas de
sintesis de 4cido félico también pueden contribuir a la resistencia de bajo nivel (Giles
et al., 2019).

En la resistencia adquirida mediada por cromosomas, es posible que la
mutacién cromosomica en el gen folP de E. coli provoque la sustitucion del residuo de
fenilalanina en la posicién 28 por el residuo de isoleucina, lo que resulta en una menor
afinidad de la enzima por las SA (Skold, 2000). Mutaciones similares pueden ser
responsables de la resistencia de Streptococcus pneumoniae, Campylobacter jejuni,
Haemophilus influenzae, Streptococcus pyogenes y Streptococcus mutans (Buwembo
et al., 2013). En el caso de Neisseria meningitidis, las diferencias en el gen folP entre
cepas resistentes y sensibles son casi del 10%, lo que indica que la resistencia es

causada por recombinacién, en lugar de mutaciones puntuales (Skéld, 2000).
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Por ejemplo, en los estafilococos, la resistencia mediada cromosdémicamente
implica una mutacién en los genes gque codifican la DHPS. Estas enzimas DHPS
mutantes exhiben una pronunciada insensibilidad a las SA mientras mantienen una
unién normal al sustrato de PABA, a pesar de la estrecha similitud estructural entre el

inhibidor y el sustrato.

Hasta la fecha se han descubierto cuatro genes moviles de resistencia a las
SA, denominados Sull, Sul2, Sul3 y Sul4, y cada uno de ellos codifica una enzima
alterada con afinidad reducida. La resistencia a las SA mediada por plasmidos es
causada por la DSPS resistente, codificada por los genes sull y sul2. El gen Sull esta
vinculado a otros genes de resistencia en los integrones de clase 1, mientras que sul2
suele localizarse en plasmidos pequefios. Se ha confirmado que los genes sull y sul2
son responsables de la resistencia de E. coli a SMX y Sulfametrol (Livermore et al.,
2014). La frecuencia de estos genes en aislados clinicos Gram-negativos resistentes a
las SA es aproximadamente similar. Se desconoce el origen de estos genes (Tacic et
al., 2017). Debido a que las SA actian de manera competitiva, la sobreproduccion de

PABA también puede anular la inhibicion competitiva de la DHPS (Hassanein, 2019).

4.5. CLASIFICACION

Las SA representan un gran grupo de farmacos que pueden clasificarse de
diferentes formas. Una de las mas completas es la siguiente clasificaciébn que

contempla la via de administracion (Tacic et al., 2017):

a- SA orales que pueden absorberse:
% Accion corta (3-8 h): sulfametizol
* Accion intermedia (8-18 h): SMX, sulfacetamida, sulfadiacina
% Accion prolongada (>35 h): sulfadimetoxina, sulfadioxina
b- SA orales que no se pueden absorber: cumplen su funciéon en el tracto
gastrointestinal. Generalmente son profarmacos tales como ftalilsulfatiazol y
succinilsulfatiazol
c- SA tdpicas: tratamiento de infecciones y quemaduras de la piel y las mucosas,

como la sulfadiazina de plata.
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4.6. RELACION ESTRUCTURA QUIMICA- ACTIVIDAD BIOLOGICA

4.6.1. FARMACOFORO

Todas las SA contienen el grupo funcional -SO2-NH- unido a una arilamina (-
Ar-NH2), a su vez uno de los sustituyentes del N1 puede ser hidrégeno, alquilo, grupos
arilo o heteroarilo de 5 0 6 miembros (Giles et al., 2019; Ovung et al., 2021) (Figura
4.5).

D\\ ,}G
|
. R

H2N
2 4
Figura 4.5. Farmacoforo de las Sulfonamidas.

El prototipo de las SA es la SNA (4-aminobencenosulfonamida). Debido a la
sintesis de productos mas eficientes, la SNA hoy en dia se usa muy raramente en la
terapia. Sin embargo, es la base estructural y funcional de toda la clase de SA (Tacic
et al., 2017).

4.6.2. INFLUENCIA DE LA SUSTITUCION EN LAS DIFERENTES
POSICIONES DEL FARMACOFORO

Se han realizado multiples modificaciones estructurales con la finalidad de

optimizar las propiedades fisicoquimicas y farmacolégicas de las SA.

El anillo heterociclico sustituyente de N1 aumenta la acidez del protén N1H, lo
gue permite una mejor similitud con el protén 4cido de PABA. El aumento de la acidez
mejora en gran medida la solubilidad en agua, lo cual es importante ya que las formas
no disociadas de estas moléculas y sus metabolitos acetatilados tienen baja
solubilidad, lo que puede generar la cristaluria. Por otra parte, hay estudios que indican
gue estos grupos adicionales son el factor principal que causa alergias (Giles et al.,
2019).

Existe una relacion directa entre la accion biolégica y la acidez del grupo
sulfonamida, siendo la sustancia mas acida la que presenta mayor actividad. Este

aumento de acidez se debe al efecto electron atrayente del sustituyente unido al N1
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(generalmente un sustituyente heteroaromatico de 5 6 6 atomos), razén por la cual el
grupo sulfonamida debe estar monosustituido. Una doble sustitucion en la posicién N1
conduce a compuestos inactivos. Ademas, el grupo sulfonamida debe estar
directamente unido al anillo benceno. La reduccion o pérdida completa de la actividad
también ocurre cuando se reemplaza el anillo benceno por otro sistema ciclico (Tacic
et al., 2017). Remko y col. estudiaron la geometria de diferentes sustancias bioactivas
de aril y heteroaril sulfonamida, tanto en su forma neutra como anionica. Informaron
que el grupo sulfonamida (—-SO2NH;) existe en dos formas estables (sinperiplanar y
antiperiplanar), que difieren solo por la posicion del grupo —NHz en relacion con el

grupo —SOg, siendo la sinperiplanar la mas estable (Azevedo Barbosa et al., 2020).

Un grupo -NH; (N4) aromatico libre en posicién para, con respecto al grupo
sulfonamida, es esencial para la actividad de las SA. La presencia de sustituyentes

adicionales en las posiciones orto y meta del anillo benceno reduce la actividad.

El grupo -NH2 de (N4) solo admite sustituyentes biorreversibles, como en el
caso de amidas, iminas y compuestos azo, que se convertirdn in vivo en el grupo
amino (Azevedo Barbosa et al., 2020). Este grupo exhibe coplanaridad con el anillo
aromatico, dando como resultado el efecto de resonancia del par de electrones
desapareados del nitrégeno en el grupo amino con los electrones 1 del anillo

aromatico.

4.7. SULFANILAMIDA Y SULFAMETOXAZOL

4.7.1. ESTRUCTURA QUIMICA

Se muestran las estructuras quimicas de las SA con las cuales se trabaj6 en la
tesis. La SNA segun la IUPAC es la 4-aminobenzenosulfonamida y el Sulfametoxazol
(SMX) es la 4-amino-N-(5-metilisoxazol-3-il)-bencenosulfonamida. Las estructuras

qguimicas se muestran en la Figura 4.6.

o 0 o © N——_
\/ \/ /1
S NH, \H =
SNA SMX
HoN HoN

Figura 4.6. Estructura quimica de SNA y SMX.
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4.7.2. COMPORTAMIENTO ACIDO BASE

Las SA son acidos débiles que se ionizan mediante la desprotonacion del
nitrégeno sulfonamidico, como resultado del efecto electrén atrayente que ejerce el
enlace mS=0. En consecuencia, la base conjugada formada (sulfonamidato) se
estabiliza mediante resonancia, como se puede ver en la Figura 4.7 (Azevedo
Barbosa et al., 2020).

Figura 4.7. Mecanismo de desprotonacion del grupo sulfonamida, seguido de la formacién de
la base conjugada estabilizada por efecto de resonancia (Azevedo Barbosa et al., 2020).

La mayoria de las SA también presentan un grupo basico, el grupo 4-amino,
que las convierte en moléculas anfoteras. Por ello tienen dos valores de pKa, el pKa:
con valores comprendidos entre 2 y 2,5 asociados con el grupo amino protonado, y el

pKa, con valores entre 5y 8 asociados con el grupo sulfonamida.

Como se muestra en la Fig. 4.8, las SA estan presentes en forma catiénica a
valores de pH inferiores a 2, se mantienen neutras a valores de pH entre 2 y 5 y estan

en forma anidnica a valores de pH superiores a 5 (Azevedo Barbosa et al., 2020).

o o o o [J_% ?
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; ) HzN
H3N SA* HzN sAl SA

Figura 4.8. Constantes de disociacion pKal y pKa2 de SA en su forma: SA* (cationica),

SA° (neutra) y SA™ (anidnica).

4.7.3. SOLUBILIDAD

SMX pertenece al grupo IV del Sistema de Clasificacidon Biofarmacéutica
(SCB) dadas sus limitaciones en cuanto a hidrosolubilidad y permeabilidad (Markovic
et al., 2020).
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La mayor parte de las SA se absorben bien por via oral y se distribuyen por
todo el organismo, incluido el sistema nervioso central. Debido a su lipofilicidad
pueden cruzar la barrera hematoencefalica, por ello se las puede utilizar para el
tratamiento de infecciones del SNC provocadas por bacterias susceptibles (Listeria
monocytogenes, Nocardia asteroides y Stenotrophomonas maltophilia), y también para
infecciones fungicas o parasitarias como por ejemplo paracoccidioidomicosis y

toxoplasmosis (Nau et al., 2010).

La naturaleza de los grupos sustituyentes unidos a la sulfonamida puede
modificar la solubilidad de la sustancia, o que resulta en tasas variables de absorcién
y excrecion y en estos parametros se basa la clasificacion descrita en la Seccién 4.3.
Las SA logran altas concentraciones renales, lo que las hace ideales para el
tratamiento de infecciones del tracto urinario. Sin embargo, las SA y sus metabolitos
tienen baja solubilidad en orina, lo que provoca efectos nocivos como cristaluria y
hematuria en el tejido renal (Azevedo Barbosa et al., 2020). Modificaciones
estructurales que generan derivados con caracteristicas mas acidas mejoran este
aspecto aumentando la concentracién de especies ionizadas e hidrosolubles a pH

urinario.

4.8. PROPIEDADES FARMACOCINETICAS

La biotransformacién de las SA se lleva a cabo principalmente en el higado.
Se compone principalmente de reacciones de oxidacion y acetilacion (Fase ) del
atomo de nitrdgeno N4 del grupo amino y reacciones de conjugacién del acido
glucurénico (Fase Il) con el atomo de nitrégeno N1 del grupo sulfonamida, como se

muestra en la Fig. 4.9 (Garcia-Galan et al., 2008).

H o EEE A
HO, N_ ' N
(o) —i; N=o-T *NHy —> s
HO” ™ ° ‘R 0! % OH
A~ B
0O~ OH N4-hydroxy
N,-glucuronide H sulfonamide
sulfonamide N CH,
N4-acetyl
sulfonamide lo}

Figura 4.9. Metabolitos de las SA: N-hidroxilados, N-acetilados y el conjugado con acido
glucurédnico (Garcia-Galan et al., 2008).
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Los metabolitos N-acetilados inactivos se eliminan por orina, mientras que los
metabolitos N-hidroxilados pueden oxidarse en repetidas ocasiones, lo que da como
resultado el intermediario nitroso téxico (—N=0). Sin embargo, este intermediario se

inactiva mediante conjugacion con glutatién (Azevedo Barbosa et al., 2020).

4.9. ESPECTRO ANTIMICROBIANO - APLICACIONES TERAPEUTICAS

Las SA son antomicrobianos de amplio espectro de accién, eficaces contra
bacterias Gram-positivas y determinadas cepas Gram-negativas. Son bacteriostaticas
y normalmente existe un periodo de latencia antes de que se observe el efecto. Esto
se debe a que las bacterias tienen que consumir las reservas existentes de acido

félico, acido folinico, purinas, timidina y aminoacidos (Hassanein, 2019).

Algunas de las bacterias Gram-negativas susceptibles incluyen especies de
Klebsiella, Salmonella, Escherichia coli y Enterobacter; sin embargo, las SA no
muestran actividad inhibidora contra las especies de Pseudomonas aeruginosa y
Serratia. Se utilizan en el tratamiento de amigdalitis, septicemia, meningitis
meningocdcica, disenteria bacilar y varias infecciones del tracto urinario. También
muestran actividad inhibidora contra algunos hongos (Pneumocystis carinii) y

protozoos (Toxoplasma, Coccidia).

Una aplicacion mas amplia de las SA en la terapia antibacteriana es limitada
debido a la resistencia bacteriana y los efectos secundarios. Sin embargo, las SA
todavia representan los farmacos de primera eleccién para el tratamiento de algunas
afecciones y enfermedades (Tapic, 2017). Estan lejos de ser obsoletas a pesar de la
introduccion de nuevas clases de antibiéticos. El interés en su uso revivio en la década
de 1980 con la epidemia de SIDA, la combinacion SMX/Trimetoprima (TMP) es el
farmaco de eleccidn para el tratamiento de la neumonia por Pneumocystis jirovecii en
pacientes con SIDA y otros pacientes inmunocomprometidos con riesgo de padecer
esta neumonia oportunista. La combinacién también protege contra la toxoplasmosis y
la malaria en quienes habitan en zonas endémicas (Hassanein, 2019; EI-Gaby et al.,
2020).

El SMX es un antibidtico bacteriostatico que se usa con mayor frecuencia para
tratar infecciones de oido, Infecciones del Tracto Urinario (ITU), bronquitis, diarrea del
viajero, shigelosis y neumonia por Pneumocystis juroveci. Al ser un farmaco de clase |l
de SCB, tiene escasa hidrosolubilidad (~0,5 mg/ml), lo que genera la necesidad de

administrar dosis altas de 800 mg/dia. Una combinacién de SMX, 800 mg y TMP,
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160 mg se ha utilizado durante mucho tiempo como terapia de primera linea para las
ITU. Aungue el uso extensivo de SMX/TMP ha resultado en una aparicion progresiva
de resistencia, y se han reportado tasas de cepas resistentes de mas del 20 % en
varios paises, lo gque limita la eficacia clinica en el tratamiento de las ITU, como se
reconoce en las pautas clinicas. Como resultado del aumento de los problemas de
resistencia y tolerabilidad, el uso de SMX ha disminuido gradualmente. Por lo tanto,
mejorar la solubilidad y el comportamiento de disolucion de SMX podria ayudar en una
posible reducciéon del régimen de dosificacion mientras se mantiene la eficacia
terapéutica a una dosis mas baja y se minimizan los efectos secundarios debido a las
altas dosis (Roy et al., 2022).

Los efectos secundarios que se observaron en algunas SA se potenciaron a
través de la farmacomodulacién, convirtiendo a los derivados estructurales en cabezas
de serie Utiles para el desarrollo de otros grupos de farmacos. El interés en las SA ha
aumentado a medida que su amplia gama de bioactividad y su estructura versatil los
convierten en excelentes candidatos para reutilizar medicamentos antiguos o
desarrollar nuevos agentes de multiples objetivos en el campo emergente de la

polifarmacologia.

Figura 4.10. Otros usos de las SA (Adaptado de Zhao et al. 2019).

Los derivados de SA incluyen una amplia gama de actividades biolégicas tales
como: antibacteriana, antifingica, antiinflamatoria, antioxidante, diuréticos,

anticancerigenos, inhibidores de enzimas (como la anhidrasa carbdnica), antitumoral,
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enfermedad de Alzheimer, antituberculosa, antidiabética, inhibidores de la proteasa
del VIH, antiglaucoma, antiobesidad, antiviral, antipalidica, antagonistas no peptidicos
de los receptores de vasopresina e inhibidores del inicio de la traduccion, y en la
guimioterapia contra el cancer (Figura 4.10). Recientemente, los ésteres derivados de
SA se han estudiado como inhibidores de la proliferacion celular (Hassanein, 2019;
Danish et al., 2021).

4.10. EFECTOS ADVERSOS - TOXICIDAD

4.10.1. EFECTO TOXICOLOGICO

Algunos de los factores que influyen en el efecto toxicoldgico incluyen el
tiempo de vida media y la dosis del farmaco, existencia del anillo heterociclico
sustituido en N1, su solubilidad en sangre y en otros fluidos biolégicos, el estado del
rifndn, edad y estado nutricional del paciente (Shmukler et al. 2000). El efecto téxico de
los metabolitos es muy comun porque las enzimas del citocromo P450 oxidan N para
producir metabolitos reactivos de hidroxilamino (Azevedo Barbosa et al., 2020). La
mayoria de los factores de riesgo incluyen: un fenotipo acetilador lento, una dosis alta
de farmaco, una inmunodeficiencia grave y una deficiencia de glutatiéon. En algunos
casos el sistema inmunoldgico identifica a las SA como un alérgeno (Giles et al.,
2019).

Las SA compiten con la bilirrubina al unirse a las proteinas plasmaticas, lo
gue puede causar kernicterus en los recién nacidos. Por lo tanto, no se deben usar en
bebés recién nacidos ni durante los dos Ultimos meses de embarazo. Ademas, por
este mismo motivo, es posible gue aumente la concentracién plasmatica de algunos
farmacos, potenciando su efecto, por ejemplo, anticoagulantes, derivados
hipoglucemiantes de la sulfonilurea y anticonvulsivos como hidantoina, por lo que es

importante evitar la toma de estos farmacos al mismo tiempo (Tacic et al., 2017).

4.10.2. EFECTO AMBIENTAL

El uso excesivo e indebido de antibiéticos y su liberacion al medio ambiente
puede representar potencialmente una amenaza para los animales y las comunidades
microbianas en el suelo y el medio acuatico. Las SA son antibiéticos de uso frecuente
para animales (por ejemplo, ganado vacuno y porcino) y humanos para el tratamiento
de enfermedades bacterianas. Tanto después como durante el uso de estos IFA, una

alta fraccién se excreta sin metabolizar, a través de la orina o las heces, y estas
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excreciones luego se liberan al medio ambiente como estiércol o aguas residuales. Se
encontr6 que las SA existen en niveles bajos, pero detectables, en los tejidos
comestibles de animales productores de carne tratados con estos IFA. (Ovung et al.,
2021).

4.11. CONCLUSIONES

Uno de los hitos mas importantes de la medicina en el avance del tratamiento
de enfermedades infecciosas, contribuyendo a la reduccién de las tasas de mortalidad,
fue el descubrimiento de los antibidticos y la introduccién de las SA en el arsenal
terapéutico. En el pasado, el término "sulfa" se utilizé para referirse a los compuestos
antibacterianos de sulfonamida que fueron descubiertos por Gerhard Domagk a
mediados de los afios 1930. Sin embargo, desde entonces, este término se ha
utilizado para describir una variedad de moléculas que contienen el grupo funcional

sulfonamida como parte de su estructura quimica.

Las sulfonamidas han dado origen a una gran variedad de compuestos con
diversas actividades bioldgicas, las mas amplias de todas las moléculas de farmacos.
Esta caracteristica, junto con su versatilidad estructural y la gran cantidad de
informacién disponible, las convierte en excelentes candidatos para el desarrollo de
alternativas mas efectivas y seguras a los farmacos actuales para una variedad de
enfermedades. Se prevé que la investigacion sobre las aplicaciones para un solo

objetivo y para multiples objetivos continle avanzando.
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5.1. INTRODUCCION

Dada la importancia terapéutica de las Fluorguinolonas (FQ), se han validado
numerosos métodos analiticos para su determinacion a granel, en formulaciones
farmacéuticas y/o en fluidos bioldgicos. Entre ellas, la técnica espectrofotométrica es la
mas utilizada en el andlisis farmacéutico. También se han utilizado otros métodos
analiticos como la espectrofluorometria (Perianua et al., 2019), la cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) (Zheng et al., 2019) el analisis electroquimico, y la
electroforesis capilar (Chierentin et al., 2016; Tamires Macedo et al., 2019). Para el
andlisis cuantitativo de la materia prima Norfloxacino (NOR), la Farmacopea Argentina
(FA), la Farmacopea Britanica (BP), y la Farmacopea de los Estados Unidos (USP)
recomiendan la titulacién en medio no acuoso, mientras que para la cuantificacion de

NOR en comprimidos recomiendan el uso de HPLC (Avila, et al. 2023).

Sulfametoxazol (SMX) también es un farmaco oficial codificado en la FA y en
BP, USP y la Farmacopea Europea (EP). La USP describe una metodologia de HPLC
para la cuantificacion de SMX, mientras que la FA, la BP y la EP recomiendan la
reaccibn de aminas aroméaticas primarias por diazotizacibn con acido nitroso y la
determinaciéon del punto final potenciométricamente. Otros métodos analiticos
informados son fluorescencia, espectrofotometria, métodos inmunoquimicos,
electroforesis capilar y HPLC-MS o HPLC-MS/MS (Dmitrienko et al., 2014; Rege et al.,
2019).

En virtud de que en las metodologias experimentales planteadas en el plan de
trabajo de esta tesis doctoral se basan en el trabajo simultineo con FQ vy
Sulfonamidas Antibacterianas (SA), fue necesario desarrollar un método analitico
relativamente sencillo y rapido que permitiera la cuantificacion simultdnea de pares de
estas sustancias. Es por ello que nos propusimos emplear la espectrofotometria UV-
Vis. Sin embargo, la principal limitacion con respecto a estos IFA es la superposicion
de las bandas de absorcién al UV en la region comprendida entre los 250 a 300 nm
(Figura 5.1).
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Figura 5.1. Espectros de NOR 1,6 10 °M (linea negra) y SMX 1,5 10 > M (linea roja).

Esto restringe su medicidn directa cuando se usa espectrofotometria UV-Vis.
En las Ultimas dos décadas, la espectrofotometria derivada ha mostrado un importante
desarrollo en la determinacién de mezclas de dos o mas componentes con bandas
superpuestas y ha permitido eliminar interferencias o fondo de matriz utilizando, por
ejemplo, la técnica de cruce por cero o “zero crossing” del inglés (Redasani et al.,
2018). La primera derivada de un espectro de absorciébn UV-Vis es empleada
frecuentemente para detectar picos solapados o escondidos, constituyéndose en una
caracteristica identificatoria del analito en cuestion. Este método es especialmente Uutil
para resolver los espectros superpuestos debido a su simplicidad inherente, bajo
costo, velocidad satisfactoria, precision adecuada y amplia disponibilidad (Andretta et
al., 1989).

La International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) ha acordado dos directrices para
los requisitos de validacion: Q2 (R1) y Q2B. La primera resume y define las
caracteristicas requeridas para una variedad de tipos de procedimientos de ensayo,
mientras que la segunda describe los datos experimentales necesarios y su
interpretacion estadistica. Al respecto, dado que en la literatura no se encontré otro
método analitico simple, de bajo costo y rapido para cuantificar simultaneamente NOR

y SMX, se validd el método de espectrofotometria UV-Vis de derivada primera.
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5.2. MATERIALES Y METODOS

NOR (L130666)y SMX (L98071) se obtuvieron comercialmente
del Laboratorio Parafarm, Argentina. Se utilizé agua destilada para preparar hidroxido
de sodio 0,1 M y buffer fosfato pH 7,4 (FA 7 Ed.).

Las mediciones espectrofotométricas se realizaron en un espectrofotbmetro
Varian Cary 50 de doble haz conectado a una computadora compatible cargada con el
software Win UV 3.00 (Agilent) utilizado para el registro de todas las mediciones de
absorbancia y procesamiento de datos. Todas las soluciones se escanearon en un
rango de longitud de onda comprendido entre 200 y 400 nm y una velocidad de
escaneo media (0,9 nm/min). La fuente de radiacién fue una lampara de xenén y se

utilizaron celdas de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico.

5.2.1. CONTROL DE MATERIA PRIMA COMERCIAL Y MATERIAL DE
REFERENCIA

Ante la falta de disponibilidad de material de referencia, se propuso la
preparacion de un estandar interno de trabajo para cada IFA. Este proceso involucroé la
purificaciéon de las sustancias mediante recristalizacion, seguida de su caracterizacion
y evaluacién de pureza por medio de la determinacién de su punto de fusién y peffil

cromatogréfico.

En primer lugar, se pesaron 300 mg de NOR y la misma cantidad de SMX
obtenidos del producto comercial y se disolvieron en 25 mL de etanol, aplicando
agitacion y calentamiento en un sistema de reflujo. El sistema se mantuvo en
calentamiento durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo, se dejo enfriar la solucion
para favorecer la recristalizacion y realizar una posterior filtracion al vacio. El residuo

solido obtenido se dejé secar en desecador por 24 h.

Posteriormente se determind el punto de fusibn de cada sustancia en un
fusiémetro Optimelt MPA100, seleccionando el inicio del calentamiento 10 °C por
debajo del punto de fusién de cada sustancia obtenido de bibliografia. La velocidad de

aumento de temperatura fue de 1°C/min.

Ademas, se determind la pureza de las sustancias mediante Cromatografia en

Capa Delgada (CCD) segun las técnicas reportadas en cada caso:

NOR (Wang et al., 1997): La Fase Estacionaria (FE) fue de silica gel 60 F254

con soporte de aluminio (Merck). Los cromatofolios se trataron previamente con una
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solucion de EDTA 0,27 M ajustado a pH 7. Una vez secos se sembraron las muestras
y se coloco la placa en una atmosfera de amoniaco durante 10 minutos. Por dltimo, se
transfirid la placa a una cuba sin saturar conteniendo la Fase Mavil (FM) cloroformo:
metanol: tolueno: diclorometano: hidroxido de amonio (2,7:4,6:1,7:0,5:0,5 v/v). La
siembra fue puntual, los sélidos se disolvieron en CH.Cl;: MeOH (1:1). Se efectud el
desarrollo ascendente de la fase movil y finalizada la cromatografia, se procedié al
revelado mediante luz UV-Vis (254 y 365 nm).

SMX (Klein et al., 1971): La FE fue silica gel 60 F254 con soporte de aluminio
(Merck). Como FM se seleccionaron: |- acetato de etilo: metanol: hidréxido de amonio
(17:6:5) y lI- éter de petroleo: cloroformo: n-butanol (1:1:1). La siembra fue puntual y
los solidos se disolvieron previamente en diclorometano: metanol (1:1). Se efectud el
desarrollo ascendente de la fase movil y finalizada la cromatografia, se procedié al
revelado mediante luz UV- 254 nm.

5.2.2. CALIBRADO DE EQUIPOS Y MATERIALES,
ENTRENAMIENTO DEL PERSONAL

Se realizé la calibracién de los materiales y equipos utilizados en la validacion.
El personal encargado de realizar los ensayos analiticos estd formado por 2 alumnas

de posgrado entrenadas para tal fin.

5.2.3. PREPARACION DE SOLUCIONES ESTANDAR

Se prepararon soluciones estandar de NOR y de SMX de concentracion 6x10°
M mediante disolucion de los IFA en buffer fosfato de pH 7,4. Las alicuotas de solucién
estandar se diluyeron adicionalmente hasta obtener un volumen final de 10 mL con
buffer 7,4 obteniendo soluciones de trabajo de concentracion comprendida entre 1,50
10°y 3,18 10° M. Las soluciones de trabajo se prepararon tres veces al dia a partir de
la misma solucion madre. EI experimento completo se repiti6 durante tres dias
consecutivos. Todas las soluciones estuvieron protegidas de la luz durante todo el

estudio.

Por otra parte, se prepararon soluciones estandar de combinaciones de NOR y
SMX. Para ello, alicuotas de la solucion madre de cada IFA se transfirieron a una serie
de matraces volumétricos de 10 mL y se diluyeron en buffer fosfato de pH 7,4 a fin de

preparar seis muestras equimolares de NOR y SMX.
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5.2.4. REALIZACION DE CURVAS DE CALIBRACION

Se utilizaron siete soluciones estandar de trabajo de NOR y siete de SMX para
construir las curvas de calibracién. El analisis de regresion lineal se realizé mediante el
método de minimos cuadrados. La intensidad de absorcién se midié en un rango de
200 a 400 nm, obteniéndose maximos de absorcién de 257 nm para SMX y 272 nm
para NOR, usando buffer pH 7,4 como blanco. Las derivadas de primer orden de los
espectros (dA/dA) se obtuvieron matematicamente con el programa OriginPro® 8.5, a
partir del espectro de absorbancia. Los espectros con mayor orden de derivacion
presentaron menor sensibilidad y linealidad, por lo tanto, solo se seleccionaron

espectros de derivadas de primer orden para realizar el analisis cuantitativo.

5.3. VALIDACION DEL METODO

El método propuesto fue validado en cuanto a linealidad, exactitud, precision,
limites de deteccion y de cuantificacion y selectividad de acuerdo con la guia de ICH
(Borman et al., 2017).

5.3.1. LINEALIDAD

La linealidad es la capacidad del método analitico para brindar resultados
directamente proporcionales a la concentracién o cantidad de analito en un rango
definido, siguiendo la Ley de Lambert-Beer. Los resultados del estudio de linealidad se
tabularon relacionando las concentraciones de las soluciones y su respuesta
instrumental (absorbancia), expresando su relacion matematicamente como una recta
de regresion lineal de la forma y=a+bx, obtenida mediante el método de ajuste de
minimos cuadrados. Se analizaron siete concentraciones diferentes de NOR y SMX en
el rango 0,32 — 6,30 pug/mL y 0,25 — 5,00 pug/mL respectivamente (9,9 x 107 a 2,0 x 10°
5> M). Cada una de ellas se realiz6 por triplicado, resultando en un total de 18

determinaciones (K=7, n=3).

Popularmente, se recurre al parametro R o coeficiente de correlacion como
prueba de linealidad, aunque esto resulta incorrecto debido a que dicho parametro
s6lo mide la relacion entre dos variables aleatorias, sin tener mucho sentido en la
calibracién analitica ya que los valores de concentracion no se encuentran distribuidos
al azar (Olivieri, 2003). A pesar de esto, existen diversos métodos y test para evaluar

la linealidad, de los cuales algunos se mencionan a continuacion:
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5.3.1.1. Hipdtesis del intercepto

Un indicativo de linealidad es que el intercepto de la regresiéon no difiera
significativamente de cero, por lo que se evalud a través del estadistico t de Student,

con un grado de significancia de a = 0,05. Se plantearon las siguientes hipotesis:

#* Ho = El intercepto no es diferente de cero

% H; = El intercepto es significativamente distinto de cero

5.8.1.2. Relacion entre /a varianza de /a regresion y la del

ruido instrumental

Otra opcién para evaluar la linealidad implica examinar la relacién entre la
varianza de la regresion (sx/y) y la del ruido instrumental (sy). Si la primera es
significativamente mayor a la segunda, podemos suponer que existen factores de
desvio de la linealidad que son estadisticamente superiores al ruido aleatorio en la
respuesta. Para realizar esta prueba se debe cumplir el supuesto bajo el cual se
realiza el ajuste lineal, esto es, que los errores en las concentraciones de calibrado
sean menores que en la respuesta. De lo contrario, se acumularian incertidumbres
provenientes de la imprecision en la preparacion de las concentraciones de calibrado,

gue no tienen ninguna relacién con el ruido instrumental o las pérdidas en la linealidad.

La prueba estadistica utilizada para determinar si los datos se ajustan a la
linealidad es el test F, en el cual se calcula un valor experimental segun la Ecuacién
5.1:

Fexp = (sylx) I (sy) Ec.5.1

Este valor se compara con un valor F teérico para a=0,05y m -2 y m —p grados
de libertad, en dénde m es el numero de datos disponibles y p el nimero de niveles de

concentracion estudiados.

5.3.2. LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

El Limite de Deteccién (LD) de un procedimiento analitico individual es la
cantidad mas baja de analito en una muestra que puede detectarse, pero no
necesariamente cuantificarse como un valor exacto. El Limite de Cuantificacion (LQ)
es la cantidad mas baja de analito en una muestra que se puede determinar
cuantitativamente con precision y exactitud adecuadas. El limite de cuantificacion se
utiliza particularmente para la determinacién de impurezas y/o productos de
degradacion (ICH, 2023).
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La ICH recomienda estimar dichos limites utilizando uno de los siguientes

enfoques (Borman, et al. 2017)

v Basado en la inspeccion visual
v Basado en la relacion sefial/ruido

v Basado en la desviaciéon estandar de una respuesta lineal y su pendiente.

En este caso, se utilizo el criterio basado en la respuesta lineal de la regresion.

Los limites fueron calculados de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

LD = 3.3% Ec.5.2
LO = 10% Ec.5.3

donde o es la desviacion estandar de la sefal analitica y s es la pendiente de la curva

de calibracion correspondiente.

5.3.3. RANGO LINEAL Y DINAMICO

El Rango Lineal (RL) comprende desde la menor concentracion cuantificable,
LQ, hasta la pérdida de la linealidad. El rango dinamico se considera que va desde la
menor concentracion detectable, LD, hasta la pérdida de la relacidon entre absorbancia
y concentracion. En la zona de pérdida de linealidad, en principio, podria aplicarse un
método de regresion polindmica para la calibracion, por lo que dicha zona podria

utilizarse con fines predictivos.

5.3.4. PRECISION

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre los
resultados del ensayo individual cuando el método se aplica repetidamente a varias
alicuotas de una muestra homogénea. La precision de un método analitico,
generalmente se expresa como la desviacion estdndar o desviacion estandar relativa
(coeficiente de variacién) de una serie de mediciones (FA 7 Ed.). La ICH Q2B define
como ambito de aplicacion de la precision, la determinacion cuantitativa de los
principios activos, por lo que se hace necesario evaluar la precision mediante el
estudio de la repetibilidad instrumental y del método, ademas de la precision

intermedia (Delgado et al., 2013).
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5.3.4.1. Repetibilidad

La repetibilidad de un procedimiento analitico, también denominada precision
intraensayo, expresa la precision bajo las mismas condiciones operativas durante un
corto intervalo de tiempo (FA 7 Ed.). Se evalué la repetibilidad del equipo y del método

utilizado.

Para determinar la repetibilidad del equipo se analizé una solucién de NOR y
una de SMX con una absorbancia nominal (1,5 x 10° M) y se determiné su

absorbancia 12 veces. El coeficiente de variacion debe ser inferior al 1,0 %.

Para la repetibilidad del método, se evaluaron los coeficientes de variacion de
los valores de la derivada primera para NOR y para SMX medidos en 3 dias diferentes

por triplicado y a 3 niveles de concentracién diferentes.

5.3.4.2. Precision intermedia

La precision intermedia, también denominada precision interensayo, expresa
las variaciones dentro de los laboratorios, es decir, las observadas al considerar
diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipos, etc. (FA7 Ed). En el presente
estudio, los procedimientos anteriores se repitieron interdiariamente en tres dias
sucesivos, en dos equipos diferentes, y con dos analistas diferentes para el andlisis de

las seis concentraciones seleccionadas. Las muestras se prepararon por duplicado.

Se analizaron los coeficientes de variacién promedio de las medidas obtenidas
por cada analista a partir de las curvas de calibrado, asi como los parametros de
regresion mediante el test t-student y la prueba F de Snedecor para la evaluacion de la

homogeneidad de varianzas entre analistas.

5.3.5. ESPECIFICIDAD

La especificidad de un procedimiento analitico es la capacidad del método para
medir con precisién un compuesto en presencia de otros componentes. El criterio de
aceptacion de este parametro es demostrar que la lectura del espectrofotometro se
debe Unicamente a la concentracion del IFA correspondiente y no a la presencia de
otro IFA.

Para evaluar la especificidad del método, se prepararon mezclas de NOR y
SMX mediante dos sets de cinco muestras cada uno por triplicado. El primer set se
prepar6 en un rango de concentraciones entre 2,0 x 10°y 1,5 x 10° M de NOR con

una concentracion fija de SMX de 9,9 x 107 M. El segundo set se preparé utilizando un
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rango de concentraciones entre 2,0 x 10®y 15 x 10° M de SMX con una
concentracion fija de NOR de 4,9 x 10® M. Se obtuvieron los espectros de absorcion
promedio de cada set, asi como su derivada de primer orden correspondiente. Para el
primer set, se graficod el valor de la derivada primera a 257 nm vs longitud de onda
(nm), mientras que para el segundo se utilizé el valor de su derivada primera a 272
nm. Se realizd la prueba t de Student para un nivel de significancia a = 0,05 y los
grados de libertad seleccionados t= (n; + nz) — 2, donde la hip6tesis nula indica que las
ecuaciones de regresion no tienen diferencias significativas. El valor de texp Se comparé

con el valor de tiap.

5.3.6. EXACTITUD

La exactitud del método se evalu6 aplicando el método de adicién estandar
(Andersen, 2017), el cual consiste en agregar cantidades conocidas de un patrén de
referencia a las soluciones preparadas a un nivel de 80, 100 y 120% del valor nominal
del ensayo para NOR y SMX, ensayandose por triplicado. De esta manera, la exactitud
se puede expresar como el porcentaje de recuperacién en un método analitico de una
cantidad conocida del mismo. El porcentaje de recuperacion resulta del cociente entre
la concentracién experimental obtenida a partir de la curva de calibrado de la derivada
de primer orden para cada IFA, y la concentracién teérica de la muestra mas el patron

afadido.

Se utilizaron concentraciones 9,9 x 10° M tanto para los patrones como para la

preparacion de la muestra. La Tabla 5.1 resume el esquema de preparacion de las

soluciones.
Tabla 5.1. Preparacién de las soluciones
Solucién Nivel NOR (mL) SMX (mL) NORsta (ML) SMXstd (ML)
1 80% 0,5 1 0,4 -
2 100% 0,5 1 0,5 -
3 120% 0,5 1 0,6 -
4 80% 0,5 0,5 - 0,4
5 100% 0,5 0,5 - 0,5
6 120% 0,5 0,5 - 0,6

Std: Estandar
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5.4. RESULTADOS

5.4.1. ESPECTROS DE ABSORCION

Se midieron los espectros de absorcion de las distintas soluciones de NOR y

SMX en buffer pH 7,4. A partir de los espectros de absorcion, se obtuvieron los

gréficos de derivada de primer orden para SMX y NOR. Aqui, la primera derivada pudo

mejorar la resolucion de las bandas de absorcion superpuestas mediante la aplicacién

de la técnica de cruce por cero (Figuras 5.2 y 5.3). Los 6rdenes derivados superiores

se descartaron porgue dieron como resultado un aumento del ruido y una disminucion

de la sensibilidad. En este caso, los maximos de absorcion se evidencian en aquellas

longitudes de onda en donde su derivada toma un valor de cero. Estos valores

coinciden con aquellos o

0.05

-0.05 4

Derivada de primer orden

guo— =

bservados en el espectro de absorcion.

Figura 5.2. Espectro de la primera derivada de NOR (1,6 106 — 3,18 10°° M).
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Figura 5.3. Espectro de la primera derivada de SMX (1,5 10%— 3.0 10°°M).
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5.4.2. VALIDACION DEL METODO

El método fue validado siguiendo las directrices de la ICH. Se determinaron la
linealidad, LD, LQ, el rango, la precision (repetibilidad y precision intermedia), la

especificidad y la exactitud.

5.4.2.1. Linealidad y rango

Las curvas de calibracion para NOR y SMX obtenidas pueden visualizarse en
las Figuras 5.4 y 5.5 respectivamente. En la Tabla 5.2 se resumen los valores

obtenidos para los dos IFA.

NOR
y= 37699x+0,0014
R’= 0,9999

Absarbancia

5.0:(10‘5 ‘ 1_0;105 ‘ 1.5.;210*5 ' 2.0;105
Concentracion (M)

Figura 5.4. Curva de calibracion de NOR en buffer pH 7,4.

SMX

025
o y= 18013x + 0,002
. 2
£ 00- R=0,99%9
E 0.15]
I

010

00 BO0°  A0k0°  1EID°  20610°
Concentracion (M)

Figura 5.5. Curva de calibracion de SMX en buffer pH 7,4.
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Como se puede ver en la Tabla 5.2, los bajos valores de los coeficientes de
correlacion y los valores aceptables de los interceptos indican la buena linealidad de
las curvas de calibracion de NOR y SMX en los rangos de concentracion
comprendidos entre 3,2 10%y 3,2 10°M y entre 3,0 10°y 3,0 10°° M respectivamente.
Como los valores de tex, SON Mmenores a los valores tabulados, no podemos rechazar
Ho y afirmamos, con un nivel de significaciéon a = 0,05, que los interceptos no son

diferentes de cero y cumplen con la linealidad.

Tabla 5.2. Parametros de validacion del método para la determinacion de NOR y SMX

NOR (Amax 272 nm) SMX (Amax 257 nm)
Linealidad Ccv (%) ttab texp cv (%) ttab texp
Intercepto 0,001 - 2,09 0,56 0,002 - 2,09 1,50
Pendiente 37698,95 0,07 - - 18012,80 0,29 -
R? 0,9999 0,9997

R? coeficiendte de determinacion; CV: Coeficiente de Variacion; a: 0,05; tap: t tabulado, texp: t experimental.

A continuacién, en la Tabla 5.3, se listan los valores experimentales y
tabulados de la prueba F realizada con el software MATLAB versién R2010a. Como en
todos los casos Fuww>Fexp, Se cumple la linealidad en todo el intervalo de

concentraciones evaluado.

Tabla 5.3. Resultados de la prueba F para evaluacion de la linealidad.

Curva de Calibrado Ftab Fexp
NOR 2,40 1,85
SMX 2,40 1,92

5.4.2.2 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

En la Tabla 5.4 se muestran los resultados obtenidos para ambos IFA. La
sensibilidad del método propuesto puede ser confirmada por los bajos valores de LD y
LQ obtenidos.
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Tabla 5.4. LD y LQ de NOR y SMX.

NOR (Amax @ 272 nm) SMX (Amax @ 257 nm)
LD (M) 2,1x 107 2,4 x 107
LQ (M) 6,4 x 107 7,4 x107
5.4.2.3. Rangos

En la Tabla 5.5 se muestran los rangos lineales y dinamicos obtenidos para
NOR y SMX.

Tabla 5.5. Rangos lineales y dindmicos de las curvas de calibrado.

NOR SMX
Rango Lineal 6,4x107-2,0x10° 7,4x107-2,0x10°%
Rango Dindmico 2,1x107-9,9x10° 2,4x107-9,9x 10°

5.4.2.4. Precision
%* Repetibilidad

En la Tabla 5.6 se puede visualizar que se obtuvo un coeficiente de variacion

de 0,15% para la repetibilidad del equipo, menor al 1% propuesto por la ICH.

Tabla 5.6. Parametros para la estimacion de la repetibilidad del equipo.

NOR
Desviacion estandar 5,8 x10*
Promedio (12 replicados) 0,375
CV (%) 0,15

CV: Coeficiente de Variacion

Para la repetibilidad del método, se visualizan en la Tabla 5.7 los promedios
del coeficiente de variacion tanto para NOR como para SMX. Se obtuvieron

coeficientes de variacion de 2,17 y 2,90 %, menores al 3% propuesto por la ICH.
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Tabla 5.7. Coeficientes de variacion para la estimacion de la repetibilidad del método.

Concentracion (M) CV (%) CV Promedio (%)
1,5x10° 2,08
NOR 9,9x10° 2,38 2,17
3,0x 106 2,05
SMX 1,5x10°% 3,13
9,9x10° 3,12 2,90
3,0x 106 2,46

CV: Coeficiente de Variacion

#* Precision intermedia

Las Figuras 5.6 y 5.7 representan las curvas de calibrado de los valores de la

derivada de primer orden de la absorbancia en funcion de la concentracion de NOR y

de SMX medidas a 257 nm y 272 nm respectivamente, realizadas por ambos

analistas. Los parametros de los ensayos de precision intermedia se visualizan en la

Tabla 5.8.

0.020

0,016

0.012

0.008

Altura derivada 1° orden

0.004

Analista 1

NOR
y =1232,8x - 0,0004
R?=0.9989

0 4.0E-08 8,0E-06 1.2E-05 1.6E-05

Concentracion (M)

0,020
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0.012

0.008

Altura derivada 1° orden

0.004
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y = 1264 2x + 0,0002
R?=0.9998

0 4.0E-06

NOR

8.0E-06 1.2E-05 1.6E-05
Concentracién (M)

Figura 5.6. Comparacion entre las curvas de calibrado de NOR realizadas por dos analistas
utilizando derivada de primer orden del espectro de absorcion.
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SMX
y = 691,15x + 0,0007
R? = 0,9985

1,0E-06 4,0E-06 7,0E-06 1,0E-05 1,3E-05 1,66E-05
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y =708,02x + 0,0004
R? = 0,9999

0 4,0E-06

SMX
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Figura 5.7. Comparacion entre las curvas de calibrado de SMX realizada por dos analistas
utilizando derivada de primer orden del espectro de absorcién.
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Tabla 5.8. Parametros obtenidos de los ensayos de precisién intermedia

NOR SMX
(dA/dA 257nm) (dA/dA 272nm)
Analistal Analista2 tab texp Analistal Analista 2 ttab  texp
Intercepto -4,13E* 1,6E* 2,78 2,73 7,25E4 4,4 2,78 2,15
Pendiente 1232,82 1264,18 2,78 1,25 691,15 708,02 2,78 1,07
0,9989 0,9998 0,9985 0,9999

R2

R coeficiente de determinacion; twn: t tabulado, texp: t experimental

Al comparar los valores de texp cOn los valores tabulados, podemos aceptar la
hipétesis nula, por lo que las ecuaciones de regresion son similares y el método es

reproducible en condiciones de analistas, dias, reactivos y equipos diferentes.

Por otro lado, se analiz6 la reproducibilidad del método mediante una prueba F

para varianzas de dos muestras, utilizando n -1 grados de libertad (Tabla 5.9).

Tabla 5.9. Prueba F para varianzas de dos muestras.

Precisién Intermedia Ftab Fexp
NOR (dA/dA 257nm) 6,40 4,63
SMX (dA/dA 272nm) 6,40 4,43

Como Feyp < Fiwn, podemos afirmar que ambas mediciones son consistentes

entre si y no existen grandes variaciones en las mediciones entre ambos analistas.

En la practica se utilizé el mismo lote de NOR y SMX por lo que no se cumpliria
el requisito de independencia de las muestras para hacer el test, pero se realiza

igualmente de forma comparativa.

Por ultimo, se evalud la precision intermedia mediante los coeficientes de
variacion obtenidos a partir de las medidas realizadas por triplicado, lo cual refleja la
dispersion de las medidas entre ambos analistas (Tabla 5.10). Se observé que los
coeficientes de variacion promedio son menores al doble de los coeficientes de
variacion correspondientes a la repetibilidad del método, por lo que verificamos que no
existen grandes diferencias entre ambos analistas en condiciones diferentes de

trabajo.
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Tabla 5.10. Coeficientes de variacion para la estimacion de la precision entre analistas.

Concentracion (M) CV (%) CV Promedio (%)
ANALISTA1 NOR + SMX FIJO- 1,5x10° 1,68 -0,26
SMX + NOR FIJO 9,9x10° 1,26 — 1,90 2,41-2,12

3,0x10° 3,01-4,19

1,5x10° 0,80-0,78
ANALISTA 2 NOR + SMX FIJO- 9,9x10° 0,71-0,27 0,75-0,67
SMX + NOR FIJO 3,0x10° 0,76 — 0,97

CV: coeficiente de variacion

5.4.2.5. Especificidad

La selectividad del método se evalué analizando los graficos de derivada de
primer orden (Figura 5.8) de mezclas de NOR y SMX (concentracién fija) y SMX y

NOR (concentracidn fija) respecto a la de sus componentes puros (Figura 5.9).
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Figura 5.8. Curva de calibrado de NOR y SMX en mezclas utilizando derivada de 1° orden.
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Figura 5.9. Curva de calibrado de NOR y SMX en estado puro utilizando derivada de 1° orden.
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Para estimar la similitud de las ecuaciones de regresion se realizé un test-t de
Student con un nivel de significacion a = 0,05 y n = (n1 + ny) — 4 grados de libertad, en
donde la hipétesis nula (Ho) indica que las ecuaciones de la regresiébn no poseen
diferencias significativas en términos de su pendiente. Los resultados se exhiben en la
Tabla 5.11. Al comparar los valores de texy con los valores tabulados, podemos
aceptar la hipétesis nula, por lo que las ecuaciones de regresion son similares y no

existirian interferencias entre los IFA, pudiéndose asi cuantificar el analito en las

mezclas.
Tabla 5.11. Evaluacion de la especificidad del método para NOR y SMX.
NOR SMX
(dA/dA @ 257nm) (dA/dA a 272nm)
NOR NORmezcla ttab texp SMX SMXmezcla ttab texp
Intercepto  -1,5E% -4,13* 2,78 0,98 -6,9E° 7,25E4 2,78 2,82
Pendiente  1208,85 1232,82 2,78 0,75 687,29 691,15 2,78 0,24
R? 0,9990 0,9989 0,9999 0,9985

R coeficiente de determinacion; te: t tabulado, texp: t experimental

5.4.2.6. Exactitud

Los porcentajes de recuperacion de ambos IFA en la mezcla se calcularon
segun la ecuacion de regresion correspondiente. Se encontré6 que los porcentajes
recuperados en los tres niveles diferentes mencionados anteriormente para NOR vy
SMX oscilan entre 100,94 % y 92,97 %. Los porcentajes de recuperacion para NOR y
SMX figuran en la Tabla 5.12. La recuperacién para NOR se encuentra dentro del
porcentaje esperado, aunque para SMX se encuentra por debajo del 100%,

posiblemente por la presencia de interferentes (efecto matriz).

Tabla 5.12. Porcentajes de recuperacion para NOR y SMX segun el método de adicién

estandar.
Cantidad agregada (%) Recuperacién (%)
NOR SMX
80 100,94 + 1,31 92,97 £ 1,38
100 100,44 + 1,18 93,17 £ 0,60
120 100,03 + 1,88 93,33 £ 0,27
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5.5. CONCLUSION

La presente investigacion es la primera en utilizar un método
espectrofotométrico derivado para determinar simultdneamente NOR y SMX en
solucion. Utilizando el método de cruce por cero de la primera derivada en los
espectros UV, fue posible realizar la determinacion y cuantificacion de cualquiera de
estos IFA en presencia de la otra sin separaciéon previa. El método demostré buenas
caracteristicas de linealidad, precision, selectividad y precision. EI método propuesto
fue validado y se observa que es simple, de bajo costo e independiente de
instrumentos costosos o reactivos contaminantes. Este método demostrd ser apto para
ser aplicado en analisis de rutina de mezclas de NOR y SMX en laboratorios de control
de calidad siendo una herramienta muy Util para determinar estos farmacos en una

mezcla, sin largos procedimientos de separacion.
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6.1. INTRODUCCION

Desde el punto de vista macroscopico, un disolvente es un continuo
caracterizado por constantes fisicas macroscopicas tales como punto de ebullicién,
presion de vapor, densidad, presion cohesiva, indice de refraccion, permitividad
relativa, conductividad térmica, tension superficial, entre otras. Es el medio por el que
se transporta calor hacia y desde reacciones quimicas endo y exotérmicas. Desde el
punto de vista microscépico molecular, un disolvente es una discontinuidad que consta
de moléculas individuales que interactlan entre si, caracterizadas por propiedades
moleculares como el momento dipolar, la polarizabilidad electrénica, la capacidad de

donar enlaces de hidrégeno o aceptarlos (Reichardt, 2007).

Para evaluar la conducta de los Ingredientes Farmacéuticos Activos (IFA) en
soluciéon se plante6 el objetivo de estudiar la capacidad de interaccion intra e
intermolecular entre Fluorquinolonas (FQ) y Sulfonamidas Antibacterianas (SA) y con
el solvente. Esto se puede llevar a cabo a través de ensayos espectrofotométricos de
incremento de concentracion, termocromismo, solvatocromismo y de solvatacion
preferencial, tal como se desarrolla en este capitulo. Se consideré importante realizar
estos estudios para visualizar previamente los equilibrios intra e intermoleculares y
recabar informacién acerca de la tendencia de estos IFA a interactuar entre si y con el
solvente. La generacion de heterocomplejos entre FQ y SA da indicio de posibles

interacciones que podrian ocurrir, también, en el estado solido.

6.1.1. ESPECTROSCOPIA UV-VIS

La asociacion molecular en solucién entre soluto-soluto y soluto-solvente se ha
estudiado con espectrofotometria UV-Vis. Se ha observado que a medida que
aumenta la concentracion de las soluciones, muchas moléculas de estructura
aromética muestran un coeficiente de extincidn mas bajo. Este hecho se cree que es
el resultado de la autoasociacién de las moléculas del soluto. Ademas, cuando hay
mas de una especie en una solucion, como mondémeros o dimeros, generalmente se
observan puntos isosbésticos (Aiyama et al., 1992). Ademas, se puede observar la
heteroasociacion molecular en los espectros de absorcién de soluciones que incluyen
la concentracién estable de una sustancia y concentraciones aumentadas del segundo
componente. Un indicio de heteroasociacion en este caso es un desplazamiento

batocrémico e hipercrémico de una banda de absorcion (Botolin et al., 2006).
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6.1.2. TERMOCROMISMO

La estructura molecular determina el mecanismo responsable del
termocromismo. Puede ser el resultado de un equilibrio entre dos especies
moleculares (acido-base, ceto-enol o lactima-lactama), una apertura de anillo o la
formacion de radicales libres, entre otros (Day, 1963). Los estudios termocromicos
evallan la absorbancia de una soluciéon a diferentes temperaturas. La aparicién de
puntos isosbésticos indica la existencia de equilibrio intermolecular. Si los espectros se
intersectan, pero no todos en el mismo lugar, es decir sin puntos isosbésticos, se

puede inferir que ocurren varios equilibrios simultdneos en la solucion.

Los cambios especificos inducidos por la temperatura en varios tipos de
espectros pueden ser una fuente de informacién valiosa sobre el sistema investigado.
En el analisis de la evolucién térmica de los espectros electrénicos se pueden estimar
los momentos dipolares de las moléculas, el tipo de los cambios estructurales o
determinar las propiedades termodindmicas y cinéticas del equilibrio fotoquimico
(Kalka et al., 2021).

6.1.3. SOLVATOCROMISMO

Los datos solvatocrémicos ayudan a comprender la estructura electronica y las
interacciones moleculares de sustancias en diferentes entornos. El solvatocromismo
explora la relacion entre la estructura electronica de una molécula y el entorno
(disolvente) que la rodea. Esta area de investigacion tiene aplicaciones en mdltiples
areas de la quimica y de las ciencias de los materiales. Los estudios de
solvatocromismo brindan a los investigadores informacion valiosa sobre el
comportamiento de las moléculas, incluida su polaridad, capacidad de formacion de
enlaces de hidrégeno y otras propiedades especificas de los disolventes (Homocianu,
2024).

El espectro de absorcion de un soluto en solventes de diferente polaridad
puede alterarse en la posicion del maximo de absorcion, la intensidad e incluso la
forma de las bandas. Estos cambios, conocidos como solvatocrémicos, son el
resultado de interacciones intermoleculares soluto-solvente, que pueden clasificarse
en: i) asociaciones no especificas causadas por efectos de polaridad-polarizabilidad
tales como ion-dipolo y dipolo-dipolo; y ii) asociaciones especificas tales como uniones
puente hidrégeno o interacciones donoras o aceptoras de electrones. Las

interacciones alteran la diferencia de energia entre los estados fundamental y excitado
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de las especies absorbentes. El efecto del solvente en el espectro de absorcién puede
utilizarse para recabar informacion acerca de las interacciones soluto-solvente (Santo
et al., 2003).

La presencia de un equilibrio intramolecular se evidencia por un corrimiento
batocromico o hipsocromico del espectro, como se esquematiza en la Fig. 6.1. El
solvatocromismo positivo, también conocido como batocrémico o corrimiento al rojo,
ocurre cuando la banda de absorcién se desplaza a una longitud de onda mas larga.
El solvatocromismo negativo, también conocido como hipsocromico o desplazamiento
hacia el azul, ocurre cuando la banda de absorcién cambia a una longitud de onda
mas corta a medida que aumenta la polaridad del entorno de solvatacion. Puede
observarse un solvatocromismo negativo cuando, a medida que aumenta la polaridad
del solvente, se produce un corrimiento hipsocrémico de una banda de absorcién en el
UV. Esto ocurre como consecuencia de una mayor estabilizacion del estado
fundamental por solvatacion. Un solvatocromismo positivo, con un corrimiento
batocromico, estd indicando una mayor estabilizacién de la molécula en el primer

estado excitado (Homocianu, 2024).
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Figura 6.1. Cambios en la posicion de absorcion y la intensidad de la banda.

Debido a la complejidad de las interacciones en las soluciones, es posible que
las teorias tradicionales no expliquen completamente todos los factores que influyen
en el cambio espectral. Las teorias basicas sobre liquidos a menudo ignoran
interacciones especificas, como los enlaces puente de hidrégeno y reacciones acido-

base, que pueden describirse utilizando otros métodos empiricos.
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Para abordar este problema, se han desarrollado varias técnicas para
cuantificar la contribucion de los descriptores de los solventes a la variacion espectral

total utilizando Relaciones Lineales de Energia de Solventes (RLES).

La distincién entre interacciones soluto-solvente especificas y no especificas
en la interpretacion de determinaciones experimentales de espectros de absorcion es
dificil. Por tanto, es necesario considerar medidas cuantitativas de polaridad para
diferenciar entre estos dos efectos. Asi, se han desarrollado varias ecuaciones
multiparamétricas que combinan dos o mas parametros del disolvente para explicar
los aspectos particulares y distintivos del efecto del disolvente sobre un determinado
compuesto, entre ellas, las de Kamlet y Taft (Almandoz et al.,, 2014; Miotke et al.,
2017), Catalan (Catalan et al., 1995) y Laurence (Laurence et al., 2015) son las mas
utilizadas (Kamlet y Abboud et al., 1983; Kamlet y Doherty et al., 1983).

El método de Relaciones Lineales de Energia Libre (RLEL) de Kamlet y Taft
(Miotke et al., 2017) racionaliza el efecto del solvente en términos de una combinacion
lineal de tres variables: el parametro a, que describe la capacidad acida del solvente
de donar un protdon mediante una union puente hidrégeno, el parametro B, que
proporciona la medida de la capacidad béasica del solvente de aceptar uniones
hidrégeno y el parametro 11, que se relaciona con el efecto de polaridad-polarizabilidad
del solvente y mide la capacidad del medio de estabilizar las cargas de un dipolo en
virtud de sus efectos dieléctricos. Estos parametros solvatocromicos se relacionan

mediante la Ecuacion 6.1;
A=Ap+aa+bp +sm Ec.6.1

Siendo A (vmax, €N nuestro caso) la propiedad a ser correlacionada; a, b y s, los
coeficientes, independientes del solvente, que miden la susceptibilidad relativa de A a
los parametros a, B y T respectivamente y Ao la propiedad fisicoquimica a

correlacionar, en un solvente inerte.

La ecuaciéon de Catalan (Catalan, 2009) supone una mejora en el analisis
multiparamétrico respecto a la ecuacion de Kamlet y Taft (Homocianu, 2021; Miotke
2017; Reta, 1995). Mientras que esta Ultima se realizé a partir de datos pertenecientes
a un promedio de alrededor de 40 determinaciones realizadas por diferentes autores
en diversos laboratorios, la primera se cred a partir de datos obtenidos en el mismo
laboratorio para pares de estructuras homélogas. Tanto el descriptor catalan SPP
(dipolaridad y polarizabilidad del solvente) como el descriptor m* (polaridad-
polarizabilidad del solvente) de Kamlet y Taft explican la polaridad del disolvente,
aunque el parametro * se obtuvo a partir de transiciones 1-1* de algunos colorantes
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azoicos. El descriptor SPP se calculdé a partir de diferentes transiciones de muchos
compuestos. Si bien los procedimientos multiparamétricos han proporcionado
excelentes resultados en el analisis del efecto del solvente, también existe evidencia
experimental de algunas deficiencias relevantes como su incapacidad para describir el
comportamiento solvatocromico de solutos no polares que no exhiben ninguna
interaccion especifica con el solvente (Catalan, 2009). Por lo tanto, Catalan separ6 la
escala de polaridad SPP en dos parametros: las escalas de polarizabilidad del
solvente (SP) y dipolaridad (SdP), dando como resultado un modelo de cuatro
parametros (Homocianu, 2021). Segun este modelo, las interacciones especificas se
describen mediante los parametros SA, que muestra la acidez del solvente, y SB, que

proporciona la medicion de la basicidad del solvente. La Ecuacién 6.2 viene dada por:
A = Ag + asaSA + bsgSB + cspSP + dsgpSdP Ec. 6.2

donde A (vmax = 1/Mcm™) es la propiedad fisicoquimica dependiente del solvente en un
solvente determinado; Ao es la propiedad fisicoquimica por correlacionar en fase
gaseosa; SA, SB, SP y SdP, representan los pardmetros independientes, aunque
complementarios, que dan cuenta de las interacciones soluto-disolvente; asa, bss, Csp
y dsap SON los coeficientes de regresion que miden la susceptibilidad relativa de las

diferentes fuerzas de interaccion.

Por otro lado, la ecuacion de Laurence permite estimar con mayor precision la
dispersion y las interacciones electrostaticas soluto-solvente de un sistema dado
(Homocianu, 2021; Laurence et al., 2015). Se basa tanto en mediciones
experimentales como en calculos teéricos (Homocianu, 2021). Segun este modelo, las
fuerzas intermoleculares estan determinadas por el parametro DI, que describe las
interacciones de dispersion e induccion, y el pardmetro ES, que describe las
interacciones electrostaticas entre los multipolos permanentes del soluto y el
disolvente. Si bien las interacciones especificas se describen por el pardmetro ai, que
cuantifica las interacciones soluto/solvente (acidez del enlace de hidrégeno del
solvente); y el parametro (1, que representa las interacciones soluto/ solvente
(basicidad del enlace de hidrogeno de los solventes) (Laurence et al., 2015). Este

andlisis paramétrico esta determinado por la Ecuacion 6.3
A=A+ a101 + blBl + diDIl + eES Ec. 6.3

donde A (vmax =1/Mcmt) es la propiedad del soluto a correlacionar, Ao es la propiedad
fisicoquimica por correlacionar en fase gaseosa. ai, B1 DI y ES representan los

parametros independientes, aunque complementarios, que explican las interacciones
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soluto-disolvente; ai, bi1 di y e, son los coeficientes de regresion que evallan la

susceptibilidad relativa de A a las diferentes relaciones de interaccion.

La metodologia empleada mas frecuentemente para el andlisis de las
interacciones soluto-solvente es el uso de mezclas binarias de solvente. La
caracteristica mas importante de estas mezclas es que experimentan una variacion

gradual de las propiedades al modificarse progresivamente su compaosicion.

Considerando que la absorcion de radiacion de las moléculas de soluto
disueltas en un solvente (S) genera la excitacion de las mismas (S)* segun la siguiente

Ecuacion 6.4:
S+hu == §&* Ec.6.4

El solvatocromismo es consecuencia de una solvatacion selectiva o
preferencial del estado fundamental y del estado excitado de la molécula que absorbe
radiacion. La solvatacion selectiva o preferencial es el enriquecimiento de la capa que

rodea al soluto (o region cibotactica) por uno de los componentes del solvente.

6.1.4. SOLVATACION PREFERENCIAL

Cuando un soluto polar se disuelve en una mezcla binaria de solventes, el
soluto interacciona de manera diferente con cada uno de ellos, lo que resulta en que la
composicion de la mezcla en la proximidad del soluto sea diferente a la composicion
del seno de la solucion. La Solvatacién Preferencial (SPr) se manifiesta cuando un tipo
de disolvente disuelve el soluto mas fuertemente que el otro. Las propiedades

espectroscopicas del soluto pueden verse significativamente alteradas por SPr.

El estudio del solvatocromismo en disolventes mixtos puede proporcionar
informacidén sobre los factores que determinan la SPr. Los parametros se pueden
utilizar para identificar qué componente del disolvente interactia mas fuertemente con
el soluto y en qué medida esta interaccion cambia con la composicién del disolvente
mezclado. Esta informacion se puede utilizar para disefiar nuevos disolventes con
propiedades especificas, como una mayor selectividad para ciertos tipos de solutos
(Homocianu, 2024).

El andlisis del fendmeno de solvatacién de un soluto dado es mas complejo si
el soluto se coloca en mezclas binarias de disolventes. Esto se debe al hecho de que
la composicion de la region cibotactica puede ser o no la misma que la del seno de la

solucion. Ademas, las interacciones disolvente-disolvente pueden dar lugar a
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complejos asociados que pueden competir con las moléculas de disolvente puro en la

region cibotactica.

Cuando se analiza el comportamiento de una sustancia disuelta en mezclas
binarias de solventes con diferentes proporciones, se observan los cambios en los
valores de Energia de transicién molar (Ev) del soluto en funcién de la fraccién molar
del solvente mas polar (X2) en la mezcla. En la Figura 6.2 se muestran ejemplos de
tales gréficos. llustran la variedad de comportamientos encontrados en la literatura,
muchos de ellos no facilmente susceptibles de una interpretacion microscépica (Sandri
et al., 2021).
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Figura 6.2. Posibles comportamientos del soluto en mezcla binaria de solventes
(Sandri et al., 2021).

El grafico (A) corresponde a un comportamiento ideal, donde la composicién de
la region cibotactica permanece igual a la del seno de la solucion para cualquier
composicion de solvente, es decir para cualquier valor de X.. Los graficos (B) y (C)
reproducen situaciones no ideales de SPr del soluto por el componente menos 0 mas
polar, respectivamente. El grafico (D) refleja un cambio de SPr del soluto a medida que
se altera la composicion de la mezcla. Los graficos (E) y (F) se consideran
comunmente como una indicacion de un efecto sinérgico de los dos solventes, lo que
lleva a una respuesta solvatocrémica del soluto que excede las observadas en
cualquiera de los componentes puros. Se cree que las moléculas de los disolventes 1
y 2 interactian entre si a través de interacciones intermoleculares, formando un "tercer
disolvente" en forma de complejos asociados que, a su vez, solvatan el soluto en
cuestion. La accion sinérgica del sistema binario opera de dos formas, solvatando al
soluto por la mas polar (E) o por el resto menos polar (F) del complejo asociado

(Sandri et al., 2021).
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6.2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS DE ESTUDIOS DE
INTERACCIONES ENTRE FLUORQUINOLONAS EN SOLUCION

Varios investigadores han examinado el comportamiento espectrofotométrico
de las FQ en solucién. Montero y col. (1994) reportaron que las FQ cumplen con la Ley
de Lambert-Beer en el rango de concentraciones de 7 x 10° a 58 x 10° M y presentan
su absorcién méaxima a 278 nm (banda 1) y una segunda banda a 323 nm (banda Il). El
Khateeb y col. (1998) registraron los espectros UV-Vis de Norfloxacino (NOR) en HCI
0,1 My NaOH 0,1 M, observaron un corrimiento batocrémico en la banda |, que va de
269 nm en el medio alcalino a 280 nm en el medio acido, también observaron un
efecto hipercromico. Albini y col. (2003) utilizaron espectrofotometria UV-Vis y de
fluorescencia para investigar las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de las FQ.
Park y col. (2000) investigaron la ionizacién y la formacion de complejos metalicos de
FQ en solucién acuosa utilizando espectrofotometria UV-Vis. Varios autores han
reportado la determinacion cuantitativa de FQ aisladas o formando complejos
coloreados con iones metalicos mediante espectrofotometria UV-Vis (Aura et al., 2015;
Belal et al., 2017). Por otra parte, se han realizado varios estudios con diferentes
metodologias analiticas que han demostrado que las FQ interactian en solucion.
Ahumada y col. (1993) y Fallati y col. (1994) propusieron la formacion de interacciones
intermoleculares entre la especie catidonica (H.Q") y las especies neutras (HQ+ y HQ®)
con el fin de explicar los comportamientos imprevistos de las solubilidades de NOR y
Ciprofloxacino (CIP) a pH inferiores a su punto isoeléctrico. Maurer y col. (1998)
descubrieron que la concentracién de CIP en el interior acuoso de los liposomas podia
superar su solubilidad en dos o6rdenes de magnitud debido a un proceso de
autoasociacion. Postulando la idea de que la agregacion de moléculas de FQ ocurriria
por interacciones tipo “stacking” entre los cromoéforos aromaticos y que estas
moléculas podrian interaccionar del mismo modo con otras moléculas aromaticas en
solucién, Son y col. (1998) reportaron la interacciéon de NOR con mononucleétidos y
Evstigneev y col. (2006) demostraron la heteroasociacion entre NOR y Nicotinamida
(NIC) o flavin nucledtido y la autoasociacion de NOR mediante modelado molecular en
fase gaseosa y 'H-RMN. Woldegiorges y col. (2021) estimaron el momento dipolar de
NOR analizando el comportamiento solvatocrémico y calculando computacionalmente
el efecto de los solventes en el comportamiento espectral. Por otra parte, Parra y col.
(2023) evaluaron el efecto de la temperatura sobre la solubilidad de CIP en diferentes
solventes. Concluyeron que la capacidad de generar interacciones soluto-solvente

mediante la formacion de uniones puente hidrégeno a través del grupo &acido
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carboxilico de CIP y que la polarizabilidad de la molécula son los factores que

contribuyen favorablemente a la solubilidad.

6.3. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS DE ESTUDIOS DE
INTERACCIONES ENTRE SULFONAMIDAS EN SOLUCION

Almandoz (2014) investigd el comportamiento solvatocromico del
Sulfametoxazol (SMX) utilizando espectroscopia UV-Vis en solventes puros y en
mezclas binarias. Los cambios espectrales de este soluto se correlacionaron con los
parametros Kamlet y Taft (a, B y 7). El analisis de regresién lineal multiple indicé que
tanto la interaccién especifica por enlace de puente de hidrégeno como la interaccion
dipolar no especifica juegan un papel importante en la posicion de los maximos de
absorcion en solventes puros. El indice de SPr se calculé como una funcién de la
composicion del solvente y se observaron caracteristicas no ideales en todas las
mezclas binarias. Por otra parte, Rahimpour y col. (2021) estudiaron la solubilidad de
Sulfanilamida (SNA) en mezclas binarias de metanol + agua, acetona + metanol,
acetona + etanol, acetona + acetato de etilo, acetona + tolueno, etanol + agua,
dimetilsulfoxido (DMSO) + agua, dimetilformamida (DMF) + agua, 1,4-dioxano + agua,
Acetonitrilo (ACN) + agua y polietilén glicol + agua.

6.4. MATERIALES Y METODOS

Todos los espectros de absorcion UV-Vis fueron registrados en un
espectrofotémetro Varian Cary 50, en un rango de longitud de onda entre 200-400 nm
a una velocidad de escaneo de 1 nm/s™. La fuente de radiacién fue una lampara de

xenon y se emple6 una cubeta de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico.

6.4.1. ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE: EFECTO DEL
AUMENTO DE CONCENTRACION

Con la finalidad de evaluar la posibilidad de formacién de asociaciones
moleculares entre FQ y SA en solucion, se determind el efecto del aumento de la
concentracion de un IFA manteniendo fija la concentracion de la otra. Se realiz el
barrido espectral de soluciones de NOR, CIP, SNA, SMX y de las mezclas
equimoleculares de NOR-SNA, NOR-SMX, CIP-SNA, CIP-SMX a diferentes
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concentraciones comprendidas en el rango de 6 x 102 a 1,5 x 10® M. Para la

preparacion de las soluciones de trabajo se procedio del siguiente modo (Tabla 6.1)

a. se pesaron 50 mg de cada FQ y 38 mg de SA,

b.

los IFA se disolvieron con 1 mL de NaOH 1 M, se llevaron a 25 mL finales con
solucion reguladora de pH 7,4 (FA). Esta solucién tiene una concentracion

nominal de 6 x 10°M (Solucién A),

se tomaron 5 mL de la solucion A de NOR, CIP, SNA y SMX y se diluyeron a
10 mL finales con solucion reguladora de pH 7,4. Esta solucion tiene una

concentracion de 3 x 103 M (Solucién B),

se tomaron 0,5 mL de la solucion A de NOR, CIP, SNA y SMX y se diluy6 a 10
mL finales. Esta solucion tiene una concentracion de 3 x 10*M (Solucién D),

diluciones posteriores de las soluciones B y D se realizaron segun se detalla en
la Figura 6.2. El diluyente utilizado fue solucién reguladora pH 7,4 y el volumen

final de cada diluciéon de 10 mL,

se midieron los espectros de absorcién de cada solucién, entre 200 y 400 nm,

a temperatura ambiente en un espectrofotometro Varian Cary 50.

Las soluciones reguladoras de pH se prepararon segun las técnicas descritas

en Farmacopea Argentina 7 Ed.

Tabla 6.1. Esquema de dilucidon de las soluciones de FQ y SA.

NOR/CIP SNA/SMX Concentracion (M)

1 50mL Sc. D - 1,5x10°FQ

2 50mL Sc. D 1,0mL Sc. D 1,5x10°FQ + 3 x 10% SA
3 5,0 mL Sc. D 2,0mL Sc. D 1,5x10°FQ + 6 x 10 SA
4 50mL Sc. D 5,0mL Sc. D 1,5x10°FQ +1,5x 10° SA
5 50mL Sc. D 1,0 mL Sc. B 1,5x10°FQ +3x10°SA
6 5,0 mL Sc. D 2,0mL Sc. B 1,5x10°FQ + 6 x 10° SA
7 - 50mL Sc. D 1,5x10° SA

8 1,0mL Sc. D 50mL Sc. D 1,5x10°5SA +3x10°FQ
9 2,0mL Sc. D 50mL Sc. D 1,5x10°SA +6 x10°FQ
10 5,0 mL Sc. D 50mL Sc. D 1,5x10°SA+1,5x10°FQ
11 1,0mL Sc.B 50mL Sc. D 1,5x10°SA +3x10°FQ
12 2,0mL Sc. B 50mL Sc. D 1,5x10°SA +6 x 10° FQ

Sc.: solucion

6.4.2. ESTUDIO TERMOCROMICO

El estudio termocrémico se llevé a cabo midiendo la absorbancia, entre 200 y

400 nm, de las soluciones de NOR, CIP, SNA y SMX de concentraciéon 1,5 x 10° M,
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asi como también de las combinaciones NOR-SNA, NOR-SMX, CIP-SNA, CIP-SMX
de igual concentracion. Las determinaciones se realizaron en el siguiente rango de
temperatura: 25°, 35°, 45°, 55° y 65° =+ 0,1 °C.

6.4.3. ESTUDIO SOLVATOCROMICO

6.4.3.1. En solventes puros

El estudio solvatocrémico se realizo con soluciones de NOR, CIP, SNA y SMX
de concentracion 1,5 x 10°° M. Se registraron y analizaron los espectros UV-Vis de los
IFA en los siguientes solventes puros de grado analitico (Tabla 6.2): n-Hexano (Hex),
ciclohexano (Cy), ACN, metanol (MeOH), etanol (EtOH), 1-propanol (PrOH), n-butanol
(ButOH) y 1-octanol (OcOH) de marcas disponibles en el mercado nacional
(Sintorgan®, Biopack®, Cicarelli®). Para ello se pesaron exactamente alrededor de
10,0 mg de NOR, CIP, SNA y SMX. Las soluciones fueron preparadas en matraces de
10,0 mL y sonicadas durante una hora. De cada una de estas soluciones se tomé una

alicuota de 1,0 mL y se llevé a volumen final de 10,0 mL con los respectivos solventes.

Para analizar cuantitativamente el efecto solvatocrémico y las interacciones
soluto-soluto y soluto-solvente se realizaron los andlisis multiparamétricos aplicando
las escalas de polaridad del solvente establecidas por Kamlet-Taft, Catalan y
Laurence. En ellas se vincula el numero de onda de maxima absorcion (Vmax) COMO
propiedad del soluto y los pardmetros empiricos del solvente de la ecuacién de
Kamlet-Taft: a, B, 1; los de Catalan: SA, SB, SP, SdP y los de Laurence: DI, ES, aj,
B1. El vmax €n cada caso se midi6 tomando el punto medio entre dos posiciones del
espectro donde la absorbancia es igual a 0,9 del maximo. El estudio de correlacién se
efectud utilizando el programa Microsoft Excel® version 2010 a través del andlisis de
datos por regresién, tomando a vmax como variable dependiente y los parametros
empiricos a, B, %, SA, SB, SP, SdP, DI, ES, ai, f1 como variables independientes
(Tabla 6.2).
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Tabla 6.2. Naturaleza y parametros empiricos de los solventes utilizados.

Kamlet-Taft Catalan Laurence
Solvente ~ Naturaleza (Dgllajye) a« B m™ SA SB SP SdP DI ES a P
Cy apolares 0 0 0 0 0 0,073 0,683 o 0,78 0 0 0
Hex - 0 0 0 011 0 0,056 0,616 0 0,71 0 0 0
apréticos
ACN 392 019 04 075 0,044 0,286 0,645 0,974 0,65 0,97 0,04 0,29
MeOH 1,70 0,98 066 06 0,605 0,545 0,608 0,904 0,61 0,90 0,61 0,55
EtOH 1,69 o086 0,75 054 04 0,658 0,633 0,783 0,63 0,78 0,40 0,66
PrOH préticos 166 084 09 052 0,367 0,782 0,658 0,748 0,72 0,77 0,68 0,65
ButOH 1,66 0,84 0,84 047 0,341 0,809 0,674 0,655 0,74 0,75 0,65 0,67
OcOH 180 0,77 081 04 0,299 0,923 0,713 0,454 0,78 0,63 0,66 0,74
Agua 185 1,17 0,47 1,09 1,062 0,025 0,681 0,997 0,65 0,89 1,54 0,37

Cy: Ciclohexano; Hex: n-Hexano; ACN: Acetonitrilo; MeOH: Metanol; EtOH: Etanol; PrOH: 1-Propanolol;
ButOH: n-Butanol; OcOH: 1-Octanol; uD: momento dipolar; a: capacidad acida del solvente; B: capacidad basica del
solvente; *: polaridad polarizabilidad del solvente SA: acidez del solvente; SB: basicidad del solvente; SP:
polarizabilidad del solvente; SdP: dipolaridad; DI: interacciones de dispersién e induccion; ES: interacciones
electrostaticas; a1: dador de hidrégenos o acidez del solvente; 1: aceptor de hidrégeno o basicidad del solvente.

6.4.3.2. En mezcla binaria de solventes

Se ensayaron dos mezclas binarias de solvente: buffer-ACN y buffer-MeOH. Se
prepard una solucién madre de cada IFA y se realizaron diluciones con ACN o MeOH
como disolventes, para obtener concentraciones desde 0-100% v/v con un intervalo de

variaciéon del 10% (Tablas 6.3 y 6.4) procediendo segun se indica a continuacion:
a. se pesaron por triplicado, aproximadamente 0,05 g de NOR, CIP, SNA y SMX,

b. se realizaron soluciones madre de cada IFA en buffer pH 7,4, en ACN y en
MeOH. Las soluciones de SMX y SNA se diluyeron hasta 50 mL finales y las de
NOR y CIP hasta 25 mL. Las soluciones realizadas con buffer se disolvieron
primero en 1 mL de NaOH 1M, y luego se enrasaron con buffer 7,4 FA. Las
soluciones metandlicas y de ACN se enrasaron directamente con el solvente

(Solucién A). Estas soluciones tienen una concentracién de 2,5 x 103 M,

c. se tomaron 2,5 mL de la solucion A de NOR, CIP y SMX; y 1,25 mL de la
solucion A de SNA y se diluyeron a 25 mL con cada solvente (Solucion B).

Estas soluciones tienen una concentracion de 5 x 10 M,

d. se realizé una solucion C, solo para las soluciones realizadas con MeOH 6
ACN, tomando 2,5 mL de la solucién B y diluyendo a 25 mL con MeOH o ACN
respectivamente (Solucidon C). Estas soluciones tienen una concentracion de
1,25 x 10°M,
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diluciones posteriores de las soluciones B y C de los IFA se realizaron segun
se detalla en la Tabla 6.3 y las combinaciones se diluyeron segun se indica la

Tabla 6.4. El volumen final de cada dilucion fue de 10 mL,

se realiz6 un blanco para cada una de las soluciones, constituido por los

voliimenes correspondientes de ACN, MeOH vy buffer,

se registraron los espectros de absorcidén a temperatura ambiente.

Tabla 6.3. Esquema de las diluciones correspondientes al ensayo de FQ o SA en mezclas

binarias de solventes.

% viv FQ 6 SAen ACN 6 FQ 6 SAen Vol.
buffer (mL) MeOH (mL) ACN 6 MeOH Final con
(mL) buffer (mL)

0 1 - - 10
10 1 1 - 10
20 1 2 - 10
30 1 3 - 10
40 1 4 - 10
50 1 5 - 10
60 1 6 - 10
70 1 7 - 10
80 1 8 - 10
90 1 9 - 10
100 - 9 1 10
Blanco - 10 - 10

Vol.: Volumen; ACN: Acetonitrilo; MeOH: Metanol

Las determinaciones espectrofotométricas se efectuaron siguiendo el

procedimiento que a continuacion se describe:

a.

la vmax fue medida tomando el punto medio entre dos posiciones del espectro

donde la absorbancia es igual a 0,9 Amax-

se representaron gréficamente los corrimientos espectrales de la banda de

maxima absorcién respecto a la composicion del solvente,

se analizaron los resultados aplicando el método de relaciones lineales de

energia libre de Taft y Kamlet.
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Tabla 6.4. Esquema de las diluciones correspondientes al ensayo de mezclas binarias de FQ y
SA en mezclas binarias de soventes.

oyly QEen buffer ~ SA enbuffer Vol. solvente ACN-MeOH  Vol. Vol. Final
(mL) (mL) (mL) Sc.  (con buffer)

0 0,5 0,5 - i 10
10 0,5 0,5 1 - 10
20 0,5 0,5 2 ] 10
30 0,5 0,5 3 - 10
40 0,5 0,5 4 ] 10
50 0,5 0,5 5 - 10
60 0,5 0,5 6 ; 10
70 0,5 0,5 7 - 10
80 0,5 0,5 8 - 10
90 0,5 0,5 9 ] 10
100 - 9 dia 10
Blanco - 10 ; 10

Vol.: Volumen; Sc.: Solucién; ACN: Acetonitrilo; MeOH: Metanol.
Las soluciones de 90 % v/v en ACN presentaron opalescencia.

Para analizar cuantitativamente el efecto solvatocrémico y las interacciones
soluto-solvente se utilizé la relacién de Kamlet y Taft, relacionando el nimero de onda
experimental de maxima absorcidn (Vmax cm™*) con los parametros solvatocromicos a,
By n* de las mezclas binarias buffer-ACN y buffer-MeOH en cada fraccion molar (x)
de solvente, tomados de Retay col. (1995) (Tablas 6.5 y 6.6 respectivamente). Se
calculd la fraccién molar de ACN y la de MeOH (Xacn Y Xwveon) €n las proximidades del
soluto aplicando la Ec. 6.5 y considerando las siguientes concentraciones: H,O 55,55
M; KH2PQO4 0,0105 M; K;HPO,4 0,0395 M, ACN 18,80 M y MeOH 24,75 M, aplicando la

siguiente ecuacion:

moles de sv. organico
L Ec. 6.5

st.org. " moles de sv.organico + moles de KH,PO, + moles de K,HPO,4 + moles de agua

El analisis de correlacion se efectud utilizando el programa Microsoft Excel®.
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Tabla 6.5. Parametros solvatocromicos (a, 8 y ©*) para la mezcla buffer-ACN.

%ACN XACN a B m*
0 0 1,21 0,19 1,17
10 0,036 1,16 0,34 1,15
20 0,078 1,08 0,39 1,12
30 0,127 1,01 0,41 1,06
40 0,184 0,95 0,40 0,99
50 0,252 0,90 0,40 0,95
60 0,336 0,90 0,42 0,91
70 0,441 0,88 0,44 0,85
80 0,575 0,82 0,43 0,84
90 0,753 0,71 0,40 0,80

100 1 0,32 0,37 0,75

Xxncn: fraccién molar de Acetonitrilo; a: capacidad acida del solvente; 8: capacidad basica del solvente; *: polaridad y

polarizabilidad del solvente.

Tabla 6.6. Parametros solvatocrémicos (a, B Y ©*) para la mezcla buffer-MeOH.

%MeOH XMeOH a B m*
0 0 1,21 0,19 1,17
10 0,047 1,2 0,26 1,16
20 0,101 1,17 0,36 1,15
30 0,161 1,15 0,43 1,11
40 0,230 11 0,5 1,08
50 0,309 1,07 0,53 1,03
60 0,402 1,04 0,54 0,98
70 0,511 1,02 0,55 0,91
80 0,642 1,02 0,54 0,82
90 0,801 1,02 0,6 0,74

100 1 1,02 0,62 0,6

Xweon: fraccion molar de Metanol; a: capacidad acida del solvente; B: capacidad basica del solvente;

m*: polaridad y polarizabilidad del solvente.

La Er se calcul6 a partir de la longitud de onda de maxima absorcion del soluto
aplicando la Ec. 6.6 (Umadevi et al., 2008).

Er (kcal/mol) = h ¢ Na/Amax (nm) = 28590/ Amax(nm) Ec.6.6

Donde h, ¢ y Na son la constante de Planck, la velocidad de la luz y el nimero

de Avogadro, respectivamente.

Se representd graficamente Er, en funcion de la fraccion molar del solvente

organico (X2), en cada caso, a fin de observar el tipo de correlacion entre las variables.

Posteriormente se calculd la fraccion molar de los disolventes en la region cibotactica

Xk (Ec. 6.7):
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(E12— Eq1)
XL = 2 v Ec. 6.7
2 (E2—- E1)

Donde E12 es la Er (kcal/mol) en la mezcla de solventes y E;y E> son los

valores de la Er en los solventes 1y 2, respectivamente (Sandri, 2021).

Se calculd, ademas, el indice de SPr (ds2) (Ec. 6.8) con respecto al disolvente 2
(ACN o MeOH) (Sandri, 2021). Un valor positivo de 8s, revela preferencia del soluto
por interaccionar con el solvente 2 y un valor negativo indica la preferencia por formar

uniones intermoleculares con el agua.
85y = XL — X, Ec. 6.8

Donde X, es la fraccion molar del disolvente 2 en el seno de la solucion,

mientras que X% es la fraccién molar de este solvente en la region cibotactica.

6.5. RESULTADOS Y DISCUSION

6.5.1. FLUORQUINOLONAS EN SOLUCION

6.5.1.1. Espectrofotometria UV-Visible

Los espectros de absorcion obtenidos de NOR y CIP son muy semejantes. En
medios acuosos neutros, presentan una banda de absorcion intensa con un maximo
en la regién 240-290 nm (banda | correspondiente a la transicion ™ - "), y dos
bandas superpuestas centradas a 310-350 nm (banda Il correspondiente a la
transicibn n - m*). La presencia de varias bandas implica la existencia de dos
cromoforos en las moléculas de NOR y CIP (Sajwan et al., 2023). Los maximos de
absorcion de NOR se encuentran a 278 y 315 nm (Fig. 6.3.A) y los de CIP a 272y 314
nm (Fig. 6.3.B).

1.0 1.0

—NOR

Abs

0.5 < 0549

0.0 T T T 0.0 T T T
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
A (nm) % (hm)

Figuras 6.3. Espectros de absorcion de A. NOR y B. CIP en buffer pH 7,4.
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6.5.1.2. Termocromismo

El aumento de la temperatura ocasiona la formaciébn de tres puntos
isosbésticos situados en 247,3; 276,5 y 323 nm en los espectros de absorcién UV-Vis
de NOR (Figura 6.4). Esto es indicativo de la formacion de un equilibrio intermolecular
entre las especies zwitteridnica y neutra presentes en la solucién al pH de trabajo. Por
otra parte, los espectros de NOR experimentan un desplazamiento batocrémico al
aumentar la temperatura. Etter (1991) y Giacomelli y col. (1994) describieron que
cuando es factible la formacién de un pseudo ciclo de seis atomos, que en el caso de
las FQ seria el creado por la formacién de un enlace puente hidrégeno intramolecular
entre el grupo carbonilo C4 y el H del grupo 3-COOH, este es muy estable.
Establecieron, ademas, que la ruptura de este enlace esté favorecida por un fenémeno
endotérmico. El efecto batocrémico observado indicaria la presencia de un equilibrio
intramolecular que podria tratarse de la formacion de la especie zwitteriénica a partir
de la ruptura del puente hidrégeno formado entre el grupo carbonilo C4 y el H del
grupo 3-COOH de NOR, y el desplazamiento del H de 3-COOH hacia 4 -N, favorecida
por el aumento de la temperatura.
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I
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Figura 6.4. Espectros de absorcion de NOR (pH= 7,4) registrados a 25°, 35°, 45°, 55° 65°C y
puntos isosbésticos observados a 247,3, 276,5y 323 nm.
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La Figura 6.5 muestra cuatro puntos isosbésticos en los espectros de CIP
(240, 277, 334 y 338 nm) indicando que CIP participa en interacciones
intermoleculares en la solucién. Ross y col. (1992) describieron que la relacién entre la
forma zwitteriénica de CIP y la no i6nica a pH 7 es de 444/1 y, en funcién de los
resultados obtenidos, se puede inferir que la forma zwitteribnica participa en

reacciones de transferencia de carga de equilibrio intermolecular.
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Figura 6.5. Espectros de absorcion de CIP (pH= 7,4) registrados a 25°, 35°, 45°, 55° 65°Cy
puntos isosbésticos observados a 240, 277 y 338 nm.

6.5.1.3. Solvatocromismo en solventes puros

Los valores de los maximos de absorcion al UV-Vis de NOR y CIP en los solventes
ensayados se muestran en la Tabla 6.7. El andlisis se realizd considerando los
desplazamientos solvatocrémicos experimentales derivados de las transiciones

electronicas - y tomando como referencia el disolvente ACN (Amax).

Tal como se observa en la Figura 6.6, todos los espectros de absorcion UV-Vis
de NOR, presentan una banda de maxima absorcién comprendida entre 267,6 y 285

nm dependiendo del solvente utilizado. Se observa, ademas, una segunda banda débil
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alrededor de 320 y 340 nm en las soluciones realizadas con solventes proéticos.

Considerando el espectro de absorcion de NOR en ACN como referencia (A,,4,= 284,5

nm), observamos un corrimiento hipsocrémico de 16,9 nm en el méaximo de

absorcion de NOR solubilizada en ciclohexano (solvente aprético apolar). En Hex no

se visualizan picos de maxima absorcién debido a la escasa solubilidad de NOR en

ese solvente. Los espectros de absorcién de NOR en los solventes préticos polares

ensayados presentan los siguientes corrimientos hipsocrémicos: agua 8,6 nm;
EtOH 2,6 nm; MeOH 2,5 nm; ButOH y OcOH 1,5 nm. Es decir que, en estos solventes,

a medida que aumenta la polaridad mayor es el efecto hipsocromico, excepto para

PrOH en el que se observa corrimiento batocromico de 0,5 nm.

Tabla 6.7. Valores experimentales de longitud de onda y nimero de onda de soluciones de

Solvente

NOR y CIP en los distintos solventes.

Cy
Hex
ACN
MeOH
EtOH
ProOH
ButOH
OcOH
Agua

NOR CIP
Amax (NM)  Vmax (€M) | Amax(NM)  Vmax (cm™)
267,6 37,37 n.s. n.s.
n.s. n.s n.s. n.s.
284.5 35,15 282,5 35,40
282 35,46 275,05 36,36
281,9 35,47 277,55 36,03
285 35,09 278,95 35,85
283 35,34 281,45 35,53
283 35,34 270,45 36,97
275,9 36,25 270,5 36,97

A: longitud de onda; v: nimero de onda (1/A-10.000); n.s.: no soluble; Cy: Ciclohexano; Hex: n-hexano;

ACN: Acetonitrilo; MeOH: Metanol; EtOH: Etanol; PrOH: 1-Propanolol; ButOH: n-Butanol; OcOH: 1-Octanol.

Abs

A(nm)

Figura 6.6. Espectros de absorcion de NOR en los solventes en estudio.
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Los espectros de absorcion UV-Vis de CIP en los distintos solventes
ensayados se pueden observar en la Figura 6.7 y los valores de los maximos de
absorcion se muestran en la Tabla 6.7. Presentan valores comprendidos entre 270,4 y
282,5 nm dependiendo del solvente utilizado. Se observa, ademas, la banda Il débil
alrededor de 320 y 340 nm para los solventes ACN, EtOH, ButOH, PrOH, y mas
intensa y definida en el caso de los solventes agua, OcOH y MeOH. La baja
solubilidad de CIP en solventes no polares como Cy y Hex impide obtener datos
experimentales. Tomando para el analisis el espectro de absorcion al UV-Vis de CIP
en ACN (Amax= 282,5 nm) observamos corrimientos hipsocrémicos e hipocromicos
para todos los solventes ensayados. Los desplazamientos son del orden de los 12 nm
para el agua, 12,05 m para OcOH, 7,45 nm para MeOH, 5,0 nm para EtOH, 3,95 nm
para PrOH y 1,05 nm para ButOH. Coincidentemente con los resultados obtenidos
para NOR, a medida que aumenta la polaridad del solvente aumenta el

desplazamiento hacia regiones de menores longitudes de onda.

Abs

T T T =
200 250 300 350 400
X (nm)

Figura 6.7. Espectros de absorcion de CIP en los solventes en estudio.

El andlisis de las variaciones espectrales descritas se realizé aplicando las
metodologias descritas por Kamlet y Taft, Cataldn y Laurence. Las Tablas 6.8 y 6.9
muestran los coeficientes estimados y errores asociados a los parametros
solvatocrémicos obtenidos mediante el analisis de regresion lineal multiple segun
Kamlet y Taft, Catalan y Laurence. Ademas, se informa el coeficiente de determinacion

y la contribucion relativa de cada parametro.

La ecuacion de Kamlet y Taft tiene un Unico parametro que representa la
polaridad-polarizabilidad del solvente, 11*, mientras que los parametros a y 8 describen

la capacidad del solvente para donar o aceptar protones a través de un enlace de
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puente hidrégeno, respectivamente. Teniendo en cuenta la magnitud y los signos de
cada parametro, observamos que la interaccion del solvente con NOR queda descrita,
de mayor a menor contribucién, por las siguientes caracteristicas: capacidad aceptora
de uniones puente hidrégeno del solvente (51,99%), atribuibles a los grupos —NH y —
COOH de NOR; capacidad dadora de uniones puente hidrogeno (25,36%), hacia los
grupos -NH, -0, -COOH y —N; y la polaridad- polarizabilidad del solvente en presencia
de NOR (22,65%). Es notable que el coeficiente del parametro T de la ecuacion de
Kamlet y Taft es el menos relevante de todos. El hecho de que los coeficientes sy b
tienen signos negativos implica que el estado excitado es mas estable a medida que
aumenta la polaridad del disolvente. Por otra parte, el sigho positivo del coeficiente a
muestra la influencia contraria. En consecuencia, el efecto neto observado es definido
por el signo de los coeficientes mas relevantes, es decir, el aumento de la polaridad de
los disolventes estabiliza el estado excitado de las transiciones electronicas de NOR,
en mayor medida que el estado basal. Las ecuaciones de Catalan y Laurence son
tetraparamétricas, por lo tanto, ambas tienen la ventaja de diferenciar las
contribuciones de las interacciones no especificas del solvente sobre el IFA en dos
parametros diferentes, mejorando el andlisis anterior. Los resultados obtenidos del
analisis empleando la ecuacion de Catalan, muestra que la polarizabilidad del
solvente, representa la mayor contribucion relativa (39,25%). En cuanto al orden de
maghnitud, le siguen la dipolaridad (SdP), la basicidad (SB) y la acidez (SA) del
solvente. Se lograron hallazgos similares con la ecuacién de Laurence. En este caso,
el parametro 1 de Kamlet y Taft se divide en dos parametros: DI, que representa las
interacciones de dispersibn e induccion electronica, y ES, las interacciones
electrostaticas entre los dipolos permanentes del soluto y el disolvente. Las
interacciones especificas estan representadas por a1 y Bi1, la acidez y basicidad del
disolvente, respectivamente. El analisis arrojo resultados similares a los obtenidos con
la ecuacion multiparamétrica de Catalan, con una contribuciéon del 46,64% al
pardmetro DI, 29,86% de e, 15,47% b,, y 8,03% de a; prevaleciendo las interacciones
de dispersion e induccion, seguidas por las interacciones electrostaticas entre NOR y

los solventes.
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Tabla 6.8. Coeficientes estimados y errores estandar, correlaciones, significancia y porcentaje
de contribuciones relativas obtenidas del analisis de regresion lineal multiple de datos
experimentales de NOR.

NOR
Kamlet y Taft
Ao a b s R?
0,9
37,3+0,23 1,59+0,40 -3,26+0,44 -1,42+0,38 7
25,36% 51,99% 22,65%

Catalan
Ao asa bss Csp dsdp R?
0,9

39,41+0,96 0,85+0,14 -1,42+0,11 -2,83+1,38 -2,11+0,17 9
11,79% 19,70% 39,25% 29,26%
Laurence

Ao ai b1 di e R?
0,9
40,41+1,13 0,67+0,13 -1,29+0,32 -3,89+1,42 -2,49+0,39 9

8,03% 15,47% 46,64% 29,86%

R?: coeficiente de determinacion; Ao: propiedad del soluto a correlacionar; Coeficientes de correlacion en el andlisis de
Kamlet y Taft de: acidez (a), basicidad (b) y polaridad-polarizabilidad (s), del disolvente; Coeficientes de correlacion en
el andlisis de Catalan de: acidez (asa), basicidad (bsg), polarizabilidad (csp) y dipolaridad (dsq¢e), del disolvente;
Coeficientes de regresion en el andlisis de Laurence de: acidez (au), basicidad (b1) dispersion e interacciones de
induccion electrénica (di) e interacciones electrostaticas (e), del disolvente.

Tabla 6.9. Coeficientes estimados y errores estandar, correlaciones, significancia y porcentaje
de contribuciones relativas de los coeficientes del parametro para el analisis de regresion lineal
multiple de datos experimentales de CIP.

CIP
Kamlet y Taft
Ao a b s R?
35,09+0,63 1,3340,73 0,97
100,00%
Catalan
Ao asa bss Csp dsdp R?
35,56+0,36 1,34+0,67 0,91
100,00%
Laurence
Ao ai b1 di e R?
35,52+0,35 0,98+0,45 0,85
100,00%

R?: coeficiente de determinacion; Ao: propiedad del soluto a correlacionar (vmax; Coeficientes de correlacion en el
andlisis de Kamlet y Taft de: acidez (a), basicidad (b) y polaridad-polarizabilidad (s), del disolvente; Coeficientes de
correlacion en el analisis de Catalan de: acidez (asa), basicidad (bss), polarizabilidad (csp) y dipolaridad (dsqe), del
disolvente; Coeficientes de regresion en el analisis de Laurence de: acidez (a1), basicidad (b1) dispersién e
interacciones de induccion electrénica (di) e interacciones electrostaticas (e), del disolvente.
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En el andlisis de CIP se observd que, en los 3 modelos (Kamlet y Taft, Catalan
y Laurence), la capacidad donora de puente hidrogeno del solvente es fundamental y

el Unico pardmetro relevante.

Parra y col. (2023) evaluaron el papel de diferentes interacciones
intermoleculares en los procesos de disolucion de CIP empleando el modelo de
Kamlet y Taft. Dedujeron que los parametros que presentaron la contribucion mas
significativa fueron la capacidad acida de los disolventes y la polarizacion de la
molécula de CIP. La contribucion negativa del comportamiento de las bases de Lewis
sobre la solubilidad de CIP fue atribuida a interacciones soluto-soluto desfavorables
entre el grupo carboxilo de una molécula de CIP y el grupo amino de otra molécula de

CIP en el estado de disolucion.
6.5.1.4. Solvatocromismo en mezclas de solventes:

buffer-ACN

Las Figuras 6.8 A y B muestran el perfil de absorbancia de las diluciones de
NOR y CIP, que se detallaron en la Tabla 6.3, en mezclas de buffer-ACN. Se observan
las dos bandas caracteristicas de las FQ en cada caso. Resulta evidente, ademas, un
desplazamiento batocromico a medida que aumenta la concentracion de ACN en la
mezcla. En el caso de CIP, no se pudo realizar la medicion a 100% ACN debido a la
insolubilidad del IFA en ese solvente. Para NOR se observa que en la concentracion
de 100% ACN desaparece la banda Il.
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Figuras 6.8. Espectro de absorcion del UV-Vis de A. NOR y B. CIP en la mezcla binaria buffer
pH 7,4-ACN en distintas proporciones.

A continuacion, en la Tabla 6.10, se muestran los resultados del estudio de

correlacién lineal de NOR y de CIP. Se aplicé solamente el método de Kamlet y
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Taft por no tener disponibles datos bibliograficos de los métodos de Catalan y

Laurence para los solventes empleados.

Tabla 6.10. Coeficientes estimados y errores estandar, correlaciones, significancia y porcentaje
de contribuciones relativas de los coeficientes del pardmetro para el analisis de regresion lineal
multiple de datos experimentales de FQ.

Kamlet y Taft

Ao a b s R?
32,6902
NOR 6 3.55+0,27 0,98
100,00%
32.28£0.7
CIp 0 1,04+125 1,3940,89 1,68+1,35 0.97

38,67% 27,50% 33,49%
Ao: propiedad del soluto a correlacionar; Coeficientes de correlacion en el andlisis de Kamlet y Taft de: acidez (a),
basicidad (b) y polaridad-polarizabilidad (s), del disolvente; R%: coeficiente de determinacion.

Se observa que el parametro * (polaridad-polarizabilidad del solvente) es el
anico que contribuye al solvatocromismo de NOR en ésta mezcla binaria. En el caso
de CIP, el aporte de los 3 parametros es casi equitativo, con mayor influencia de a, o

de la capacidad del solvente de aceptar uniones puente hidrogeno.

En la Tabla 6.11 se presentan los valores de Ei2, x‘acn Y 8s2 de NOR y CIP en

las mezclas de solvente buffer-ACN.

Tabla 6.11. E1z, x*acn Y Os2 de NOR y CIP en distintas fracciones molares de ACN (y4cn)-

NOR buffer-ACN CIP buffer-ACN

XACN E 12 X-acN Os2 E 12 X-acN Os2

0 105,31 0 0 105,50 0 0
0,036 104,92 0,09 0,06 105,33 0,03 -0,01
0,078 104,54 0,19 0,11 104,92 0,09 0,01
0,127 104,35 0,23 0,11 104,75 0,12 -0,01
0,184 103,78 0,37 0,19 104,35 0,18 0,00
0,252 103,57 0,42 0,17 103,95 0,24 -0,01
0,336 103,03 0,56 0,22 103,57 0,30 -0,03
0,441 102,29 0,74 0,29 103,03 0,39 -0,05
0,575 101,55 0,92 0,34 102,29 0,51 -0,07
0,753 101,01 1,05 0,30 101,39 0,65 -0,10

1 101,21 1 0

Xacn: fraccion molar de acetonitrilo; E12: energia de transicion (kcal/mol) en la mezcla de solventes;
X-acn: fraccion molar de acetonitrilo en la region cibotactica; §S2: solvatacion preferencial.

Las Figuras 6.9. A y B muestran la relacion entre Ei2y xacn para NOR y CIP

respectivamente. La linea recta que une los puntos correspondientes a Ei>de la
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solucién acuosa y de la solucién en ACN puro representa a la situacién ideal en la cual
la composicion del solvente en la region cibotéctica es la misma que en el seno de la
solucién, y se utiliza para observar la tendencia en la distribucion de los puntos
experimentales, carece de significado estadistico. Se observa que, Ei» de la banda | de
NOR no presenta relacion lineal con respecto a xac. Esto indica la existencia de SPr
por ACN en todas las proporciones ensayadas se correlaciona con el signo positivo del
valor de 0s2, en donde queda confirmada la capacidad de NOR de establecer
interacciones intermoleculares con ACN. Para CIP en cambio, en la Figura 6.9. B se
observa una relacién practicamente lineal entre Ei»y Xac; esto indica que el solvente
gue rodea al soluto presenta las mismas caracteristicas que el resto del solvente, es
decir que no se evidencia SPr significativa en este medio, esto corresponde a un
comportamiento ideal, donde la composicion del solvente en la region cibotactica
permanece igual a la de la solucibn en masa para cualquier valor de X..Este
comportamiento se corrobora con el valor de &s> que es cercano a cero en todas las

proporciones de ACN.

108 106

A —a—NOR

105

uf 108 ur
103
102 4
102
101
T T T T T T 101 T T T T T T T T T
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Figuras 6.9. E12de A.NORYB. CIP VS y,-\-
6.5.1.5. Solvatocromismo en mezclas de solventes:
MeOH-buffer

Las Figuras 6.10. A y B muestran el perfil de absorbancia de las diluciones
gue se detallaron en Tabla 6.5 trabajando con NOR y CIP en mezclas binarias de
buffer-MeOH pH 7,4. Se observan las dos bandas caracteristicas de las FQ y un
desplazamiento batocrémico a medida que aumenta la concentracion de MeOH en la
mezcla. En el caso de CIP, no se pudo realizar la medicion a 100% MeOH debido a la
insolubilidad del IFA en este solvente. Para NOR se observa que en la concentracion

de 100% MeOH la banda Il sufre un efecto hipocromico.
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15

0% MeOH
10% MeOH
20% MeOH
30% MeOH
40% MeOH
| | 50% MeOH
‘ 60% MeOH
70% MeOH
80% MeOH
90% MeOH
—— 100% MeOH

0% MeOH
10% MeOH
20% MeOH
30% MeOH
40% MeOH
50% MeOH

104! o1\

60% MeOH
70% MeOH
80% MeOH
90% MeOH

Abs
Abs

0.5+ 054

T T — 0.0
200 250 300 350 400

T T
200 250 300 350 400
A (nm)

Figura 6.10. Espectro de absorcion de A. NOR y B. CIP en buffer-MeOH en distintas
proporciones.

En la Tabla 6.12 se muestran los resultados del estudio de correlacion lineal de
NOR y CIP en mezclas binarias de buffer-MeOH.
Tabla 6.12. Coeficientes estimados y errores estandar, correlaciones, significancia y porcentaje

de contribuciones relativas de los coeficientes del parametro para el analisis de regresion lineal
multiple de datos experimentales de NOR y CIP.

Kamlet y Taft

Ao a b S
NOR 35,09+0,15 1,37+0,15
100,00%
CIP 34,68+0,16 1,00+0,25 0,87+0,13
53,54% 46,45%

Ao: propiedad del soluto a correlacionar; Coeficientes de correlacion en el andlisis de Kamlet y Taft de: acidez (a),
basicidad (b) y polaridad-polarizabilidad (s), del disolvente.

A partir del andlisis de correlacion (Tabla 6.12) se observa que para NOR el
Unico parametro con relevancia es 1. En el caso de CIP, los dos parametros de mayor
relevancia son a y 1", siendo la capacidad del solvente buffer-MeOH de ceder uniones

puente hidrégeno, el factor que mas contribuye en la interaccién intermolecular en
solucion.

La Tabla 6.13 presenta los valores calculados de Eiz, x-acn Y Os2 para NOR y
CIP en mezclas de buffer-MeOH.
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Tabla 6.13. E12, X-meon Y 0s2 de NOR y CIP en distintas yweon.

NOR buffer-MeOH

CIP buffer-MeOH

XMeOH E1 X-MeOH Os2 E1 X-MeOH Os2
0 105,11 0 0 105,50 0 0
0,05 105,31 -0,09 -0,13 105,50 0 -0,05
0,10 104,73 0,15 0,05 105,33 0,11 0,01
0,16 104,73 0,15 -0,01 105,33 0,11 -0,05
0,23 104,35 0,31 0,08 105,13 0,24 0,01
0,31 104,35 0,31 0,00 104,75 0,49 0,18
0,40 103,78 0,54 0,14 104,54 0,62 0,22
0,51 103,78 0,54 0,04 104,35 0,74 0,23
0,64 103,59 0,62 -0,02 104,14 0,88 0,24
0,80 103,59 0,62 -0,18 103,95 1,00 0,20

1 102,66 1 0

xwveor: fraccién molar de metanol; E12. energia de transicion (kcal/mol) en la mezcla de solventes; x“meon: fraccion molar
de metanol en la regidn cibotéctica; ds2: solvatacion preferencial.

A continuacion, en las Figuras 6.11 A y B se grafica Ei> en funcién de la

fracciobn molar de MeOH para cada FQ. En la Figura 6.11.A se observa que NOR se

encuentra preferencialmente solvatado por el buffer cuando la proporcion de MeOH es

de 10 % y de 80 % a 100% v/v. En cambio, NOR se encuentra solvatado

preferencialmente por MeOH cuando el % v/v de MeOH es del 20, 40 y 60 %, y no

muestra SPr cuando el porcentaje de MeOH en el solvente es del 30, 50 y 70-80 %

viv. En el caso de CIP (Figura 6.11.B), la region cibotactica se encuentra enriquecida

en buffer cuando la proporcién de MeOH en la mezcla de solventes es igual o menor al

40 % v/v. Por otra parte, CIP es solvatado preferencialmente por MeOH cuando la

proporcion de este solvente en la mezcla supera el 40%.
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Es importante sefialar que los solventes ACN y MeOH no se utilizan para
desarrollar formas farmacéuticas debido a su alta toxicidad, sin embargo, en algunos
casos se utilizan en procedimientos de purificacion de farmacos y en algunas técnicas
de microencapsulacién. Ademas, el MeOH es la fase mdévil mas comin en la
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (Cardenas et al., 2016). Es por
ello que los resultados obtenidos son Utiles para poner en evidencia e interpretar el

comportamiento de los IFA en solucién.

La Tabla 6.14 presenta un resumen de los resultados obtenidos para el analisis
cuantitativo del efecto solvatocromico mediante los modelos multiparamétricos de
Kamlet-Taft, Cataldn y Laurence. Ademas, se incluye el comportamiento de FQ
disuelta en mezclas binarias de solventes con distintas proporciones (SPr). Se observa
que, en el caso de NOR, el parametro electronico es el factor mas relevante, mientras
qgue para CIP lo es la acidez del disolvente, independientemente de si se trata de

disolventes puros o mezclas binarias de solventes.

Tabla 6.14. Resumen de los parametros mas relevantes por solvatocromismo en solventes
puros y en mezclas de solventes; y Solvatacion Preferencial.

Solvato solventes Solvato mezcla de SPr mezcla de solventes
puros solventes
KyT Cataldn Laurence B-ACN B-MeOH B-ACN B-MeOH
NOR B SP DI ™ m ACN  20-40-60% MeOH
CIP a SA a1 a a - >40%MeOH

Solvato: Solvatacion; SPr: solvatacién preferencial; Ky T: Kamlet y Taft; B: buffer; ACN: Acetonitrilo; MeOH: Metanol;
a: capacidad acida del solvente; B: capacidad basica del solvente; m*: polaridad polarizabilidad del solvente; SA: acidez
del solvente; SP: polarizabilidad del solvente; DI: interacciones de dispersion e induccion;
a1: dador de hidrégenos o acidez del solvente.
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6.5.2. SULFONAMIDAS EN SOLUCION

6.5.2.1. Espectrofotometria UV-Visible

Los espectros de absorcion obtenidos para las SA en buffer pH 7,4 presentan
un maximo comprendido entre 250-270 nm. Particularmente el maximo de absorcion
registrado para SNA se observa a los 260 nm (Figura 6.12.A) y el de SMX a los
256,05 nm (Figura 6.12.B).

1.0 1.0

A ——SNA B — SMX

0.5 4 0.5

Abs
Abs

00 . ; . 00 . . -
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400

A (nm) A (nm)

Figura 6.12. Espectro de absorcion de A. SNA y B. SMX en buffer 7,4.

5.5.2.2. Termocromismo

En la Figura 6.13 se observan los espectros UV-Vis de SNA registrados en el
rango de temperatura comprendido entre 25 y 65 °C y es posible diferenciar dos
puntos isosbésticos, uno situado en 229 nm y el otro en 272 nm. En la Figura 6.14 se
observan los espectros UV-Vis de SMX registrados en las mismas condiciones que los
de SNA. En este caso también se forman dos puntos isosbésticos, pero estan
desplazados hacia regiones de menor energia, a 262 y 323 nm. En ambos casos, este
comportamiento es indicativo de la formacion de un equilibrio intramolecular de cada
SA en solucién, que podria atribuirse al existente entre la especie anidnica y la no

ibnica predominantes en el valor de pH al cual fue realizado el ensayo.
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Figura 6.13. Espectros de absorcion de SNA (pH= 7,4) registrados a 25°, 35°, 45°, 55°, 65 °Cy
puntos isosbésticos observados a 229 y 272 nm.
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Figura 6.14. Espectros de absorcion de SMX (pH= 7,4) registrados a a 25°, 35°, 45°, 55°,
65 °C y puntos isoshésticos observados a 262 y 323 nm.
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5.5.2.3. Solvatocromismo en solventes puros

En la Tabla 6.15 se observan los resultados de longitud de onda de maxima
absorcion y numero de onda para ambas SA en los solventes ensayados, los IFA no

se disolvieron en ciclohexano y hexano.

Tabla 6.15. Valores experimentales de longitud de onda de maxima absorcion y nimero de
onda de SNA y SMX en los distintos solventes.

SNA SMX
Solvente  Amax(nm)  Vmax(cm™) | Amax(Nm)  vmax(cm™)
Cy n.s. n.s.
Hex n.s. n.s.
ACN 262,1 38,17 260,5 38,39
MeOH 265,1 37,82 271,05 36,89
EtOH 262,1 38,17 270,05 37,03
ProOH 263,0 38,17 269,55 37,10
ButOH 262,1 38,24 266,45 37,53
OcOH 258,0 38,68 256,0 39,06
Agua 260,0 38,47 256,05 39,05

n.s.: no soluble; Cy: ciclohexano; Hex: n-Hexano; ACN: Acetonitrilo; MeOH: Metanol; EtOH: Etanol;
PrOH: 1-Propanolol; ButOH: n-Butanol; OcOH: 1-Octanol.
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Figura 6.15. Espectro de absorcién de SNA en los solventes en estudio.

Los espectros UV-Vis de SNA (Figura 6.15) exhiben una banda de maxima
absorcion con maximos comprendidos entre 258 y 265,1 nm. Considerando los
desplazamientos solvatocromicos experimentales derivados de las transiciones
electrénicas -1 y tomando como referencia al solvente de naturaleza aprética, ACN
(Amax = 262,1 nm) observamos que en MeOH y PrOH solventes polares proticos,
ocurren corrimientos batocrémicos del orden de 3 y 0,9 nm respectivamente. Se

observan corrimientos hipsocrémicos con 1-octanol (4,1 nm) y agua (2,1 nm).
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Por dltimo, no hay corrimiento en EtOH ni en ButOH (solventes de naturaleza polar

prética).

Segln se observa en la Tabla 6.12, los espectros UV-Vis de SMX (Figura
6.16) exhiben una banda de maxima absorciéon con maximo comprendido entre 256 y
271,05 nm. Tomando como referencia al solvente de naturaleza aprotica, ACN (Amax=
260,5 nm) se observa que ocurren corrimientos batocrémicos en los solventes polares
préticos MeOH, EtOH, PrOH y ButOH, del orden de 10,55, 9,55, 9,05 y 5,95 nm
respectivamente. Por otra parte, en agua y OcOH los corrimientos de los maximos de

absorcion son hipsocromicos y de 4,45 y 4,5 nm respectivamente.
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Figura 6.16. Espectros de absorcion de SMX en los solventes en estudio.

Las Tablas 6.16 y 6.17 muestran los coeficientes y errores asociados con
todos los pardmetros de las regresiones lineales mdltiples en el andlisis de
solvatocromismo realizado mediante las ecuaciones de Kamlet y Taft, Catalan y
Laurence para SNA y SMX respectivamente. Ademas, se informa el coeficiente de

determinacién y la contribucién relativa de cada parametro.

La ecuacion multiparamétrica de Kamlet y Taft describe que B, es decir la
capacidad aceptora de uniones puente hidrégeno del solvente (con los grupos
funcionales —NH, y —SO2NH) es el pardmetro mas importante en el solvatocromismo
de esta sustancia (51,99%). Estas interacciones estabilizarian mas el estado excitado
gue el fundamental dando como resultado los desplazamientos hipsocrémicos
observados. En la ecuacion de Catalan, se observa solo la contribucion del
pardmetro SP (polarizabilidad del solvente). Por el contrario, en la ecuacion de
Laurence el parametro a no tiene significancia y el parametro mas importante es el ES
(58,44%) seguido por B (30,87%) y por ultimo DI (10,33%).

145



Capitulo 6: FLUORQUINOLONAS Y SULFONAMIDAS EN SOLUCION

Esta dltima ecuacion integra lo que muestran las dos primeras, la importancia del

parametro de polaridad asi como también la basicidad del solvente.

Tabla 6.16. Coeficientes estimados y errores estandar, correlaciones, significancia y porcentaje
de contribuciones relativas de cada parametro obtenido del andlisis de regresion lineal multiple
de datos experimentales de SNA.

SNA
Kamlet y Taft

Ao a b S R?
0,9

37,3+0,23 1,59+0,40 3,26+0,44 1,42+0,38 7

25,36% 51,99% 22,65%
Catalan

Ao asa bss Csp dsap R?
0,9

32,90+1,05 7,94+1,41 7

100,00%
Laurence

Ao ai b1 di e R?
0,9

45,70+0,51 0,04+0,02 3,21+0,15 1,07+0,29 6,08+0,31 9

0,41% 30,87% 10,33% 58,44%

R2: coeficiente de determinaion; Ao: propiedad del soluto a correlacionar; Coeficientes de correlacion en el analisis de
Kamlet y Taft de: acidez (a), basicidad (b) y polaridad-polarizabilidad (s), del disolvente; Coeficientes de correlacion en
el analisis de Catalan de: acidez (asa), basicidad (bsg), polarizabilidad (csr) y dipolaridad (dsqse), del disolvente;
Coeficientes de regresion en el andlisis de Laurence de: acidez (au), basicidad (b1) dispersion e interacciones de
induccion electrénica (di) e interacciones electrostaticas (e), del disolvente.

Tabla 6.17. Coeficientes estimados y errores estandar, correlaciones, significancia y porcentaje
de contribuciones relativas de los coeficientes del pardmetro para el analisis de regresion lineal
multiple de datos experimentales de SMX.

SMX
Kamlet y Taft
Ao a b s R?
36,76+1,09 1,77+0,65 0,97
100,00%
Catalan
Ao asa bss Csp dsdp R?
50,25+1,52 0,85+0,42 6,97+0,84 10,14+1,27 0,98
4,74% 38,79% 56,47%
Laurence
Ao ai b1 di e R2
59,99+3,25 12,54+1,89 17,33+£2,77 0,97
42,00% 58,00%

R?: coeficiente de determinacion; Ao: propiedad del soluto a correlacionar; Coeficientes de correlacion en el andlisis de
Kamlet y Taft de: acidez (a), basicidad (b) y polaridad-polarizabilidad (s), del disolvente; Coeficientes de correlacion en
el andlisis de Catalan de: acidez (asa), basicidad (bsg), polarizabilidad (csp) y dipolaridad (dsq¢e), del disolvente;
Coeficientes de regresion en el andlisis de Laurence de: acidez (a1), basicidad (b:) dispersién e interacciones de
induccién electrénica (di) e interacciones electrostaticas (e), del disolvente.
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En el caso de SMX (Tabla 6.17) el parAmetro mas importante descrito por la
ecuacion multiparamétrica de Kamlet y Taft es el de la polaridad-polarizabilidad del
solvente con el 100% de contribucién, indicando que esta sustancia presenta mayor
estabilidad en el estado excitado que en el fundamental. La ecuaciéon de Catalan
coincide en que el pardmetro mas importante es el que explica la dipolaridad del
solvente con el 56,47% de contribucién, también se observa una contribucion del
parametro SB, que proporciona la medicién de la basicidad del solvente (38,79%),
seguido de una menor contribucion del pardmetro SA. En la ecuacion de Laurence se
observa lo mismo que en la de Catalan, el parametro ES es el mas importante (58%)
seguido por B1 (42%).

5.5.2.4. Solvatocromismo en mezclas de solventes:

buffer-ACN

Las Figuras 6.17. A y B, muestran el perfil de absorbancia de las diluciones
gue se detallaron en Tabla 6.4 trabajando con SNA y SMX en mezclas binarias de
buffer-ACN. Se observa la banda caracteristica de las SA y el desplazamiento
batocromico a medida que aumenta la concentracion de ACN en la mezcla, como

sucede con las FQ.
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Figura 6.17. Espectro de absorcion para: A. SNA y B. SMX en buffer pH 7,4-ACN en distintas

proporciones.

multiparamétrica de Kamlet y Taft (Tabla 6.18).

aplicando

A continuacion, se muestran los resultados del estudio de correlacién lineal de
SNA y SMX en mezclas binarias de buffer-ACN,

la ecuacion
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Tabla 6.18. Coeficientes estimados y errores estandar, correlaciones, significancia y porcentaje
de contribuciones relativas de los coeficientes de los parametros para el analisis de regresion
lineal multiple de SNA y SMX en buffer-ACN.

Kamlet y Taft

Ao a b S R2
SNA 38,98+0,16 1,79+0,42 0,98
100%
SMX 37,46+0,27 0,57+0,17 1,03+0,32 2,08+0,31 0,98

15,49% 27,99% 56,52%

Ao: propiedad del soluto a correlacionar; Coeficientes de correlacion en el andlisis de Kamlet y Taft de: acidez (a),
basicidad (b) y polaridad-polarizabilidad (s), del disolvente; R% coeficiente de determinacion.

Para SNA, el parametro B (capacidad aceptora de uniones puente hidrogeno
del solvente), es el Unico que contribuye al solvatocromismo. En SMX de acuerdo con
la ecuacion de correlacion lineal, los parametros de importancia que intervienen son *
(56,52%) y B (27,99%) y a (15,49%), siendo el parametro 1* (polaridad-polarizabilidad
del solvente) es el de mayor significancia.

La Tabla 6.19 presenta Eiz, X“acn Y Os2 de SA en distintas fracciones molares
de ACN (xacn)-

Tabla 6.19. E12, Xacn Y Os2 de SA en distintas fracciones molares de ACN (;(ACN).

SNA buffer-ACN SMX buffer-ACN

XACN E 12 X-acN Os2 E 10 X-acn Os2

0 110,41 0 0 111,49 0 0
0,036 109,97 -0,09 0,31 111,29 0,13 0,09
0,078 109,75 0,15 0,42 110,82 0,44 0,36
0,127 109,57 0,15 0,52 110,60 0,58 0,45
0,184 109,33 0,31 0,64 110,20 0,85 0,66
0,252 109,15 0,31 0,72 110,01 0,97 0,72
0,336 109,15 0,54 0,63 109,78 1,12 0,79
0,441 109,15 0,54 0,53 109,57 1,26 0,82
0,575 109,11 0,62 0,42 109,33 1,41 0,84
0,753 109,73 0,62 -0,23 109,73 1,15 0,40

1 109,11 1 0 109,97 1 0

Xacn: fraccion molar de acetonitrilo; E12: energia de transicion (kcal/mol) en buffer-acetonitrilo;
X-acn: fraccién molar de acetonitrilo en la regién cibotéctica y ds2 solvatacion preferencial.

La relacién entre E1. y la fraccibn molar de ACN (xacn) Se grafica en las
Figuras 6.18. A y B para SNA y SMX respectivamente. En ambos casos se observa
que E 12 varia en forma no lineal respecto a la xacn demostrando que tanto SNA como

SMX se solvatan preferencialmente por ACN, excepto SNA cuando la composicién del
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solvente es 90 % ACN. Se ha descrito que las moléculas de agua generan redes

fuertes de uniones puente hidrogeno que no son facilmente alteradas por la presencia

del cosolvente, este comportamiento puede explicar los elevados valores de dsz2, que

reflejan que el agua interactia preferentemente entre sus mismas moléculas antes que

con las de SA, entonces moléculas aisladas de ACN interactlan con el soluto

formando parte de la esfera de solvatacion. En regiones ricas en ACN, este solvente

interactla con la red de moléculas de agua generando agregados agua-ACN y por lo

tanto el valor de &8s, disminuye (Almandoz et al., 2014°).

108

1104 4 1.5+
110,2 11,0
. 110,04 .
] o]
% 108 ] % 110,54
o4 2
o 109,6 - L 1100
1094
109,54
109,24
109,0 T T T T T T 1080 T T T T T
00 02 04 08 08 1,0 00 02 04 06 08 1,0
XACN XACN
Figura 6.18. E 1ode: A. SNAy B. SMX' VS x, -
5.5.2.5. Solvatocromismo en mezclas de solventes:
buffer-MeOH

Las Figuras 6.19. A y B muestran el perfil de absorbancia de las diluciones

gue se detallaron en Tabla 6.4 trabajando con SNA y SMX en mezclas binarias de
solventes buffer pH 7,4-MeOH:
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Figura 6.19. Espectro de absorciéon de: A. SNA y B. SMX en buffer-MeOH.
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A continuaciéon, se muestran los resultados del estudio de correlacion lineal de
SNA y SMX en mezcla binaria de buffer-MeOH, aplicando la ecuacion

multiparamétrica de Kamlet y Taft (Tabla 6.20).

Tabla 6.20. Coeficientes estimados y errores estandar, correlaciones, significancia y porcentaje
de contribuciones relativas de los coeficientes del parametro para el analisis de regresion lineal
multiple de datos experimentales de SA.

Kamlet y Taft

Ao a b S
SNA 36,69+0,29 0,47+0,37 1,14+0,15
29,17% 70.83%
SMX 39,56+1,77 4,66+2,25 4,25+0,91
52,27% 47,72%

Ao: propiedad del soluto a correlacionar; Coeficientes de correlacion en el andlisis de Kamlet y Taft de: acidez (a),
basicidad (b) y polaridad-polarizabilidad (s), del disolvente.

En el caso de SA, los pardmetros que se destacan son los mismos para
ambas, con la diferencia que el parametro mas relevante para SNA es 1 (70,83%) y

para SMX, se destaca el parametro a (52,27%).

La Tabla 6.21 presenta Ei2, X"acn Y Os2 de SA en distintas fracciones molares de
MeOH Xtweon.

Tabla 6.21. Se muestran los parametros Eiz, x“acn Y Os2 de SA

en distintas proporciones de MeOH.

SNA buffer-MeOH SMX buffer-MeOH

XMeOH Ei2 X-MeOH Os2 Ei2 X-MeOH Os2

0 110,39 0 0 111,47 0 0
0,05 110,18 0,09 0,05 111,47 0,00 -0,05
0,10 110,18 0,09 -0,01 111,47 0,00 -0,10
0,16 110,18 0,09 -0,07 111,25 0,04 -0,12
0,23 109,97 0,18 -0,05 111,03 0,07 -0,16
0,31 109,54 0,37 0,06 110,82 0,11 -0,20
0,40 109,54 0,37 -0,03 110,82 0,11 -0,29
0,51 109,13 0,55 0,04 110,60 0,14 -0,37
0,64 108,92 0,64 0,00 110,39 0,18 -0,46
0,80 108,92 0,64 -0,16 109,97 0,25 -0,55

1 108,09 1 0 105,50 1 0

Xweon: fraccion molar de metanol; Ei2: energia de transicion (kcal/mol) en buffer-metanol, x“wmeon: fraccion molar de
metanol en la region cibotéctica; 6s2: solvatacion preferencial.
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A continuacion, las figuras que se presentan corresponden a Ei» vs fracciéon
molar de MeOH para SA. En la Figura 6.20.A se observa que SNA presenta un
comportamiento muy dependiente de la composicion del solvente. En las
concentraciones 10, 50 y 70 v/v la region cibotactica se encuentra enriquecida en
MeOH, en las concentraciones 30, 40, 60 y 90 % v/v predomina el buffer y en las
concentraciones 20 y 80 % v/v no presenta SPr. SMX (Fig. 6.20.B), sin embargo,

presenta SPr por el buffer en las distintas proporciones ensayadas.
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La Tabla 6.22 presenta un resumen de los resultados obtenidos para el andlisis
cuantitativo del efecto solvatocromico de las SA mediante los modelos
multiparamétricos de Kamlet-Taft, Cataldn y Laurence. Ademas, se incluye el
comportamiento de SA disuelta en mezclas binarias de solventes con distintas
proporciones (SPr). Se observa que, en el caso de SNA y SMX, el parametro
electrénico es el factor mas relevante, independientemente de si se trata de

disolventes puros o mezclas binarias de solventes.

Tabla 6.22. Resumen de los parametros mas relevantes obtenidos por solvatocromismo en
solventes puros y en mezclas de solventes; y Solvatacién Preferencial.

Solvato en solventes Solvato en Mezcla SPr mezcla de
Puros de solventes solventes
KyT  Cataldn Laurence B-ACN  B-MeOH B-ACN B-MeOH
SNA B SP ES B L 0-80%ACN 10-50-70% MeOH
SMX L SdP ES m ay T ACN MeOH

Solvato: Solvatacion; SPr: solvatacién preferencial; Ky T: Kamlet y Taft; B: buffer; ACN: Acetonitrilo; MeOH: Metanol;
a: capacidad acida del solvente; 3: capacidad basica del solvente; m*: polaridad polarizabilidad del solvente;
SP: polarizabilidad del solvente; SdP: dipolaridad; ES: interacciones electrostéaticas.
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6.5.3. MEZCLAS DE FQ-SA EN SOLUCION

6.5.3.1. Espectrofotometria UV-Visible: Efecto del aumento
de concentracion de FQ

Se analizaron soluciones de NOR y CIP en el rango de concentraciones
comprendido entre 3 x 10°® M y 6 x 10° M, manteniendo fija la concentracién de SA
(1,5 x 10° M) en todos los casos. El pH de las soluciones fue de 7,4; se obtuvieron los

espectros de absorcion que se presentan en la Figura 6.21 A-B y Figura 6.22 A-B.

25

A T L5105SNA | A B T l5105SmX
——1,510-5 SNA + 3 10-6 NOR / ——1,510-5 SMX + 3 10-6 NOR
——1,510-5 SNA + 6 10-6 NOR | [ 1,5 10-5 SMX + 6 10-6 NOR

25

2.0 ——1,510-5 SNA + 1,5 10-5 NOR 204 | ——1,510-5 SMX + 1,5 10-5 NOR
——1,510-5 SNA + 3 10-5 NOR \ / \ 1,5 10-5 SMX + 3 10-5 NOR
——1,510-5 SNA + 6 10-5 NOR \ / \ —— 1,5 10-5 SMX + 6 10-5 NOR
| [ \

Abs
Abs

— — 0.0
T T T T T
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400

2 (nm) 2 (nm)

Figura 6.21. Espectros de absorcion de soluciones de NOR en concentraciones crecientes en
presencia de concentracion fija de: A. SNAy B. SMX, a pH=7,4.

25 25

A ——1510-5SNA
——1,510-5SNA + 3 10-6 CIP
——1,510-5 SNA + 6 10-6 CIP
——1,510-5SNA + 1,5 10-5 CIP 204
——1510-5SNA +310-5CIP
——1,510-5SNA + 6 10-5 CIP |

—1,510-5 SMX
B — 1,5 10-5 SMX + 3 10-6 CIP
—1,510-5 SMX + 6 10-6 CIP
—1510-5SMX + 1,5 10-5 CIP
—1,510-5 SMX + 3 10-5 CIP
—1,510-5 SMX + 6 10-5 CIP

2.0

1.5}

Abs
Abs

\
104 |\

0.5

T T T
400 200 250 300 350 400
2 (nm)

Figura 6.22. Espectros de absorcién de soluciones de CIP en concentraciones crecientes en
presencia de concentracion fija de A. SNAy B. SMX, a pH=7,4.

Se observa que la absorbancia es directamente proporcional a la
concentracion, segun determinaciones espectrofotométricas realizadas sobre
soluciones de concentracion creciente FQ en presencia de una concentracion fija de
SA. También se puede notar que esta relacion es lineal. La falta de puntos

isosbhésticos y este comportamiento indican que, en el rango de concentraciéon
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estudiado (de aproximadamente 3 x 10° a 3 x 10* M), y mediante esta metodologia,
no se encuentra una asociacion molecular entre FQ y SA en solucion acuosa. Este
resultado es coincidente con el reportado por Lecomte y col. (1996), quienes evaluaron
el grado de extension del “stacking” de pefloxacina en solucion, mediante H, 13C y 19F
RMN y determinaron que, a concentraciones inferiores a 10“ M, esta sustancia se
encontraria en solucién en forma monomérica. La ausencia de puntos isosbésticos, en
este rango de concentraciones, se puede explicar considerando que el espectro
UV-Vis de SA presentan un unico maximo de absorcion coincidente con la longitud de

onda de maxima absorcion de FQ.

Por otra parte, se analizaron soluciones de SNA y SMX en el rango de
concentraciones comprendido entre 3 x 10 M y 6 x 10° M, manteniendo fija la
concentraciéon de FQ (1,5 x 10° M), en soluciones de pH 7,4; se obtuvieron los

espectros de absorcién que se presentan en las Figuras 6.23. Ay B. 6.24 Ay B.

15 15

——NOR | ™\ B — cip

A —— NOR 1,5 10-5 + SNA 3 10-6 | / \ — 1,5 10-5 CIP+ 3 10-6 SNA
——1,510-5 NOR + 6 10-6 SNA \ / \ 1,510-5 CIP + 6 10-6 SNA
——1,510-5 NOR + 1,5 10-5 SNA \ ——1,510-5CIP + 1,5 10-5 SNA
——1,510-5 NOR + 3 10-5 SNA \ \ 1,510-5 CIP + 3 10-5 SNA

——1,510-5 NOR + 6 10-5 SNA \ / ——1,510-5 CIP + 6 10-5 SNA
| / \
1.0

Abs
Abs

0.5 4

0.0 .

T T T T
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
A (nm) A (nm)

Figura 6.23. Espectros de absorcion de soluciones de SNA en concentraciones crecientes en
presencia de concentracion fija de A. NOR y B. CIP, a pH=7,4.

15
——NOR |

N ——1,510-5 NOR+ 3 10-6 SMX (|
1,5 10-5 NOR + 6 10-6 SMX |
——1,510-5NOR + 1,5 10-5 SMX |

1,5 10-5 NOR + 3 10-5 SMX I

—— 1,5 10-5 NOR + 6 10-5 SMX

—CIP

B ——CIP 1,5 10-5 + SMX 3 10-6
——1,510-5 CIP + 6 10-6 SMX
——1,510-5CIP + 1,5 10-5 SMX
——1,510-5 CIP + 3 10-5 SMX
——1,510-5 CIP + 6 10-5 SMX

1.0

Abs

Abs

0.5

0.0 T T T T T
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400

A (nm) 2 (nm)

Figura 6.24. Espectros de absorcion de soluciones de SMX en concentraciones crecientes en
presencia de concentracion fija de: A. NOR y B. CIP, a pH=7,4.
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Se puede observar que cuando se incrementa la concentracion de SA, la
absorbancia de la solucibn aumenta. En el rango de longitudes de onda comprendido
entre 310-350 nm la sefal no varia debido a la presencia de concentraciones casi
constantes de FQ. Sin embargo, se observan puntos isosbésticos en el rango
correspondiente a (280-290 nm), esto es indicativo de interaccién intermolecular y
formacion de heterocomplejos en la solucién acuosa en las condiciones del ensayo
(Baranovskii et al., 2007).

Aiyama y col. (1992) describieron que a medida que aumenta la concentracién
de las soluciones, muchas moléculas de estructura aromatica muestran un coeficiente
de extincion mas bajo. Este hecho se cree que es el resultado de la autoasociacién de
las moléculas del soluto. Ademés, cuando hay mas de una especie en una solucion,
tales como mondmeros y dimeros, se observan con frecuencia puntos isosbésticos.
Por otra parte, se puede observar la heteroasociacién molecular en los espectros de
absorcion de soluciones que incluyen la concentracion estable de una sustancia y las
concentraciones aumentadas del segundo componente. Un indicio de
heteroasociacion en este caso es un desplazamiento batocrémico e hipercrémico de
una banda de absorcion, con una mayor absorcion a medida que aumenta la

concentracion de la solucion (Bolotin et al., 2006).
6.5.3.2. Termocromismo

La evaluacion del efecto de la temperatura sobre los espectros UV-Vis de las
mezclas de FQ-SA indica la presencia de puntos isosbésticos: Figura 6.25 NOR-SNA
(223- 281- 341 nm), Figura 6.26 NOR-SMX (243- 277,5 — 337,5 nm), Figura 6.27 CIP-
SNA (238- 274,5- 301- 325- 332- 337 nm) y Figura 6.28 CIP-SMX (224 — 275,8- 300 —
325- 334- 337,5 nm). Este comportamiento es semejante al observado al analizar los

IFA en forma individual, e indicativo de la formacién de equilibrio intramolecular.
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1,0 T
\ —— 25°C NOR-SNA
\ 35°C NOR-SNA
‘ ——45°C NOR-SNA
084 |l 55°C NOR-SNA
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0,0 v : v . v T - -
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84 = 55°C NOR-SNA \\ 55'C NOR-SNA
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2 —— 25°C NOR-SNA
—— 35°C NOR-SNA N, 0
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Figura 6.25. Espectros de absorcion de NOR-SNA (pH= 7,4) registrados a 25°, 35°, 45°, 55°,
65 °C y puntos isosbésticos observados a 223- 281- 341 nm.
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Figura 6.26. Espectros de absorcion de NOR-SMX (pH= 7,4) registrados a 25°, 35°, 45°, 55°,
65 °C y puntos isosbésticos observados a 243- 277,5 — 337,5 nm.
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1,0 m
I —— 25°C CIP-SNA
| —— 35°C CIP-SNA
08 "‘ ——45°C CIP-SNA
e 0 55°C CIP-SNA
—— 65°C CIP-SNA
0,6
(0]
Fa)
<
0,4 4
0,2
0,0 , . . . . . .
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\\'\‘\
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08 : . : . : e
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Figura 6.27. Espectros de absorcion de CIP-SNA (pH= 7,4) registrados a 25°, 35°, 45°, 55°, 65
°C y puntos isoshésticos observados a 238- 274,5- 301- 325- 332- 337 nm.
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| ”"I —— 25°C CIP-SMX
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Figura 6.28. Espectros de absorcion de CIP-SMX (pH= 7,4) registrados a 25°, 35°, 45°, 55°, 65
°C y puntos isoshésticos observados a 224 — 275,8- 300 — 325- 334- 337,5 nm.
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6.5.3.3. Solvatocromismo en mezclas de solventes:

buffer-ACN

Las Figuras 6.29 y 6.30 muestran el perfil de absorbancia de las diluciones que
se detallaron en Tabla 6.4 trabajando con NOR, CIP, SNA, SMX y mezcla equimolar
de FQ-SA en mezclas binarias de buffer-ACN.

10 Ty
0% ACN |
10% ACN 1.
20% ACN 1
40% ACN I\
40% ACN ‘
50% ACN
60% ACN
70% ACN
80% ACN
90% ACN
—— 100% ACN

0% ACN
10% ACN
20% ACN
30% ACN
40% ACN
50% ACN
60% ACN
70% ACN
80% ACN
90% ACN
—— 100% ACN

0.54

Abs
Abs

— T T T —
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
% (nm) A(nm)

Figura 6.29. Espectro de absorcion de la mezcla equimolecular de: A. NOR-SNA y B. NOR-
SMX, en buffer pH 7,4-ACN en distintas proporciones.

1.0

1.0

0% ACN

10% ACN
20% ACN
30% ACN
40% ACN
50% ACN
60% ACN
70% ACN
80% ACN
90% ACN

0% ACN

— 10% ACN
20% ACN
30% ACN
40% ACN
50% ACN
——60% ACN
70% ACN
80% ACN
90% ACN

0.5 0.5

Abs
Abs

—— 0.0 =N
T T T T T
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
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Figura 6.30. Espectro de absorciéon de la mezcla equimolecular A. CIP-SNA y B. CIP-SMX, en
buffer pH 7,4-ACN en distintas proporciones.

A continuacidén, se muestran los estudios de correlacién lineal de mezclas
equimolares de FQ-SA en mezclas binarias de buffer-ACN. Se aplicé solamente el
método de Kamlet y Taft por no tener disponibles datos bibliograficos de los
pardmetros para mezclas binarias de solventes utilizados, segun los métodos de
Catalan y Laurence (Tabla 6.23).
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Tabla 6.23. Coeficientes estimados y errores estandar, correlaciones, significancia y porcentaje
de contribuciones relativas de los coeficientes del parametro analizado, para el andlisis de
regresioén lineal multiple de datos experimentales de FQ-SA en buffer-ACN.

Kamlet y Taft

Ao a b S R?

NOR-SNA 31,75+1,38 3,51+1,56 8,69+2,58 0,85
28,77% 71,23%

NOR-SMX 34,34+0,40 2,36+0,41 0,9
100%

CIP-SNA 34,25+0,32 2,60+0,32 0,98
100%

CIP-SMX 34,38+0,21 2,55+0,22 0,99
100%

Ao: propiedad del soluto a correlacionar; Coeficientes de correlacion en el andlisis de Kamlet y Taft de: acidez (a),
basicidad (b) y polaridad-polarizabilidad (s), del disolvente; R% coeficiente de determinacion.

En las 4 mezclas equimolares ensayadas se observa que el parametro 1%, es
guién mas contribuye al solvatocromismo. En el caso de NOR-SNA, también tiene una

contribucion del parametro a (28,77%).

La Tablas 6.24 y 6.25 presentan Eiz, x‘acn Y O8s2 de mezclas equimolares en

distintas fracciones molares de ACN (xacn)-

Tabla 6.24. E12, x*acn Y Os2 de mezcla equimolar de NOR-SA en distintas fracciones molares de

ACN (X 1 cn)-
NOR-SNA buffer-ACN NOR-SMX buffer-ACN

XACN E 12 X“ACN Os2 E 12 X“ACN Os2
0,000 106,29 0 0 106,68 0 0

0,034 109,78 176,58 176,55 104,92 0,51 0,48
0,073 105,72 -28,84 -28,91 105,89 0,23 0,16
0,118 109,33 154,27 154,16 105,13 0,45 0,33
0,170 105,11 -59,33 -59,50 105,33 0,39 0,22
0,232 104,92 -69,09 -69,32 104,92 0,51 0,28
0,306 104,52 -89,47 -89,78 104,71 0,57 0,27
0,397 103,99 -116,40 -116,80 104,16 0,73 0,34
0,510 102,64 -184,42 -184,93 103,05 1,05 0,54
0,655 103,22 -155,35 -156,01 103,57 0,90 0,25
1,000 106,31 1 0 103,24 1 0

Xrcn: fraccion molar de acetonitrilo; E12: energia de transicion (kcal/mol) en buffer-acetonitrilo, x“acn: fraccién molar de
acetonitrilo en la region cibotactica; sz solvatacion preferencial.
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Tabla 6.25. E1, xacn Y 0s2 de mezcla equimolar de CIP-SA en distintas fracciones molares de

ACN (¥ 4¢n)-

CIP-SNA buffer-ACN

CIP-SMX buffer-ACN

XACN E 1 X“AcN Os2 E 1 X“ACN Os2
0 106,48 0 0 106,92 0 0
0,036 106,31 0,06 0,03 106,50 0,13 0,10
0,078 106,09 0,13 0,06 106,29 0,20 0,13
0,127 105,91 0,19 0,07 106,09 0,27 0,15
0,184 105,72 0,26 0,09 105,89 0,33 0,16
0,252 105,33 0,39 0,16 105,54 0,44 0,21
0,336 104,92 0,52 0,22 105,11 0,58 0,27
0,441 104,52 0,66 0,26 104,71 0,71 0,31
0,575 103,40 1,03 0,52 103,82 0,99 0,48
0,753 103,76 0,91 0,26 104,14 0,89 0,23

1

Xncn: fraccién molar de acetonitrilo; Ei2: energia de transicion (kcal/mol) en buffer-acetonitrilo, x“ac: fraccién molar de

acetonitrilo en la region cibotactica; ds2: solvatacion preferencial.

A continuacion, las figuras que se presentan corresponden a E 12 VS xacn para

mezcla equimolar de FQ-SA. En la Figura 6.31.A, se puede ver que NOR-SNA tiene

SPr por el buffer en las concentraciones de 10 y 30% v/v, para las demas

concentraciones se solvata preferencialmente por ACN. En el caso de NOR-SMX, se

observa que presenta SPr por ACN. Para las mezclas CIP-SA y CIP-SMX en buffer-

ACN, teniendo en cuenta la Figura 6.31.B, observamos que la SPr es por el ACN en

ambos casos y en todas las proporciones ensayadas. Para las dos mezclas, el perfil

de SPr es similar.

1104

1094

108

107

—l— NOR-ShA, 107.0

—8— NOR-ShX

106,54
106,04

105,5

UJg 106 4

105

103

102 .

LI.IQ 105,04
104,54
104,04

1035

—— CIP-SNA
—a— CIP-ShiX

T 1030

Figura 6.31. E 1o de A. NOR-SNA (negro) y NOR-SMX (rojo) vs x , -y Y B. CIP-SNA (negro) y

CIP-SMX (rojo) Vs X ycn -
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6.5.3.4. Solvatocromismo en mezclas de solventes:

buffer-MeOH

Las Figuras 6.32 y 6.33 muestran el perfil de absorbancia de las diluciones
gue se detallaron en Tabla 6.4 trabajando con FQ y SA y mezcla equimolar de FQ-SA
en mezcla binaria de solventes buffer pH 7,4-MeOH:

1.0

1.0 9grT
I

0% MeOH
10% MeOH
20% MeOH
30% MeOH 084
40% MeOH
50% MeOH
60% MeOH
70% MeOH
80% MeOH
90% MeOH
—— 100% MeOH

0% MeOH
10% MeOH

20% MeOH
30% MeOH
40% MeOH
50% MeOH
60% MeOH
70% MeOH
80% MeOH
90% MeOH
—— 100% MeOH

0.8

0.6 0.6

Abs

Abs

0.4 4 0.4

0.2 0.2 4

0.0 —— 00

200 2-%0 360 350 400 200 2%0 3('30 350 400
A (nm) 2 (nm)
Figura 6.32. Espectro de absorcion de la mezcla equimolecular de A. NOR-SNA y B. NOR-
SMX, en buffer pH 7,4-MeOH en distintas proporciones.
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Figura 6.33. Espectro de absorcion de la mezcla equimolecular A. CIP-SNA y B. CIP-SMX, en
buffer pH 7,4-MeOH en distintas proporciones.

A continuacién, se muestran los estudios de correlacién lineal de mezclas
equimolares de FQ-SA en mezclas binarias de buffer-MeOH. Se aplicé solamente el
método de Kamlet y Taft por no tener disponibles datos bibliograficos de los
pardmetros para mezclas binarias de solventes utilizados, segun los métodos de
Catalan y Laurence (Tabla 6.26).
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Tabla 6.26. Coeficientes estimados y errores estandar, correlaciones, significancia y porcentaje
de contribuciones relativas de los coeficientes del pardmetro para el analisis de regresion lineal
multiple de datos experimentales de FQ-SA en buffer-MeOH.

Kamlet y Taft
Ao a b S

NOR-SNA  34,93+0,34 1,89+0,34

100.00%

NOR-SMX  32,12+1,41 4,35+1,28

100.00%

CIP-SNA 35,14+0,22 1,37+0,33 0,38+0,17

78,18% 21,82%
CIP-SMX  34,93+0,38 2,05+0,35
100.00%

Ao: propiedad del soluto a correlacionar; Coeficientes de correlacion en el andlisis de Kamlet y Taft de: acidez (a),
basicidad (b) y polaridad-polarizabilidad (s), del disolvente; R coeficiente de determinacion.

Con respecto a las mezclas FQ-SA, se observa que para las mezclas que
contienen NOR el Unico parametro que contribuye es 1". En el caso de las mezclas
que contienen CIP el parametro que mas contribuye es a, para CIP-SNA también esta
el aporte de 7" (21,82%).

La Tablas 6.27 y 6.28 presentan Eiz, X"acn Y Os2 de mezclas equimolares en

distintas fracciones molares de MeOH (xuyeon)-

Tabla 6.27. E1z, x*acn Y Os2 de mezcla equimolares de NOR-SA en distintas proporciones de

MeOH.
NOR-SNA buffer-MeOH NOR-SMX buffer-MeOH

XMeOH E1 X“MeoH Os2 E1 X“MeoH Os2

0 106,29 0 0 106,68 0 0
0,05 105,89 0,09 0,04 106,68 0,00 -0,05
0,10 105,89 0,09 -0,01 106,29 0,09 -0,01
0,16 105,70 0,14 -0,03 106,29 0,09 -0,07
0,23 105,70 0,14 -0,09 105,70 0,22 -0,01
0,31 105,31 0,22 -0,08 105,70 0,22 -0,09
0,40 105,31 0,22 -0,18 105,11 0,34 -0,06
0,51 104,92 0,31 -0,20 105,11 0,34 -0,17
0,64 104,92 0,31 -0,33 104,92 0,39 -0,26
0,80 104,92 0,31 -0,49 105,11 0,34 -0,46

1 101,93 1 0 102,11 1 0

Xweon: fraccion molar de Metanol; Ei2: energia de transicion (kcal/mol) en buffer-Metanol; x“meon: fraccion molar de
Metanol en la region cibotéactica; ds2: solvatacion preferencial.
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Tabla 6.28. E12, X'acn Y 0s2 de mezcla equimolares de CIP-SA en distintas proporciones de
MeOH.
CIP-SNA buffer-MeOH CIP-SMX buffer-MeOH

XMeOH Ei2 X-MeOH Os2 Ei2 X-MeOH Os2

0 106,48 0 0 106,90 0 0
0,05 106,50 -0,02 -0,06 106,72 0,15 0,10
0,10 106,31 0,15 0,05 106,72 0,15 0,05
0,16 106,09 0,34 0,18 106,72 0,15 -0,01
0,23 105,91 0,49 0,26 106,50 0,34 0,11
0,31 105,91 0,49 0,18 106,68 0,19 -0,12
0,40 105,72 0,66 0,26 105,89 0,85 0,45
0,51 105,33 1,00 0,49 105,72 1,00 0,49
0,64 105,33 1,00 0,36 105,72 1,00 0,36
0,80 105,33 1,00 0,20 105,72 1,00 0,20

1

Xweon: fraccion molar de Metanol; Ei2: energia de transicion (kcal/mol) en buffer-Metanol; x“meon: fraccion molar de
Metanol en la region cibotéactica; Os2: solvatacion preferencial.

A continuacion, las figuras que se presentan corresponden a Ei» vs fraccion

molar de MeOH para mezcla equimolar de FQ-SA. En la Figura 6.34.A, se distingue la

preferencia de NOR-SNA por el buffer en el rango de 20-100%. Para el caso de NOR-

SMX, la SPr es con el buffer en todas las concentraciones. En ambos casos el perfil de

SPr es similar. En la Figura 6.34.B, se observa, en cambio, SPr por MeOH en casi

todas las proporciones ensayadas en CIP-SNA. En la combinacién CIP-SMX ocurre

SPr por el buffer en la composicion 50 % v/v buffer MeOH vy solvatacion por MeOH en

el rango de composicion 60 — 80 % v/v.
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La Tabla 6.29 presenta un resumen de los resultados obtenidos para el analisis

cuantitativo del efecto solvatocromico mediante los modelos multiparamétricos de
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Kamlet-Taft para FQ-SA disuelta en mezclas binarias de solventes con distintas
proporciones, ademas se muestra SPr. Se observa que, para las mezclas FQ-SA el
parametro electrénico es un factor relevante y presente en todas las combinaciones.
Con respecto a SPr para las mezclas FQ-SA se observa que se solvatan
preferentemente por el solvente organico ACN. En cambio, las mezclas NOR-SA se

solvatan por buffer (en los medios buffer-MeOH) y las CIP-SA se solvatan por MeOH.

Tabla 6.29 Resumen de los resultados obtenidos para FQ-SA por solvatocromismo en mezclas
de solventes y Solvatacion Preferencial.

Solvato mezcla de solvente SPr mezcla de solventes
B-ACN B-MeOH B-ACN B-MeOH
NOR-SNA m™> a L 10-30% B B
NOR-SMX Ll m ACN B
CIP-SNA L a> m* ACN MeOH
CIP-SMX ™ a ACN MeOH

Solvato: Solvatacion; B: Buffer; SPr: solvatacion preferencial; ACN: Acetonitrilo; MeOH: Metanol;
a: capacidad acida del solvente; m*: polaridad polarizabilidad del solvente.

6.6. CONCLUSIONES

Las FQ, CIP y NOR son sustancias anfoteras. Por lo tanto, en pH fisiol6gico
(7,4) coexisten las especies neutras (zwitteridnica y no iénica). Las formas catidnica y
anionica predominan en soluciones &cidas y en basicas, respectivamente. En este
mismo pH (7,4), presentan equilibrio intramolecular, entre las especies zwitteridnicas y

no iénica (Fig 6.35), esto se demuestra en el andlisis termocrémico.

Las SA, a pH fisiolégico (7,4) se comportan de manera diferente, SNA esti

presente en forma no iénica y SMX en las formas anidnica y no idnica (Fig 6.36).

En este trabajo, se pone de manifiesto que NOR y CIP forman heterocomplejos

en la solucion con SNA o SMX, en el rango de concentraciones analizadas.

o o o} o]
F .
LT e LY
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H

Figura 6.35. Equilibrio intramolecular para FQ, entre las especies zwitteridnicas y no iénica.
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Figura 6.36. Equilibrio intramolecular para SMX, entre la especie no idnica y anibnica.

En conclusién, los estudios realizados permitieron cumplir con el objetivo
planteado, ya que los ensayos de incremento de concentracion, termocromismo,
solvatocromismo y SPr resultaron ser herramientas efectivas para evaluar el
comportamiento en solucién de las FQ y SA. Se logré describir satisfactoriamente la
capacidad de interaccion intra e intermolecular de estos IFA, tanto entre si como con
los solventes en estudio. Ademas, la evidencia de formacidon de heterocomplejos
aporta informacion relevante sobre la formacion de posibles interacciones en el estado

sélido, lo que respalda la utilidad de los estudios realizados.
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7.1. INTRODUCCION

Los cocristales farmacéuticos se consideran una oportunidad para adaptar las
propiedades biofarmacéuticas y farmacéuticas de los medicamentos, es decir, mejorar
la biodisponibilidad, la estabilidad, la permeabilidad, la solubilidad, entre otras
propiedades, sin comprometer la actividad farmacoldgica. Tal como se mencioné en el
Capitulo 1, los cocristales se definen como cristales multicomponentes, también
llamados Derivados No Covalentes (DNC) formados por proporciones
estequiométricas de dos o mas compuestos sélidos. Durante la investigacion sobre la
formacion de cocristales se enfrentan varios desafios, empezando por la falta de
previsibilidad de la asociaciéon con los Coformadores (COF), para que los cocristales
sean patentables. Ademas, las propiedades finales de la forma sdélida tampoco son
predecibles, cada sistema presenta sus propios desafios. Después del descubrimiento
y caracterizacion de los cocristales, definir las condiciones para la viabilidad a mayor
escala es otra tarea dificil (Ferreira et al.,, 2023). Sin embargo, presentan la gran
ventaja de utilizar procedimientos relativamente econdémicos para su formacion vy,

principalmente, respetuosos con el medioambiente (Stoler et al., 2015).

En el presente capitulo se detallan los resultados obtenidos al disefiar,
desarrollar y caracterizar nuevas formas sélidas constituidas por Fluorquinolonas (FQ)
y/o Sulfonamidas Antibacterianas (SA) y con compuestos considerados seguros para

el uso humano.

El disefio y la preparacion de formas soélidas multicomponentes farmacéuticas
es un proceso integral y de multiples etapas, ilustrado en la Figura 7.1. El primer paso
es la eleccién del Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA), que debe ser escogido
teniendo en cuenta la resolucién de un problema especifico, en nuestro caso se
plantea en los objetivos de la tesis. Luego se realiza la busqueda de COF o
contraiones, identificando los sintones supramoleculares mas adecuados. Se debe
tener en cuenta que la eleccion debe restringirse a compuestos seguros para el uso en
humanos (GRAS: del inglés Generally Regarded as Safe). Se considera que,
aproximadamente un tercio de los compuestos organicos y cerca del 80 % de los IFA
comercializados exhiben polimorfismo. También, se ha observado que el polimorfismo
es muy frecuente en algunas familias de farmacos mas que en otras. En el caso de las
SA, se considera que un 60 % exhibe polimorfismo (Byrn, 1999). Por otra parte,
Norfloxacino (NOR) presenta varios polimorfos, pudiendo transformarse durante el
almacenamiento. El estudio de la variacién polimérfica del IFA suele ser el primer paso

en la sintesis supramolecular, con el objetivo de identificar y caracterizar nuevas
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formas polimérficas posibles, asi como revelar posibles hidratos o solvatos de la
molécula en estudio. Luego de la caracterizacién polimérfica de los IFA y COF se
procede a la obtencion de las formas sélidas multicomponentes mediante técnicas
tales como, por ejemplo: cristalizacion por evaporacion, y cristalizacion por
enfriamiento, molienda pura/seca, molienda asistida por solvente (LAG: del inglés,
Liquid Assisted Solvent) que consiste en la adiciébn de cantidades cataliticas de
disolvente para promover la reaccion, entre otras. El paso final de este proceso implica
la caracterizacion de las formas sdlidas, que incluye: el Analisis Térmico (AT) por
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC: del inglés Differential Scanning Calorimetry)
y Termogravimetria (TG). La observacion mediante Microscopio Optico (MO) con Luz
Polarizada (MLP) y con Platina de Calentamiento (HSM). La caracterizacion estructural
basada en Difraccion de Rayos X (DRX) de Polvo (DRXP) y Monocristal (DRXM),
Resonancia Magnética Nuclear (RMN): de estado soélido (RMN-ES) y proténica (*H-
RMN). Y la Espectroscopia vibracional: Espectroscopia infrarroja con transformada de
fourier (FT-IR) y FT-Raman. Por Ultimo, se realiza la determinacién de las propiedades
fisicoguimicas y biofarmacéuticas y en ultima instancia, la evaluacién del rendimiento

de la nueva forma.

DISENO SINTESIS CARACTERIZACION
Seleccion COF o Obtepplon de 1L Caracterizacion
de IFA contraién (IFA) solidos estructural
© multicomponentes
v

Determinacion

; de propiedades

‘ Hidratos o ‘ Fisicoquimicas
solvatos

$ Evaluacion de

las propiedades
farmacéuticas y
biofarmacéutica

N | . .,
Identificacién
] de Polimorfos

Figura 7.1. Representacion esquematica de los procesos de disefio, sintesis y caracterizacion
en el desarrollo y seleccién de polimorfos de ingredientes farmacéuticos activos y formas
cristalinas multicomponentes (Domingos et al., 2015).

En casos particulares, el COF puede ser también un IFA, conformando un
aducto molecular IFA-IFA. Esta ha sido una estrategia muy empleada en los dltimos
afos para ofrecer una terapia sinérgica. Muestra ventajas potenciales de reduccién de

la dosis, de la toxicidad y, si se trata de un antimicrobiano, de la resistencia al IFA,
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y como consecuencia la mejora de la eficacia terapéutica. Dado que los solidos
multicomponentes IFA-IFA tienen un mayor grado de imprevisibilidad que el de las
combinaciones de IFA-COF, son mas elegibles para futuras patentes. Como
consecuencia, existe un fuerte incentivo en la actualidad para disefar sélidos
multicomponentes IFA-IFA (Yeh et al., 2018).

7.2. REPORTES DEL ESTADO SOLIDO DE NOR

Diversas formas sélidas de NOR se encuentran reportadas en la literatura, las

mas representativas se describen a continuacion.

7.2.1. POLIMORFOS Y FASE AMORFA DE NOR

Hasta el momento se han descrito 3 polimorfos de NOR denominados A, By C.
Sustar y col. (1993) caracterizaron una fase amorfa y dos polimorfos anhidros de NOR
(A y B) mediante DSC, TG, DRXP, FT-IR, espectrofotometria UV-Vis y *H-RMN. Asi,
concluyeron que el polimorfo A es la fase mas estable y que la relacién existente entre
los dos es monotropica. Barbas y col. (2006), refutando el trabajo publicado por Sustar
y col. (1993), analizaron los polimorfos A y B de NOR utilizando DRXP, DSC, FT-IR,
Raman y *C-RMN-ES, y describieron una relacién enantiotrépica entre ambas formas
cristalinas. Barbas y col. (2007), caracterizaron un nuevo polimorfo C, ademas de
elucidar la estructura cristalina monoclinica del polimorfo A por DRXM. Puigjaner
(2010), reinvestigo al polimorfo A monoclinico informado por Barbas (2007) y concluy6
gue se habia realizado una identificacion erronea de dicha estructura e indicé que la
verdadera forma del polimorfo A de NOR es triclinica, ademés report6 dos nuevos

polimorfos sesquihidrato (1 y I).

7.2.2. HIDRATOS Y SOLVATOS DE NOR

Por lo general, los hidratos son menos solubles que sus formas anhidras
porque la interaccién entre el compuesto y las moléculas de agua le confiere una
estabilidad termodinamica adicional. NOR es un ejemplo que contradice esa regla, ya
gue sus hidratos tienen en comun la presencia de la forma zwitteridnica del
compuesto, que da como resultado una mayor solubilidad acuosa a las formas
hidratadas. Esto implica que el proceso de hidratacion juega un papel importante al
influir en la biodisponibilidad de NOR, y ha convertido a sus hidratos en un interesante

objeto de estudio (Puigjaner et al., 2010).
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NOR anhidro captura rapidamente la humedad en condiciones ambientales
para formar diferentes hidratos. Se han reportado una gran variedad de formas
hidratadas de NOR, como dihidrato, trihidrato, pentahidrato, hemipentahidrato,
sesquihidrato | y Il y un solvato de metanol (MeOH) (Chongcharoen et al., 2008;
Florence et al.,, 1984; Hu et al.,, 2002; Katdare et al., 1986; Puigjaner et al., 2010;
Ravindra et al., 2009; Roy et al., 2008). Katdare y col. (1986) prepararon y
caracterizaron las formas anhidras, sesquihidrato y dihidrato, empleando DSC, TG y
DRXP. Mazuel (1991) realiz6 la recopilaciéon bibliografica de las propiedades fisicas y
los métodos de analisis de NOR. Florence (2000) investig6 a NOR dihidrato por
DRXM. Hu y col. (2002) evaluaron el proceso de hidratacion de NOR aplicando DSC,
TG y FT-IR y observaron que a medida que aumenta el porcentaje de humedad en la
muestra, el grupo funcional COOH se transforma en COO y el NH en NHy,
concluyendo que el agua induce la transferencia de protones en el estado solido
generando a la especie zwitteriénica y favoreciendo la transformacion de las uniones
de tipo puente hidrégeno en uniones idnicas. Roy (2008) elucidé la estructura cristalina
del dihidrato y de los hidratos 1,25 y 1,125 de NOR por DRXM, DRXP y TG. Ravindra
(2009) investigd a NOR sesquihidrato elucidando su estructura cristalina y realizd el
estudio de estabilidad estableciendo que la forma mas estable a temperatura ambiente
es la forma | (NOR 1,5 H20) y que la forma Il (NOR 3 H20), es la mas estable a baja
temperatura (-40 °C). Bratu (2011) describi6é un solvato de NOR y acido acético en una

relacién estequiométrica 1:1 que cristaliza en un sistema triclinico.

7.2.3. SALES DE NOR

El proceso de cristalizacién entre NOR y acidos dicarboxilicos (p. €j., acidos
succinico, malénico y maleico) produce sales debido a la transferencia completa de
protones del grupo COOH del &cido al &tomo N del anillo piperazinilo. Las sales de
NOR con acidos carboxilicos mostraron un aumento de solubilidad comprendido entre
20 y 45 veces respecto a la forma anhidra de NOR. Los investigadores describieron
este fendmeno mediante un cambio en la energia cristalina de la sal (AHsowatacion) Y 12

mayor tendencia de las sales a ionizarse (Bashiman et al., 2022).

Se han publicado sales farmacéuticas de NOR con los siguientes acidos:
fumérico, ftalico, isoftalico, 2-amino isoftélico, 5- amino isoftalico, tartérico, 3-
hidroxibenzoico, naftalen-1,5-disulfénico,  naftalen-2-sulfénico,  salicilico, 4-
hidroxibenzoico, oxalico, succinico, glutarico, maleico, acesulfamato y picrico (Costa et
al., 2023; Huang et al., 2013; Madeira et al., 2020; Santos et al., 2020; Surov et al.,

2018).
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7.2.4. COCRISTALES DE NOR

Existen mdltiples antecedentes de preparacibn de formas cristalinas
multicomponentes que incluyen a NOR. En 2006, Basavoju y col. (2006) informaron la
formacion de un cocristal con isonicotinamida solvatado con cloroformo, obtenido
mediante evaporacion del solvente, donde NOR existe en estado zwitteridnico y forma
enlaces (N---HO) con el COF. Ese disefio se reflejé en una solubilidad mejorada para
la FQ (aproximadamente 3 veces mayor) en comparacion con la forma anhidra.
Velaga y col. (2008) describieron la formacién de una sal con sacarina formando, a su
vez, un cocristal con otra molécula de sacarina, obtenidos mediante la evaporacién del
solvente. El resultado fue el sacarinato de NOR-sacarina dihidrato. En 2019, Ferreira 'y
col. sintetizaron un cocristal con ribofavina utilizando la técnica mecanoquimica.
O'Malley y col. (2022) descubrieron 27 nuevas sales y cocristales idnicos moleculares
ternarios partiendo de NOR, Ciprofloxacino (CIP) y enrofloxacino, con los siguientes
acidos a o w-dicarboxilicos: glutarico, adipico, pimélico, subérico, azeliaco, sebacico,
aplicando el método de evaporacion de solvente y LAG. Fael y col. (2022) estudiaron
un cocristal con resorcinol en dos formas cristalinas diferentes, una anhidra y otra
monohidratada. Ferreira y col. (2022) descubrieron un nuevo cocristal NOR-sacarinato
y un cocristal-solvato aplicando mecanoquimica. Un cocristal con acido nicotinico, se
caracterizd en 2023. Este estudio examiné la formacion de cocristales de NOR con
dos isébmeros estructurales del acido nicotinico, picolinico e isonicotinico (Ferreira et
al., 2023).

Se comprobd la formacién de aductos multicomponentes IFA-IFA de NOR con:
CIP (Pinto Vitorino et al., 2013), sulfatiazol (Gopi et al., 2016), diclofenaco, diflunisal,
acido mefenamico e indometacina como sales supramoleculares (Bhattacharya et al.,
2018) y mezclas binarias con metronidazol (Salceanu et al., 2018). Recientemente se

investigo el cocristal de NOR y naringenina, un activo antitumoral (Zeng et al., 2024).

7.2.5. NOR CON METALES

NOR forma complejos metélicos con Cu, Th, Ni, Ti, Cr, Mn, Fe, Ba, V, Zn, Cd,
Mg, Ag, W, Co, Pd y Bi (Chen et al., 2000 y 2001; Gao et al., 1995; Katsarou et al.,
2008; Liu et al., 2014; Mjos et al., 2016; Refat et al., 2010; Tong et al., 2005).
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7.3. ESTADO SOLIDO DE CIPROFLOXACINO

Las diferentes formas sélidas de CIP que se han reportado en bibliografia se

describen a continuacion. ¢ (Mesallati et al., 2016).

7.3.1. POLIMORFOS DE CIP

No se han descrito fases polimérficas de CIP hasta la fecha. Sin embargo, si se

han encontrado para sales de CIP.

CIP amorfo puro es dificil de obtener debido a la baja solubilidad, la fuerte red
cristalina que forma y la degradacién térmica del farmaco. A pesar de estas
dificultades, Mesallati y col. (2016) fueron los pioneros en informar sobre la
preparacion exitosa de CIP amorfo puro. Se han aplicado varias técnicas, pero sélo el
secado por aspersion en agua pura dio como resultado un producto completamente
amorfo. Ademas, si bien muchos métodos de procesamiento generaron la forma
zwitteridnica, el secado por aspersion en una mezcla de etanol/agua produjo la forma
neutra. La caracterizacion de estos materiales solidos fue examinada mediante DRXP,
FT-IRy TG-DSC (Pinto Vitorino et al., 2019).

7.3.2. HIDRATOS Y SOLVATOS DE CIP

Turel y col. (1997) informaron el hexahidrato, (CIP.6H20), en el cual la
estructura cristalina puso en evidencia que la molécula de CIP se encuentra en forma
zwitteridnica. Li y col. (2006) llevaron a cabo el estudio del estado sélido de CIP en sus
formas anhidra e hidratada empleando DSC, TG, DRXP y ensayos de disolucién. Con
esta Ultima técnica observaron que la forma anhidra presenta mayor velocidad de
disolucion que la hidratada (Al-Omar et al., 2005). Este comportamiento puede
deberse a la cristalizacion del hidrato, que tiene una solubilidad significativamente
menor (Falatti et al., 1994). CIP anhidra muestra una unica endoterma de fusion con
una temperatura de inicio a 270,8 °C. El termograma DSC del hidrato exhibié dos
transiciones endotérmicas. El primer pico con una temperatura de inicio de 101,7 °C se
atribuy6 al proceso de deshidratacion, esto fue confirmado por las exploraciones en
TGA. La segunda endoterma a 269,9 °C fue debida a la formacion de la fase
deshidratada. Mahapatra y col. (2010) obtuvieron el patron de difraccion de DRXM de
la forma anhidra, que cristaliza en el grupo espacial triclinico P-1. Sus caracteristicas
higroscépicas han sido analizadas por DRXP. Se corroboré una conversion irreversible
entre la forma anhidra e hidratada. Ademas, Fabianni y col. (2011) publicaron un
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solvato constituido por CIP zwitteribnico y 2,2-difluoroetanol en una relacion
estequiométrica 2:3. Posteriormente, Mafra y col. (2012) aislaron y determinaron la
estructura de dos nuevos hidratos, (formas Il y lll) manteniendo la misma estructura,
aungue con diferentes estequiometrias, que son 3,7 y 4,8 hidratos para Il y lll,
respectivamente. Ademas, estos autores demostraron que la forma anhidra se
transforma en el hidrato Il simplemente por exposicién al vapor de agua (RH > 90%) o
por suspension en agua. Por otra parte, los datos de DRXP muestran que el hidrato Il
se convierte nuevamente en forma anhidra a 60 °C aproximadamente (Pinto Vitorino et
al., 2019).

So6lo se pueden encontrar dos solvatos en la literatura. Li y col. (2007)
informaron el analisis por DRXM del hemisolvato metandlico de CIP zwitteriénica con

moléculas de MeOH desordenadas a lo largo de un doble eje de rotacion.

7.3.3. SALES DE CIP

Aunque CIP tiene dos grupos ionizables que son capaces de reaccionar con un
acido o una base, las Unicas sales farmacéuticas Utiles provienen de la neutralizacién
de su grupo amino 7-piperazinico (pKa 8,74) con un compuesto acido. De hecho, la
mayoria de los medicamentos que contienen CIP estan compuestos por clorhidrato de
CIP. Prasanna y col. (2001), analizaron la estructura cristalina de la sal de CIP con
lactato (CIP-LA-1,5 H20). Elshaer y col. (2013) evaluaron la formacién de sales con
aminoacidos., descubrieron que CIP formaba sales con ASP y GLU. Solo se han
reportado dos estructuras salinas con un Antiinflamatorio No Esteroideos (AINES)
como contraion. Bag y col. (2014) describieron la sintesis y caracterizacion de CIP con
diflunisal (CIP-DIF) e indoprofeno hidratada (CIP-INDP-H;0), en las sales reportadas,
han tenido lugar interacciones idnicas entre la piperazina protonada de CIP y el ion
carboxilato de los coformadores. Zhang y col. (2016) seleccionaron acidos organicos
para reaccionar con CIP en diferentes proporciones. Informaron de la sintesis de
cuatro nuevas sales. Dos de ellas son sales de CIP con acido fumérico en proporciéon
2:1y 1:1. La otra sal se obtuvo con acido citrico, lo que dio como resultado CIP-AC 2:1
y finalmente la reaccion con acido maleico produjo la sal CIP-MA 1:1 (Pinto Vitorino et
al., 2019). Los acidos carboxilicos como el &cido fumarico, maleico y adipico formaron
enlaces ionicos con CIP produciendo sales, debido a los valores de A pKa > 4 entre el
fragmento de piperazina de CIP (pKa = 8,74) y los &cidos estudiados, lo que indica la
ocurrencia de transferencia de protones y formacién de sales. Estas sales mostraron
diferentes velocidades de disolucion en comparacién con CIP HCI o CIP base en

soluciones acuosas de diferentes pH (Bashimam et al., 2022). Chadha y col. (2016),
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prepararon una sal con acido hipurico (CIP-AH) con una estequiometria 1:1. Se obtuvo
un monaocristal mediante la técnica de difusion de vapor. Se demostré una mejora de la

solubilidad 22 veces mayor y una velocidad de disolucion mas rapida que la de CIP.

7.3.4. COCRISTALES DE CIP

En 2020, Shemchuk y col. notificaron dos cocristales de CIP con timol y tres
con carvacrol. La actividad antimicrobiana contra E. coli fue aproximadamente el doble
gue la correspondiente a CIP o a la Mezcla Fisica (MF). Almeida y col. (2020) usaron
el &cido Nicotinico (NIC) y el &cido Isonicotinico (INA) como COF por preparacion
mediante método mecanoquimico: molienda pura y LAG con etanol (EtOH). El estudio
de solubilidad revel6 una mejor solubilidad acuosa que el farmaco original. Golovnev y
col. (2018) propusieron un "cocristal de sal' cuando se cristaliza una cantidad
especifica de acido barbitarico con CIP que permite que las moléculas del acido
ionizado y no ionizado cristalicen simultdneamente. Aqui, los enlaces de hidrégeno
intermoleculares N---HO y O---HO formados por moléculas de agua y los iones

componentes forman una red 3D estable (Bashimam et al., 2022).

7.3.5. CIP CON METALES

Tres de los grupos funcionales presentes en la estructura del CIP (el acido 3-
carboxilico, el NH basico en el anillo 7-piperazinilo y el oxigeno del carbonilo en la
posicion 4) hacen que sea un buen ligando para formar quelatos con iones metalicos.
De hecho, se ha sintetizado y descrito una amplia variedad de complejos metélicos en
los que puede actuar como ligando bidentado, no identificado y como puente, con los
siguientes iones: VO*2, Fe®*, AP*, Cu2*, Co?', Ce®*, Mg#, Bi**, Zn?* (Pinto Vitorino et

al., 2019; Psomas et al., 2013).

7.4. ESTADO SOLIDO DE SULFANILAMIDA

Desde mediados del siglo pasado, las SA se han utilizado como moléculas
modelo para estudios sobre el polimorfismo cristalino, tal como lo mencioné Caira
(2007) en su articulo de revision. Este grupo de moléculas presentan multiples grupos
funcionales con propiedades aceptoras y donoras de puente hidrégeno, que permiten
la formacion de complejos supramoleculares estables en solucidon y posibilitan la

generacion de cocristales en diferentes formas (Bashimam et al., 2022). Es asi que
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Sulfanilamida (SNA) y Sulfametoxazol (SMX), pertenecientes a las SA, experimentan

polimorfismo.

7.4.1. POLIMORFOS DE SNA

Los parametros geométricos de los cristales de SNA se estudiaron
experimentalmente y se describieron en la literatura. Se encontré que muestran
polimorfismo y se presentan en cuatro formas cristalinas (a, B, y y 6). Lin y col. (1970)
emplearon la calorimetria diferencial de barrido para detectar el polimorfismo en la
sulfanilamida-d4, y reportaron los termogramas y calores de fusion y transicién para
las cuatro formas de cristales de este compuesto, asi como para la SNA no deuterada
(Yang et al., 1972). Toscani y col. (1995) estudiaron las formas a, B y y de la SNA y
determinaron la monotropia de la forma a en el rango de temperatura explorado a
presion ordinaria. Los autores concluyeron que la forma a era metaestable en todas
las condiciones investigadas, mientras que las formas B y y poseian dominios de
estabilidad. Se encontré que la forma 3 es estable a temperatura ambiente, mientras
que la forma y corresponde al polimorfo mas estable en condiciones de alta
temperatura y presién, siendo una forma enantiotropica de mayor energia a presion
normal. Ehiwe y col. (2016) estudiaron los dos polimorfos B y y que estan relacionados
enantiotropicamente y dedujeron que la conversion de SNA-f a SNA-y se puede
inducir a temperaturas elevadas, aunque otros informes incluyen el uso de
espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR del inglés Near InfraRed Spectroscopy). Se
prepararon los dos polimorfos y se analizaron mediante DRX y DSC. La estructura de
la variedad polimérfica © se obtuvo sélo recientemente, aunque se sabia que existia
desde hace mas de 30 afos. En los polimorfos a, B y y, ambos atomos de oxigeno del
sulfonilo de la SNA participan en interacciones N—-H---O+S que definen la red primaria
de enlaces de H, mientras que en el polimorfo & solo un atomo de oxigeno sulfonilo
por molécula participa en esta red de enlaces de hidrégeno, formando dos enlaces de
H con los grupos sulfamida de dos moléculas vecinas diferentes. Portieri y col. (2004)
descubrieron que la f -sulfanilamida era la forma estable a temperatura ambiente y
que las formasayyvolvian a la forma f durante el almacenamiento. También
obtuvieron la forma &, pero no pudieron producir una cantidad suficiente de esa forma
para la caracterizacion espectroscoépica. Gelbrich y col. (2008) determinaron que la
forma 6 era otra forma estable ademas de la forma f (Ogruc lldiz et al., 2012). En un
estudio tedrico reciente, lldiz y Akyuz informaron la existencia de cuatro conférmeros
de SNA L, II, lll y IV (Srivastav et al., 2021).
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7.4.2. HIDRATOS Y SOLVATOS DE SNA

Hasta el momento no se han reportado en la literatura hidratos o solvatos de
SNA.

7.4.3. SALES DE SNA

SNA cuenta con un pKa muy elevado, como se describe en el Capitulo 4. Es

por ello que no forma sales de importancia farmacéutica.

7.4.4. COCRISTALES DE SNA

Yeh y col. (2018) prepararon cocristales de sulfatiazol y SNA 1:1 con MeOH,

por el método de enfriamiento de la solucion.

7.4.5. SNA CON METALES

Se utilizaron métodos espectrométricos, AT, DRXM e investigacion
electroquimica para caracterizar dos complejos de cobre (I) con SNA,
[CU3(C6H8N282)4 (C3H6NO)2C|6]n y [CU (CeHsNzSz)(C3H5NO)Clz] (Chebout etal., 2022).

7.5. ESTADO SOLIDO DE SULFAMETOXAZOL

7.5.1. POLIMORFOS DE SMX

SMX existe en cuatro formas polimorficas diferentes (1, 1l, 1ll, IV). Yang y col.
(1972) identificaron tres polimorfos y los caracterizaron por DSC, TG, FT-IR y DRXP.
Prince y col. (2005) investigaron las formas Il y IV usando DRXM. La microscopia con
platina de calentamiento revelé que el polimorfo Il se transforma en la forma Il al
calentarse entre 145 y 150 °C, lo que se verificO mediante espectroscopia Raman. La
forma Il luego se transforma en la forma | alrededor de 166 °C, que posteriormente
funde a 170 °C.

7.5.2. HIDRATOS Y SOLVATOS DE SMX

Gillory y col. (1985) descubrieron y caracterizaron al semihidrato de SMX.
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7.5.3. SALES DE SMX

Caira (2007) inform6é que el tan conocido complejo formado por SMX vy
Trimetoprima (TMP) 5:1 es una sal debido a la transferencia completa de protones
desde SMX a TMP. Wang y col. (2021) informaron una sal de SMX con la sustancia
antiviral amantadina. Se caracterizO exhaustivamente mediante DRX, AT vy

espectroscopicos SMX-piperazina (Roy et al., 2023).

7.5.4. COCRISTALES DE SMX

Imchalee y col. (2015) describieron la formaciéon de un cocristal con &cido L-
malico que se realiz6 con éxito mediante el proceso de gas-antidisolvente a 45 °C
utilizando acetona como disolvente y CO, como antidisolvente. Al aplicar el método de
calentamiento por sello a la mezcla SMX-TMP, Zaini y col. (2017) descubrieron,
mediante técnicas de DRXP y DSC, que la fase sélida resultante fue un cocristal IFA-
IFA. Posteriormente, el equipo de Zaini investigo6 el cocristal de SMX-TMP utilizando la
técnica de suspensién y el método de molienda. Garnero y col. (2012) desarrollaron y
caracterizaron un complejo de SMX e hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-3-CD) con el fin
de investigar sus interacciones en solucién acuosa y en estado sélido. Alsubaie y col.
(2018) obtuvieron cuatro cocristales de SMX con 1,2di(4piridil)etileno,
1,3di(4piridil)propano, 4,4'bipiridina y 4-fenilpiridina y se determinaron sus estructuras
cristalinas. Nath y col. (2022), describieron la formacién de cocristales i6nicos de SMX
y de sulfatiazol-urea. Roy et al. (2022) reportaron la preparacion de un cocristal 1:1 de
SMX con succinimida (SMX-SUC) mediante LAG con acetonitrilo (ACN). La formacion
de la fase cocristalina se confirmo mediante DRX y AT, la formacion del cocristal fue

rapida, en solo 1 minuto de molienda.

7.5.5. SMX CON METALES

Se sintetizaron y caracterizaron diferentes complejos metélicos de SMX. Los
ensayos de 'H-RMN, UV-Vis, FT-IR y DRXP confirmaron la coordinacion de ambos
ligandos a metales a través de los atomos de nitrdgeno y oxigeno del grupo
sulfonamida. Los complejos metalicos de SMX fueron activos contra cepas bacterianas
Gram-positivas y Gram-negativas. El complejo SMX Zn (II) mostr6 mas actividad que
su IFA libre (Rostamizadeh et al., 2019).
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7.6. MATERIALES Y METODOS

La Materia Prima Comercial (MPC) utilizada, se adquiri6 comercialmente
(pureza >99%) y se utilizé sin purificacion previa. Se detallan a continuacion los
laboratorios productores y los nimeros de lote de las sustancias empleadas en este

trabajo de Tesis Doctoral:

% NOR Parafarm, Argentina, L130666,

CIP Roux-Ocefa, L31359,

SNA Parafarm, Argentina L 802001,

SMX Parafarm, Argentina L98071,

Acido Citrico anhidro (CIT) Biopack, L 160306,
Acido DL Malico (MAL) Cicarelli, L64219,
Acido L+ Tartarico (TART), Cicarelli L60057.

LR SN S S

Los solventes y demas reactivos, tales como acetato de etilo, diclorometano,
MeOH, cloroformo, ACN, acetona, éter de petréleo, hidréxido de amonio, EtOH, fueron
de grado analitico y de marcas disponibles en el mercado nacional (Sintorgan®,

Biopack®, Cicarelli®), y se utilizaron sin purificacion previa.

7.6.1. TECNICAS UTILIZADAS EN LA IDENTIFICACION Y
CARACTERIZACION

7.6.1.1. Cromatografia en Capa Delgada

Para la Cromatografia en Capa Delgada (CCD), se utilizaron placas de silica
gel 60 F254, de 250 um de espesor, con indicador de fluorescencia UV254 y soporte
de aluminio (Merck®). Para el secado de las muestras sélidas se utiliz6 silica gel
anhidra con indicador, empleando un desecador y vacio proporcionado por una trampa

de agua.

Para la caracterizacion de FQ y SA por CCD se siguié la metodologia descripta

en el Capitulo 5, Seccién 5.2.1.

Para la caracterizacion de los &cidos organicos empleados se siguid la
metodologia que a continuacion se describe (Marsh et al., 1951): los soélidos se
disolvieron en EtOH y se realiz6 una siembra puntual sobre papel Wathman N° 1 como

fase estacionaria. La fase movil fue butanol:acido férmico:agua (1:1:1). El revelador
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fue una solucién de azul de bromofenol (400 mg/mL) en EtOH 96°, alcalinizada con
hidréxido de sodio (NaOH) 0,5 M a pH 6,5.

7.6.1.2. Temperatura de Fusion

El rango de fusion se determind0 mediante el Fusiometro de tubo capilar
MPA100 Optimelt Automated Melting Point System, con una velocidad de
calentamiento de 1°C/min. Los valores de Temperatura de Fusion (TF) se informaron

en °C y con un promedio de tres determinaciones.

7.6.1.3. Microscopia Optica y Microscopia de Luz Polarizada

La morfologia y cristalinidad de las muestras fueron observadas utilizando un

Microscopio 6ptico Olympus CX 31 con sistema adaptable de luz polarizada.

7.6.1.4. Microscopia de Platina Calentable

Se utilizd un microscopio marca Leitz Wetzlar, (Germany) con una
magnificacién de 10X. Cada muestra, previamente mortereada, fue inmersa en aceite
de silicona de alto Punto de Fusién (PF) con la finalidad de detectar desprendimiento
de burbujas provocadas por procesos de deshidratacibn o descomposicion.
Posteriormente se procedié a calentar cada muestra a una velocidad inicial de
10°C/min y de 1°C/min en cercanias del PF. Las temperaturas determinadas en el
caso de la platina Kofler utilizada en esta tesis tuvieron una incerteza de + 3 °C y las
velocidades de calentamiento no fueron lineales. Sin embargo, fue Gtil para el analisis
complementario de las muestras estudiadas, y en algunos casos se encontré una

buena concordancia entre las temperaturas obtenidas por kofler y DSC.

7.6.1.5. Microscopia Electronica de Barrido

Se tomaron fotografias de las muestras en un Microscopio Electronico de
Barrido (MEB) LW JSM 6510 con un aumento comprendido entre 80 y 190 X.

7.6.1.6. Analisis Térmico

Las mediciones de DSC y TG se registraron en los analizadores Discovery
DSC vy Discovery TGA (TA Instrument Inc.,, New Castle, DE, EE. UU.)),
respectivamente, a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min bajo N2 (99,99% de
pureza, caudal velocidad de 50 mL/min). Para las mediciones de DSC, se utilizaron
recipientes de aluminio prensados. Los ejes de temperatura DSC y TG se calibraron
con indio (99,99% de pureza, PF= 156,6 °C) y el punto de Curie de Ni (358,2 °C),
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respectivamente. Se emplearon muestras con una masa de 2-4 mg. Se utilizaron
recipientes de aluminio vacios como referencias. Los datos se procesaron con el
software TRIOS_ Full_v4.1.1.33073 (TA Instruments Inc.).

7.6.1.7. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de

Fourier

Los IFA, COF y aductos se analizaron mediante FT-IR en el rango de longitud de
onda de 400-4000 cm™. Los espectros se registraron en un microscopio de infrarrojos
Nicolet iIN 10 (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, EE. UU.). Las muestras
(polvos o particulas de cristal trituradas suavemente con una espatula) se depositaron
en un sedimento de KBr (dispersibn al 2% p/p) y los espectros se adquirieron
acumulando 16 exploraciones a una resolucién de 8 cm™. El KBr utilizado fue de grado

espectroscopico (Merck, Alemania) y se sec6 24 h a 80 °C.

7.6.1.8. Resonancia Magnética Nuclear proténica

Los espectros *H-RMN se registraron en un espectréometro Bruker AC 200 FT
(200,13 MHz), a temperatura ambiente. Las muestras fueron disueltas en DMSO-d6.

Los corrimientos quimicos se expresaron en ppm.

7.6.1.9. Difraccion de Rayos X de Polvo

Los patrones de DRXP de las muestras se obtuvieron, a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C) en el siguiente difractdmetro: PANalyitcal PW1710 (Philips,
Holanda) con anodo de CuK a longitud de onda (A = 1,5418 A, 40 kV, 20 mA). La
medicion se llevd a cabo con un tamafio de paso de 0,02 ° y un tiempo de 2 s/paso. El
intervalo de medicion fue entre 2 y 45 °20. El procesamiento de los datos
experimentales se efectué con el programa Philips Analytical PC-ADP Diffraction

software (del paquete de programas del difractometro).

7.6.2. PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION Y
DETERMINACION DE PUREZA DE IFA'Y COF

La materia prima extraida del envase 6 MPC que fue sometida a los métodos
de procesamiento que se describen mas adelante (Figura 7.2), se la denomina
Materia Prima Procesada (MPP). Tanto a la MPC como a la MPP, se le realizaron
pruebas de pureza e identidad, para determinar el tipo de polimorfo presente. La

pureza se control6 mediante la determinacion de:
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* TF
* CCD
#* TGyDSC
* MO
% La identidad de los IFA y COF fue verificada por:
#* DRXP
* FT-IRyDRIFT
* 1H-RMN
Se compara MPC y MPP
IFAy COF para identificar si se forman
diferentes polimorfos cuando
Determinacion de Pureza | |dentificacion se procesa la MPC.
MPC/MPP MPC/MPP

Microscopia Espectroscopia DRXP
p pectroscoy

DSC
MO DRIFT

il

MEB

MLP

Figura 7.2. Procedimiento para identificacion y determinacion de pureza MPC y MPP.

7.6.3. OBTENCION DE NUEVAS FORMAS SOLIDAS

7.6.3.1. Preparacion de Mezclas Fisicas

Para crear MF binarias, se colocaron cantidades pesadas, en relacién
estequiométrica 1:1 de IFA+IFA o IFA+COF en un mortero de 4gata y se mezclaron
suavemente con una espatula de acero durante un minuto. Hasta su caracterizacion,
se guardaron en desecadores con vacio y silica gel. Las MF se denominaran como la
suma del IFA+IFA o IFA+COF, seguido de la sigla MF.
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7.6.3.2. Preparacion de sdlidos multicomponentes

El cribado de cocristales se puede llevar a cabo utilizando métodos en
soluciones, (cristalizacion por ultrasonidos, evaporacion o fluidos supercriticos) y en
seco. Los métodos de solucién pueden implicar problemas con la precipitacion del IFA
o del COF o el impedimento de la formacién de cocristales cuando la diferencia de
solubilidad entre los dos componentes es grande. Ademas, estos métodos tienden a
requerir una gran cantidad de experimentos a la luz de la diversidad de solventes
requeridos, con un impacto ambiental desfavorable. En cambio, los métodos de
cribado que utilizan el estado sélido, como la molienda pura, LAG y la cristalizacion
inducida por calor, generalmente requieren una gran cantidad de muestra y no son de
alto rendimiento, lo que resalta la necesidad de un sistema de cribado de cocristales
de alto rendimiento y pequefia escala que utilice estado sélido (Yamashita et al.,
2013).

En esta Tesis Doctoral se decidié trabajar con compuestos en una relacién
estequiométrica (1:1) ya que es la proporcion mas adecuada para el disefio de
cocristales farmacéuticos y que ha mostrado mayor frecuencia de interaccion, en
comparacion con aquellos con relaciones 1:2 6 2:1; y aumenta la probabilidad de
interaccion supramolecular entre un IFA y un COF (Perlovich et al., 2015). Para la
busqueda de aductos moleculares se realizaron varios procedimientos. En todos los
casos, se sometid al mismo procedimiento a la MPC, con fines comparativos. Las
mezclas estudiadas fueron FQ+SA; FQ+COF y SA+COF. Las diferentes metodologias
empleadas para la obtencion de las muestras sélidas cristalinas o amorfas se detallan

a continuacion:
MOLIENDA

Existen dos técnicas diferentes para la sintesis de aductos moleculares a
través de la molienda. Histéricamente, el primer método fue el de molienda pura (en
seco), gue consiste en mezclar los componentes y en molerlos manualmente, usando
un mortero y un pilén (Fig 7.3.A), 0 mecanicamente, utilizando un molino de bolas o un
molino vibratorio. La segunda técnica LAG o amasado es cuando se afiade al proceso
de molienda un disolvente, que puede disolver total o parcialmente los componentes
originales (Fig 7.3.B), se incrementaran las oportunidades de colisiones moleculares y
se facilitara la relajacion de las moléculas de soluto (Lu et al., 2011). Esta metodologia
se introdujo originalmente como un medio para aumentar la velocidad de formacion de
cocristales en estado sélido, aunque pronto se observd que proporcionaba beneficios

adicionales sobre los procedimientos de molienda pura, incluido un mayor rendimiento,
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mayor cristalinidad del producto, capacidad para controlar la formacion de polimorfos y
un alcance significativamente mayor de reactivos y productos. Tanto la molienda pura
como el LAG se han establecido como métodos altamente eficientes de cribado de
cocristales, sales, y formas polimérficas de compuestos farmacéuticos (FriSci¢ et al.,
2009).

Se puede encontrar una gran cantidad de ejemplos en la literatura que
describen la molienda de solidos puros mediante mortero y pilon o molinos
automatizados para producir cocristales y eutécticos. Hay tres mecanismos
reconocidos que ocurren durante la molienda en estado sélido: difusion molecular de
la molienda, formacién eutéctica y cocristalizacion mediada por fase amorfa. La
difusibn molecular de la molienda se describe como un proceso por el cual la
superficie del sélido se vuelve moévil ya sea por vaporizacion o transferencia de
energia a la superficie de los sélidos. En el caso del eutéctico, primero se forma el
liquido eutéctico que luego cristaliza hasta el solido final. Por ultimo, se describe que el
cocristal surge de la fase amorfa de los sélidos originales. En todos estos casos, la
caracteristica comun es la formacién de una fase intermedia (gas, liquido o sélido
amorfo) que tiene una mayor movilidad y/o energia con respecto a los materiales de
partida. Se ha demostrado que la adicion de cantidades cataliticas de disolvente a la
matriz de molienda mejora la eficiencia de la preparacion y aumenta la cristalinidad del
producto final de los cocristales. Estas observaciones y estudios posteriores han

llevado a la practica comun de LAG, para la preparacion de DNC (Stoler et al., 2015).

Para la formacién de los sélidos multicomponentes se pesé aproximadamente
1 mmol de cada uno de los IFA o COF a ensayar y se colocaron sendas cantidades de
cada par IFA-IFA 6 IFA-COF en el mortero. Se realizé la técnica de molienda en seco
y con adicion de solvente. Se adicionaron 5 mL (fraccionados en alicuotas de
aproximadamente 1 mL) de ACN por cada mmol y se molié por un tiempo de 30 y 60
min. La MPP se almacend en un desecador con silica gel, al abrigo de la luz. También
se realizaron LAG con agregado de EtOH o de una solucién de acido acético 1,13 M,
en lugar de ACN. Pero solo con ACN se obtuvieron resultados interesantes y

reproducibles, como se indicara en secciones posteriores.

Figura 7.3. Molienda A. en seco y B. LAG.
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MOLIENDA ASISTIDA POR SOLVENTE SEGUIDO DE EVAPORACION

La estructura cristalina del producto de una reaccion de cocristalizacion es, sin
duda, el dato mas importante para los quimicos sintéticos supramoleculares.
Desafortunadamente, el tamafio de las particulas obtenido de una molienda limita la
caracterizacién estructural mediante la técnica estdndar de DRXM. En aquellos casos
en los que la molienda y la cocristalizacion de la solucion proporcionan productos
diferentes de manera consistente, a veces es posible sembrar una solucion
sobresaturada de los componentes del aducto con el material obtenido por molienda
(Fig 7.4), lo que lleva a la cristalizacién de la fase deseada. En los casos en los que
fracasan los experimentos de crecimiento de la solucion y de siembra, los avances
recientes DRXP y el software de andlisis de datos permiten un enfoque bastante
rutinario para la solucion de estructura cristalina a partir de datos de polvo (Fris¢i¢ et
al., 2009). A las mezclas obtenidas por LAG (ACN) se las disolvié en ACN y se dejo

evaporar.

Figura 7.4. LAG seguido de evaporacion.

DIFUSION DE VAPOR

Este método esta basado en la saturacién liquido-vapor de un solvente polar y
de baja presion de vapor (el solvente) por parte de otro solvente de baja polaridad y
elevada presion de vapor (el antisolvente), ambos colocados en distintos recipientes,
pero en un mismo sistema hermeético. El solido por ensayar se disuelve en el solvente.
El antisolvente comienza a difundir desde el recipiente exterior hacia el interior del
receptaculo que contiene la solucién. Por efecto de antisolvencia el compuesto
comenzaréa a precipitar lentamente desde el seno de la solucion (Cunha, 2008). En el
caso de los ensayos realizados en este trabajo, se buscoé la precipitacion del aducto
molecular por efecto del cambio de pH en la solucion, por ello el solvente empleado
fue una solucion de NaOH 0,3 M y el antisolvente una solucion de acido acético 2 M.

En los perfiles de solubilidad aparente versus pH para los IFA en estudio,
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se observa que en el rango de pH comprendido entre 6 y 8 la solubilidad es minima.
Con la finalidad de observar la variacion del pH de la solucién, se colocé, ademas, otro
recipiente que contiene la misma solucién, pero con el indicador de pH que vira en el

rango de pH en el que ocurre la precipitacién. El esquema se muestra a continuacién

Figura 7.5. Cristalizacion por difusidon de vapor.

Los IFA y COF a ensayar se pesaron y disolvieron con NaOH 0,3 M. Al vial
‘indicador” se le agregaron, ademas, 2 gotas de azul de bromotimol. Los dos
recipientes se introdujeron en un frasco de vidrio de boca ancha saturado con &cido
acético 2 M y se tapé herméticamente. El frasco se almacend en un sitio oscuro,
fresco y aislado de vibraciones. Cada 2 dias se realizaron observaciones y control de
pH. Se filtraron al vacio los sélidos precipitados y se secaron sobre silica gel. Se
calculo el rendimiento.

EVAPORACION LENTA

Es un método operacionalmente simple, basado en la evaporacion lenta del
solvente desde una solucién no saturada del sélido. El esquema se muestra a

continuacién (Fig. 7.6).

Jt@jl

Figura 7.6. Método de evaporacion.

Se pesaron los IFA y COF a ensayar y se disolvieron en una solucion acuosa
de &cido acético 1 M. Se tap6 la boca del frasco con un film al que se le realizaron
pequefias perforaciones para permitir la evaporacion lenta del solvente. Los

recipientes se almacenaron en un sitio oscuro, fresco y aislado de vibraciones.
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PREPARACION DE UNA SOLUCION SATURADA Y DISMINUCION LENTA
DE LA TEMPERATURA CON AGREGADO DE SOLVENTE

Se preparan soluciones saturadas de las sustancias a ensayar, disueltas en
solventes organicos, calentadas a temperatura proxima a ebullicion (Fig. 7.7).
Posteriormente se adiciona un cosolvente calentado a igual temperatura y se deja

enfriar lentamente (Paluch et al., 2013).

En nuestro caso se incorporaron 1,5 mmol del COF seleccionado (TART, CIT,
MAL) en un vial con 20 mL de agua destilada a T° ambiente y se calentaron hasta 70
°C. Se agregaron 1,5 mmol de NOR vy luego la cantidad necesaria de EtOH 96°
caliente (a 70 °C) para formar una solucion etandlica al 50% (v/v). Una vez que el
sélido se disolvi6 totalmente, se disminuyé la temperatura gradualmente hasta

temperatura ambiente y se coloco el recipiente en la heladera durante 2 dias.

[$) @) g
= & &

Figura 7.7. Enfriamiento lento de disoluciones saturadas.

7.6.4. METODOS DE CARACTERIZACION DE SOLIDOS
MULTICOMPONENTES

Todas las muestras preparadas se controlaron por CCD en cuanto a su pureza
guimica. La caracterizaciéon de MPP y aductos obtenidos se efectué mediante técnicas

fisico-quimicas tales como (Figura 7.8):

* CCD
* AT: TG, DSC
* Caracterizacién morfolégica: MO, MLP, MPC, MEB.
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La elucidacién estructural se realiz6 aplicando las siguientes metodologias:

* FT-IR o DRIFT
* H-RMN
* UV-Vis
* DRXP

Caracterizacion de Sélidos
multicomponentes

L
[ 1

Técnicas Elucidacion
Fisico-Ouimicas estructural
—

TE I AT IIMicroscopiaI 1 DRIFT

MO

DSC I
e |

S N N
5
ES

MLP

MEB

Figura 7.8. Técnicas analiticas utilizadas para la caracterizacion de sélidos multicomponentes.

La identificacion inicial de los sélidos multicomponentes se realiz6 mediante
técnicas termoanaliticas, es decir, DSC y TG. Dado que aun no existe un conocimiento
cabal sobre la termodinamica de la formacion de los cocristales, los investigadores
suelen utilizar los puntos de fusién para compararlos con los de los compuestos
individuales. Las TF se utilizan habitualmente para describir, evaluar o imitar la energia
de la red cristalina. Por lo tanto, el uso de puntos de fusién para evaluar las
caracteristicas de la red cristalina es fisicamente viable (Perlovich et al.,, 2015). La
DSC se utiliza ampliamente para investigar el estado de compatibilidad y las
alteraciones estructurales en las moléculas (Vemuri et al., 2021). Por otra parte,
constituye un método diagndstico rapido para distinguir una combinacion eutéctica de
un cocristal (Cherukuvada y Guru Row, 2014; Cherukuvada y Nangia, 2014; Prasad et
al., 2014), ademas de ser utilizada para el cribado in situ y la caracterizacién térmica
de cocristales (Lu et al., 2008; Yamashita et al., 2013; Yamashita et al., 2014). Por
esta razén, se analizaron mediante DSC y TG todas las muestras que exhibieron TF
distinta a la de los compuestos de partida.
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También se ha utilizado la microscopia para indicar la formaciéon de un
cocristal, aungque este método solo sirve si se observa un cambio significativo en la
morfologia respecto a los componentes individuales, por ello se toman fotografias

tanto a los materiales de partida como a los aductos obtenidos.

A fin de predecir las interacciones intermoleculares que se establecen entre

IFA- IFA o IFA-COF se utilizaron métodos espectroscéopicos como FT-IR y DRIFT.

Para realizar la elucidacién estructural tridimensional, la técnica por eleccion es
la DRXM, pero muchas veces no es posible obtener un cocristal del tamafio y las
caracteristicas adecuadas para el analisis de monocristales, en particular cuando se
utiliza el método de molienda para la preparacién. En estos casos, la evaluacion de si
se produce o0 no una nueva fase y del grado de transferencia de protones en la nueva
fase se puede llevar a cabo mediante un analisis que incluye la conjuncién de varios
métodos (Stoler et al.,, 2015). Estos métodos no suelen predecir la estructura
tridimensional del cocristal o eutéctico, pero pueden, por la aparicion de nuevos picos
o desaparicién de picos en los espectros, indicar la presencia de nuevas interacciones
en DNC que no se observan en los compuestos puros. En este trabajo se utilizo la
DRXP como una técnica de caracterizacion alternativa a la DRXM, la desventaja es
gue por si sola no puede diferenciar entre hidratos, solvatos y cocristales. El analisis
de DRXP tiene la capacidad de determinar la cristalinidad de la molécula del IFA. La
estabilizacion de la red cristalina de un cocristal en comparacion con una mezcla fisica
también conduce a la ordenacion de las moléculas y a la reduccién de la entropia
(Perlovich et al., 2015).

7.7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.7.1. IDENTIFICACION DE LOS DIFERENTES POLIMORFOS

Debido a que los IFA elegidos para trabajar en esta Tesis Doctoral presentan
un elevado polimorfismo, el primer paso realizado fue la caracterizacion de los
polimorfos presentes en la materia prima. En el analisis de los diferentes polimorfos de
los cuatro IFA en estudio se procedié a identificarlos de la siguiente manera: IFA
obtenida del recipiente original (IFAwec) € IFA procesada por LAG (IFALac-acn). El
tiempo de molienda de estas Ultimas fue variable y se indica la cantidad de minutos
(30 o 60). Durante la tesis se prepararon diferentes aductos en distintos momentos,

con una diferencia significativa de tiempo entre cada uno. Es por ello que se analiz6 la
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MPC previo al procesamiento de los aductos. Se identificaron los IFA con el afio en el

cual se realizaron los aductos de la siguiente manera: IFAwvpc-afio.

7.7.1.1. Analisis del polimorfismo de NOR

Se realiz6 la caracterizacion e identificacion de NORwpc-2015 Utilizada para la
molienda IFA-IFA con ACN y NORwmpc-2018, CON la cual se prepararon los aductos IFA-

GRAS. Ambas NOR proceden del mismo lote, pero se procesaron en afios diferentes.

En la Tabla 7.1 se pueden ver los valores del comienzo del efecto térmico
extrapolado (Ti), el valor de pico de la endotema (T,) y el calor de fusion, obtenidos
con DSC. Las diferencias entre las Tie y el calor de fusidon sugieren que las tres
muestras representan diferentes polimorfos de NOR. En la Tabla 7.1 figuran, a modo
comparativo, los datos bibliograficos de los diferentes polimorfos de NOR publicados

hasta el momento.

Tabla 7.1. Temperatura de pico, Temperatura de inicio extrapolada y calor de fusion de NOR
en la fusion y transicion; y datos bibliogréaficos.

FUSION TRANSICION
Calor de
Fusion
Tp (°C) Tie (°C) (J/9) Tie (°C) Bibliografia
Barbas et al. 2006; Sustar et al.

Polimorfo A 220,5 114,8 (1993)
Polimorfo B 2117 115,2 195,6 Barbas et al. 2006; Sustar et al. (1993)
Polimorfo C 207 130,1 Barbas et al. 2007
Sesquihidrato 221 97 Puigjaner et al. (2010)
NORMwMPc-2015 2195 218,28 106,6
NORwMpc-2018 222,6 220,85 201,87

NORLAG-ACN 219,3 215,17 81,29

Tp: Temperatura de pico, Tie: Temperatura de inicio extrapolada

Se analizaron los termogramas de NORwpc-2015, NORwmpc-2018 Y por ultimo NOR
procesada por LAG con ACN: NORiacacn (Fig. 7.9). NORwpc201s, tiene un pico
endotérmico a 218,28°C, que corresponde a su PF. Se observa una endoterma leve y
ancha entre 80-100°C, por pérdida de agua. El termograma DSC de NORwmpc-201s,
Figura 7.9, muestra un pico endotérmico agudo a 220,85°C, correspondiente al PF. Se
observa una endoterma a temperaturas inferiores al PF (Tie=201,87°C), probablemente
correspondiente a una transicion sélido-soélido. Esta caracteristica se le atribuye al
polimorfo B, descripto por Barbas 2006, en donde se detalla que el polimorfo B
muestra dos endotermas con temperaturas de inicio en 212 °C (transicion solido-
sélido) y 220 °C (fusion). EI ATG muestra una pérdida de peso al comienzo de la
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fusién, correspondiente a la descomposicién del IFA, en este caso NORwmpc-2018 S€

encuentra de forma anhidra.

La forma obtenida por LAG con ACN presenta un termograma diferente en
comparacion con el de los compuestos puros (Figura 7.9), en donde se ve un pico
endotérmico amplio entre 100°C y 130°C seguido de otro pico endotérmico agudo con
un minimo alrededor de 215,17°C que corresponde a la fusion de la muestra. El ATG
muestra una pérdida de peso del 1,274% indicando que NOR_ac-acn €Sté hidratado con

1,5 moleculas de agua.

N 215,17

NOR

MPC-2018

Peso (%)

Flujo de Calor (W/g) Endo¥

218,28

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Temperatura (°C)

Figura 7.9. Curvas DSC (linea recta) y TG (linea punteada) (8 = 10 °C/min, flujo de N.= 50
mL/min) de: NORwpc-2015, NORmpc-2018, NORLAG-ACN.

En la Figura 7.10 se presenta la comparacion entre los espectros FT-IR de
NORwMpc-2018 Y de NOR_ac-acn @ diferentes tiempos (30 y 60 min). Estos espectros se
dividen en tres regiones espectrales (rangos espectrales de 1800 a 1600 cm™, 1600 a
1000 cm™ y 800 a 600 cm™) donde es posible distinguir entre diferentes formas
sblidas de NOR (Bratu et al., 2011). Se puede observar que los espectros
vibracionales de los compuestos comparados (NORwpc20is ¥ NORpag-acn) SON
completamente diferentes. A fin de interpretar los espectros se recuerda que NOR
posee un grupo acido —COOH con un pKa de 6,34 y un grupo basico —NH con un pKa
de 8,75.

El espectro DRIFT de NORwpc201s, presenta una banda en 3400 cm
correspondiente al estiramiento N-H, una banda a 2852 cm™ referente al estiramiento
del O-H del grupo &cido y otra a 957 cm™ debida a la deformacién angular fuera del
plano del mismo grupo O-H. Por otra parte, a 1730 cm™ se encuentra la banda

caracteristica del estiramiento del grupo C=0 del &cido carboxilico, a 1610 cm™ el
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estiramiento C=0 cetona, y la banda a 1249 cm del estiramiento del C-O &cido. Estas
sefales indican que NORwpc-2018 S€ encuentra en forma no ionizada. Por otra parte, se
observa que tanto NOR_ac-acne €OMO NORac-acnzo’ pueden inducir la transferencia de
protones al encontrarse hidratados. Este efecto se puede observar por la desaparicién
de banda a 1730 cm™ correspondiente al estiramiento de C=0, y la aparicién de banda
a 1380 cm?, debida a la formaciéon del ion carboxilato, y la banda a 2550 cm™
caracteristica del grupo NH,* (Basavoju et al., 2006; Chongcharoen et al., 2008; Hu et
al., 2002). El comportamiento observado fue descrito por Hu y col. (2002)
argumentando que la absorcion de moléculas de agua puede inducir la interaccion
entre las moléculas de NOR transformando los enlaces intermoleculares puente de

hidrogeno en enlaces i6nicos y provocando la formacion de la especie zwitteridnica.
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Figura 7.10 Espectros DRIFT de: NORwmpc-2018, NORLAG-ACN30 Y NOR_aG-AcNe0-

En la Figura 7.11 se pueden ver los difractogramas de NORwmpc-2018, NOR| G-
acn Ssometidos a diferentes tiempos de molienda (30 y 60 minutos) pero analizados en
diferentes afios, el que se obtuvo junto a los aductos IFA+IFA (NOR_ac-acn-2015) Y €l
obtenido de la molienda cuando se prepararon los aductos IFA-GRAS (NOR_ac-acn-
2018). Se observa que NORwpc-2018 presenta un difractograma distinto al de todos los
NOR_ac-acn, indistinto del afio de obtencion. Las principales diferencias se observan en
las sefales 10,49°; 11,27°; 13,19°; 17,59° y 26,89° 26. Estos resultados indican que
durante el proceso de LAG con ACN, NOR cambia de polimorfo. En el analisis de DSC
y TG (Fig. 7.11) se vio que se parte de diferentes polimorfos de NORwpc, pero en la
DRXP se concluye que cuando NOR se somete al proceso de LAG con ACN,
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independientemente del polimorfo de partida y del tiempo de molienda, se obtiene el

mismo producto final.

NOR

LAG-ACN60-2018

NOR

LAG-ACNG60-2015

NOR AG-ACN30-2018

NORMPCLJ\_‘_J\\AJ\/-/U\MW
T M T T T M T M T T T T T M T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45
20 (°)

Figura 7.11. Patrones de DRXP experimentales de: NORwpc-2018, NORLaG-AcN30-2018,

NOR\_aG-acN60-2015, NORLAG-ACNE0-2018.

A fines comparativos, en la Figura 7.12 se incluyen los patrones de DRXP de
los diferentes polimorfos e hidratos publicados de NOR, extraidos de Cambridge
Crystallographic Data Center (CCDC) y los datos experimentales obtenidos en este
trabajo. Se puede observar que el difractograma de NOR_ac-acn €S similar al informado

para NOR sesquihidrato 1,25 H,O.

| l l | ,. | | I h A NOR dihidrato
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Figura 7.12. Patrones de DRX de NOR: NORMPC-2018, NORLAG-ACN y los difractogramas
simulados de NOR forma A, de las formas sesquihidrato 1.5 H20 y 3H20, de las formas
hidratadas 1,125y 1,25 y de la forma dihidrato, registros de Archivos CIF de estructuras

depositadas en el CCDC con los numeros 617104, 720746, 720747, 719474, 719473 y 153910

respectivamente (Figura adaptada de Caria Santos, 2021).
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Se concluye que NORwpc-2015 €S un hidrato de NOR y NORypc-2018 €5 anhidra.
No hay pruebas suficientes para identificar NORwmpc-2015, Ya que solo se realiz6 DSC y
TG, pero si para suponer que con el paso del tiempo, en el almacenamiento, NOR

cambia de polimorfo o se deshidrata.

NOR anhidra puede existir de 3 formas diferentes (Polimorfo A, B y C),
ordenados en orden decreciente de estabilidad. La forma C muestra una gran similitud
con la forma B en cuanto a sus propiedades de espectroscopia molecular (IR, Raman
y RMN), pero la forma A se diferencia significativamente de B y C (Barbas et al.,
2007). Basavoju et al., (2006) informaron que NOR polimorfo A y B existen como una
molécula neutra y muestra una frecuencia de absorcion al IR para el grupo C=0 del
acido carboxilico de 1730 cm?, no es asi es el caso del polimorfo C que existe en
forma zwiteridénica (Barbas et al., 2007). Segun Barbas (2006), cuando el polimorfo A
se mezcla con pequefias cantidades del polimorfo B, se observa un fenémeno
endotérmico a 196 °C en un experimento de DSC realizado a una velocidad de
calentamiento de 10 °C/min, seguido de la fusién de la forma A. La velocidad de
calentamiento influye en la temperatura de inicio de la primera endoterma, mientras
gue la temperatura de inicio de la fusién de la forma A no se ve afectada, lo que
confirma que la primera endoterma observada en DSC es una transicién sélido-sélido.
También se confirma que el par A y B estan relacionados enantiotrépicamente.
(Barbas et al.,, 2006). Con estas evidencias podemos concluir que NORwpc-2018
corresponde a una mezcla de NOR polimorfo A, descrito por Barbas y col. (2006),
de acuerdo con las similitudes observadas con los espectros de FT-IR y los
difractogramas de DRXP, y de NOR polimorfo B segun la similitud observada con el

termograma publicado por Barbas y col. (2006).

Con respecto a NORac-acn Se Observa que, independientemente del tiempo de
amasado y del lote, se obtiene el mismo polimorfo como producto final. Por otra parte,
se observa que NORac-acn €S un hidrato ya que en el TG se observa la pérdida de
moléculas de agua asociadas a la red cristalina y el DRIFT indica la presencia de
estructuras zwitteriénicas. Se concluye que NOR_ac-acn Se trata del polimorfo NOR
sesquihidrato 1,5 H20. El patron de DRXP de la muestra es similar al informado por
Ravindra y col. (2009). Puigjaner y col. (2010) confirmaron que NOR sesquihidrato se

convierte en la Forma A de NOR anhidro al perder las moléculas de agua.

Teniendo en cuenta que NORwpc Y NORac-acn SON diferentes polimorfos, se
procedié a preparar los aductos a partir de estos dos sélidos (Figura 7.13), a fin de
evaluar por DRXP si se obtiene el mismo aducto, independiente del material de

partida.
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Aducto
Molecular

Identificaciéon MPC Identificacion de MPP
¢ Qué polimorfo es? ¢Qué polimorfo es?

Preparacion del Preparacion del
aducto a partir de aducto a partir de
NORwec NORLAG-ACN

Figura 7.13. Evaluacion del aducto a partir de NORvpc Y NORaG-acn.
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Figura 7.14. Patrones experimentales de DRXP de: NORwpc-SMXwupc Y NORaG-AcN-SMXag-AcN

Se observa en la Fig. 7.14 que el difractograma de los dos aductos obtenidos
por diferentes caminos, es idéntico. Se concluye que el aducto obtenido es el
mismo independientemente del material de partida, por lo tanto, se deduce que
la transformacion polimorfica ocurre durante el proceso de amasado con ACN.
Ademds, se observa un aumento de la cristalinidad proporcional al tiempo de
molienda, por ello el aducto NOR-SMX obtenido a partir de sus MPP tiene sefiales
mas intensas y claras que el aducto obtenido a partir de MPC. EIl analisis de los
aductos obtenidos se realiza tomando como referencia los resultados obtenidos a

partir de NOR_aG-AcN.

7.7.1.2. Analisis del Polimorfismo de CIP

En la Tabla 7.2 se muestran los datos del andlisis térmico de CIP comercial
(CIPwmpc) y CIP obtenido por LAG con ACN por 30 min (CIPiac-acn), al igual que los

datos bibliograficos de los diferentes tipos de CIP descritos hasta el momento.
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Tabla 7.2. Temperatura de pico y de inicio extrapolada de: CIPypc Y CIPLac-acn Y datos
bibliograficos.

FUSION
Tp (°C) Tie (°C) Bibliografia
CIP 270,08 Li et al., 2006
CIP Hidrato 269,9 Li et al., 2006
ClPwmpc 268,13 266,69
ClIPLaG-AcN 268,5 267,91

Tp: Temperatura de pico, Tie: Temperatura de inicio extrapolada

En la Figura 7.15 se muestran los termogramas DSC y TG de ClIPwupc ¥ CIPac-
acn.  El termograma  de CIPwpc muestra un pico endotérmico a 266,69°C
correspondiente al PF. EI TG no muestra pérdida de masa desde la temperatura
ambiente hasta los 270 °C, lo que demuestra que este producto no es una forma
solvatada ni hidratada de CIP. El termograma de CIPiac-acn, €xhibe resultados
similares que CIPypc, excepto que, alrededor de 80 °C presenta una endoterma

asociada a la presencia de agua de adsorcion.

Flujo de Calor (W/g) Endo |
Peso (%)

T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
Temperatura (°C)

Figura 7.15. Curvas DSC y TG (6= 10 °C/min, flujo de N2= 50 mL/min) de: CIPypc Yy

CIPLaG-AcN.

Los espectros FT-IR de CIPwypc Yy CIPLac-acn SON muy similares (Fig. 7.16). Se
muestra un pico distintivo entre 3600 y 3450 cm™, que se atribuye a la vibracion de
estiramiento de los grupos OH y al enlace intermolecular de puente de hidrégeno. Otra
banda ubicada entre 3000 y 2900 cm? corresponde a los estiramientos C-H de
alquenos y aromaticos. Las quinolonas tienen un pico caracteristico a 1615 cm™ que
corresponde C=0 de la 4-cetona carbonilo. El grupo C-F exhibe un pico de absorcion
fuerte en 1030 cm™ aproximadamente. Las sefiales ubicadas a 1580 y 1372 cm™,
corresponden a las vibraciones asimétricas y simétricas del ion carboxilato (COO),
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respectivamente. Las vibraciones de estiramiento de NH2+ presentaron absorciones a
2400-2600 cm™. Las dos muestras contienen una pequefia cantidad de CIP neutro, ya
gue se puede ver un pequefo pico en el espectro correspondiente al estiramiento del
grupo C=0 del acido carboxilico, alrededor de 1720 cm™. La banda de 1490 cm™
representa al estiramiento uC-O y junto a la vibracién de flexion del grupo O-H de 1280

cm?, indica la presencia del grupo acido carboxilico.

f v T y T v T v T T T v T y |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 7.16. Espectros DRIFT de: CIPumpc ¥ CIP aG-AcN.

En las Figura 7.17, se ven los difractogramas de RXP de ClIPwmpc Y CIPLac-acN
amasado durante 30 y 60 minutos, en los tres se visualizan las mismas sefales. El
pico mas intenso en el patrén DRXP de CIP se encuentra en 25,3° 20. Segun Mesallati
y col. (2016) este pico corresponde a la cara cristalina (1-2-1) y aparece en el DRXP
de todas las muestras que se producen mediante molienda. Durante el estrés
mecénico, como el generado por la molienda, los cristales se fracturan a lo largo de
planos de deslizamiento cristalograficos especificos. La fractura de un cristal ocurrira
donde las interacciones entre planos adyacentes sean mas débiles. (1-2-1) parece ser
el plano de escisiébn mas probable del zwitterién CIP y, por lo tanto, aparece como el
pico mas intenso en la DRXP del CIP molido (Mesallati et al., 2016).
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Figura 7.17. Patrones experimentales de DRXP de: CIPwpc, CIPLag-acnzo', CIPLaG-AcNeo".

Se pudo observar que, al procesar por LAG con ACN (a diferentes tiempos), no
hay cambios en el difractograma de RXP ni en el espectro FT-IR y sus puntos y TF
son similares, por lo tanto, se concluye que corresponden al mismo material, no hay

cambio de polimorfo al procesar la muestra.

Se verific, ademas, que tanto CIPwpc como ClPiac.acn corresponden a CIP
anhidra ya que no se observa pérdida de masa en el TG alrededor de 100°C. Liy col.
(2006), compararon CIP anhidro con sus hidratos, demostrando diferencias
significativas en DRXP. Segun Li y col. (2007) el hidrato tiene picos caracteristicos a
5-7° 20 mientras que la sustancia anhidra tiene picos caracteristicos de gran
intensidad alrededor de 14° 26. Por otra parte, se sabe que CIP anhidro existe en dos
formas cristalinas: neutra o zwiteridnica (Mesalatti, 2016). Comparando el
difractograma obtenido con el publicado por Mesallati y col. (2016) el difractograma
coincide con el de CIP zwiteridnica anhidra. Se puede concluir que CIPypc Yy CIPLac-AcN
corresponde a CIP anhidra zwiteridnica con trazas de CIP anhidra neutra, como

se observo previamente en la Fig. 7.16.

7.7.1.3. Analisis del polimorfismo de SNA

En la Tabla 7.3 se muestran los datos del analisis térmico de SNA comercial
(SNAwpc) Yy SNA amasado con ACN (SNALac-AcN)
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Tabla 7.3. Temperatura de pico, Temperatura de inicio extrapolada y calor de fusién de
SNAwmpc Y SNAac-acn Y datos bibliograficos de diferentes polimorfos.

FUSION TRANSICION
Calor de
Fusién
Tp (°C) Tie (°C) (J/9) Tie (°C) Bibliografia

SNA-a 162,8 126 108 Toscani, 2005
SNA-B 162,3 121 131-141 Ehiwe, 2016
SNA-y 162,4 146 Ehiwe, 2016
SNA-® 166 108 Lin, 1970
SNAwmPC 165,14 164,36 146,9
SNALAG-acn 165,19 164,07 143,8 128,6

Tp: Temperatura de pico, Tie: Temperatura de inicio extrapolada

La SNA comercial tiene un pico endotérmico significativo con un maximo a
164,36°C que corresponde al PF y un AHgs 146,9 J/g, similar al de SNA-y. La SNA ac-

acn tiene un pico de fusién a 164,07 °C y una endoterma de muy baja intensidad a

128,6 con un AHgys 143,8 J/g, este pico es atribuible a la transformacion polimorfica y-

>@B (Fig. 7.18). Lin y col. (1970) revelaron que las formas a, B y & se transforman en la

forma y antes de fundirse. La forma vy, por lo tanto, es el unico polimorfo que se funde

sin sufrir una transformacion polimérfica. Es por ello que se espera que las cuatro

formas muestren el mismo calor de fusion y Tie experimental. En el TG se observa

pérdida de peso luego de la fusién que corresponde a la descomposicion del IFA.

164,07

Peso(%)

Flujo de Calor (W/g) Endo

164,36 \

T
50 100

T T
150 200

Temperatura (°C)

Figura 7.18. Curvas DSC y TG (6 = 10 °C/min, flujo de N2= 50 mL/min) de: SNAwpc Yy
SNA_AG-ACN.

Segun Lin y col. (1970),

las diferencias espectrales entre las formas

polimoérficas son comparativamente pocas siendo los espectros de FT-IR muy

similares. Las Unicas diferencias se observan en las regiones de estiramiento —NH>.
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En la Fig. 7.19 se observan tres bandas nitidas de intensidad media a 3475,

3371y 3267 cm™ en el espectro, que es el resultado de las vibraciones asimétricas de

SNAMF-‘C ‘

T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NH: de la anilina y el NH; del grupo sulfonamida.

Numero de onda (cm™)

Figura 7.19. Espectros DRIFT de: SNAupc Y SNAaG-ACN.

En el espectro se observa la banda de vibracion de deformacién de NH a 1620
cm. La banda de vibracién del SO, esta a 1138 cm™. Ademas, hay diferentes bandas
de intensidad de enlaces C=C del benceno a 1591 y 1503 cm™. Debido a la
disustituciéon 1,4 en el anillo aromatico, la vibracién de deformacién fuera del plano del

enlace C— H se produce como una banda a 819-824 cm™.

En la Figura 7.20 se muestran los difractogramas de RXP de SNAwmec Y

SNA_ac-acn @ diferentes tiempos de molienda (30 y 60 minutos).

20 ()

Figura 7.20. Patrones experimentales de DRXP de: SNAmpc Y SNALaG-ACN.
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El estudio del polimorfismo de la SNA es complejo por la gran cantidad de
posibles sitios de unién de tipo puente hidrégeno que puede establecer la molécula y
por el hecho de que en algunas formas la celda unitaria esta formada por ocho
moléculas y en otras, por cuatro (Lin et al., 1970). Hay evidencia suficiente para
afirmar que la SNAwmpc trabajada es SNA-y. El difractograma coincide con el
publicado por Toscani y col. (2005). Con base en la comparacion de los espectros FT-
IR obtenidos para SNA vy diferentes formas polimérficas en el rango de longitud de
onda de 4000-3000 cm™y 700-400 cm™ se puede concluir que la SNA procesada

por LAG con ACN corresponde a la forma f-polimorfica.

7.7.1.4. Analisis del polimorfismo de SMX

En la Tabla 7.4 se muestran los datos del analisis térmico de y SMXac-acn, asi
como también datos bibliogréaficos de los diferentes polimorfos encontrados hasta el

momento.

Tabla 7.4. Temperatura de pico, Temperatura de inicio extrapolada de SMXypc (2015 y 2019) y
SMXac-acn Y datos bibliograficos.

FUSION TRANSICION

Tp (°C) Tie (°C) Tp (°C) Bibliografia
SNA | 170 Gillory,1985
SNA I 170 165,5 Gillory,1985
SNA Il 170 145-150 Price, 2005
SNA IV 170 Price, 2005
SNA
Hemihidrato 170 90 Gillory, 1985
SMXwmpc-2015 169,65 168,58
SMXwmpPc-2019 170,02 168,12
SMXLAG-ACN 169,44 167,89

Tp: Temperatura de pico, Tie: Temperatura de inicio extrapolada
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Figura 7.21. Curvas DSCy TG (6= 10 °C/min, flujo de N2=50 mL/min) de: SMXwupc (mMismo lote
diferentes afios) y SMX ac-AcN-
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En la Fig. 7.21 se muestra que tanto SMXupc COMO SMXac-acn SON anhidras.
Todas las formas SMX tienen un PF similar y sin observarse transiciones antes o

después de la fusion.

SMX .6 acn

r T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)
Figura 7.22. Espectros DRIFT de SMXwupc Y SMX_ag-AcN.

Los espectros FT-IR de SMX (Fig. 7.22) tienen la caracteristica de poseer
cuatro bandas nitidas de gran intensidad a 3465 y 3371 cm™' correspondientes a las
vibraciones de estiramiento simétricas y asimétricas pertenecientes al grupo —NH;, a
3295 cm™ presenta la banda caracteristica del grupo —NH y a 3140 cm™ la del grupo —
CH. Alrededor de 1600 cm™ se muestra una banda que integra tres picos, 1620, 1590
y 1570 cm™, atribuibles a la vibracion de flexion N-H y a la combinacion del grupo —
NH2 y del grupo —CN del anillo isoxazol. A 1499 cm™' se observa la banda del —C-C
del anillo benceno, a 1361 cm™ la del anillo isoxazol, a 1310 y 1142 cm™ las
vibraciones de estiramiento simétricas y asimétricas de —SO.-, a 929 cm™ las
vibraciones de estiramiento —SN, a 887 cm™' la banda de —CH del anillo isoxazol y a

820 cm™ la banda de —CH del anillo benceno.

En la Figura 7.23, se pueden ver los difractogramas de SMXwpc Y SMX(ag-acn.

20()
Figura 7.23. Patrones experimentales de DRXP de: SMXwpc, SMXLac-acn.
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Se deduce que SMXwmpc N0 cambia de polimorfo al ser procesado con ACN.

Segun el PF descrito por Byrn (1995), y al observarse que en el termograma no hay

transiciones previas a la fusién, se podria presumir que SMX sea la forma | o IV.

Comparando el espectro FT-IR publicado por Yang (1972) y los difractogramas de

RXP de Price (2005) con el obtenido en este trabajo, se deduce que SMXwpc es el

polimorfo forma l, por lo tanto, SMX.ac-acn también es polimorfo forma I.

7.7.2. ANALISIS DE LOS SOLIDOS MULTICOMPONENTES

OBTENIDOS

Se utilizaron diferentes técnicas, anteriormente mencionadas, para la obtencion

de aductos. Para combinaciones binarias equimoleculares de FQ-SA se emplearon

diversas técnicas:

#* Evaporacion lenta de solvente (solucion de NaOH y solucién de
DMSO).

% Difusion de solvente (AcOH).

* Molienda en seco.

#* LAG (ACNy EtOH).

% Para combinaciones binarias equimoleculares de FQ-GRAS o

SA-GRAS se emplearon diversas técnicas:

»*
»*

LAG (ACN)

Preparacion de una solucién saturada y disminucion lenta de la

temperatura con agregado de cosolvente.

»*

Difusién de solvente (AcOH).

Se probaron combinaciones ternarias de FQ-SA-GRAS. Se emplearon las

siguientes técnicas, dado que existen referencias que indican que este tipo de

combinaciones puede ser beneficioso (Boycov et al., 2024; Qi et al., 2024):

¥ Difusion de solvente.

* Evaporacion lenta de solvente (MeOH y MeOH:agua 1:1).
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En la Fig. 7.24 se enumeran las combinaciones que
demostraron resultados que indicarian la posible formacion de un aducto. Las
muestras obtenidas se identificaron con las siglas IFA y COF, separadas por un guion,
y se utilizar4 una abreviatura del procedimiento de obtenciéon seguido del solvente
utilizado, que se indicara como IFA-IFAPROCEDIMIENTO-SOLVENTE 0

IFA-COFpROCEDIMIENTO-SOLVENTE

Obtencién de Sdélidos
multicomponentes

IFA+IFA'—— IFA+COF

I IFA+IFALAG-ACN I I IFA+GRASAG-ACN I

AI NOR-CITLac-AcN30’ I

NOR-SMXLaG-AcN30

NOR-SNALAG-ACN60

CIP-SMXLaG-AcN30’

W N N N

CIP+SNALAG-ACN6O’ I

Figura 7.24. S6lidos multicomponentes obtenidos con resultados promisorios.

7.7.2.1. Molienda asistida por solvente

Se procedié a comparar los resultados obtenidos por AT (TG-DSC), DRIFT y
DRXP de los IFA o COF, con las MF de IFA+IFA o IFA+COF y con los sélidos
multicomponentes IFA-IFA o IFA-COF. Todas estas muestras fueron obtenidas por el
método de LAG, empleando ACN.
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NOR'SMXLA G-ACN

En la Tabla 7.5 y en la Fig. 7.25 se presentan los resultados del analisis
térmico de NOR_ac-acN, SMXac-acn, NOR+SMXmey del aducto NOR-SMX | ac-ach.

Tabla 7.5. Temperatura Fusién, Temperatura de inicio extrapolada y calor de fusién de:
NOR_LaG-acN, SMXac-acn, NOR+SMXyr y NOR-SMX | aG-Acn.

o e Calor de Fusién
TF (°C) Tie (°C) (J/0)
NORLAG-ACN 202,7-216,5 215,21 78,62
SMXLaG-AcN 164,4-168,7 167,89 125,9
NOR+SMXwmr 84,1/ 112,8/158,5/ 186,7
NOR-SMXiac-AcN 176,0-182,1 179,57 116,3

TF: Temperatura de Fusion, Tie: Temperatura de inicio extrapolada

Flujo de calor (Vg) Endo ¥
Peso (%)

Temperatura (°C)

Figura 7.25. Curvas DSCy TG (6 = 10 °C/min, flujo de N2= 50 mL/min) de: NOR_ag-AcN,
SMXLac-acny NOR+SMXmey NOR-SMX(aG-ach.

NOR-SMXac-acn presenté una endoterma aguda a 179,6 °C, que no presento
pérdida de masa seguln se observa en la curva TG correspondiente. El PF es
intermedio al de los IFA, NORpac-acn (221,1 °C) y SMXiac-acn (167,9°C). Este
fendmeno es muy comun en los cocristales estequiométricos 1:1 (Vemuri et al., 2021).
Segun el estudio de Perlovich y col. (2015), el 55,3 % de los cocristales exhiben un PF
intermedio, el 28,9 % de los cocristales presenta un PF mas bajo y el 14,5 % exhiben
un PF mas alto que los materiales de partida. El pico endotérmico de fusion intenso y
agudo indicaria que se ha creado un nuevo sélido multicomponente o derivado no

covalente (Prashar et al., 2023). Por otro lado, la curva DSC de NOR+SMXue mostro
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cuatro endotermas amplias a 84,06°; 112,8°; 159,5°; 186,7 °C, que no experimentaron
pérdidas de masa relacionadas con la curva TG correspondiente. Este
comportamiento térmico, definido por la existencia de varias endotermas de fusion,
también ha sido observado en algunas MF con la capacidad de generar cocristales
(Yamashita et al., 2013; Yamashita et al., 2014). Los datos DSC sefialan que NOR y

SMX interactdan en el estado solido formando un nuevo sistema multicomponente.

Se registraron los patrones de DRXP de NORac-acn, SMXiac-acn, NOR+SMXwe
y NOR-SMXac-acn con fines comparativos (Fig. 7.26). El patron de DRXP del aducto
NOR-SMX_ac-acn NO €S una suma de las sefiales de los materiales de partida y difiere
también del difractograma de NOR+SMXue. En NOR-SMXac-acn, €Stan ausentes las
sefiales a 8°; 13,19°; 23,20° y 32,29° 20 de NOR; 22,47°; 32,35° y 41,83° 20 de SMX y
aparecen nuevas sefales a 14,27°; 35,81° y 39,97° 20. Estas diferencias son
indicativas de interacciones entre las moléculas de NOR y SMX. Por otra parte, se
observa que NOR-SMXiac-acneoer €S mas cristalino que NOR-SMXac-acnzo. ESto
confirma que, a mayor tiempo de molienda con solvente, mayor cristalinidad presenta

el nuevo sélido multicomponente.

MR o Martso A

NOR-SMX

LAG-ACN60”

NOR+S|\/|X m M
X ac-acn J

e ACNJ\W

Figura 7.26. Patrones experimentales de DRXP de: NOR_ac-acn, SMXLac-acn, NOR+SMXyr, Y
NOR-SMXLAG.ACN 60 Yy 30 min.

15 20 25 30 35 40 45
20 (%)
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NORLAG-ACN

SMXLAG—ACN
NOR+SMX,

NOR-SMX} . .

NOR-SMX,, s 1
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Figura 7.27. Espectros DRIFT de NORLAG.ACN, SMXLAG.ACN, NOR+SMXMF, Yy NOR-SMX_ac-AcN
60 y 30 min.

La presencia de un pico endotérmico unico en el DSC vy reflexiones singulares
en DRXP son indicios de la creacion de un nuevo sélido multicomponente. Se empleé

el andlisis espectral DRIFT (Fig. 7.27) y *H-RMN, para confirmar los supuestos.

Las diferencias mas significativas observadas en los espectros de DRIFT de
SMX-NOR_ag-acNzo' Y SMX-NORac-acnso” respecto a NORag-acn Y @ SMX ac-acn SON las
siguientes: en los sélidos NOR-SMXiac-acn @parece una sefial intensa a 1705 cm?
atribuible a la formacion del grupo acido carboxilico de NORiac-acn (que es
zwitteriénica en ausencia de SXM.ac-acn), desaparece la sefial a 1590 cm™ (de COQ))
y también la ubicada a 2550 cm™ (correspondiente al NH.*"), respecto al espectro de
NORiac-acn. Desaparece la sefial ubicada en 3461 cm? en SXMiac-acn,
correspondiente a la elongacion NH,. No se observan diferencias significativas entre
los espectros de SXMiac-acn Y NOR-SMXac-acn €n las sefiales correspondientes al
grupo SO; (1313-1303 y 1155-1143 cm?). La informacién brindada por FT-IR suma
evidencias respecto a la existencia de un nuevo solido multicomponente formado por
interacciones no covalentes entre NOR y SMX. Ademas, en virtud de que desaparecen
las sefiales caracteristicas de las formas ionizadas de NOR y SMX, se presume que
interaccionan por uniones de tipo puente de hidrégeno y Van der Wals formando un

cocristal.

El espectro de H-RMN presentado en la Fig. 7.28 muestran que todos los
picos de resonancia se pueden asignar a los protones especificos de las moléculas
NOR y SMX. Por otra parte, se confirma que la estequiometria del sdlido

multicomponente es 1:1.
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Figura 7.28. 'H-RMN de NOR-SMX{ag-acn (En DMSO-d6).

El grupo funcional acido carboxilico (COOH) de NOR tiene un valor de pKa de
6,34 y el pKa del basico (NH) es 8,75. SMX presenta un valor de pKa de 6,16 para el
grupo SO;H. La regla ApKa que se describe en la Seccion 1.3.4.5 establece a ApKa >
4 se forman sales, si el ApKa < -1 predomina la formacién de cocristales y si ApKa se
encuentra entre -1 y 4 es el régimen intermedio. Segun esta regla NOR forma
sales/cocristales de sal con COF acidos y basicos y cocristales con COF neutros no
ionizables (Gunnam et al., 2023). En este caso el ApKa entre el grupo SO;H de SMX 'y
el grupo NH de NOR es de 2,59, es decir que este valor estd comprendido en la zona
gris de estados mixtos del continuo sal-cocristal. Sin embargo, segun los espectros
DRIFT de NOR-SMX_ac-acn S€ Observa que predominan las especies no ionizadas en

el solido multicomponente, presumiendo la formacién de un cocristal.

En el estudio de DSC, la naturaleza del nuevo aducto esta representada por la
posicion y la forma de los picos de fusion endotérmicos. Los picos endotérmicos
agudos y estrechos presentados por el sélido multicomponente indican un alto grado

de pureza y cristalinidad de los derivados no covalentes formados.

En el analisis DRXP, la aparicién de los nuevos picos caracteristicos en los
cocristales indica la generacion de una nueva fase. Los resultados de DRXP confirman
la conversion de la naturaleza semicristalina del farmaco en una nueva forma cristalina

débil, que aumenta su cristalinidad a medida que aumenta el tiempo de LAG.

NORLac-acn predominaria en su forma zwitteriénica, al tratarse de NOR
sesquihidrato, y en el sélido multicomponente estaria presente principalmente en
forma neutra, probablemente formando puentes de hidrégeno entre los grupos C=0 y
OH con el atomo de H del grupo SO2NH de SMX (Fig. 7.29).
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HaN '

Figura 7.29. Posibles interacciones en el estado sélido entre NOR-SMXag-acn.

NOR-SNA_s6.4cn

En la Tabla 7.6 y en la Fig. 7.30 se presentan los resultados del AT de los
s6lidos multicomponentes NOR-SNA ac-acnzo + NOR-SNA ac-acneo’ Y S€ cOmparan con

los componentes individuales NORacacn Y SNALac-acn Y con la MF NOR-SNAe.

Tabla 7.6. Temperatura de Fusién, Temperatura de inicio extrapolada y calor de fusién de:
NOR_Lac-acN, SNALAG-acn, NOR-SNANE Yy NOR-SNAaG-AcN.

° (o Calor de Fusion
TF (°C) Tie (°C) (J/g)
NORLAG-ACN 202,7-216,5 215,21 78,62
SNALAG-ACN 164,4-165,7 164,07 146,0
NOR-SNAwF 86,2/110,2/128,6/161,0/204,5 16,8/49,4/60,4
NOR-SNAAG-acN60* 182,1-210,1 207,32 155,2
NOR-SNA_LAG-ACN30’ 156,22/161,27/206,93/209,54 14,1/81,3

TF: Temperatura de Fusion, Tie: Temperatura de inicio extrapolada

Como se muestra en la Fig. 7.30, los puntos de fusion de NORLac-acn Y SNAAG-
acn Son 215,2°C y 164,1°C, respectivamente. En el caso de la mezcla fisica, el DSC
exhibi6 cinco endotermas y un pico exotérmico a continuacion de la tercera
endoterma. Las primeras tres endotermas presentaron valores de Tie mas bajos que
las endotermas de fusion de SNALac-acn Y NORLac.acn Y NO estuvieron acompanadas de
pérdidas de masa en la curva TG respectiva, como es tipico en procesos de fusién

congruentes. En cambio, la Tp de la cuarta endoterma (161,0 °C) fue similar a Tie de
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SNA_ac-acn. Yamashita y col. (2013) notaron que algunas combinaciones binarias
capaces de generar cocristales, exhiben mdltiples endotermas a temperaturas
inferiores a las de fusion de los componentes puros, tal como se observa en la Figura
7.30.

NOR-SN
L ALFGLACNGJ

Peso (%)

FAujo de calor (\g) Endo

50 ' 100 ' 150 200 ' 250
Temperatura (°C)

Figura 7.30. Curvas DSC y TG (6 = 10 °C/min, flujo de N2= 50 mL/min) de: NOR ag-acN;
SNALac-acn, NOR-SNAwr, NOR-SNAag-acnzo Y NOR-SNAaG-AcNeo -

Las endotermas que aparecen a temperaturas inferiores a las de fusién de
NOR_ac-acn Y SNAac-acN, S€ relacionan con las fusiones de un eutéctico metaestable,
seguida de la fusion de un eutéctico estable. El tercer pico se relaciona con la fusion
de un eutéctico y un cocristal metaestable. El pico final endotérmico (205,5 °C) se
relaciond con la fusidn del cocristal de mayor estabilidad, que se forma en la mezcla
fisica como consecuencia del aumento de la temperatura. La curva DSC de NOR-
SNA_ac-acnzo, €xhibid, entre 156 y 210 °C, dos endotermas que poseen un hombro
endotérmico en su lado izquierdo. La endoterma a 161,3 °C coincide con la endoterma
en NOR-SNAwr, para fusion del eutéctico estable y el cocristal. Esto cobra relevancia si
se considera que en NOR-SNA_ac-acnzo, S€ convierte de forma gradual en un aducto.
Sin embargo, cuando se lleva a cabo la molienda durante un periodo de tiempo mas
prolongado (60 min), toda la materia prima se transforma en el DNC. Por esta razoén,
se genera un uUnico pico endotérmico a 207,32°C bien definido para NOR-SNA G-

Acneo, correspondiente a la fusion. Posteriormente presenta dos picos exotérmicos.

El ATG demostrd, para todas las muestras, que no hubo pérdida de masa
antes de la descomposicion, con excepcion de NORac-acn, que es NOR sesquihidrato,

tal lo analizado en la Seccién 7.7.1.1.
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En la Fig. 7.31, se pueden apreciar los patrones de difraccion de NOR-SNALac-
acn @ diferentes tiempos, comparados con sus materiales de partida y con la MF
equimolecular. Cuando el tiempo de LAG con ACN es de 60 minutos, NOR-SNA se
convierte en un aducto exhibiendo un difractograma diferente al de NOR+SNAwe vy al
de NOR-SNA_acacnso. Por otra parte, cuando el tiempo de molienda es de 30 minutos,
NOR-SNA presenta un difractograma similar al de la mezcla fisica NOR+SNAwg, con

menor grado cristalinidad atribuible al proceso de amasado.

NOR-SNALAG—ACNXU'
NOR7SNALAG—ACN30' A A M
NOR-SNA\AG—ACNGO'
NOR'SNAU\G,ACMO'
NOR+SNA, M J
NOR+SNA, .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 5 10 15 20 25 30 35 40 45
20 (°) 20 (°)

Figura 7.31. Patrones experimentales de DRXP de: A. NOR_ac-acn, SNALac-acn, NOR+SNAME, Y
NOR-SNA_ac-acn 60 y 30 min. B. Imagen ampliada de NOR+SNAwg, y

NOR-SNALAG.ACN 60 Yy 30 min.

Los espectros DRIFT de NOR-SNAac-acn 60 y 30 min, se exhiben en la Figura
7.32 junto con NORac-acn, SNALac-acn, NOR+SNAye. Tal como se describié en la
seccion 7.7.1.1 NORiac-acn S€ encuentra hidratada y predomina la especie
zwitterionica. SNA_ac-acn descrita en la seccion 7.7.1.3 se encuentra en forma no
i6nica. Del espectro DRIFT de NOR-SNA ac-acn Se deduce que NOR se convierte de la
forma zwitteridnica a la forma aniénica dado que la sefial de 2550 cm™? (NH;")
desaparece y se mantiene la sefial situada a 1620 cm™ (C=0). Por otra parte, respecto
a SNA, se observa que la sefal representativa NH, del sulfonilo (3265 cm)
desaparece y se atenta significativamente la sefial indicativa de la flexion fuera del

plano en 687 cm™.
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Figura 7.32. Espectros DRIFT de: NORLAG.A(:N, SNALAG.ACN, NOR+SNAMF, Yy
NOR-SNALAG.ACN 60 Yy 30 min.

En la Figura 7.33, los espectros de 'H-RMN demostraron que todas las
sefiales de resonancia se pueden asignar a los protones de las moléculas de NOR y

SNA. Esto corrobora que la estequiometria del s6lido multicomponente es de 1:1.
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Figura 7.33. IH-RMN de NOR-SNA_ac-acn (€N DMSO-d6).
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Segun la regla ApKa que se describe en la Seccion 1.3.4.5, el ApKa entre el
grupo SO2H de SNA y el grupo COOH de NOR es de 4,26, esto esta comprendido en
la regién de la formacion de sales, sin embargo, los resultados obtenidos indican la

formacién de cocristales i6nicos.
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Se concluye que NOR-SNA obtenido por LAG con ACN durante 60 minutos es
un nuevo aducto molecular que podria clasificarse en la categoria de cocristales
iGnicos debido a que la interaccion se produciria mediante el COO™ de NOR y el grupo
NH. del sulfonilo de SNA (Fig. 7.34). Se observdé que se necesita de un tiempo
prolongado de molienda (60 minutos) para su formacién, ya que con 30 minutos de

molienda sélo se obtuvo la mezcla fisica.

0 0
0 [
= NH,
F
- +
O---ecocH——N

| . SNA

Figura 7.34. Posibles interacciones en el estado solido entre NOR-SNA | ac-acn.

CIP-SMXa6.acn

En la Tabla 7.7 y en la Fig. 7.35 se presentan los resultados del andlisis
térmico del aducto CIP-SMX_ac-acn Y S€ comparan con los obtenidos para CIPiac-acn,
SMXiag-acn Y CIP+SMXwmr.

Tabla 7.7. Temperatura Fusion, Temperatura de inicio extrapolada de: CIPac-acn, SMX aG-aAcN,
CIP-SMXwme Yy CIP-SMX | aG-AcN-

TF (°C) Tie (°C)
CIPLaG-AcCN 263,0-269,6 267,91
SMXLag-AcN 167,7-169,8 167,89
CIP+SMXwF 154,1
CIP-SMXLaG-AcN 141,9-147,5 147,03

TF: Temperatura de Fusion, Tie: Temperatura de inicio extrapolada

En la Figura 7.35 se muestra el comportamiento térmico de CIPiac-acn,
SMXuwac-acn. En el caso de la curva DSC para CIP+SMXwr Se observo un Unico pico
endotérmico agudo a 154,1 °C que pareceria estar asociado con la fusion eutéctica
(Yamashita et al., 2013). CIP-SMX_ac-acn presentd un pequefio evento endotérmico en

Tie= 147,7 °C, que funde a una temperatura inferior al PF de los IFA. Segin Gopi y col.
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(2016) el PF mas bajo puede deberse a interacciones electrostaticas, de enlaces de
hidrégeno y de otros tipos mas débiles. La disminucion de la entalpia y el PF en
comparacion con los compuestos puros indica la formacion de una estructura cristalina
débil, menos estable (Gomes et al., 2023). La Ti del pico endotérmico a 147,7°C, es
seguida por un pico exotérmico. En un sistema binario capaz de formar cocristales por
aumento de temperatura, se observara un pico endotérmico inmediatamente seguido
de un pico exotérmico, esto sucede debido a que ambos componentes individuales se
funden y se forman cocristales en el punto eutéctico metaestable (Yamashita et al.,
2013). Dado que también el IFA de partida, CIPLac-acn, POS€E UN pico exotérmico
pronunciado luego de su fusion, la interpretacion definitiva de esta sefial se hace
dificultosa. En conjunto, estas observaciones indican que cuando se somete a un
aumento de temperatura a una mezcla fisica, la formacion de cocristales in situ se
detecta como un pico exotérmico, como se predijo teéricamente a partir de los
diagramas de fase binarios. El pico endotérmico a 147,7°C indica que CIP y SMX
pueden formar un eutéctico. Segun Nangia y col. (2022) la depresién en el PF es el
Gnico indicador de formaciébn de una mezcla eutéctica, es por ello que la

caracterizacion de los eutécticos es un verdadero desafio.

CIP-SMX ¢ ,en
-~ 147,0
o CIP+SMX
o] MF
c
L
= e AR EEREE _
2 S
=2 SMX 6 acn 154,1 <
S o
< 3
L R o
° -
o
o
=) 167,9
E CIPLAGVACN
267,9
T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300

Temperatura (°C)

Figura 7.35. Curvas DSC y TG (6= 10 °C/min, flujo de N2=50 mL/min) de: CIP_ac-acn, SMXaG-
ACN, CIP+SMXwmEe Yy CIP-SMX_ac-AcN.
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Figura 7.36. Patrones experimentales de DRXP de: CIP ac-acn, SMXiac-acn, CIP+SMXue y
C|P-SMX|_AG.ACN. 60’y 30°.

En comparacién con CIP y SMX, los patrones de DRXP de CIP-SMX ac-acN
mostraron picos cristalinos distintos, lo que indica la creacion de una nueva forma
sélida (Fig. 7.36). Se observa la desaparicion de sefales importantes de CIP y SMX
tales como: 8,20°, 10,50°; 12,55°; 13,47°; 20,93°; 21,80°; 24,13°; 24,90°; 28,99°
32,45°; 34,67°; 35,23°; 37,15° 206 y la aparicidn de las siguientes sefales: 6,01°; 6,51°;
8,67°; 10,77° y 15,77° 26. Se deduce que las moléculas de CIP y SMX interactuaron
en el estado soélido y como consecuencia se observan cambios en la presencia,
ubicaciones e intensidades de picos. El aducto CIP-SMX_ac-acn3o: €S menos cristalino
qgue el CIP-SMXac-acneo- ESto demuestra que la cristalinidad del aducto aumenta con
el tiempo de LAG.

Los espectros FT-IR se observan en la Fig. 7.37. CIPLac-acn S€ presenta en
forma zwitteridénica (NHz* 2800- 2850 cm™®, COO- 1585 cm, C=0 1620 cm™ y sefial de
1720 cm™ ausente). En el sélido multicomponente disminuye la intensidad de la sefal
a 2800- 2850 cm? y se desdibuja y, por otra parte, se mantienen las sefiales
correspondientes a COO™ 1585 cm™ y C=0 1620 cm™. Segun estos resultados, CIP
interactuaria con SMX mediante el grupo NH,*. Se observa la aparicién de una nueva
sefal simétrica a 1530-1560 cm™ en el espectro del aducto. Se observa, ademas, que
se atendan en CIP-SMX_ac-acn las sefiales correspondientes al grupo SO, del SMX
(estiramiento asimétrico de SO, de SMX a 1313-1303 cm™ y estiramiento simétrico de
SO, del SMX a 1143 cm™?).
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Figura 7.37. Espectros DRIFT de: CIP_ag-acn; SMX ac-acn, CIP+SMXye Y
ClP-SMXLAg.ACN. GO’y 30°.

Es importante sefalar que, a pesar de que el pico de fusiéon se produjo a una
temperatura inferior a la de sus materiales de partida, este pico no simboliza la fusion
de una mezcla eutéctica (la cual también tendria un pico de fusién a una temperatura
inferior). Esto se debe a que los datos DRXP y DRIFT sefialaron que CIP-SMXag-acN
representaba una nueva fase cristalina. Es importante destacar que mas del 50% de
los sélidos multicomponentes exhiben un PF inferior al de la materia prima
(Saganowska et al., 2018), lo que podria ser el caso de CIP-SMXiac-acn, CON una
relacién estequiométrica 1:1. Segun los datos obtenidos de DRIFT la interaccién
ocurriria entre el grupo SO, de SMX y el NH,* de CIP (Fig. 7.38). De acuerdo con la
regla del ApKa que se describe en la seccién 1.3.4.5, el ApKa entre el grupo SO;H de
SMX y el grupo NH;* de CIP es de 2,6, encontrandose en la zona gris, pudiendo
tratarse de un cocristal o sal molecular.
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Figura 7.38. Posibles interacciones en el estado soélido entre CIP-SMXag-acn.
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CIP-SNA_ 46.acn

En la Tabla 7.8 y en la Fig. 7.39 se presentan los resultados del analisis

térmico del aducto CIP-SNA_ac-acnzo Y S€ comparan con los obtenidos para CIP ac-scn,

SNALAG-acN Y CIP+SNAWMF.

Tabla 7.8. Temperatura de Fusion, Temperatura de inicio extrapolada de: CIP ac-acn, SNAac-
acN, CIP-SNAwE y CIP-SNA aG-acN3o’

TF (°C) Tie (°C)
CIPLaG-AcN 267,91
SNALAG-ACN 263,0-269,6 164,7
CIP+SNAwMF 160,7-166,9 159,65
CIP-SNA_LAG-ACN30’ 157,57

TF: Temperatura de Fusion, Tie: Temperatura de inicio extrapolada

-
e} CIP- SNALAG—ACNBO'
©
c
R e AEEEE
o
S | CIP+sNA 176 =

MF X
N~ N—
S j I o
B 1558V T T T T T T - . )
© ’ ~ (]
s 1596 N

o

o
©
2
=
o

200 300

Temperatura (°C)

Figura 7.39. Curvas DSCy TG (6 = 10 °C/min, flujo de N2= 50 mL/min) de: CIP_ac-acN, SNALAG-
ACN, C|P+SNAMFy CIP-SNAAG-ACN30'

En la Fig. 7.39 el PF de CIP-SNALac-acnso (157,6 °C) es inferior a los puntos de

fusion de CIPiac-acn Y SNALac-acn. Se observa una curva DSC similar para CIP-SNAwr

con la diferencia que el pico endotérmico (Tie= 159,6 °C) y posee un hombro

endotérmico en su lado izquierdo (Ti=155,6° C). Este resultado podria indicar la

formacion de un sistema multicomponente con PF inferior al de la materia prima. Sin

embargo, el difractograma correspondiente a CIP-SNALac-acnzo (Figura 7.40) es igual a

la suma de las sefiales de CIPLac-acn Y SNALac-acn. En virtud de que los puntos de fusion

del aducto y de la mezcla fisica son diferentes al material de partida, el producto final

obtenido podria ser una mezcla fisica o un eutéctico, pero no se trataria de un cocristal

0 una sal molecular.
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Figura 7.40. Patrones experimentales de DRXP de: CIPpac-acn, SNALaG-acN, CIP-SMX ac-Ach.
607y 30".

En la Fig 7.41 se observan los espectros DRIFT de CIP-SMXtac-acnso’, CIPLaG-acN
y SNALac.acn €N 10S que se corrobora la ausencia de interaccion molecular, dado que el
espectro de CIP-SMXwac-acnzo CONtiene todas las sefiales presentes en el de CIPiac.acny
SNALAG-ACN.

CIP g acy

SNALAGVACN .

|CI I:)_§,\IALAlGVAC'\mq' T T T T T T T T T |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 50C

Numero de onda (cm™)

Figura 7.41. Espectros DRIFT de: CIPLac-acN, SNAAG-ACN, y CIP-SNA_ac-acN30'

A fin de completar la evaluacion de la capacidad de formacién de un sistema
s6lido multicomponente de estas IFA es necesario completar los estudios aumentando

a 60 minutos el tiempo de molienda.
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NOR-CIT a6-acn

En la Fig. 7.42 se observan las imagenes tomadas en el MO y en el MLP, al
producto obtenido de la molienda de NOR y CIT con ACN durante 30 minutos. El

producto es parcialmente amorfo con pequefas regiones de cristalizacion.

Figura 7.42. Imagenes de NOR-CIT: a) NOR-CIT_ac-acn (5X); b) NOR-CIT_ac-acn cON luz
polarizada (5X) ¢) NOR-CIT con luz polarizada (10X).

En la Tabla 7.9 se presentan los datos obtenidos de estudios térmicos
realizados sobre: NORac-acn, ClTiac-acny NOR+CITyr, NOR-ClTac-acn Y €N la Figura

7.43 se observan las curvas DSC correspondientes.

Tabla 7.9. Temperatura de Fusién y Temperatura de inicio extrapolada de: NORac-acn,
CITiag-acn, NOR+ ClTwr, NOR-CITag-AcN.

TF (°C) Tie (°C)
NORLAG-ACN 217,2-221,1 215,2
ClTLac-AcN 128,7-131-0 154,66
NOR+CITwme 142,08/162,95/203,23
NOR-CITLac-AcN 234,7-266,6 202,78

TF: Temperatura de Fusion, Tie: Temperatura de inicio extrapolada

NOR-CITrac-acn presenta dos endotermas; la primera asociada a una pérdida
de masa, por ello se la atribuye a la desolvatacion y la segunda tiene una ti. de 202,8
°C, intermedia a las te de sus componentes originales. Por otra parte, NOR+CITyr
exhibe 4 endotermas, la primera corresponde a la desolvatacion del material y en las
siguientes no hay evidencia de pérdida de masa, por lo tanto, se estima que son de

fusién. La ultima endoterma tiene un hombro endotérmico del lado derecho.
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Figura 7.43. Curvas DSC y TG (6 = 10 °C/min, flujo de N2= 50 mL/min) de: NOR_ag-AcN,
CITiac-acn, NOR+ CITvr, NOR-CITiaG-AcN.

En el difractograma de NOR-CIT ac-acn (Fig. 7.44) se evidencié una marcada
disminucion en las intensidades de varias reflexiones y la aparicion de nuevos picos
respecto a los difractogramas de NORiacacn Y ClTiacacn. Estas diferencias se
observan a 9,57°; 22,63°; 41,19° 41,29° 43,47° y 43,57° 26. Ciertamente, estos
patrones no implicaron la superposicion de las reflexiones de NOR y CIT, como
sucede con el NOR+CITwe.

NOR-CIT

LAG-ACN

NOR+CIT,

LAG-ACN

20 (%)
Figura 7.44. Patrones experimentales de DRXP de: NORac-acn, ClTiag-acny NOR+ ClTwg,
NOR'CITLAG-ACN.
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En la Fig. 7.45 se observa el DRIFT de NOR-CITpac-acn. Se distingue ausencia
de las sefiales a 1505 y 1588 cm™ y, ademas, a 1090 cm™ (C-F) de NOR_ac-acn. Y
respecto a ClT ac-acn S€ observa la desaparicion de la sefial caracteristica a 3281 cm?
(-OH), y de las sefiales 1696 cm™ (C=0), 1214 cm? y la atenuacién de las sefiales
situadas a 1425 cm? (O-CO) y 1051 cm™ (C-OH). Por otra parte, aparecen nuevas
sefales a 1722 y 806 cm?, indicando la protonacién de los grupos COO™ en NOR y
CIT.

CIT

LAG-ACN

NOR-CIT

LAG-ACN

.

f T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 7.45. Espectros DRIFT de: NORLAG.ACN, ClTLAG-ACN, NOR+ C|TM|:, NOR-C|TLAG.ACN.

Los datos de DRXP y DRIFT evidencian que CIT interacciona con NOR por
LAG durante 30 minutos. La interaccion entre NOR y CIT ocurriria entre los grupos
funcionales COOH y F de NOR y los grupos COOH y OH de CIT (Fig. 7.46).

HO. Q

Figura 7.46. Posibles interacciones en el estado sélido entre NOR-CITag-acn.
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Se sintetizaron, ademés, NOR-MALac-acn, NOR-TART  ac-acN Yy CIP-Nicpif-AcOH,
CIP-TARTpitacon por el método de difusion de vapor de &cido acético. La
caracterizacién parcial de cada uno de estos sistemas multicomponentes se encuentra

descrita en el Anexo.

7.8. CONCLUSION

El disefio y desarrollo de nuevas formas sélidas constituidas por FQ y/o SA y
COF comenzé con la seleccion de los IFA y COF siguiendo los criterios descritos en el
Capitulo 2. Se trabajé con NOR, CIP, SNA y SMX y con los COF: CIT, MAL, y TART.
Una vez seleccionados, se caracterizd la materia prima a fin de identificar los

polimorfos presentes, estos resultaron ser:

% NORwpc-2018 cOrresponde a una mezcla del polimorfo A y del polimorfo B,

% CIPypc s una mezcla de CIP anhidra zwitteridnica y trazas de CIP anhidra
neutra,

*  SNAwerc es la forma polimérfica vy,

*  SMXwec es el polimorfo .

Posteriormente se realiz6 la exploracion de los métodos de obtencion de
nuevas formas sélidas aplicando molienda en seco, LAG seguida de evaporacion,
difusion de vapor, la evaporacion lenta del solvente y la disminucion lenta de la
temperatura de soluciones saturadas. De todas ellas, las que dieron mejores
resultados fueron LAG, particularmente ACN, y difusién de vapor.

Los IFA procesados por LAG con ACN resultaron ser los siguientes:

#* NORac-acn €S el polimorfo sesquihidrato 1,5 H,O, presente en su forma

zwitterionica,

#* CIPLac-acn €S una mezcla de CIP andhidra zwitteribnica y trazas de CIP

anhidra neutra,
#* SNA_/ac-acn €sta presente en la forma B-polimérfica,
#* SMXiac-acn €S el polimorfo 1.

Aplicando el método de LAG-ACN se obtuvieron los siguientes soélidos

multicomponentes:
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#* NOR-SMX_ac-acn forma un cocristal en el que predominan las especies en
su forma no ionizada. La interaccién molecular ocurriria entre los grupos
C=0 y OH de NOR con el atomo de H del grupo SO2NH de SMX.

% NOR-SNA_ac-acn €S Un nuevo aducto molecular que podria clasificarse en la
categoria de cocristales iénicos, dado que la interaccibn entre sus
componentes se produciria mediante el grupo COO" de NOR y el grupo
NH: del grupo sulfonamido de SNA. Se observé ademas que se requiere de

60 minutos de molienda para su formacion.

% CIP-SMX_ac-acn forma una nueva fase cristalina en la que SMX interactuaria
a través del grupo SO- con el grupo NH;* de CIP. En este caso el aducto

obtenido podria ser un cocristal iénico.

#* CIP-SNALac-acn podria ser una mezcla fisica o eutéctico. Se concluyd que
utilizando la técnica de LAG ACN por 30 minutos, tanto CIP como SNA no

cocristalizan.

#* NOR-CIT.ac-acn forma una nueva fase cristalina en la que la interaccion
ocurriria entre los grupos funcionales COOH y F de NOR y COOH y OH de
CIT.

Se concluye que las metodologias experimentales empleadas permitieron
caracterizar los sistemas solidos multicomponentes. Se Evidenciaron resultados
diferentes para cada par IFA-IFA o IFA-COF y el método LAG ACN result6é ser una

técnica adecuada para estos sistemas.

7.7. BIBLIOGRAFIA

Almeida, A. C.; Torquetti, C.; Ferreira, P. O.; Fernandes, R. P.; dos Santos, E. C;
Kogawa, A. C.; Caires, F. J. Cocrystals of Ciprofloxacin with Nicotinic and Isonicotinic
Acids: Mechanochemical Synthesis, Characterization, Thermal and Solubility
Study. Thermochim. Acta 2020, 685 (178346), 178346.
https://doi.org/10.1016/j.tca.2019.178346.

Al-Omar, M. A. Ciprofloxacin: Analytical Profile. In Profiles of Drug Substances,
Excipients and Related Methodology; Elsevier, 2005; pp 179-207.

Alsubaie, M.; Aljohani, M.; Erxleben, A.; McArdle, P. Cocrystal Forms of the BCS
Class IV Drug Sulfamethoxazole. Cryst. Growth Des. 2018, 18 (7), 3902-3912.
https://doi.org/10.1021/acs.cgd.8b00216.

225


https://doi.org/10.1016/j.tca.2019.178346
https://doi.org/10.1021/acs.cgd.8b00216

Capitulo 7: ESTUDIO DEL ESTADO SOLIDO

Bag, P. P.; Ghosh, S.; Khan, H.; Devarapalli, R.; Malla Reddy, C. Drug—Drug Salt
Forms of Ciprofloxacin with Diflunisal and Indoprofen. CrystEngComm 2014, 16 (32),
7393-7396. https://doi.org/10.1039/c4ce00631c.

Barbas, R.; Marti, F.; Prohens, R.; Puigjaner, C. Polymorphism of Norfloxacin:
Evidence of the Enantiotropic Relationship between Polymorphs A and B. Cryst.
Growth Des. 2006, 6 (6), 1463—1467. https://doi.org/10.1021/cg060101u.

Barbas, R.; Prohens, R.; Puigjaner, C. A New Polymorph of Norfloxacin: Complete
Characterization and Relative Stability of Its Trimorphic System.J. Therm. Anal.
Calorim. 2007, 89 (3), 687—692. https://doi.org/10.1007/s10973-006-7956-9.

Basavoju, S.; Bostrom, D.; Velaga, S. P. Pharmaceutical Cocrystal and Salts of
Norfloxacin. Cryst. Growth Des. 2006, 6 (12), 2699-2708.
https://doi.org/10.1021/cg060327x.

Bashimam, M.; El-Zein, H. Pharmaceutical Cocrystal of Antibiotic Drugs: A
Comprehensive Review. Heliyon 2022, 8 (12), e11872.
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2022.11872.

Bhattacharya, B.; Mondal, A.; Soni, S. R.; Das, S.; Bhunia, S.; Bal Raju, K.; Ghosh,
A.; Malla Reddy, C. Multidrug Salt Forms of Norfloxacin with Non-Steroidal Anti-
Inflammatory Drugs: Solubility and Membrane Permeability Studies. CrystEngComm
2018, 20 (41), 6420-6429. https://doi.org/10.1039/c8ce00900g.

Boycov, D. E.; Drozd, K. V.; Manin, A. N.; Churakov, A. V.; Perlovich, G. L.
Rational Design of the Carbamazepine Ternary Cocrystals. Cryst. Growth
Des. 2024, 24 (11), 4862—-4873. https://doi.org/10.1021/acs.cgd.4c00529

Bratu, I.; Borodi, G.; KacsO, I.; Moldovan, Z.; Filip, C.; Dragan, F.; Vasilescu, M.;
Simon, S. New Solid Form of Norfloxacin: Structural Studies. Spectrosc. Int.
J. 2011, 25 (1), 53-62. https://doi.org/10.1155/2011/462913.

Byrn, S. R. Solid-State Chemistry of Drugs, 2nd ed.; Ssci, 1999

Caira, M. R. Sulfa Drugs as Model Cocrystal Formers. Mol. Pharm. 2007, 4 (3),
310-316. https://doi.org/10.1021/mp070003;.

Caria Santos, |. Investigacdo de formas solidas multicomponente do
antibacteriano Norfloxacina. Universidad de COIMBRE. 2021

Chadha, R.; Singh, P.; Khullar, S.; Mandal, S. K. Ciprofloxacin Hippurate Salt:
Crystallization Tactics, Structural Aspects, and Biopharmaceutical Performance. Cryst.
Growth Des. 2016, 16 (9), 4960—-4967. https://doi.org/10.1021/acs.cgd.6b00533.

226


https://doi.org/10.1039/c4ce00631c
https://doi.org/10.1021/cg060101u
https://doi.org/10.1007/s10973-006-7956-9
https://doi.org/10.1021/cg060327x
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2022.e11872
https://doi.org/10.1039/c8ce00900g
https://doi.org/10.1021/acs.cgd.4c00529
https://doi.org/10.1155/2011/462913
https://doi.org/10.1021/acs.cgd.6b00533

Capitulo 7: ESTUDIO DEL ESTADO SOLIDO

Chakraborty, S.; Dhibar, M.; Pani, A. Crystal Engineering and Its Chemistry: An
Architectural Approach for Cocrystallization. Current Materials Science 2022, 15 (3),
251-264. https://doi.org/10.2174/2666145415666220317124358.

Chebout, O.; Trifa, C.; Bouacida, S.; Boudraa, M.; Imane, H.; Merzougui, M.;
Mazouz, W.; Ouari, K.; Boudaren, C.; Merazig, H. Two New Copper (II) Complexes
with Sulfanilamide as Ligand: Synthesis, Structural, Thermal Analysis, Electrochemical
Studies and Antibacterial Activity. J. Mol. Struct. 2022, 1248 (131446), 131446.
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2021.131446.

Chen, Z.-F.; Xiong, R.-G.; Zhang, J.; Chen, X.-T.; Xue, Z.-L.; You, X.-Z. 2D
Molecular Square Grid with Strong Blue Fluorescent Emission: A Complex of
Norfloxacin with Zinc(ll). Inorg. Chem. 2001, 40 (16), 4075-4077.
https://doi.org/10.1021/ic001470x.

Chen, Z.-F.; Xiong, R.-G.; Zuo, J.-L.; Guo, Z.; You, X.-Z.; Fun, H.-K. X-Ray Crystal
Structures of Mg2+ and Ca2+ Dimers of the Antibacterial Drug Norfloxacin. J. Chem.
Soc., Dalton Trans. 2000, No. 22, 4013—-4014. https://doi.org/10.1039/b006806n.

Cherukuvada, S.; Guru Row, T. N. Comprehending the Formation of Eutectics and
Cocrystals in Terms of Design and Their Structural Interrelationships. Cryst. Growth
Des. 2014, 14 (8), 4187—-4198. https://doi.org/10.1021/cg500790q.

Cherukuvada, S.; Nangia, A. Eutectics as Improved Pharmaceutical Materials:
Design, Properties and Characterization. Chem. Commun. (Camb.) 2014, 50 (8), 906—
923. https://doi.org/10.1039/c3cc47521b.

Chongcharoen, W.; Byrn, S. R.; Sutanthavibul, N. Solid State Interconversion
between Anhydrous Norfloxacin and Its Hydrates. J. Pharm. Sci. 2008, 97 (1), 473—
489. https://doi.org/10.1002/jps.21165.

Costa, F. M. S.; Granja, A.; Pérez, R. L.; Warner, I. M.; Reis, S.; Passos, M. L. C;
Saraiva, M. L. M. F. S. Fluoroquinolone-Based Organic Salts (GUMBOS) with
Antibacterial  Potential. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24 (21), 15714.
https://doi.org/10.3390/ijms242115714.

Cunha, S. Métodos Simples de Formacdo de Monocristal de Substancia Organica
Para Estudo Estrutural Por Difracdo de Raios X. Quim. Nova 2008, 31 (4), 906—909.
https://doi.org/10.1590/s0100-40422008000400031.

Domingos, S.; André, V.; Quaresma, S.; Martins, I. C. B.; Minas da Piedade, M. F.;

Duarte, M. T. New Forms of Old Drugs: Improving without Changing: New Forms of

227


https://doi.org/10.2174/2666145415666220317124358
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2021.131446
https://doi.org/10.1021/ic001470x
https://doi.org/10.1039/b006806n
https://doi.org/10.1021/cg500790q
https://doi.org/10.1039/c3cc47521b
https://doi.org/10.1002/jps.21165
https://doi.org/10.3390/ijms242115714
https://doi.org/10.1590/s0100-40422008000400031

Capitulo 7: ESTUDIO DEL ESTADO SOLIDO

Old Drugs. J. Pharm. Pharmacol. 2015, 67 (6), 830-846.
https://doi.org/10.1111/jphp.12384.

Downey, J. D. 2020. The crystal landscape and cocrystallization of primary

aromatic sulfonamides. MRes Thesis, University College Cork. TESIS

Ehiwe, T. O.; Alexander, B. D.; Mitchell, J. C.; Snowden, M. J.; Waters, L. J.
Monitoring Real Time Polymorphic Transformation of Sulfanilamide by Diffuse
Reflectance  Visible  Spectroscopy.J. Pharm.  Anal. 2016, 6 (3), 179-183.
https://doi.org/10.1016/j.jpha.2015.12.002.

ElShaer A.; Ouyang D.; Hanson P.; Mohammed A Prasanna. Preparation and
Evaluation of Amino Acid Based Salt Forms of Model Zwitterionic Drug Ciprofloxacin. J.
Pharm. Drug Deliv. Res. 2013, 02 (01). https://doi.org/10.4172/2325-9604.1000111

Fabbiani, F. P. A.; Arlin, J.-B.; Buth, G.; Dittrich, B.; Florence, A. J.; Herbst-Irmer,
R.; Sowa, H. Intermolecular Interactions, Disorder and Twinning in Ciprofloxacin—2,2-
Difluoroethanol  (2/3) and  Ciprofloxacin—Water  (3/14.5). Acta  Crystallogr.
C 2011, 67 (3), 0120—0124. https://doi.org/10.1107/s0108270111005488.

Fael, H.; Barbas, R.; Prohens, R.; Rafols, C.; Fuguet, E. Synthesis and
Characterization of a New Norfloxacin/Resorcinol Cocrystal with Enhanced Solubility
and Dissolution Profile. Pharmaceutics 2021, 14 (1), 49,
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14010049.

Fallati, C. S.; Ahumada, A. A.; Manzo, R. H. El Perfil de Solubilidad de La
Ciprofloxacina En Funcion Del pH. Acta Farm. Bon 1994, 13, 73-77.

Ferreira, L. T.; Alarcon, R. T.; Perpétuo, G. L.; Bannach, G. Investigation and
Characterization by TG/DTG-DTA and DSC of the Fusion of Riboflavin, and Its
Interaction with the Antibiotic Norfloxacin in the Screening of Cocrystal. J. Therm. Anal.
Calorim. 2019, 136 (2), 581-588. https://doi.org/10.1007/s10973-018-7696-7.

Ferreira, P. O.; de Almeida, A. C.; Costa, G. de P.; Torquetti, C.; Baptista, J. A.;
Eusébio, M. E. S.; Caires, F. J.; Castro, R. A. E. Norfloxacin Cocrystals:
Mechanochemical Synthesis and Scale-up Viability through Solubility Studies. J.
Pharm. Sci. 2023, 112 (8), 2230-2239. https://doi.org/10.1016/j.xphs.2023.03.003

Ferreira, P. O.; de Moura, A.; de Almeida, A. C.; dos Santos, E. C.; Kogawa, A. C.;
Caires, F. J. Mechanochemical Synthesis, Thermoanalytical Study and
Characterization of New Multicomponent Solid Forms of Norfloxacin with Saccharin. J.
Therm. Anal. Calorim. 2022, 147 (3), 1985-1997. https://doi.org/10.1007/s10973-021-
10658-w.

228


https://doi.org/10.1016/j.jpha.2015.12.002
https://doi.org/10.4172/2325-9604.1000111
https://doi.org/10.1107/s0108270111005488
https://doi.org/10.1007/s10973-018-7696-7
https://doi.org/10.1016/j.xphs.2023.03.003
https://doi.org/10.1007/s10973-021-10658-w
https://doi.org/10.1007/s10973-021-10658-w

Capitulo 7: ESTUDIO DEL ESTADO SOLIDO

Florence, A. J.; Kennedy, A. R.; Shankland, N.; Wright, E.; Al-Rubayi, A.
Norfloxacin Dihydrate. Acta Crystallogr. C 2000, 56 (11), 1372-1373.
https://doi.org/10.1107/s0108270100010933.

Fris¢i¢, T.; Jones, W. Recent Advances in Understanding the Mechanism of
Cocrystal Formation via Grinding. Cryst. Growth Des. 2009, 9 (3), 1621-1637.
https://doi.org/10.1021/cg800764n.

Gao, F.; Yang, P.; Xie, J.; Wang, H. Synthesis, Characterization and Antibacterial
Activity of Novel Fe (lll), Co (llI), and Zn (II) Complexes with Norfloxacin. J. Inorg.
Biochem. 1995, 60 (1), 61-67. https://doi.org/10.1016/0162-0134(95)00002-6.

Garnero, C.; Aiassa, V.; Longhi, M. Sulfamethoxazole: Hydroxypropyl-3-
Cyclodextrin Complex: Preparation and Characterization. J. Pharm. Biomed.
Anal. 2012, 63, 74-79. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2012.01.011.

Gelbrich, T.; Bingham, A. L.; Threlfall, T. L.; Hursthouse, M. B. Delta-
Sulfanilamide. Acta Crystallogr. C 2008, 64 (Pt 4), 0205-7.
https://doi.org/10.1107/S0108270108005696.

Giron, D. Thermal Analysis and Calorimetric Methods in the Characterisation of
Polymorphs and Solvates. Thermochim. Acta 1995, 248, 1-59.
https://doi.org/10.1016/0040-6031(94)01953-¢.

Golovnev, N. N.;: Molokeev, M. S.; Lesnikov, M. K.; Atuchin, V. V. Two Salts and
the Salt Cocrystal of Ciprofloxacin with Thiobarbituric and Barbituric Acids: The
Structure and Properties. J. Phys. Org. Chem. 2018, 31 (3).
https://doi.org/10.1002/poc.3773.

Gomes, S. N.; Biscaia, I. F. B.; Lopes, D. S.; Mengarda, M.; Murakami, F. S.;
Oliveira, P. R.; Bernardi, L. S. Cocrystals Enhance Biopharmaceutical and
Antimicrobial Properties of Norfloxacin. Pharmaceutics 2023, 15 (9), 2211.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15092211.

Gopi, S. P.; Ganguly, S.; Desiraju, G. R. A Drug-Drug Salt Hydrate of Norfloxacin
and Sulfathiazole: Enhancement ofin Vitro Biological Properties via Improved
Physicochemical  Properties. Mol. Pharm. 2016, 13 (10), 3590-3594.
https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.6b00320.

Guillory, J.; Erb, D. Using Solution Calorimetry to Quantitate Mixtures of Three

Crysalline Forms of Sufamethoxazole. Pharm. Manuf. 1985, 2, 1985.

229


https://doi.org/10.1107/s0108270100010933
https://doi.org/10.1021/cg800764n
https://doi.org/10.1016/0162-0134(95)00002-6
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2012.01.011
https://doi.org/10.1016/0040-6031(94)01953-e
https://doi.org/10.1002/poc.3773
https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.6b00320

Capitulo 7: ESTUDIO DEL ESTADO SOLIDO

Hu, T.-C.; Wang, S.-L.; Chen, T.-F.; Lin, S.-Y. Hydration-Induced Proton Transfer
in the Solid State of Norfloxacin. J. Pharm. Sci. 2002, 91 (5), 1351-1357.
https://doi.org/10.1002/jps.10136.

Huang, X. F.; Zhang, Z. H.; Zhang, Q. Q.; Wang, L. Z.; He, M. Y.; Chen, Q.; Song,
G.-Q.; Wei, L.; Wang, F.; Du, M. Norfloxacin Salts with Benzenedicarboxylic Acids:
Charge-Assisted Hydrogen-Bonding Recognition and  Solubility  Regulation.
CrystengComm 2013, 15 (30), 6090. https://doi.org/10.1039/c3ce40567b.

Imchalee, R.; Charoenchaitrakool, M. Gas Anti-Solvent Processing of a New

Sulfamethoxazole-I-Malic Acid Cocrystal. J. Ind. Eng. Chem. 2015, 25, 12-15.
https://doi.org/10.1016/}.jiec.2014.11.009

Katdare, A. V.; Ryan, J. A.; Bavitz, J. F.; Erb, D. M.; Guillory, J. K. Characterization
of Hydrates of Norfloxacin. Mikrochim. Acta 1986, 90 (1-2), 1-12.
https://doi.org/10.1007/bf01196816.

Katsarou, M. E.; Efthimiadou, E. K.; Psomas, G.; Karaliota, A.; Vourloumis, D.
Novel Copper(ll) Complex of N-Propyl-Norfloxacin and 1,10-Phenanthroline with
Enhanced Antileukemic and DNA Nuclease Activities. J. Med. Chem. 2008, 51 (3),
470-478. https://doi.org/10.1021/jm7013259.

Klein, H. R.; Mader, W. J. TLC Identification of Sulfonamides.J. Pharm.
Sci. 1971, 60 (3), 448—450. https://doi.org/10.1002/jps.2600600322

Li, X.; Hu, Y.; Gao, Y.; Zhang, G. G. Z.; Henry, R. F. A Methanol Hemisolvate of
Ciprofloxacin. Acta Crystallogr. Sect. E Struct. Rep. Online 2006, 62 (12), 05803—
05805. https://doi.org/10.1107/s1600536806049087

Li, X.; zZhi, F.; Hu, Y. Investigation of Excipient and Processing on Solid Phase
Transformation and Dissolution of Ciprofloxacin. Int. J. Pharm. 2007, 328 (2), 177-182.
https://doi.org/10.1016/}.ijpharm.2006.08.012.

Lin, H. O.; Baenziger, N. C.; Guillory, J. K. Physical Properties of Four Polymorphic
Forms of Sulfanilamide I: Densities, Refractive Indexes, and X-Ray Diffraction
Measurements. J. Pharm. Sci. 1974, 63 (1), 145-146.
https://doi.org/10.1002/jps.2600630140

Lin, H. O.; Keith Guillory, J. Polymorphism in Sulfanilamide-D4.J. Pharm.
Sci. 1970, 59 (7), 972-975. https://doi.org/10.1002/jps.2600590711.

Liu, F.; Gao, Y., Zhao, Y. Detection of Quinolone Antibiotics with

Electrochemiluminescence of Bimetallic Ruthenium Complex

230


https://doi.org/10.1002/jps.10136
https://doi.org/10.1039/c3ce40567b
https://doi.org/10.1016/j.jiec.2014.11.009
https://doi.org/10.1007/bf01196816
https://doi.org/10.1002/jps.2600600322
https://doi.org/10.1107/s1600536806049087
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2006.08.012
https://doi.org/10.1002/jps.2600630140
https://doi.org/10.1002/jps.2600590711

Capitulo 7: ESTUDIO DEL ESTADO SOLIDO

[(Bpy)2Ru(Bpy)(CH2)s(Bpy)Ru(Bpy)2]**. Anal. Methods 2014, 6 (13), 4661-4666.
https://doi.org/10.1039/c4ay00632a.

Lu, J.; Li, Y.-P.; Wang, J.; Li, Z.; Rohani, S.; Ching, C.-B. Pharmaceutical
Cocrystals: A Comparison of Sulfamerazine with Sulfamethazine. J. Cryst.
Growth 2011, 335 (1), 110-114. https://doi.org/10.1016/j.jcrysgro.2011.09.032.

Madeira, D.; Alves, C.; Silva, J.; Florindo, C.;: Costa, A.; Petrovski, Z.; Marrucho, I.
M.; Pedrosa, R.; Santos, M. M.; Branco, L. C. Fluoroquinolone-Based Organic Salts
and lonic Liquids as Highly Bioavailable Broad-Spectrum Antimicrobials. In The 1st

International Electronic Conference on Pharmaceutics; MDPI: Basel Switzerland, 2020.

Mafra, L.; Santos, S. M.; Siegel, R.; Alves, |.; Almeida Paz, F. A.; Dudenko, D.;
Spiess, H. W. Packing Interactions in Hydrated and Anhydrous Forms of the Antibiotic
Ciprofloxacin: A Solid-State NMR, X-Ray Diffraction, and Computer Simulation
Study. J. Am. Chem. Soc. 2012, 134 (1), 71-74. https://doi.org/10.1021/ja208647n.

Mahapatra, S.; Venugopala, K. N.; Guru Row, T. N. A Device to Crystallize
Organic Solids: Structure of Ciprofloxacin, Midazolam, and Ofloxacin as Targets. Cryst.
Growth Des. 2010, 10 (4), 1866—1870. https://doi.org/10.1021/cg9015659.

Marsh, G.; Kean, C. Applications of Chromatographic Methods to Organic Acids in
Wine. Am. J. Enol. Vitic. 1951, 2 (1), 157-159.
https://doi.org/10.5344/ajev.1951.2.1.157.

Mazuel C. Norfloxacin. Analytical Profiles of Drug Substances, 1991, 20, 557-600
Analytical Profiles of Drug Substances, Volume 20; En: Florey, K., Brittain, H. G.,
Mazzo, D. J., Wozniak, T. J., Brenner, G. S., Forcier, G. A., Al-Badr, A. A., Eds.;
Elsevier Science & Technology, 1991.

Mesallati, H.; Mugheirbi, N. A.; Tajber, L. Two Faces of Ciprofloxacin: Investigation
of Proton Transfer in Solid State Transformations. Cryst. Growth Des. 2016, 16 (11),
6574—6585. https://doi.org/10.1021/acs.cgd.6b01283.

Mjos, K. D.; Cawthray, J. F.; Polishchuk, E.; Abrams, M. J.; Orvig, C. Gallium(lll)
and lron(lll) Complexes of Quinolone Antimicrobials. Dalton Trans. 2016, 45 (33),
13146-13160. https://doi.org/10.1039/c6dt01315e.

Nangia, A. K.; Desiraju, G. R. Heterosynthons, Solid Form Design and Enhanced
Drug Bioavailability. Angew. Chem. Int. Ed Engl. 2022, 61 (39), €202207484.
https://doi.org/10.1002/anie.202207484

231


https://doi.org/10.1039/c4ay00632a
https://doi.org/10.1016/j.jcrysgro.2011.09.032
https://doi.org/10.1021/ja208647n
https://doi.org/10.1021/cg901565q
https://doi.org/10.5344/ajev.1951.2.1.157
https://doi.org/10.1021/acs.cgd.6b01283
https://doi.org/10.1039/c6dt01315e
https://doi.org/10.1002/anie.202207484

Capitulo 7: ESTUDIO DEL ESTADO SOLIDO

Nath, J.; Baruah, J. B. Polymorphic Solvates, lonic Cocrystals and C—-N Bond
Formation to Form lonic Cocrystals in Sulfamethoxazole and Sulfathiazole-Derived
Urea. CrystEngComm 2022, 24 (18), 3394—-3408. https://doi.org/10.1039/d1ce01731d.

O’Connell, A. M.; Maslen, E. N. X-Ray and Neutron Diffraction Studies of B-
Sulphanilamide. Acta Crystallogr. 1967, 22 (), 134-145.
https://doi.org/10.1107/s0365110x67000210.

O’'Malley, C.; McArdle, P.; Erxleben, A. Formation of Salts and Molecular lonic
Cocrystals of Fluoroquinolones and a,w-Dicarboxylic Acids. Cryst. Growth
Des. 2022, 22 (5), 3060-3071. https://doi.org/10.1021/acs.cgd.1c01509.

Ogruc lldiz, G.; Akyuz, S. Conformational Analysis and Vibrational Study of
Sulfanilamide. Vib. Spectrosc. 2012, 58, 12-18.
https://doi.org/10.1016/j.vibspec.2011.10.005.

Paluch, K. J.; McCabe, T.; Muller-Bunz, H.; Corrigan, O. |.; Healy, A. M.; Tajber, L.
Formation and Physicochemical Properties of Crystalline and Amorphous Salts with
Different Stoichiometries Formed between Ciprofloxacin and Succinic Acid. Mol.
Pharm. 2013, 10 (10), 3640-3654. https://doi.org/10.1021/mp400127r.

Perlovich, G. L. Thermodynamic Characteristics of Cocrystal Formation and
Melting Points for Rational Design of Pharmaceutical Two-Component Systems.
CrystEngComm 2015, 17 (37), 7019-7028. https://doi.org/10.1039/C5CE00992H.

Pinto Vitorino, G.; Mazzieri, M.R. Chapter 1: “The Challenge of Improving the
Bioavailability of Ciprofloxacin by Supramolecular Engineering”, in: “Ciprofloxacin:
Biosynthesis, Applications, and Adverse Effects”. M. S. Attia editor. Nova Science
Publishers, Inc.: USA. 2019. ISBN: 978-1-53614-534-2.

Pinto Vitorino, G.; Sperandeo, N. R.; Caira, M. R.; Mazzieri, M. R. A
Supramolecular Assembly Formed by Heteroassociation of Ciprofloxacin and
Norfloxacin in the Solid State: Co-Crystal Synthesis and Characterization. Cryst.
Growth Des. 2013, 13 (3), 1050-1058. https://doi.org/10.1021/cg301299e¢.

Portieri, A.; Harris, R.K.; Fletton, R.A.; Lancaster, R.W.; Threlfall, T.L. Effects of
polymorphic differences for sulfanilamide, as seen through *C and ®N solid-state
NMR, together with shielding calculations. Concepts in Magnetic Resonance Part B.
2004, 42 (3), 313-320. https://doi.org/10.1002/mrc.1351

Prasad, K. D.; Cherukuvada, S.; Devaraj Stephen, L.; Guru Row, T. N. Effect of
Inductive Effect on the Formation of Cocrystals and Eutectics. CrystengComm 2014,

16 (42), 9930—9938. hitps://doi.org/10.1039/c4ce01489h.
232


https://doi.org/10.1107/s0365110x67000210
https://doi.org/10.1021/acs.cgd.1c01509
https://doi.org/10.1021/mp400127r
https://doi.org/10.1039/C5CE00992H
https://doi.org/10.1021/cg301299e
https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Portieri/Alessia
https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Harris/Robin+K.
https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Fletton/Richard+A.
https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Lancaster/Robert+W.
https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Threlfall/Terence+L.
https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/toc/1097458xa/2004/42/3
https://doi.org/10.1002/mrc.1351

Capitulo 7: ESTUDIO DEL ESTADO SOLIDO

Prasanna, M. D.; Guru Row, T. N. Hydrogen Bonded Networks in Hydrophilic
Channels: Crystal Structure of Hydrated Ciprofloxacin Lactate and Comparison with
Structurally  Similar Compounds.J. Mol.  Struct. 2001, 559 (1-3), 255-261.
https://doi.org/10.1016/s0022-2860(00)00701-8.

Price, C. P.; Grzesiak, A. L.; Matzger, A. J. Crystalline Polymorph Selection and
Discovery with Polymer Heteronuclei. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127 (15), 5512-5517.
https://doi.org/10.1021/ja042561m.

Psomas, G.; Kessissoglou, D. P. Quinolones and Non-Steroidal Anti-Inflammatory
Drugs Interacting with Copper(li), Nickel(li), Cobalt(li) and Zinc(li): Structural Features,
Biological Evaluation and Perspectives. Dalton Trans. 2013, 42 (18), 6252.
https://doi.org/10.1039/c3dt50268f.

Puigjaner, C.; Barbas, R.; Portell, A.; Font-Bardia, M.; Alcobé, X.; Prohens, R.
Revisiting the Solid State of Norfloxacin. Cryst. Growth Des. 2010, 10 (7), 2948—-2953.
https://doi.org/10.1021/cg9014898.

Qi, L.; Xuanyuan, S.; Li, C.; Zhou, X.; Ye, Y.; Sun, Y.; Hao, H.; Xie, C. Effect of the
Functional Group Position in Coformers on Ternary Cocrystals: A Case of
Sulfamoylbenzoic Acids. Cryst. Growth Des. 2024.
https://doi.org/10.1021/acs.cgd.4c00550.

Ravindra, N. V.; Panpalia, G. M.; Jagarlapudi, A. R. P. S. Norfloxacin
Sesquihydrate. Acta Crystallogr. Sect. E Struct. Rep. Online 2009, 65 (2), 0303—0303.
https://doi.org/10.1107/s160053680900066x.

Refat, M. S.; Mohamed, G. G. Ti(lV), Cr(lll), Mn(ll), and Ni(ll) Complexes of the
Norfloxacin Antibiotic Drug: Spectroscopic and Thermal Characterizations. J. Chem.
Eng. Data 2010, 55 (9), 3239-3246. https://doi.org/10.1021/je100064h.

Rostamizadeh, S.; Daneshfar, Z.; Moghimi, H. Synthesis of Sulfamethoxazole and
Sulfabenzamide Metal Complexes; Evaluation of Their Antibacterial Activity. Eur. J.
Med. Chem. 2019, 171, 364-371. https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.03.002.

Roy, P.; Chakraborty, S.; Pandey, N.; Kumari, N.; Chougule, S.; Chatterjee, A.;
Chatterjee, K.; Mandal, P.; Gorain, B.; Dhotre, A. V.; Bansal, A. K.; Ghosh, A. Study on
Sulfamethoxazole-Piperazine Salt: A Mechanistic Insight into Simultaneous
Improvement of Physicochemical Properties. Mol. Pharm. 2023, 20 (10), 5226-5239.
https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.3c00646.

Roy, P.; Pandey, N.; Kumari, N.; Baidya, R.; Mary, Y. S.; Mary, Y. S.; Ghosh, A.
Development of Sulfamethoxazole-Succinimide Cocrystal by Mechanochemical
233


https://doi.org/10.1016/s0022-2860(00)00701-8
https://doi.org/10.1021/ja042561m
https://doi.org/10.1039/c3dt50268f
https://doi.org/10.1021/cg9014898
https://doi.org/10.1021/acs.cgd.4c00550
https://doi.org/10.1107/s160053680900066x
https://doi.org/10.1021/je100064h
https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.3c00646

Capitulo 7: ESTUDIO DEL ESTADO SOLIDO

Cocrystallization — An Insight into Spectroscopic, Electronic, Chemical Conformation
and Physicochemical Properties. Chem. Eng. Res. Des. 2022, 185, 446-457.
https://doi.org/10.1016/j.cherd.2022.07.012

Roy, S.; Goud, N. R.; Babu, N. J.; Igbal, J.; Kruthiventi, A. K.; Nangia, A. Crystal
Structures of Norfloxacin Hydrates. Cryst. Growth Des. 2008, 8 (12), 4343-4346.
https://doi.org/10.1021/cg800519d.

Saganowska, P.; Wesolowski, M. DSC as a Screening Tool for Rapid Co-Crystal
Detection in Binary Mixtures of Benzodiazepines with Co-Formers. J. Therm. Anal.
Calorim. 2018, 133 (1), 785—795. https://doi.org/10.1007/s10973-017-6858-3.

Salceanu, D.-C.; Pincu, E.; Bruni, G.; Marini, A.; Meltzer, V. Physico-Chemical
Study of Norfloxacin and Metronidazole Binary Mixtures.J. Therm. Anal.
Calorim. 2018, 132 (2), 1095-1103. https://doi.org/10.1007/s10973-017-6919-7

Santos, M. M.; Alves, C.; Silva, J.; Florindo, C.; Costa, A.; Petrovski, Z.; Marrucho,
I. M.; Pedrosa, R.; Branco, L. C. Antimicrobial Activities of Highly Bioavailable Organic
Salts and lonic Liquids from Fluoroquinolones. Pharmaceutics 2020, 12 (8), 694.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics12080694.

Shaikh, R.; Singh, R.; Walker, G. M.; Croker, D. M. Pharmaceutical Cocrystal Drug
Products: An Outlook on Product Development. Trends Pharmacol. Sci. 2018, 39 (12),
1033-1048. https://doi.org/10.1016/).tips.2018.10.006.

Shemchuk, O., d’Agostino, S., Fiore, C., Sambri, V., Zannoli. S., Grepioni. F.,
Braga, D. Natural Antimicrobials Meet a Synthetic Antibiotic: Carvacrol/Thymol and

Ciprofloxacin Cocrystals as a Promising Solid-State Route to Activity Enhancement.

Cryst. Growth Des. 2020, 20, 6796 —6803. https://doi.org/10.1021/acs.cgd.0c00900

Srivastav, G.; Yadav, B.; Yadav, R. K.; Yadav, R. A. Vibrational Spectra and
Molecular Structure of Sulfanilamide: IR and Low Temperature Raman Studies and
DFT Investigation of Monomeric and Dimeric Forms. Vib.
Spectrosc. 2021, 112 (103199), 103199.
https://doi.org/10.1016/j.vibspec.2020.103199.

Stoler, E.; Warner, J. C. Non-Covalent Derivatives: Cocrystals and Eutectics.
Molecules 2015, 20 (8), 14833-14848. https://doi.org/10.3390/molecules200814833.

Surov, A. O.; Voronin, A. P.; Drozd, K. V.; Churakov, A. V.; Roussel, P.; Perlovich,

G. L. Diversity of Crystal Structures and Physicochemical Properties of Ciprofloxacin

234


https://doi.org/10.1016/j.cherd.2022.07.012
https://doi.org/10.1021/cg800519d
https://doi.org/10.1007/s10973-017-6919-7
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics12080694
https://doi.org/10.1016/j.tips.2018.10.006
https://doi.org/10.1021/acs.cgd.0c00900
https://doi.org/10.1016/j.vibspec.2020.103199

Capitulo 7: ESTUDIO DEL ESTADO SOLIDO

and Norfloxacin Salts with Fumaric Acid. CrystEngComm 2018, 20 (6), 755-767.
https://doi.org/10.1039/c7¢ce02033c

Sustar B, Bukovec N, Bukovec P. Polymorphism and Stability of Norfloxacin, (1-
ethyl-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-quinolinocarboxylic acid. J. Therm.
Anal., 1993, 40, 475-81.

Sustar, B.; Bukovec, N.; Bukovec, P. Polymorphism and Stability of Norfloxacin,
(1-Ethyl-6-Fluoro-1,4-Dihydro-4-Oxo-7-(1-Piperazinil)-3-Quinolinocarboxylic Acid. J.
Therm. Anal. Calorim. 1993, 40 (2), 475-481. https://doi.org/10.1007/bf02546616.

Tong, C.; Hu, Z.; Liu, W. Sensitive Determination of DNA Based on the Interaction
between Norfloxacin-Tb® Complex and DNA. J. Agric. Food Chem. 2005, 53 (16),
6207—6212. https://doi.org/10.1021/jf050783d.

Toscani, S.; Thorén, S.; Agafonov, V.; Céolin, R.; Dugué. Thermodynamic Study of
Sulfanilamide  Polymorphism: (I) Monotropy of the ao-Variety. J. Pharm.
Res. 1995, 12 (10), 1453-1456. https://doi.org/10.1023/a:1016271017802.

Tupe, S. A.; Khandagale, S. P.; Jadhav, A. B. Pharmaceutical Cocrystals: An
Emerging Approach to Modulate Physicochemical Properties of Active Pharmaceutical
Ingredients. J. Drug Deliv. Ther. 2023, 13 (4), 101-112.
https://doi.org/10.22270/jddt.v13i4.6016.

Turel, I.; Bukovec, P.; Quirds, M. Crystal Structure of Ciprofloxacin Hexahydrate
and Its Characterization. Int. J. Pharm. 1997, 152 (1), 59-65.
https://doi.org/10.1016/s0378-5173(97)04913-2.

Velaga, S. P.; Basavoju, S.; Bostrom, D. Norfloxacin Saccharinate—Saccharin
Dihydrate Cocrystal — A New Pharmaceutical Cocrystal with an Organic Counter lon. J.
Mol. Struct. 2008, 889 (1-3), 150-153. https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2008.01.046

Vemuri, V. D.; Lankalapalli, S. Rosuvastatin Cocrystals: An Attempt to Modulate
Physicochemical = Parameters. Futur. J. Pharm. Sci. 2021, 7 (1).
https://doi.org/10.1186/s43094-021-00213-7.

Vippagunta, S. R.; Brittain, H. G.; Grant, D. J. W. Crystalline Solids. Adv. Drug
Deliv. Rev. 2001, 48 (1), 3-26. https://doi.org/10.1016/s0169-409x(01)00097-7.

Wang, P.-L.; Feng, Y.-L.; Chen, L. Simultaneous Determination of Trace
Norfloxacin, Pefloxacin, and Ciprofloxacin by TLC—-Fluorescence Spectrodensitometry.
Microchem. J. 1997, 56 (2), 229-235. https://doi.org/10.1006/mchj.1996.1396

235


https://doi.org/10.1039/c7ce02033c
https://doi.org/10.1007/bf02546616
https://doi.org/10.1021/jf050783d
https://doi.org/10.1023/a:1016271017802
https://doi.org/10.22270/jddt.v13i4.6016
https://doi.org/10.1016/s0378-5173(97)04913-2
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2008.01.046
https://doi.org/10.1186/s43094-021-00213-7
https://doi.org/10.1016/s0169-409x(01)00097-7
https://doi.org/10.1006/mchj.1996.1396

Capitulo 7: ESTUDIO DEL ESTADO SOLIDO

Yamashita, H.; Hirakura, Y.; Yuda, M.; Terada, K. Coformer Screening Using
Thermal Analysis Based on Binary Phase Diagrams. Pharm. Res. 2014, 31 (8), 1946—
1957. https://doi.org/10.1007/s11095-014-1296-4.

Yang, S. S.; Guillory, J. K. Polymorphism in Sulfonamides.J. Pharm.
Sci. 1972, 61 (1), 26—40. https://doi.org/10.1002/jps.2600610104.

Yeh, K. L.; Lee, T. Intensified Crystallization Processes for 1:1 Drug—Drug
Cocrystals of Sulfathiazole-Theophylline, and Sulfathiazole—Sulfanilamide. Cryst.
Growth Des. 2018, 18 (3), 1339-1349. https://doi.org/10.1021/acs.cgd.7b01197.

Zaini, E.; Sumirtapura, Y. C.; Halim, A.; Fitriani, L.; Soewandhi, S.N. Formation
and Characterization of Sulfamethoxazole-Trimethoprim Cocrystal by Milling
Process. J. Appl. Pharm. Sci. 2017, 7 (12): 169- 173.
https://doi.org/10.7324/japs.2017.71224.

Zeng, X.; Zheng, C.; Qiu, S.; Jiang, X.; Wang, X.; Qian, K.; Pan, R.; Yang, J.; Ma,
Y. Cocrystal of Naringenin and Norfloxacin: Crystal Transformation, Solubility, and
Antibacterial and Anticancer Activities. Cryst. Growth Des. 2024, 24 (11), 4416-4427.
https://doi.org/10.1021/acs.cgd.4c00080.

Zhang, G.; Zhang, L.; Yang, D.; Zhang, N.; He, L.; Du, G.; Lu, Y. Salt Screening
and Characterization of Ciprofloxacin. Acta Crystallogr. B Struct. Sci. Cryst. Eng.
Mater. 2016, 72 (1), 20—-28. https://doi.org/10.1107/s2052520615018582.

236


https://doi.org/10.1002/jps.2600610104
https://doi.org/10.1021/acs.cgd.7b01197
https://doi.org/10.7324/japs.2017.71224
https://doi.org/10.1021/acs.cgd.4c00080
https://doi.org/10.1107/s2052520615018582

CAPITULO

OPTIMIZACION DE LAS
PROPIEDADES
BIOFARMACEUTICAS

8.1. INTRODUGCCION ...ttt 238
8.2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS DE FLUORQUINOLONAS .........ccceoveveieeiennnn. 239
8.3. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS DE SULFONAMIDAS ANTIBACTERIANAS.....240
8.4. MATERIALES Y METODOS .....oooiiitieetceeteeeetee et te st ess st eaase s s s asensaennanas 240

8.4.1. Determinacion del logaritmo del Coeficiente de Particion aparente ....................... 240
8.4.2. Solubilidad en equIliDrio. ...........eviiiiii 241
8.4.3. Velocidad de diSOIUCION.........ccooiuiiiiiiiie it 242
8.5. RESULTADOS Y DISCUSION ......cooiiiiiietectecteeeee et ee ettt eae e eaenna 243
8.5.1. Determinacion del 100 Pap......c.uuuiiieiiiiiiiiie et 243
8.5.2. Solubilidad en eqUIlIDIIO..........cooiiiii e 245
8.5.3. Velocidad de diSOIUCION...........uviiiiiiiiiiite et 248
8.6. CONCLUSIONES.......oeiitiiitii ittt ettt bttt e bbbt enees 252
8.7. BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt e ettt et e s neaaesteeaenean 252

237



Capitulo 8: OPTIMIZACION DE LAS PROPIEDADES BIOFARMACEUTICAS

8.1. INTRODUCCION

La solubilidad y la permeabilidad son propiedades biofarmacéuticas de gran
impacto en la absorcién de los ingredientes farmacéuticos activos (IFA) administrados
por via oral y por ello son los principales factores utilizados para asegurar una
adecuada Biodisponibilidad (BD), segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica
(SCB).

La BD es la "cantidad relativa del medicamento que ha accedido a la
circulacion general después de su administracion, y la velocidad a la cual se ha
producido dicho acceso". Esta Ultima definicibn ha sido adoptada por la autoridad
sanitaria de nuestro pais (ANMAT) entre otras, y constituye tanto el fundamento de la
determinacién practica de la BD como de su estrecha relacion con el ensayo de

disolucion in vitro (Volonté et al., 2013).

Cuando estas propiedades son desfavorables, una de las estrategias mas
comunmente utilizadas para su optimizacién es recurrir a la ingenieria de cristales para
el disefio de aductos moleculares farmacéuticos capaces de influir en el perfil
biofarmacéutico de las formas farmacéuticas soélidas y mejorar su BD. La tasa de
disolucion y la solubilidad en equilibrio de los sélidos farmacéuticos mantienen una
estrecha relacién con la BD del IFA y son indicadores valiosos para el desarrollo de
formulaciones (Good et al., 2008; Martinez-Alejo et al.,, 2014). Otra propiedad
fundamental es el coeficiente de Particion octanol/agua (P), indicador fisicoquimico
frecuentemente empleado para modelar la composicion de membranas biol6gicas,
predecir la permeabilidad de los IFA y para calcular el transporte, distribucion y destino
en el organismo; también tiene un rol crucial en la formulacion de correlaciones
cuantitativas entre la estructura quimica y la actividad biolégica de sustancias (QSAR
del inglés: Quantitative Structure Activity Relationships). Los beneficios del n-octanol
como solvente organico modelo para la determinacion experimental del coeficiente de
distribucién se atribuyen principalmente a su equilibrio hidréfilo-lipéfilo, su habilidad
para generar enlaces de hidrogeno y su capacidad para disolver un elevado contenido
de agua, reportado hasta un 27,5%; ademas, aspectos termodinamicos y tedricos
sugieren que el n-octanol saturado de agua tiene una estructura microheterogénea.
Por lo tanto, se ha descubierto que las relaciones entre la actividad biolégica y el
coeficiente de reparto son considerablemente mas apropiadas en este sistema que en

otros sistemas hidrocarburo/agua (Martinez et al., 2001; Prashar et at., 2023).
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Por otra parte, la velocidad a la que los IFA poco solubles en agua se disuelven
en el tracto gastrointestinal a partir de la forma farmacéutica, se correlaciona con su
velocidad de absorcion sistémica. Es por ello que el ensayo de disolucion es la prueba
in vitro de eleccion para estudiar el comportamiento que tendran los medicamentos in
vivo, y se ha convertido en un requisito farmacopeico y regulatorio para la evaluacion

de formas farmacéuticas (Volonté et al., 2013).

8.2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS DE FLUORQUINOLONAS

Estudios en solucion realizados por Takacs-Novak y col. (1992) fueron de los
primeros investigadores que determinaron el P aparente en octanol/agua de una serie
de quinolonas, en funcién del pH. Observaron que, a pH inferiores al punto isoeléctrico
de las Fluorquinolonas (FQ), la liposolubilidad experimental es mayor que los valores
calculados. Atribuyeron este hecho a la formacién de pares i6nicos entre la especie
catidnica del IFA y la especie aniénica del buffer presente en la solucién. Otro informe
similar es el de Manzo y col. (Ahumada et al., 1993; Fallati et al., 1994) quienes
atribuyeron los comportamientos inesperados de las solubilidades de Norfloxacino
(NOR) y Ciprofloxacino (CIP), a pH inferiores a su punto isoeléctrico, a la formacién de

agregados moleculares entre distintas especies catidnicas y neutras de FQ.

Yu y col. (1994) informaron sobre el perfil de solubilidad en funcién del pH de
NOR y CIP y sus solubilidades intrinsecas en funciéon de la temperatura, mostrando
gue ambas tienen un calor de disolucion endotérmico con una solubilidad minima a pH
alrededor de 7. Los valores de solubilidad intrinseca para CIP fueron: 0,037 mg/mL (6
°C), 0,086 mg/mL (25 °C), 0,14 mg/mL (30 °C) y 0,17 mg/mL (40 °C); para NOR 0,27
mg/mL (6 °C), 0,37 mg/mL (25 °C) y 0,85 mg/mL (40 °C). El perfil de solubilidad en
funcién del pH de NOR a 25 °C también fue reportado por Ahumada y col. (1993) con
una solubilidad minima de 0,31 mg/mL a pH 7. Fallati y col. (1994) informaron el perfil
de solubilidad en funcion del pH de CIP a 25 °C con un minimo de 0,088 mg/mL a pH
6,84. En concordancia, Ross y col. (1990) también encontraron que la solubilidad
intrinseca de las FQ a 25 °C oscilaba entre 0,0297 y 2,75 mg/mL (Breda et al., 2009).

El cocristal NOR-Nicotinamida ha mostrado casi 8,13 y 6,53 veces mas
solubilidad en HCI 0,1 N y tampon fosfato que el NOR original, seguido por los
cocristales de NOR con &cido cinamico y sérbico con 4,41, 3,81 y 3,46, 1,96 veces

mas solubilidad en ambos medios, respectivamente (Prashar et al., 2023).
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La comparacion de la solubilidad aparente de NOR (0,21 mg/mL) con el
cocristal formado con isonicotinamida (0,59 mg/mL) y las sales con acidos malénico
(3,90 mg/mL), succinico (6,60 mg/mL) y maleico (9,80 mg/mL) después de 72 h de
equilibrio, reveld una mejora de aproximadamente tres veces en la solubilidad del

cocristal y una mejora de 20 a 45 veces en las sales (Basavoju et al., 2006).

CIP anhidro fue descrito por Li y col. (2006) y comparado con sus hidratos
mediante TG-CDB y DRXP. Los perfiles de disolucién del polvo de las dos formas
cristalinas de CIP indicaron que la forma anhidra tenia una velocidad de disolucion
significativamente mayor que su hidrato, logrando concentracion méaxima en 1 minuto.
Sin embargo, inmediatamente después de alcanzar una concentracion maxima, la
velocidad de disolucion comenz6 a disminuir hasta casi el 50% al final del experimento
de 60 minutos. Este comportamiento fue atribuido a la cristalizacion de CIP hidratada,

que tiene una solubilidad significativamente menor (Pinto Vitorino et al., 2019).

8.3. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS DE SULFONAMIDAS
ANTIBACTERIANAS

El comportamiento termodindmico de soluciones de algunas sulfonamidas
antibacterianas (SA) en alcoholes puros ha sido estudiado, mediante la determinacién
de la solubilidad en funcién de la temperatura y el correspondiente tratamiento de van't
Hoff para el célculo de la entalpia de solucion (Martinez et al., 2001). Por otra parte,
Delgado (2011) realiz6 el estudio Termodinamico de la solubilidad de SA sddicas en

mezclas cosolventes etanol-agua.

Gopi y col. (2016) elaboraron una sal formada por sulfatiazol y NOR con
propiedades fisicoquimicas, biofarmacéuticas y de actividad mejoradas respecto a los

componentes individuales. Se caracteriz6 mediante DRXM, DRXP, FT-IR y DSC.

8.4. MATERIALES Y METODOS

8.4.1. DETERMINACION DEL LOGARITMO DEL COEFICIENTE DE
PARTICION APARENTE

Se determind el Coeficiente de Particion Aparente (Log Pa) de NOR, CIP,
Sulfanilamida (SNA) y Sulfametoxazol (SMX) y de las Mezclas Fisicas (MF)
equimoleculares: NOR+SNAwr, NOR+SMXwur, CIP+SNAwur y CIP+SMXye.
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Como solventes se utilizd n-octanol (Merck®) y solucién reguladora de pH 7,4
preparada segun Farmacopea Argentina (FA 7 Ed.), previamente saturados durante 24
horas. El equipamiento utilizado fue: balanza analitica digital Sartorius®; agitador
mecanico Vortex Precytec®; bafio sonicador TB-04 Testlab®; bafio termostatizado
Vicking® modelo Dubnoff; espectrofotdmetro UV-Vis Varian Cary 50 y micropipetas
P200 y P1000 HTL.

Se aplicé el método de la ampolla (shake flask) segun los lineamientos
descritos en la Guia OECD (1995), para ello se prepararon soluciones de
concentracién conocida cercana a 5x10° M de FQ y SA en buffer saturado con
n-octanol. En tubos de vidrio con tapa a rosca se colocaron 5 mL de las soluciones
acuosas de SA o FQ o FQ+SA, se adicionaron 5 mL de n-octanol saturado con buffer.
El sistema fue agitado vigorosamente durante 1 minuto y mantenido con agitacion
durante 3 horas a 25 °C. Posteriormente, se centrifugaron los sistemas durante 10
minutos a 10000 rpm y se separaron las fases acuosas. Se determiné la absorbancia
de cada una de las soluciones. Para determinar las concentraciones de los IFA, se

calculo el log P4 aplicando la Ecuacion 8.1:

(AI _Af)'vac

logP,, =log
Af '\/oct Ec.8.1

siendo A la absorbancia de la fase acuosa antes de la particion, A la absorbancia de
la fase acuosa después de la particion, Vac volumen de la fase acuosa y Ve Volumen

de la fase octandlica.

8.4.2. SOLUBILIDAD EN EQUILIBRIO

Se determind la solubilidad en equilibrio de los IFA, de las MF y de los sélidos
multicomponentes mediante el método de saturacion de Higuchi y Connor’s (Higuchi
et al., 1965). Los ensayos de solubilidad se realizaron en buffer pH 7,4 (FA 7 Ed.), por
triplicado. Las muestras se prepararon afiadiendo 15 mg de sélido (suficiente para
obtener soluciones sobresaturadas) a 10 mL de la solucién tamponada, en tubos de
vidrio con tapa a rosca. Las muestras ensayadas fueron: NORwpc, CIPypc, SNAwMPC,
SMXwmpc, NORLag-acn, CIPLag-acn, SNALac-acn, SMXiac-acn, NOR+SMXwr, CIP+SMXwr,
NOR-SMXac-acnzo’, NOR-SMXac-acneo's CIP-SMXac-acn. La suspension resultante en
cada caso se sonicO con ultrasonido por 1 minuto. Posteriormente, los tubos se
colocaron en un bafo de agua termostatizado a 37 °C con tapa, se mantuvieron con
agitacion constante y protegidos de la luz ambiente. Se tomaron alicuotas de 1 mL a

las 24, 48, 72 y 96 horas, con posterior reposicion del solvente. Cada alicuota se
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centrifugé a 3500 rpm durante 10 minutos y se midi6 la absorbancia. Se determiné la
concentracion de cada alicuota mediante espectrofotometria UV-Vis de derivada

primera, metodologia validada segun lo descrito en el Capitulo 5.

8.4.3. VELOCIDAD DE DISOLUCION

El ensayo de velocidad de disolucion se llevé a cabo en un equipo de prueba
de disolucién (Fig. 8.1) SR8 Plus, Hanson Research, aplicando el método de
disolucion de polvo utilizando el aparato de disolucion 2 (paleta) descrito en la FA 7
Ed. El sistema se mantuvo a 37,0 + 0,5 °C con agitacién constante a 150 rpm. Se
pesaron 100 mg de los IFA a ensayar (NORiacacn, ClPrac-acn, SMXiac-acn,
NOR+SMXwe, CIP+SMXue, NOR-SMXiac-acnzo, CIP-SMXiac-acn). Las pruebas se
realizaron en 500 mL de buffer pH 7,4 FA 7 Ed., por duplicado. Se retiraron muestras
de 3 mL a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos. A fin de mantener el volumen constante,
se repuso el volumen extraido con una cantidad equivalente de medio de disolucion
fresco, precalentado a 37,0 £ 0,5 °C. Las muestras se filtraron con membranas de
acetato de 0,45 um Millipore®. Las concentraciones de los IFA disueltos, se
determinaron por espectrofotometria UV-Vis con espectro de derivada primera. Se
obtuvieron los perfiles de disolucién graficando el porcentaje (%) acumulativo medio
del IFA disuelto en funcion del tiempo, para evaluar y comparar la velocidad de

disolucion de los IFA solos, de las MF y de los aductos.

OFF

o %LS0.0rme %| 37.09C |

Figura 8.1. Esquema de un equipo de disolucion (Volonté et al., 2013).

La cantidad acumulada de farmaco y medio extraido y eliminado del recipiente
de disolucion en cada intervalo de muestreo, puede ser lo suficientemente significativa
como para afectar los resultados en intervalos de muestreo posteriores. Se deben
aplicar correcciones matematicas para determinar valores precisos, es decir, los
valores que se habrian medido si no se hubiera extraido muestra de los recipientes

(Salt, 2021). En el ensayo realizado se opt6 por reponer solvente fresco a 37,0 °C,
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luego de cada toma de muestra. En este caso, el volumen del recipiente permanece
constante durante toda la prueba de disolucién y la correccion contemplada en la
Ecuacion 8.2 tiene en cuenta la cantidad de farmaco extraido en cada intervalo de

tiempo.

_ Vs rn—1
Cn,corr - Cn + _f-=1 Cz'
Vin Vi

Ec. 8.2
Donde C,cor €S la concentracion corregida en el intervalo de muestra n; C, es
la concentracién medida o no corregida en el intervalo de muestra n; Vi, es el volumen
del medio original en el recipiente de disolucion; Vs es el volumen de muestra extraido
en cada intervalo de tiempo; y Cies la concentracién no corregida en cada intervalo

previo de muestreo i.

Este método asegura que los datos de disoluciéon reflejen con precision la
cantidad total de IFA disuelto, compensando el efecto de la dilucién debido a la

reposicion del volumen en el sistema de disolucion.

8.5. RESULTADOS Y DISCUSION

8.5.1. DETERMINACION DEL LOG P.»

Los resultados de la determinacién del log Pa medidos en un sistema de buffer

fosfato de pH 7,4, se presentan a continuacion.

En la Tabla 8.1 se observan los valores promediados de absorbancia de las
soluciones de CIP, NOR, SNA y SMX, comerciales, de concentracion inicial 10,0
pMg/mL (A) y los valores correspondientes, luego de la particion (Ay).

Tabla 8.1. Valores de longitud de onda, Absorbancia inicial y de Absorbancia luego de la
particion, de las soluciones de FQ y SA.

A (nm) Ai As
ClPwmpc 271 1,1055 0,951
NORwmpc 271 0,8365 0,7725
SNAwmPc 258 0,5165 0,361
SMXwmpc 257 0,562 0,449

Ai: absorbancia inicial, Ar: absorbancia final
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Aplicando la Ecuacion 8.1 se calcularon los valores de Pay y log Pap de FQ y
SA. Los mismos, junto a valores de Py Yy log Payp medidos a pH cercanos a 7,4

hallados en bibliografia se exponen en la Tabla 8.2.

Tabla 8.2. Comparacion entre los valores de log Pap determinados experimentalmente y
hallados en bibliografia de FQ y SA.

Datos Datos
experimentales bibliograficos

log Pap log Pap

-1,092

-2,00°

NOR -1,35+0,02 -1,669
-1,34'?

-1,52!

-1,13°¢

CIP -0,992
-1,70°

-1,74¢

-1,11 £ 0,04 -1,45¢

-0,70f

-1,519

-1,49'_1

-1,10

SNA -0,67 £ 0,01 -0,62
SMX -0,90 + 0,02 -0,89'

3pH 7,0 (Buffer fosfato 0,05 M), (Ross et al., 1992); °pH 7,2 (octanol y buffer fosfato 0,1 M), (Hirai et al., 1986); pH 7,40
Tris hidroximetilaminometano 0,15 M (Montero et al., 1997); Calculado usando el método descrito por Leo & col
(1971), (Ross et al., 1990); ®Buffer fosfato pH 7,0 (Escribano et al., 1997); ‘Buffer fosfato pH 7,2 (80 Mm de KH,PO4 y
77 Mm de NaCl), (Bazile S, 1992); 9Buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0 (Asuquo et al.,1993); "1-octanol y fosfato de
sodio 0,1M, pH 7,2 (McCaffrey et al., 1992); (Hansch et al., 1995); pH 7 (Klosinska-Szmurlo et al., 2014).

Se observa que los cuatro IFA en estudio tienen caracter hidrofilico a pH 7,4, y
la tendencia en orden decreciente es NORwmpc, CIPvpc, SMXupc Y SNAMec. El valor de
log Pa4p hallado para NORwpc coincide con el publicado por McCaffrey et al., (1992). Se
observa que el valor de log Pa determinado para ClIPwec €S muy semejante a los
valores publicados por Montero y col. (1997) y Klosinska-Szmurlo y col. (2014). Los
valores de SNAmpc Y SMXupc SOn muy similares a los publicados por Hansch y col.
(1995). Cabe destacar que, al tratarse de sustancias anfoteras, el valor de log Pap es
totalmente dependiente del pH del medio y por ello varian los valores reportados en la
bibliografia.

En la Tabla 8.3 se presentan los valores de log P4, de las MF equimoleculares
de NOR+SNAwmr, NOR+SMXwme, CIP+SNAME Yy CIP+SMXwmE.
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Tabla 8.3. Valores log P4, determinados de mezclas FQ-SA

Datos experimentales

Mezcla IFA log Pap
NOR -0,28 £ 0,03
NOR+SNAwmr
SNA -0,02 £ 0,01
NOR -0,13+0,01
NOR+SMXwF
SMX -0,02 £ 0,01
CIP -0,18 £ 0,03
CIP+SNAwmF
SNA -0,28 £ 0,01
CIP -0,20 £ 0,02
CIP+SMXwmF
SMX -0,15 £ 0,03

En todos los casos se observa que el log P4, de los IFA en las combinaciones
es significativamente superior al de los IFA individuales a pH 7,4. Es decir que
disminuye la hidrofilia de ambos IFA por la presencia del otro en la solucién. Este
comportamiento se explica mediante la formacidon de asociaciones moleculares de
mayor lipofilia, justificada por la presencia simultanea de las especies zwitteridnica y
neutra en el caso de las FQ y de especie neutra en el caso de las SA en solucién, al
pH de trabajo, que estd proximo al punto isoeléctrico de ambos IFA (Klosinska-
Szmurlo et al., 2014).

8.5.2. SOLUBILIDAD EN EQUILIBRIO

El estudio de solubilidad se realiz6 en buffer acuoso pH 7,4. Se seleccion6 este
valor de pH porque, independientemente de que el IFA sea acido o basico, la mayor
parte de su absorcion ocurre en el intestino delgado (pH 6-8), y por lo tanto la
determinacion de la solubilidad a un pH medio, como es pH 7,4 es muy relevante
(Gopi et al., 2016).

Se realizaron pruebas a las materias primas NORwmpc, CIPmpc, SNAwpc Y
SMXwpc. También se analizaron como prueba piloto las MF equimoleculares de
FQ+SA y las obtenidas por LAG con ACN. Se tomé la decisién de priorizar las
combinaciones NOR-SMX y CIP-SMX ya que son las que presentaron mejores
resultados en el resto de las determinaciones experimentales y son de mayor

relevancia clinica.

En la Tabla 8.4 se observan los datos obtenidos de solubilidad a 48, 72 y 96
horas para los IFA: NORwec, CIPvpc, SNAwPc Y SMXuec.
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Tabla 8.4. Concentraciones de IFA obtenidas a las 48, 72 y 96 horas.

Concentracion (M)

IFA 48h 72h 96h
NORwmPc 2,56 x10® 3,11x10° 3,51 x103
CIPwmec 5,85x10* 6,36 x10* 6,56 x10*

SNAwmPc 2,79 x10% 5,41x102 5,70 x102
SMXwmpc 2,03x102 2,91x102 3,02 x102

Segun datos reportados en bibliografia, la solubilidad intrinseca de NOR es 1,0
x 102 M y la solubilidad de SMX a pH 7,0 es 0,08 M (Hekster et al., 1982). Nuestros
resultados, obtenidos a un valor de pH levemente superior (7,4), indican que la
solubilidad en equilibrio de NORwec €s 3,51 x 102 M y la de SMXwec es de 3,02 x 103
M.

En la Tabla 8.5 se presentan los resultados del estudio de la solubilidad en
solucion acuosa a pH 7,4, del aducto NOR-SMX ac-acn durante 30 y 60 minutos, en
comparacion con cada uno de los IFA que lo constituyen (NORac-acn Y SMXiac-acN) Y

la MF equimolecular de ambos IFA.

Tabla 8.5. Concentraciones molares de solubilidad en equilibrio de: NORag-acn, SMX(ag-AcN;,
NOR+SMXMF, NOR-SMXLAG.ACNSO, NOR-SMX| ac-aAcNeo obtenidas a las 48, 72 Yy 96 horas.

48 HS 72 HS 96 HS

NORtag-Acn 9,67 X10* +2.80X10* 1,04 X103 +127 X10* 1,20 X103 +1,81 X10*
SMXua-acn 1,13x102 +2,14 X10® 1,55 X102 +3,17 X10* 157 X102 _+9,73 X103
NOR+SMXwr NOR 1 24x10% £593X10% 1,63X10-3 +825X10° 1,77 X10° 7,17 X10°
SMX g 63 X109+ 6,15 X104 1,14 X10-2 +7,66 X10* 1,49 X102 9,06 X10*

NOR-SMXuaeacnao NOR ) o1 3103 +239 X104 1,74 X10-3 +342 X104 1,84 X10° 2,20 X10*
SMX 933X109 £1,08X10°  1,03X10-2 +129X10° 1,31 X102 2,30 X10°

NOR-SMXuacacneo NOR ) 45 %103 +1,48 X104 2,27 X10-3 +1,41 X105 2,43 X10° 589 X10*
SMX  1,20X102? +2,44 X10° 150 X10-2 +7,24 X104 1,93 X102 +1,42 X10*

Los resultados obtenidos para NOR se visualizan en la Figura 8.2.A y los de

SMX en la Figura 8.2.B. En ambos casos se compara la concentracion de IFA, en

forma individual, en la MF y en el producto de la molienda asistida por ACN de 30y 60

minutos, que se logro disolver en los tres periodos de tiempo.
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0.003 - 0.03 -
A. NOR B. SMX
0.0025 - 0.025 -
0.002 - 0.02 -
. I
0.0015 | 0.015 - I
I
I
0.001 - .
0.01 N
0.0005 0.005 -
0 0 -
48h 72h 96h 48h 72h 96h
= NORLAG-ACN uNOR+SMXMF 1 SMXLAG-ACN uNOR+SMXMF
NOR-SMXLAG-ACN30 m NOR-SMXLAG-ACNE0 NOR-SMXLAG-ACN30 = NOR-SMXLAG-ACNG0

Figuras 8.2. Concentraciones molares de solubilidad en equilibrio de A. NOR y B. SMX
obtenidas a las 48, 72 y 96 horas.

Se observa que la solubilidad de NOR en presencia de SMX., a las 96 horas,
es muy similar en la MF y en el aducto molido durante 30 minutos, y en ambos casos
es superior a la solubilidad del IFA individual en un 47 % y 53 % respectivamente. Por
otra parte, la solubilidad de NOR en el aducto molido durante 60 minutos es
considerablemente mayor, observdndose un aumento del 102 % en el complejo

molecular, respecto a NORLag-acn.

La solubilidad de SMX en presencia de NOR, asciende hasta 1,93 x 102 M,
representando un incremento de su solubilidad del 23 % en el aducto NOR-
SMXiacacner respecto a SMXiac-acn. Ademas, se observd una disminucién en la
solubilidad de SMX en la MF y en NOR-SMXiac-acnzo de un 5 % y 16 %
respectivamente, en comparacion con su valor de solubilidad original 1,57 x 102 M
(Figura 8.2.B).

Tabla 8.6. Concentraciones molares de solubilidad en equilibrio de: CIP ag-acn, SMX(ag-AcN,
CIP+SMXme Yy CIP-SMX_aG-AcN @ las 24, 48, 72 Yy 96 horas.

48 h 72 h 96 h
ClPLac-acn 2,32X10% +9,19X106 2,16X10% +4,17X10° 3,17X10% +2,67X105
MXLAc.

SMXac-acn 1,09X102 +6,68X10%4 1,31X102 +2,08X10%4 1,51X102 +2,19X1073
CIP+SMXur CIP1,48X1073

+8,70X10° 1,60X10° +1,93X10°  1,67X10° +9,80X10°
1,27X102
SMX +4,14X10%  1,73X102 +2,67X10% 1,94X102 +8,11X10
CIP-SMX_ac. cip
LAG-ACN 1,55X103 +1,06X10%* 1,61X10% +2,25X10%4 1,85X102% +8,70X10°

SMX 1,63X102 +4,75X103  1,98X102 +2,05X10° 2,21X102 +1,39X103
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Figuras 8.3. Concentraciones molares de solubilidad en equilibrio de A. CIP y B. SMX
obtenidas a las 48, 72 y 96 horas.

Los resultados del ensayo de solubilidad de CIPLag-acn, SMXLac-acn, CIP+SMXwr,
CIP-SMXLac-acn S€ muestran en la Tabla 8.6 y en la Figura 8.3. En ambos casos se
compara la concentracion de IFA, en forma individual, en la MF equimolar y en el

producto de LAG con ACN durante 30, que se disolvié en los tres periodos de tiempo.

La solubilidad de CIP, registrada a las 96 horas, se incrementa en un 426 % en
la MF y en un 483 % en CIP-SMXiac-acn. Por otra parte, la solubilidad de SMX
proveniente de la MF supera en un 28 % a la solubilidad del SMXiac-acn, Y SMX

proveniente de CIP-SMX_ag-acn €N un 46 %.

Se observa un incremento significativo de la solubilidad de los dos
componentes, tanto en la MF como en el so6lido multicomponente, respecto a los
compuestos puros. El incremento de solubilidad se hace mas considerable para CIP.
Estos datos son consistentes con la disminucion del Punto de Fusion (PF) del solido
multicomponente, comparado con los puntos de fusion de los IFA individuales, que se
muestra en el Capitulo 7 (Gopi et al., 2016). Es posible afirmar que el aducto CIP-
SMXac-acnse, S€ disuelve proporcionando una solucién con una concentracion
superior, en comparacién con las correspondientes formas cristalinas obtenidas de

manera individual o una MF de ellas.

Estos resultados ponen en evidencia que la formacion de cocristales podria
mejorar la solubilidad de uno o ambos componentes impactando positivamente sobre
la BD de estos IFA.

8.5.3. VELOCIDAD DE DISOLUCION

En las figuras 8.4 Ay B y 8.5 Ay B se observa el perfil de disolucién en buffer
acuoso de pH 7,4 de NORLAG.A(;N, SMXLAG.ACN, ClPLAG.A(:N, NOR+SMXMF, NOR-SMX| ac-
ACN, C|P+SMXMFy CIP-SMX_aG-AcN.
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Figura 8.4. Porcentaje de IFA disuelto de A. NOR y B. SMX: en 15, 30, 60, 90 y 120 min
proveniente del IFA individual, de NOR+SMXwr y de NOR-SMXac-AcN.

Se observa que, durante los primeros 60 minutos de ensayo, la solubilidad de
NOR_ac-acn €S menor que para NOR en la MF con SMX, luego se invierte esta relacién
viéndose favorecida la solubilidad de NORiac-acn Y superando el 90 % de sdélido
disuelto a partir de los 90°. Por otra parte, la solubilidad de NOR proveniente del sélido
multicomponente es significativamente mayor durante todo el periodo de tiempo del
ensayo alcanzando el 80 % de disoluciéon a los 15 minutos y superando el 90 % a
partir de los 30" (Figura 8.4.A).

La solubilidad de SMX en el aducto practicamente es igual a la de SMX_ac-acn
al comienzo del ensayo, la solubilidad de SMX en la MF es mayor (80 %) con respecto
a los otros dos. Posteriormente, SMX en NOR-SMXiac.acn presenta la mayor
solubilidad, seguida de SMX en la MF y de SMXiac-acn Superando el 90 % de IFA
disuelto a partir de los 60" (Figura 8.4.B).
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Figura 8.5. Porcentaje de IFA disuelto A. CIP y B. SMX: en 15, 30, 60, 90 y 120 min
proveniente del IFA individual, de CIP+SMXwue y de CIP-SMXac-acn.
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CIP en el aducto CIP-SMX_ac-acn presenta una solubilidad semejante a CIP en
la MF durante los primeros 30 minutos de ensayo. A partir de los 45 minutos el
porcentaje disuelto de CIP en CIP-SMXiac-acn S€ hace considerablemente mayor,

alcanzando el 100 % de disolucion a los 120 minutos (Figura 8.5.A).

Este comportamiento es coincidente con el descrito en el ensayo de solubilidad
en equilibrio (Secciéon 8.5.2), donde también se observa un gran incremento en la
solubilidad de los IFA en las MF equimoleculares vy, principalmente, en los sélidos
multicomponentes. El aducto mas favorecido es CIP-SMX.ac-acn. Cabe destacar que
este sistema presenta un PF inferior al de los IFA que le dan origen (Seccién 7.7.2,
Tabla 7.7), esto significa que las uniones intermoleculares son de menor energia en el

estado solido y por lo tanto el compuesto es mas facilmente solubilizable.

Durante el primer periodo de tiempo, SMX en CIP-SMXiac-acn presenté la
mayor velocidad de disolucion, superando el 85 % de IFA disuelto. A partir de los 60
minutos, el porcentaje de SMX disuelto fue mayor para SMX proveniente de la MF
(Figura 8.5.B).

Cabe destacar que, en todos los casos, tanto los componentes de las MF como
los de los solidos multicomponentes, presentan una ventaja significativa en la

velocidad de disolucion respecto a los IFA individuales.

En general, se observa que los factores estructurales que aumentan la
solubilidad de un IFA tienden a disminuir su permeabilidad y viceversa. Esto ocurre
porque las propiedades mencionadas estan directamente relacionadas con el caracter
iGnico/no polar de la molécula del IFA. Es asi que, cuanto mas polar sea la molécula,
mayor solubilidad en agua tendra y menor permeabilidad a través de una membrana
lipofilica. Esto, en esencia, constituye la dicotomia solubilidad versus permeabilidad. El
aumento en uno de estos atributos tiende a disminuir el otro y, no obstante, lo ideal es

mejorar arménicamente ambos para mejorar la BD (Gunnam et al., 2023).

Sin embargo, existen numerosos ejemplos en la literatura que dan cuenta de
que las caracteristicas de solubilidad y permeabilidad de muchos cocristales
farmacéuticos son mas favorables que de las del IFA original (Ferreira et al., 2023;
Pinto Vitorino et al., 2019; Tupe et al., 2023). Partiendo del supuesto de que un
cocristal o una sal farmacéutica no se encuentran completamente disociados en
solucion (Chakraborty, 2022), cabe esperar que tengan un mayor caracter lipofilico
gue el IFA correspondiente dado que los grupos polares estaran comprometidos en las
uniones idnicas o de puente hidrogeno intermoleculares y, en consecuencia, estaran
menos expuestos al agua tras la asociacion con el COF.
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Andlogamente, la formacion de una sal con posibilidad de formacién de
uniones puente hidrégeno intermoleculares con elagua, incrementara el caracter

hidrofilico y la solubilidad en agua (Nangia et al., 2022).

Los zwitteriones, al igual que las especies neutras, forman agregados
moleculares. En el caso de los zwitteriones, las moléculas se asocian de forma
antiparalela, es decir que el grupo funcional aniénico de una de ellas interactia,
mediante uniones idnicas y puente hidrégeno, con el grupo funcional catiénico de otra
molécula y viceversa. Con las moléculas interactuando de esta forma se compensa el
campo eléctrico de la otra molécula. De este modo, se reduce el potencial neto, y
aumenta la liposolubilidad, favoreciendo la difusion de los IFA a través de la bicapa al
interior de la célula. La formacién de agregados moleculares también fue informada
para las especies neutras. Este hecho da lugar a una elevada permeacion de las FQ a
través de las membranas celulares, tanto para las formas zwitteriénicas como para las
formas neutras mediante transporte pasivo (Czyrzki, 2022). Los resultados obtenidos,
en este ensayo y los descriptos en la Seccion 6.5.3.1 dan cuenta de que este
comportamiento es altamente favorecido, a pH 7,4, por la presencia de SA, en virtud

de que se evidencia mayor lipofilia, hidrosolubilidad y velocidad de disolucién.

Por otra parte. Bavishi y col. (2016) explican el aumento de solubilidad de los
s6lidos multicomponentes (cocristales, sales, etc.) argumentando que, tras la
disociacién gradual, el componente mas soluble en agua (COF) abandona la red
cristalina y se disuelve en el medio acuoso. De este modo, las moléculas hidr6fobas
del IFA se sobresaturan transitoriamente en el medio acuoso generando un estado de
alta energia denominado “resorte”. Dado que el estado sobresaturado es una
condicion termodinamicamente inestable, el IFA precipita rapidamente (en minutos a
una hora) para dar agrupaciones moleculares, y finalmente alcanza la solubilidad en
equilibrio de la forma cristalina. Para obtener los beneficios del estado sobresaturado
in vivo, debe mantenerse durante un periodo de tiempo suficiente para que se
produzca la absorcion, lo cual puede requerir una inhibicion de la precipitacion
mediante el uso de excipientes farmacéuticos u otros componentes que intervienen en
la nucleacion y el crecimiento de cristales; a los inhibidores de la precipitacion del IFA
se los denomina “paracaidas”. La solucién rica en fase amorfa de alta energia se
transformara en un polimorfo metaestable del IFA, que tendra una mayor solubilidad y
finalmente en una forma estable siguiendo la Ley de Etapas de Ostwald. Este proceso
se conoce con el nombre en inglés de “spring-parachute effect” (Bavishi et al., 2016;

Karagianni et al., 2018).
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8.6. CONCLUSIONES

Los cocristales pueden ser una solucion para la industria farmacéutica que
trabaja con farmacos poco solubles. Su principal ventaja es que mejoran la solubilidad

y la disolucion de farmacos poco solubles sin alterar su estructura molecular.

La solubilidad, la liposolubilidad y la velocidad de disolucion son propiedades
biofarmacéuticas que impactan directamente en la BD y la eficacia terapéutica de los
IFA. NOR, CIP y SMX estan clasificados dentro del grupo IV del SCB, es decir que
presentan baja solubilidad y baja permeabilidad, aunque dado que la solubilidad varia
con el pH del medio, por tratarse de sustancias anfotéricas, algunos autores clasifican
a CIP dentro del grupo Ill. De cualquier modo, sus propiedades demarcan limitaciones
en la BD.

Se observé que las MF equimoleculares de las FQ y SA trabajadas generan un
aumento en la hidrosolubilidad, lipofilicidad y velocidad de disolucién, en comparacion
con los IFA individuales. Ademas, todos los soélidos multicomponentes formados
muestran mejoras significativamente mas importantes en las mencionadas
propiedades biofarmacéuticas, destacado el potencial de estas estrategias aplicadas,
enmarcadas en el &mbito de la quimica supramolecular, como aptas para optimizar las
propiedades biofarmacéuticas de estos agentes antibacterianos. Este efecto
probablemente se deba a la formacion de agregados moleculares hidrosolubles

reportados en el Capitulo 6, Seccion 6.5.3.1.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, permitirian proponer que
NOR, CIP y SMX formando MF o sélidos multicomponentes entre si, podrian

clasificarse en el grupo | del SCB.
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Cepitulo 9

CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

9.1. CONCLUSIONES

En esta tesis doctoral se abordd el desafio de optimizar las propiedades
biofarmacéuticas y farmacéuticas de Fluoroquinolonas (FQ) y Sulfonamidas
Antibacterianas (SA), dos grupos de antibidticos que presentan limitaciones
relacionadas con su baja solubilidad y permeabilidad. Para ello, se aplicaron
estrategias de quimica supramolecular y de ingenieria de cristales, con especial

énfasis en la sintesis de so6lidos multicomponentes.

El trabajo se centrd en la cocristalizaciébn como herramienta para mejorar las
caracteristicas fisicoquimicas de los Ingredientes Farmacéuticos Activos (IFA),
aprovechando la tendencia de las FQ y SA a formar complejos supramoleculares
mediante interacciones no covalentes. Se seleccionaron y caracterizaron los IFA
identificando la presencia de polimorfos especificos, lo que permitio establecer la
viabilidad de cada material para su empleo en el disefio de nuevas formas sélidas. Y
para la seleccion de los coformadores (COF), se consideraron [0S compuestos que
integran el listado de sustancias GRAS (del inglés: Generally Recognized as Safe), la
tendencia a formar enlaces de tipo puente de hidrégeno, la capacidad de generar
homo o heterosintones y las diferencias entre los valores de pKa de los grupos

ionizables del COF y los presentes en los IFA.

Ademas, se desarroll6 y validdé un método analitico basado en
espectrofotometria UV-Vis de derivada de primer orden (zero crossing) para la
cuantificacion simultdnea de FQ y SA, destacandose por su linealidad, precision,

selectividad y exactitud.

Se evalu6 el comportamiento en solucion de los IFA y de combinaciones IFA-
IFA, demostrando la capacidad de formacion de heterocomplejos entre FQ y SA en el
rango de concentraciones estudiadas. Ademas, se evaluaron las posibilidades de

interaccion de los IFA y sus combinaciones, con el solvente y con mezclas binarias de
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solventes. Estos estudios permitieron recabar informacion acerca de la tendencia de

estos IFA a participar de interacciones intermoleculares.

Mediante la aplicacién de técnicas de cocristalizacién por molienda asistida con
acetonitrilo o difusién de vapor de &cido acético, se logré obtener nueve sélidos
multicomponentes de los cuales cinco se caracterizaron con detalle y se deduce que

podrian constituir cocristales o sales moleculares. Ellos son:

NOR-SMX_ac-acn que forma un cocristal en el que predominan las especies en
su forma no ionizada. La interaccion molecular ocurriria entre los grupos C=0 y OH de
NOR con el atomo de H del grupo SO;NH de SMX.

NOR-SNA ac-acn €S un nuevo aducto molecular que podria clasificarse en la
categoria de cocristales i6nicos, dado que la interaccion entre sus componentes se
produciria mediante el grupo COO" de NOR y el grupo NHs* del grupo sulfonamido de
SNA. Se observé ademas que se requiere de 60 minutos de molienda para su

formacion.

CIP-SMX_ac-acn forma una nueva fase cristalina en la que SMX interactuaria a
través del grupo SO, con el grupo NH2" de CIP. En este caso el aducto obtenido

podria ser un cocristal iénico.

CIP-SNALac-acn podria ser una mezcla fisica o eutéctico. Se concluyd que,
utilizando la técnica de molienda asistida por acetonitrilo por 30 minutos, tanto CIP

como SNA no cocristalizan.

NOR-CITiac-acn forma una nueva fase cristalina en la que la interaccion
ocurriria entre los grupos funcionales COOH y F de NOR y COOH y OH de CIT.

Se evaluaron las propiedades biofarmacéuticas de los sélidos
multicomponentes obtenidos. Entre ellos se destacan los aductos NOR-SMXac-acn Y
CIP-SMX_ac-acn, Observandose un aumento muy significativo en la solubilidad,
lipofilicidad y velocidad de disolucion en comparacion con los IFA individuales. Estos
resultados confirman que la estrategia de cocristalizacion o formacion de sales
moleculares permite superar las limitaciones biofarmacéuticas originales, optimizando

el perfil farmacéutico de los derivados disefiados.

Todos los planteos y las determinaciones experimentales estuvieron
sustentados por una constante budsqueda bibliografica, dada la gran cantidad y

variedad de bibliografia existente del tema, por tratarse de IFA muy estudiados.
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En conclusion, estos resultados generan expectativas promisorias en el uso
clinico, aumentando la eficacia terapéutica y disminuyendo la toxicidad y resistencia

antibacteriana.

9.2. PROYECCIONES

En virtud de que los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral son muy
alentadores y permitieron lograr los objetivos propuestos y confirmar la hipétesis
planteada en el plan de trabajo, surgen varias aristas para profundizar diversos

aspectos y se podrian plantear futuras actividades relacionadas con:

a. Elucidacion de las estructuras tridimensionales de los aductos obtenidos,
aplicando *C-RMN-ES y DRXM.

b. Caracterizacion de la mezcla CIP-SNA con 60 minutos de molienda en
presencia de ACN

c. Evaluacion la velocidad de disolucion de los aductos, a diferentes pH
fisiolégicos

d. Profundizacion en los estudios de mecanismo cinético de la disolucion de cada
aducto.

e. Finalizacion de la caracterizacion de los sistemas multicomponentes
NOR-MAL _ac-acn, NOR-TART Lac-acn, CIP-NICpit.acon Y CIP-TART pit-acoH.

f. Realizar ensayos de permeabilidad a los aductos obtenidos.
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En el siguiente anexo se exponen otras combinaciones IFA-GRAS realizadas
gue fueron parcialmente caracterizadas y cuyo analisis deberia completarse con

nuevos ensayos.

NOR-TART a6.acn

En la Fig. A.1 se observan las imagenes tomadas en el microscopio 6ptico y en
el microscopio con luz polarizada, al producto obtenido de la molienda de NOR vy
TART con acetonitrilo durante 30 minutos. El producto es parcialmente amorfo con

pequefas regiones de cristalizacion.
s P

v
gl '

Figura A.1. Imagenes de NOR-TART: A. NOR-TARTac-acn (5X), B. NOR-TART ac-acn (20X) y
C. NOR-TART ac-acn €on luz polarizada (20X).

En la Tabla A.1 se presentan los datos obtenidos de estudios térmicos
realizados sobre: NORLAG.ACN, TARTLAG.ACN, NOR+TARTMF, NOR-TART_aG-ACN-

Tabla A.1. Temperatura de Fusién y Temperatura de inicio extrapolada de: NORac-acn,
TART_ac-acN; NOR+TARTwE, NOR-TART pG-ACN-

TF (°C) Tie (°C)
NORLAG-AcN 217,2-221,1 215,17
TARTLAG-ACN 167,9-171,4 171,29
NOR+TARTwMr 154,19/184,86
NOR-TART Lac-acN 158,16/168,26

TF: Temperatura de Fusion; Tie: Temperatura de inicio extrapolada
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Figura A.2. Curvas DSC y TG (8 = 10 °C/min, flujo de N2= 50 mL/min) de: NOR_ag-acN;,
TART_ac-acN; NOR+TARTME, NOR-TART AG-ACN-
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Figura A.3. Curvas TG (6 = 10 °C/min, flujo de N2= 50 mL/min) de: NOR-TART _ac-AcN.

Analizando los resultados obtenidos para NOR-TART ac-acn €n las curvas DSC

y TG (Figura A.2), se observd que NOR-TART_ac-acn presenta un pequefio evento
endotérmico en T = 105,9 °C seguido de un evento endotérmico mas ancho y
pronunciado constituido por la superposicion de dos picos de Tie = 158,16 °C
(Tp = 160,38 °C) y Tie = 168,29 °C (T, = 169,51 °C). Estos eventos térmicos ocurren a
temperaturas diferentes a las correspondientes a la fusion de los componentes
individuales NORag-acn (Tie =215,17 °C) y TART ac-acn (Tie = 171,29 °C). Sin embargo,
se asemejan a los valores de T de la primera endoterma de NOR+TARTwr. Cabe
destacar que el registro de TG se midié hasta 300°C y presenta importante pérdida de
masa alrededor de 178 °C y en 250,75 °C (Fig A.3). Esta pérdida supera el 5 % en

ambos casos, por este motivo el DSC de NOR-TART ac-acn fue, lamentablemente
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interrumpido a los 180 °C debido al riesgo de derrame de la muestra y contaminacién
del equipo. Este hecho nos impide sacar conclusiones sobre la posible formacién de

un nuevo sélido multicomponente.

En la Figura A.4, el espectro de DRXP de NOR-TART_ac-acn Muestra nuevos
picos de difraccion que no se observan en los difractogramas de NORiacacn Y
TART ac-acn, |0 que indica la formaciéon de una nueva estructura cristalina. Dichos
picos de difraccion se observaron a 5,57°, 24,51°, 26,19°. Ademas, desaparecen los
picos tipicos pertenecientes a TART, que si se observan en NOR+TARTwe: 33,41° y
37,51°.

NOR-TART,

LAG-ACN

NOR+TART, _

5 10 15 20 25 30 35 40 45
20 ()

Figura A.4. Patrones experimentales de DRXP de: NORac-acn, TART ac-acN, NOR+TARTwE,
NOR-TART_aG-AcN.

Los espectros DRIFT mostrados en la Figura A.5 en la que se comparan los
registros obtenidos para las muestras NOR ac-acn, TART ac-acny NOR+TARTWeY NOR-
TART_ac-acn muestran que la mezcla fisica equimolecular es la sumatoria de las
sefiales de los componentes individuales. Ademas, se observan nuevas sefales en el
espectro de NOR-TART ac-acn Ubicadas a 3160, 1205, 1106, 1070 y 805 cm™.

Los resultados obtenidos dan indicios de la formacion de un derivado no
covalente, pero resultan insuficientes para confirmar detalles de su constitucion. Por lo
tanto, serd necesario realizar nuevos ensayos (por ejemplo, *C RMN-ES y DRXM)

para su confirmacion.
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Figura A.5. Espectros DRIFT de: NORLAG—ACN, TARTLAG.ACN, NOR+TARTMF,
NOR-TART_aG-AcN.

N OR 'MA I-LA G-ACN

En la Fig. A.6 se observan las imagenes tomadas en el microscopio 6ptico y
en el microscopio con luz polarizada, al producto obtenido de la molienda de NOR y

MAL con acetonitrilo durante 30 minutos. El producto es parcialmente amorfo con

pequefas regiones de cristalizacion.

Figura A.6 Imagenes de NOR-MAL A. NOR-MALac-acn (5X) y B. NOR-MALac-acn €on luz
polarizada (10X).

En la Tabla A.2 se presentan los datos obtenidos de estudios térmicos

realizados sobre: NORLAG.ACN, MAL_aG-ACN, NOR+ MALwmE, NOR-MAL_aG-ACN.

263



ANEXO

Tabla A.2. Temperatura de Fusion y Temperatura de inicio extrapolada de: NOR ac-acnN,
MALLac-acn, NOR+ MALyr, NOR-MAL_AG-ACN.

TF (°C) Tie (°C)
NORLAG-AcN 217,2-221,1
MALLaG-acN 128,7-131-0 129,43
NOR-MALwr 127,85/202,51
NOR-MALLaG-ACN 127,42

TF: Temperatura de Fusion; Tie: Temperatura de inicio extrapolada

Peso (%)

Aujo de calor (W) Endo 4

N 252

Temperatura ("C)

Figura A.7. Curvas DSC y TG (8= 10 °C/min, flujo de N2= 50 mL/min) de: NOR_ag-AcN;,
MALLAG-ACN, NOR+ MALMF, NOR-MALLAG.ACN.

En la Fig A.7 se observa que la mezcla fisica tiene similares endotermas que
los materiales de partida. Esto es indicativo de que no ocurre interaccion entre los
componentes. Lo mismo sucede con la curva DSC de NOR-MAL_ac-acn, S€ muestra el
primer pico que coincide con Ti de MAL y la segunda endoterma no se alcanza a
visualizar debido a que el ensayo fue interrumpido a los 180°C para evitar derrames de
la muestra.

La Fig. A.8 muestra gue NOR-MAL ac-acn fue la suma de las reflexiones de los
respectivos materiales de partida, al igual que NOR+ MALyr. Esto indic6 que ambas
muestras eran mezclas fisicas o eutécticos, pero no serian cocristales o sales

moleculares. La misma obseracion se refleja en la Fig. A.9.
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Figura A.8. Patrones experimentales de DRXP de: NORac-acn, MALLAG-acn, NOR+ MALwE,
NOR-MALaG-AcN.
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Figura A.9. Espectros DRIFT de: NORLAG.ACN, MALLAG.ACN, NOR+ MALMF, NOR-MALaG-ACN-

Se concluy6 que, utilizando la técnica LAG con ACN por 30 minutos, NOR no

cocristaliza con MAL.

CIP-NICpitacon

En las Figura A.10, se observa CIP-NICpi.acon 0Obtenido por difusién con acido
acético. Con respecto al habito cristalino del sélido multicomponente, presenta hébito
fibroso, en forma de barra y tamafios aleatorios. Mediante analisis MEB, se verificaron
visualmente las diferencias entre las particulas ClIPpitacon, NICpitacon Y CIP-NICpit.acon.
Esta metodologia no puede analizarse por separado para la identificacion de
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cocristales, sino que debe analizarse de manera complementaria a los otros analisis

de caracterizacion del estado sélido.

& o g BES 12kV WD1imm SS70 54Pa  x190 100pm  —

Figura A.10. Imégenes de CIP-NICpit.acon A. CIP-NICpit-AcoH (40X); B. CIP-NICpit.acoH luz
polarizada (40X), C. CIP-NICpit.acon (MEB).

En la Fig A.11, se observa el difractoframa de RXP de: CIPpit.acon, NICpit.acon Y

CIP-NICpit.acon que muestra ser cristalino.

CIP-NIC,

DiFACDH

Y

5 0 15 o % 3 % 4y 4
20)

Figura A.11. Patrones experimentales de DRXP de: CIPpitacon, NICpit-acor, CIP-NICpit.acoH.

CIP

DitAcCH

NIcDrf—AufJH

CIP-NIC,

[

I N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 1
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Figura A.12. Espectros DRIFT de: CIPpit.acon, NICpit.acor, CIP-NICpit.acom.
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En la Figura A.12 se observan los espectros DRIFT de ClPpit.acon, NICpit.acon Y
CIP-NICpiracon. En el espectro de NIC desaparece la sefial a 1681 cm? (-C=0) y la
sefial a 3166 cm™ (NH) se encuentra desplazada y atenuada. CIP se encuentra en
forma anidnica debido a la presencia de la sefial situada a 1620 cm™ correspondiente
al grupo COO". Estos resultados indican que la interaccién intermolecular podria ocurrir
entre el grupo CONH; de NIC y el grupo COO" de CIP (Fig A.13).

-

Figura A.13. Posibles interacciones en el estado sélido para CIP-NICpit.acon

CIP-TARTpir. acor

Las Figuras A.14 muestran CIP-TARTpitacon Obtenido mediante difusién con
acido acético. Se observa que el habito cristalino es laminar con regiones

birrefringentes.

BES 12kV  WD1imm SS70 54Pa x80 200pm  —
Sample 0000 29 Jun 2016

Figura A.14. Imagenes de CIP-TARTpitacon A. CIP-TARTpitacon (10X); B. CIP-TARTbit.AcoH
polarizada (20X) y C. CIP-TARTpit.acon (MEB).

En la Figura A.15, se observa el difractoframa de RXP de: ClIPpitacon, TARTpir-

acoH Y CIP-TARTpit.acon que muestra ser cristalino.
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Figura A.15. Patrones experimentales de DRXP de: CIPpit-acon, TARTpit.acoH, CIP-TARTpit-AcoH.
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Figura A.16. Espectros DRIFT de: ClIPpit.acor, TARTpit-acon; CIP-TART pit-acoH-

Como se aprecia en la Figura A.16, el espectro DRIFT de CIP-TARTpit.acon NO
fue la suma de los espectros de ClPpitacon Y TARTpitacon. Se exhibe un nuevo pico en
1725 cm? (-C=0), 1275 cm™ (-OH) y 920 cm* (-OC-OH). La ausencia de la sefial 2700
cm? (NH") indica que CIP se encuentra en forma aniénica (Fig. A.17).

O Q

-

OH

+HJ = X

OH

OH

0 H
TART

Figura A.17. Posibles interacciones en el estado sélido para CIP-TART pit-acoH.
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