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Restumen

En esta tesis se estudia la problemaética de distintos ingredientes farmacéuticos
activos (IFAs) en estado sélido cristalino desde un anélisis térmico y estructural. Esto
es importante por cuanto un mismo IFA puede tener multiples estructuras sélidas
cristalinas, fenémeno conocido como polimorfismo, y cada una de estas estructu-
ras posee diferentes solubilidades. Las diferentes solubilidades de un IFA implican
distinta biodisponibilidad en el organismo al ser administrado y por lo tanto puede
afectar al tratamiento del paciente.

Por otra parte, al elegir la forma fisica es importante garantizar su estabilidad
tanto fisica como quimica para que el IFA no cambie durante su almacenamiento
y mantenga la misma forma fisica con la que se lo provey6 hasta el momento de
la formulacién y/o administracién del mismo. En este aspecto resultan importantes
los estudios térmicos que permiten determinar la estabilidad relativa entre distintas
formas cristalinas.

La técnica de difraccién de rayos X resulta ideal para los estudios estructurales
ya que la técnica de difraccién de rayos X de monocristal (SC-XRD) permite obtener
la estructura cristalina de un sélido cristalino a partir de un tnico cristal, mientras
que la difraccién de rayos X de polvo (XRPD) permite en una porcién de muestra
mayor identificar las diferentes formas cristalinas presentes.

Los estudios térmicos son realizados por medio de técnicas de calorimetria dife-
rencial de barrido (DSC), anélisis térmico diferencial (DTA) y de Termogravimetria
(TG). TG permite determinar la masa en funcién de la temperatura de la muestra de
manera que si existe una descomposicién de la muestra estudiada puede ser deter-
minada la temperatura a la que ocurre dicho evento. DSC y DTA permiten determi-
nar la temperatura a la que ocurren eventos de fusion, deshidratacién, transiciones
s6lido-s6lido, etc. y la variacion de Entalpia de dicho evento.

Tres casos de polimorfismo son estudiados en esta tesis, Palmitato de Pipotiazi-
na, un IFA antipsicético de tipo Fenotiazina, Clorhidrato de Tapentadol, un opioide
utilizado en tratamientos del dolor y Clorhidrato de Bendamustina, una mostaza
nitrogenada utilizada en tratamientos de distintos linfémas.

En ocasiones los métodos utilizados en la industria para obtener un dado IFA
da como resultado un solvato del IFA. Un solvato es un sélido cristalino donde el
IFA y algtn solvente se encuentran unidos en la estructura cristalina, generalmen-
te en forma estequiométrica. El mas usual de los solvatos es el hidrato. En general,
se ha observado que los hidratos poseen menor solubilidad que los IFAs anhidros,
de manera que es importante el estudio de los posibles estados de hidratacion de
un dado IFA y la estabilidad relativa de las distintas estructuras posibles, asi como
la cinética en la conversioén entre estados hidratados y estados anhidros. Esto tam-
bién es estudiado en esta tesis por las técnicas anteriormente descriptas. Tres casos
distintos se estudian: el ya mencionado Clorhidrato de Bendamustina presenta un
monohidrato que puede convertir a una de sus formas anhidras (y rehidratarse) con
facilidad. También se estudi6 el caso de Pridinol Mesilato una sal que se utiliza como
relajante muscular y muestra facilidad para hidratarse y convertir a un monohidrato
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altamente estable. Finalmente se estudio un complejo de Manganeso y Pregabalina
hidratado de alta estabilidad.

En algunos casos las distintas formas cristalinas que presenta un dado IFA no
cumplen las caracteristicas fisicoquimicas para poder ser administrado en un de-
terminado tratamiento. En muchos de estos casos el IFA es provisto como una sal
con algtin contraién biolégicamente compatible. Recientemente se ha propuesto el
desarrollo de cocristales para mejorar las propiedades de un dado IFA. Un cocristal
consiste en la presencia de dos moléculas con carga formal nula coexistiendo en una
misma estructura cristalina en forma estequiométrica. En este trabajo se desarrolla-
ron y estudiaron distintas sales y cocristales de Pregabalina, un IFA utilizado como
analgésico y antiepiléptico.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Ingredientes farmacetticos activos

La farmacopea es la documentacion publicada por las autoridades sanitarias de
cada pais en todo el mundo. Este documento contiene informacién sobre las especi-
ficaciones y metodologias que deben utilizarse en la producciéon de ingredientes far-
macetticos activos (IFAs) y en la dosificacién correspondiente de los medicamentos’.

En Argentina, la Farmacopea Argentina es el texto oficial que codifica los IFAs,
excipientes y productos farmacéuticos y contiene las especificaciones que éstos de-
ben cumplir para demostrar su calidad y resguardar la salud de la poblacién’. Segtin
esta publicacién, los medicamentos pueden definirse como "toda preparacién o pro-
ducto farmacéutico empleado para la prevencién, diagnéstico y/o tratamiento de
una enfermedad o estado patoldgico, o para modificar sistemas fisiol6gicos en bene-
ficio de la persona a quien se le administra".

Los medicamentos estan compuesto por IFAs y excipientes. Mientras que los
IFAs son sustancias quimicas o mezcla de sustancias relacionadas, de origen natural
o sintético, que poseyendo un efecto farmacolégico especifico, se emplea en medici-
na humana? los excipientes son toda sustancia de origen natural o sintética presente
en una preparacién farmacéutica incorporada sin propésito terapéutico’.

Existen diferentes formas de administrar un medicamento sobre un paciente (via
oral, transcutanea, percutanea, etc). Independientemente de la forma en que esta se
administre, una vez que el medicamento es tomado este comienza a interactuar con
el organismo. La interaccién mds importante es la absorciéon de la misma en el plas-
ma sanguineo: cuanto més rdpido ocurra la absorcién, mas rapido va a provocar
efectos sobre el organismo. La actividad del medicamento depende de la biodispo-
nibilidad del IFA, la cual se define como la cantidad disponible del IFA en el torrente
sanguineo”’.

Un medicamento administrado con una dosificacién menor a la correcta tienen
una eficiencia menor a la del mismo medicamento administrado con la dosis co-
rrecta. Una dosificacién mayor puede tener efectos nocivos para la salud por efectos
secundarios toxicos del medicamento’.

La mayor parte de los IFAs (alrededor del 90 %) son pequefias moléculas orgéni-
cas, entendiendo como tal a las moléculas orgénicas con un peso molecular menor
a 600g.mol~'*. Una de las razones para que esto sea asf es que cuanto mds gran-
des son las moléculas mayores problemas va a tener para atravesar las membranas
biolégicas’. A su vez la mayoria de los IFAs se encuentran en estado sélido en con-
diciones ambiente ya que suelen tener mayor estabilidad fisicoquimica®, por lo que
es importante estudiar las propiedades fisicoquimicas del estado sélido.
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1.2. Descubrimiento y optimizaciéon de medicamentos

A principios del siglo XX la expectativa de vida rondaba los 30-40 afios. En el afio
2015 esa expectativa de vida creci6 hasta los 69 afios. En Argentina la expectativa de
vida llega a los 76 afios’. Estudios econométricos realizados por Frank R. Lichten-
berg indican que el desarrollo de nuevas entidades moleculares (NEM) ha tenido un
fuerte impacto en las posibilidades de supervivencia de la poblacién. En ese mismo
trabajo se estima que dentro de los paises pertenecientes a la Organizacién para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) el costo por afio de vida ganado
gracias al desarrollo de nuevos medicamentos es de 4500 USD por afio por persona.

Es por esta razén que la industria farmacettica se basa en la investigacién y
desarrollo (I+D). Tipicamente lleva entre 8 y 12 afios para una NEM que muestra
activdad biolégica progresar desde ser sintetizada por primera vez a ser introducida
en el mercado como un medicamento eficaz. Este proceso se puede dividir en tres
partes: (i) descubrimiento y optimizacién (ii) desarrollo y (iii) mercado®”’.

En la primer parte del proceso se identifica un blanco molecular, el lugar en el or-
ganismo humano donde se identifica que un fdrmaco debe actuar para combatir una
determinada enfermedad. Una vez identificado y validado se sintetizan, o se esco-
gen de librerias, moléculas candidatas. Las primeras pruebas consisten en evaluar la
capacidad de alterar o inhibir la actividad del blanco molecular. A las moléculas que
superan exitosamente esta etapa se las conoce como hits®’. Una vez identificados
estos hits, viene la etapa de la optimizacién donde se busca mejorar sus propiedades
fisicoquimicas, en particular la solubilidad. Para optimizar su actividad bioldgica se
hacen mediciones de permeabilidad y de relacién dosis-respuesta. Relaciones cuan-
titativas de propiedades de la estructura (QSPR) que provienen de metodos compu-
tacionales rapidos son utilizados para seleccionar moléculas candidatas de una base
de datos. Las moléculas seleccionadas son elegidas y un screening in vitro da una
primera estimacion de la solubilidad y la permabilidad del compuesto’’. En esta
instancia por primera vez entran en juego las propiedades fisicoquimicas del com-
puesto que eventualmente deberdn ser estudiadas. La mayoria de las moléculas que
pasan estas instancias no van a llegar al mercado, se estima que tan solo 1 de cada
9000 NEM sintetizadas llegan al mercado, frecuentemente debido a la toxicidad o a
sus pobres propiedades farmacocinéticas’.

Al finalizar los ensayos de esta primera etapa debe tomarse una decisién sobre la
forma en que sera administrada la molécula, ya sea en su forma neutra, como sal o
como cocristal®. Cuando la etapa de investigacién y optimizacién produce un buen
resultado, se puede presentar el pedido de patente sobre la molécula a investigar
y el pedido para realizar los ensayos clinicos ante la autoridad regulatoria de cada
pais, en el caso de Argentina ante la ANMAT'. En la etapa de desarrollo se realizan
los correspondientes ensayos clinicos y finalmente en la etapa de mercado se coloca
el medicamento a la venta. En la figura 1.1 se muestra un esquema del proceso de
descubrimiento y desarrollo de un medicamento.

1.3. Solubilidad de los IFAs

La solubilidad de un IFA puede ser hidrofilica (soluble en agua) o lipofilica (so-
luble en lipidos). A pesar de que la mayor parte del cuerpo humano esta compuesto
de agua, las membranas bioldgicas estan compuestas de lipidos. La mayoria de los
IFAs contienen cierto grado de solubilidad en agua y en lipidos, sin embargo existen
casos de IFAs con solubilidad extrema, es decir, solo solubles en agua o solo soluble
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FIGURA 1.1: Etapas en el descubrimiento y desarrollo de un
medicamento’.

en medio graso. Como ejemplos del primer caso se pueden citar los medicamentos
antibioticos y las drogas anti-hiperténsivas, mientras que algunas IFAs insolubles
en agua son los antipsicéticos y los opidceos. Estos tultimos IFAs necesitan cruzar la
barrera hematoencefélica que esta compuesta por lipidos.’’. En la literatura muchas
veces se utiliza el término solubilidad para la solubilidad hidrofilica mientras que
para la solubilidad en la membrana intestinal se utiliza el término permeabilidad.

La solubilidad de un IFA esta dada por el tipo de interaccion que genera con el
solvente correspondiente. Tipicamente, moléculas polares se disuelven en solventes
polares (por ejemplo, el agua) y moleculas no polares se disuelven en solventes no
polares como los aceites vegetales'!. El momento dipolar de una molécula esta dado
por la suma vectorial de los momentos dipolares de enlace de todos sus enlaces
individuales. El momento dipolar de enlace y se define como en la ecuacién 1.1
donde ¢ es la cantidad de carga en cada extremo del dipolo que forma el enlace y d
es la distancia de enlace.

u=od (1.1)

Usualmente el momento dipolar se mide en Debyes, que se define como D =
3.34x10730C.m. Cuando el momento dipolar de una molécula es 0, se dice que dicha
molécula es no polar’?

La solubilidad de un compuesto (soluto) en un determinado solvente es la canti-
dad méxima de compuesto que se puede disolver en el solvente formando una tinica
fase homogenea. La solubilidad se expresa en unidades de concentracién como mo-
laridad, molalidad, ppm, etc. Dadas la temperatura y la presién de un sistema, existe
una concentracién maxima de soluto que puede disolverse en un solvente sin que
precipiten partes del soluto. Cuando se tiene esta concentraciéon maxima se dice que
la solucién se encuentra saturada y al valor de esa concentracion se lo denomina so-
lubilidad de equilibrio. Esta solubilidad de equilibrio tiene importancia practica en los
medicamentos porque cuanto mayor sea la solubilidad de equilibrio mayor sera la
velocidad de absorcién. En ciertas circunstancias se pueden preparar soluciones de
concentraciones mayores a la solubilidad de equilibrio, las cuales se conocen como
soluciones sobresaturadas'’

Usualmente se utilizan términos como poco soluble o insoluble sin demasiada
precision. En la Farmacopea Argentina se les asigna a estos términos un rango de
solubilidades (medidas a temperatura entre 15 y 30 C y presién atmosférica) entre
los cuales se acepta el uso de dicha terminologia. En la tabla 1.1 se muestra la termi-
nologia que acepta la Farmacopea Argentina para las distintas solubilidades’*

Se han invertido grandes esfuerzos en poder correlacionar la velocidad de diso-
lucién de un medicamento in vitro con la biodisponibilidad del mismo in vivo'>°.
Se ha determinado que los pardmetros que controlan la velocidad y la cantidad de
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Termino Descriptivo Volimenes aproximados de solvente en mililitros por
gramo de sustancia

Muy Soluble Inferior a 1

Facilmente Soluble Delal0

Soluble De 10 a 30

Moderadamente Soluble | De 30 a 100

Poco Soluble De 100 a 1000

Muy Poco Soluble De 1000 a 10000

Practicamente Insoluble | Maés de 10000

TABLA 1.1: Terminologia aceptada por la farmacopea argentina para
distintos valores de solubilidad.

absorcion de un dado IFA administrado por via oral son la solubilidad y la per-
meabilidad del mismo. Es por esto que se ha propuesto un sistema de clasificacién
biofarmacettica(BCS) en base a estos pardmetros, el cual se encuentra resumido en
la tabla1.2"”.

La ecuacién 1.2 llamada ecuacién de Noyes-Withney determina la velocidad de
disolucién de un IFA tanto in vivo como in vitro. En la misma % es la velocidad
de incremento del IFA en solucién, D es el coeficiente de difusion del IFA, A es
el drea del mismo expuesta al solvente, J es el ancho de la capa difusiva, C; es la
solubilidad del IFA en la capa difusiva mientras que C es la solubilidad en el bulk
de la solucién. De esta expresion se observa la dependencia de la disolucién del IFA
con la solubilidad del compuesto entre otros factores’?.

dw D.A
F

La baja solubilidad de los IFAs es uno de los mayores problemas de la industria
farmacéutica, se ha estimado que el 40 % de los medicamentos que han llegado el
mercado son practicamente insolubles, mientras que el 70 % de los hits tambien lo

501’119 .

(Cs—C) (12)

Clase | Solubilidad | Permeabilidad
I Alta Alta
II Baja Alta
III Alta Baja
IV Baja Baja

TABLA 1.2: Sistema de clasificacién biofarmacettica. En este sistema,

solubilidad alta implica que el compuesto se disuelve totalmente en

200 ml de agua, siendo distinta la terminologfa a la utilizada en la
Farmacopea Argentina.

Los IFAs correspondientes a la clase II y clase IV de la clasificacién BCS tiene
baja biodisponibilidad, y a lo largo del tiempo la industria ha desarrolado varias
estrategias para mejorar la solubilidad de estos farmacos’!.

Para los IFAs de clase II la absorciéon del medicamento estd limitada por la baja
solubilidad y la permeabilidad no es un limitante para la accién del farmaco. A par-
tir de esto se puede preveer que la diferencia de solubilidad de las distintas formas
fisicas del IFA(polimorfos, formas amorfas, liquidas, etc.) pueden afectar a la biodis-
ponibilidad de dicho IFA. En cambio, IFAs clase I y clase III tienen bajo riesgo de

que cambie la biodisponibilidad debido a un cambio de forma polimérfica.”’
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1.4. Termodindmica de soluciones

Para un dado sistema, la energia interna esta dada por la expresién 1.3, donde
U es la energia interna, T es la temperatura, S es la entropia y Wiepersivie €s el trabajo
reversible realizado por el sistema.

uU=rTs- Wreversible (1-3)

En un sistema puramente mecdnico Wi,yersivie = PV con P la presion del sistema
y V su voltiimen, en este caso la expresion diferencial de la energia interna expresa
que esta es funcién de la entropia, del ntiimero de particulas y del volimen como
muestra la expresion 1.4. En dicha expresion p es el potencial quimico del sistema
mientras que N es el nimero de particulas.

dU = TdS — PdV + udN (1.4)

A partir de la expresion de la energifa interna se puede definir la energia libre de
Gibbs (G) como en la ecuacién 1.5 y la Entalpia (H) como en la ecuacién 1.6.

G=U-TS+PV (1.5)

H=U+PV=G+TS (1.6)

En el caso de un sistema puramente mecdnico la ecuacién 1.5 queda reducida a
la expresion 1.7%1.

G=uN (1.7)

Por otra parte, se define la fugacidad f de un dado compuesto en una dada fase
como en la ecuaciéon 1.8.

dy = RTd(log(f)) (18)

Una solucién ideal es aquella que cumple la ley de Raoult. Esta ley dice que la
fugacidad de vapor de un liquido A (f}) utilizado como solvente y la fugacidad de
vapor de una solucién que forme el liquido A (f4) son proporcionales entre si con
constante de proporcionalidad igual a la fraccién molar de A, x 4 . Si bien la mayoria
de los solventes cumple la ley de Raoult esto no es necesariamente cierto para los so-
lutos. Una expresion mds general se obtiene definiendo la actividad del compuesto

A, a, comoay = % Usando esta definicién se puede obtener el potencial quimi-
A

co del compuesto. La ecuacion 1.9 da la expresion para el potencial quimico de un
compuesto A en solucién con respecto a su potencial quimico libre. En la misma, y,
es el potencial quimico de la solucién, y; es el potencial quimico del solvente puro
A, Res la constante de los gases y T la temperatura. En el caso de que el solvente sea
ideal, se cumple que a4 = x4, donde x4 es la fracciéon molar del compuesto, la cual

cumple la ley de Raoult x4 = %22

fa = uy + RTIn(ay) (1.9)

Es sencillo probar que la mezcla de dos compuestos A y B que forman una solu-
cién tienen una energia libre de Gibbs dada por la expresion 1.10 que resulta de la
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combinacién de las ecuaciones 1.7 y 1.9. En solucién la actividad de cada compues-
to se denota con el superindice “mezcla"mientras que en el caso de los compuestos
separados se utiliza el superindice “libre".

Gsotucion = (1 + RTIn(a")).n 4 + (4 + RTIn(al*")).np (1.10)

Como cada liquido por separado va a tener una expresién para su energia libre
de Gibbs de la misma forma que la expresién 1.7, la diferencia de energia de Gibbs
entre un sistema donde A y B sean dos liquidos separados (inmiscibles) y el sistema
en solucién esta dado por la expresion 1.11. Dicha expresion tiene la propiedad de
ser siempre negativa para una solucién ideal, por lo que bajo las condiciones de
solucioén ideal, el sistema va a preferir permanecer en solucién en lugar de estar
separado, independientemente de las concentraciones de A y B.

mezcla mezcla
AGsolucion = nRT(aAln(%) + a,ﬂn(%)) (1.11)
A B

Combinando las ecuaciones 1.4 y 1.5 se puede obtener que la derivada parcial
de la energia libre de Gibbs con respecto a la temperatura es igual a la entropia del
sistema. A partir de esto y utilizando la ecuacién 1.6, se puede observar para el caso
ideal que la diferencia de entalpia entre la solucién y los liquidos separados es nula.
Esto implica que en la mezcla de los liquidos el sistema no intercambia trabajo con
el ambiente. Como la derivada con respecto a la presion de la ecuacion 1.11 es nula,
tambien puede concluirse que no hay cambio de voliimen en la mezcla cuando la
solucion es ideal.

En las soluciones reales esto no tiene porque ser cierto, e incluso se puede tener
liquidos inmiscibles donde la solucién no se forme espontaneamente. Una forma
de cuantificar esto es a través de las funciones de exceso, que se definen como la
diferencia entre una dada cantidad termodindmica observada en la solucién real con
el correspondiente valor en la solucién ideal. En el caso de la diferencia de voliimen
entre los liquidos separados y el volimen en solucién se puede medir directamente
por cuanto el valor en solucién ideal es 07°.

Utilizando las ecuaciones 1.4 y 1.5 se puede llegar a la relacién ‘3—%’ |p= —S. Por
otra parte, utilizando las ecuaciones 1.5 y 1.6 se puede despejar S = HT*G En ba-
se a estas dos expresiones se puede obtener la ecuaciéon de Gibbs-Helmholtz que
establece la expresion 1.12.

0% H
T = (1.12)
En el caso de que el soluto sea un sélido es posible obtener la solubilidad de
equilibrio a partir de la expresion 1.11. Suponiendo que se tiene un soluto B disuelto
en un liquido A, y esta solucién es una solucién saturada, el potencial quimico del
soluto en estado s6lido y}(s) debe ser igual al potencial quimico del soluto en solu-
cion pj (1) que se puede expresar de acuerdo a la ecuacion 1.9. Haciendo un pequefio
despeje algebraico se puede obtener una expresién para la solubilidad de equilibrio
a%q, como en la ecuacién 1.13, donde AGf es la diferencia de energia libre de Gibbs
entre el estado s6lido y el estado en solucién’’. Esta diferencia de energia libre de-
pende de la temperatura y es posible utilizar la ecuacién de Gibbs-Helmholtz 1.12
para transformar la ecuacién 1.13 en una ecuacién donde es evidente la dependencia

con la temperatura.
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FIGURA 1.2: Grafico de solubilidad genérico para distintos valores de
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Diferenciando la expresion 1.13, aplicando la ecuacion de Gibbs-Helmholtz y lue-
go integrando entre una temperatura arbitraria y la temperatura de fusién del soluto
se obtiene la expresion 1.14. AHy es la variacion de entalpia entre las particulas de
soluto en estado sélido o en solucién, la cual se supone independiente de la tempe-
ratura, a diferencia de la variacién de energia libre de Gibbs. T es la temperatura de
fusion del soluto. Cuando el mismo llega a esta temperatura, el soluto pasa al estado
liquido. Como estamos asumiendo una solucién ideal, en el estado liquido la solu-
bilidad cumple x5 = 17°. Es esperable, que para un dado compuesto con diferentes
polimorfos, el de menor temperatura de fusién sea el méas soluble”’. En la figura 1.2

se muestra el gréfico de la solubilidad para distintos valores de %.

gy 1 1
In(ay) = —AHf(RT - RTf) (1.14)

Es claro de observar la expresion 1.13 que al ser AGy positivo para cualquier
compuesto sélido (siempre cuesta energia fundir un material), la solubilidad de un
compuesto en estado liquido serd superior a la del mismo compuesto en estado s6-
lido, por lo tanto, si la solubilidad fuera la tinica propiedad fisica que importara de
un IFA siempre se elegiria administrarla en estado liquido. Pero esto no es asi, hay

otro factor importante a tener en cuenta que es la estabilidad del IFA.
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1.5. Estabilidad de un IFA

Una impureza en un medicamento es cualquier sustancia que no sea el IFA ni
algtin excipiente en el medicamento’®. Es importante para cualquier medicamento
determinar el intervalo de tiempo en el que preserva sus propiedades. Normalmente
se considera que la vida ttil del medicamento es el tiempo en el cual la concentraciéon
del TFA es 95 % de la que tenfa al momento de ser elaborado’”. Si los medicamentos
no son estables, su inestabilidad puede generar que el medicamento se degrade y
se generen impurezas’’. Es por esto que las condiciones de almacenamiento de los
medicamentos son importantes, muchos factores ambientales pueden afectar a la es-
tabilidad del mismo. Todo medicamento que sale al mercado posee una fecha de
vencimiento antes de la cual el medicamento no debe presentar ninguna de las si-
guientes caracteristicas:

= Cambios en su apariencia fisica ni en su solubilidad (estabilidad fisica)

Pérdida de eficacia dentro de los limites establecidos (estabilidad quimica)

= Crecimiento de bacterias o pérdida de esterilidad (estabilidad microbiana)

Cambios en sus efectos terapéuticos (estabilidad terapettica)

Toxicidad(estabilidad toxicolégica)

Genotoxicidad (estabilidad genotoxica)

La inestabilidad de tipo fisica es mas frecuente en las formulaciones liquidas
que en las formulaciones sélidas, aunque tambien hay casos reportados en formas
solidas, siendo uno de los mds conocidos el de la aspirina, cuyas tabletas se tornan
de color rosa despues de un tiempo de almacenamiento?.

Las inestabilidades de tipo quimico pueden producir inestabilidades fisicas, fal-
ta de eficacia y/o formacién de degradantes toxicos. Las reacciones quimicas mas
usuales involucradas en los procesos de degradaciéon de un medicamento son la hi-
droélisis, la oxidacién, la fotélisis, la racemizacién y la decarboxilacién. Estas reac-
ciones y la velocidad de degradacion son afectadas por las condiciones ambientales,
como la temperatura, la humedad, el PH de soluciones, la luz, presencia de metales,
etc”.

Dependiendo de la forma en que se suministre un dado IFA, ya sean distintas
formas so6lidas, mesofases o liquidos, este IFA puede sufrir degradacion fisica (la
conversion de una forma a otra del mismo IFA) y esta degradacién puede provocar
cambios en la estabilidad quimica de la droga. Estos cambios pueden tener efectos en
la toxicidad y biodisponibilidad del medicamento por lo que la eleccién de la forma
fisica del IFA es importante para mantener la eficacia, la calidad y la seguridad del
medicamento’®. En general los medicamentos se proveen en estado sélido, incluso
cuando la formulacién final sea liquida, por la mayor estabilidad que suele presentar
el estado sélido.

1.6. Formulaciones farmacéuticas

Una de las razones por las que puede preferirse un formulacién liquida es por
la necesidad de administrar un medicamento por via parenteral. La administracién
parenteral de un medicamento se refiere a la administracién del mismo directamen-
te al torrente sanguineo, sin pasar por el intestino, puede ser por via intramuscular,
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intravenosa, etc. Esta via de administracién ofrece ventajas, ya que al no tener que
pasar la primer barrera del intestino la accién del medicamento es mas rapida. Co-
mo desventaja, esta forma de administracién no puede ser aplicada por el propio
paciente y debe ser administrada por un profesional. Ademéds, si bien la formula-
cién es relativamente sencilla, no es sencillo mantenerlo estéril y libre de particulas.
El medicamento debe ser estable en solucion, al menos el suficiente tiempo como
para que la misma sea administrada al paciente y acttie en el organismo. El proceso
tipico con el cual se producen las formulaciones parentales es el proceso de liofili-
zacion que consiste en congelar una solucién en vacio y secarlo por sublimacién de
acuerdo a los siguientes pasos:

» El IFA y los excipientes se mezclan en un recipiente para formar una solucién
= Se esteriliza la solucién

= Sellenan contenedores individuales esterilizados (vial), se colocan en el equipo
correspondiente (freeze-dryer) y se lo congela bajando la temperatura

= Se genera un alto vacio, de forma tal que el solvente congelado se sublime. Una
vez sec el vial es retirado.

En general el liofilizado produce el compuesto en forma amorfa, aunque existen
casos reportados donde el resultado final es cristalino. Aun en estos casos el com-
puesto se mantiene en forma sélida hasta el momento de su administracién, por la
mayor estabilidad de dicha forma con respecto al estado liquido. Por ejemplo, en este
trabajo se estudiard Clorhidrato de Bendamustina, un compuesto que se administra
por via parenteral y que es almacenado en forma sélida por su mayor estabilidad
quimica.

1.7. Formas fisicas de un IFA

En caso de optar por un IFA en estado sélido, en la etapa de optimizaciéon del
desarrollo hay que decidir entre desarrollar el IFA libre, una sal o un cocristal del
mismo. Usualmente la formacién de una sal es posible si el IFA contiene un grupo
acido o bésico. Una sal se elige en lugar del IFA libre si este presenta alguna des-
ventaja como baja solubilidad, incapacidad de cristalizar, alta higroscopicidad, baja
estabilidad quimica, etc. Potenciales contraiones se eligen en base a diferencia de
pKa, la toxicidad del contraién, etc. En esta instancia también se debe decidir si se
considera la posibilidad de desarrollar un cocristal. Los cocristales son una valiosa
alternativa, especialmente para 4cidos y bases débiles’.

El siguiente paso en el desarrollo del medicamento es la identificacién de to-
dos los polimorfos y solvatos relevantes, caracterizarlos y elegir la forma adecuada
para el desarrollo subsiguiente®. Un dado IFA puede utilizarse en distintas formas
cristalinas (estados solidos ordenados), las cuales se conocen como polimorfos. El
polimorfismo es la capacidad de un elemento o compuesto de cristalizar en més de
una forma cristalina. Ademas, la gran mayoria de los IFAs pueden estar en un estado
s6lido desordenado conocido como amorfo. También pueden cristalizar como solva-
tos, cristales donde ademads del IFA se encuentran moléculas de solvente en forma
estequiométrica o no-estequiométrica®. Si el IFA cristaliza con otra molécula que a
temperatura ambiente y aislada es sélida, y ambas moleculas cristalizan electrica-
mente neutras, entonces a la forma fisica se la conoce como cocristal?’. El término
cocristal ha sido objeto de gran debate, y en ocasiones se ha argumentado que los
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FIGURA 1.3: Esquema de las distintas formas fisicas en que se pue-
de encontrar un IFA. Adaptado de Polymorphism in the pharmaceutical
industry.’

solvatos deben ser incluidos como un tipo de cocristal”’. Si las moléculas que com-
ponen el cristal tienen carga eléctrica neta lo que se obtiene es una sal. En la figura 1.3
se muestra un esquema de las distintas formas fisicas en las que se puede encontrar
un IFA.

Es en general aceptado que durante el desarrollo de un IFA debe encontrarse
el polimorfo de menor energia libre para su desarrollo. La falla en lograr encontrar
el polimorfo de menor energia libre puede ser catastrofico, como pasé con el IFA
Ritonavir, utilizado en el tratamiento del HIV y distribuido por la firma Abbot. En
ciertas circunstancias puede considerarse utilizar otra forma cristalina o incluso una
forma amorfa en pos de conseguir algin beneficio médico, por ejemplo, mejorar la
biodisponibilidad. En cualquier caso, el desarrollo de una forma metaestable implica
que debe garantizarse que el compuesto no va a sufrir una transformacién durante
el tiempo de almacenamiento?.

Un caso interesante es el de Maleato de Enalapril, compuesto para el cual se co-
nocen dos polimorfos, la forma I y la forma II. La forma II es la mas estable, pero
al desarrollar tabletas con bicarbonato de sodio genera una cantidad inaceptable de
dicetopiperazina, una impureza producto de la degradacién. Por tanto, para desa-
rrollar estas tabletas hay que utilizar la forma I’

1.8. Polimorfismo y solubilidad

Ritonavir se proveia en solucién en mezcla de agua y etanol, por lo que no se
habian realizado controles sobre las formas sélidas del compuesto. A mediados de
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1998 varias capsulas del compuesto fallaron en los controles de disolucién. Al exa-
minar las cdpsulas por difraccién de Rayos X se encontré una nueva forma cristalina
(Forma II) la cual era mucho mads insoluble que la forma I y sorprendentemente muy
estable. Ademads, con la aparicién de este nuevo polimorfo, el depésito del producto
que usualmente se hacia entre 2°C y 8°C ya no era seguro por los riesgos que pre-
sentaba la recristalizacién de la forma I1??. Se descubrié que la recristalizacion de
la forma II se producia por la presencia de impurezas, a partir de lo cual se realizé
una reformulaciéon del medicamento de manera tal que la forma II se disolviera por
completo, sin necesidad de especificar ninguna forma cristalina en particular”’.

Cuando un sistema esta constituido por una sustancia homogenea se dice que
consta de una sola fase. En un sistema heterogeneo, cada una de las partes que ais-
ladamente sean homogeneas constituyen una fase, de forma tal que el sistema tiene
tantas fases como partes homogeneas. Todas las propiedades especificas de una fase
dependen de la temperatura, la presion y las concentraciones relativas de todos los
componentes de la fase’’. Gibbs dedujo su conocida regla de las fases expresada en
la ecuacién 1.15, la misma relaciona la cantidad de grados de libertad del sistema
(L) con el niimero de compenentes (C) y el nimero de fases (F)’!. Si el niimero de
grados de libertad de un dado sistema es 0, entonces existe una solubilidad de equi-
librio bien definida que el sistema puede alcanzar’. Esta solubilidad de equilibrio
es funcién de la temperatura, y los graficos de solubilidad de equilibrio en funcién
de la temperatura han sido frecuentemente utilizados para caracterizar IFAs sélidos.
Usualmente la dependencia de la solubilidad con la temperatura se describe a tra-
ves de la ecuacion de Valentiner 1.16 donde a, b y ¢ son parametros de la solucién a
determinar. Dicha ecuacién permite correlacionar la solubilidad en un amplio rango
de temperatura siempre y cuando la fase cristalina sea estable®.

L=C+2—F (1.15)
Iy = =2 4 2t 1 (1.16)
X=RT TR ‘

1.9. Cristalizacion

Como se explicé anteriormente, una solucién posee para una dada presién y
temperatura una tinica concentracién méxima de soluto en solvente, en equilibrio
termodindmico, llamada solubilidad. Es posible obtener una solucién con mayor
concentracion de soluto (sobresaturada), pero esta va a ser intrinsecamente inestable.
Sin embargo, si el exceso de soluto es lo suficientemente bajo, es posible tener una
solucion en situacion metaestable. Cuando la concentracién supera la concentracion
de sobresaturacion, el soluto inevitablemente precipitard. De acuerdo a la ley de
Ostwald, debera hacerlo al estado energeticamente més cercano.

En la figura 1.4 se muestra un esquema de la concentracién de la solucién en
funcién de la temperatura. Si una solucién se encuentra en el punto A del grafico, la
solucién se encuentra no saturada. A partir de alli, si se disminuye la temperatura
de la solucién se llegard al punto B. En dicho punto la solucién se encuentra sobre-
saturada, en una situacién metaestable. Alguna perturbacién de la solucién desde
esta situacion puede provocar que precipite una particula de soluto y de lugar al
comienzo del proceso de nucleacion.

El proceso de nucleacién consiste en la formacién de nucleos, que pueden con-
tener algunas decenas o hasta algunos miles de moléculas del compuesto que va a
cristalizar. La cristalizaciéon es un proceso complejo donde varios de estos nticleos
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FIGURA 1.5: Grafico de solubilidad en funcién del tamafio de parti-
cula. Existe un tamarfio critico donde la solubilidad es médxima. Dicho
tamarfio es dependiente de la temperatura

pueden ser redisueltos. El tamafio de particula afecta a la solubilidad de un com-
puesto, la cual aumenta con el tamafio de particula hasta un cierto tamafio critico
para luego disminuir y estabilizar en el valor de solubilidad de la muestra de ta-
mafios de grano grande, como se muestra en la figura 1.5. De esta manera, antes
de llegar al tamafio critico el nucleo puede redisolverse. Simultaneamente otros nu-
cleos pueden estar formandose. Eventualmente uno de estos ntcleos puede llegar al
tamafio critico y a partir de alli comienza el crecimiento del cristal.”’
El modelo clasico de la nucleacion se debe a Gibbs®#, Becker y Dorings‘; y Volmer>°.

El mismo esta basado en la condensacién del vapor donde una gota se condensa y a
partir de dicha situacién se calcula la energia libre de Gibbs de dicha gota. El trata-
miento es similar para la formacién de un ntcleo en solucién o desde la fase liquida
del mismo compuesto. Esencialmente la teoria considera que la energia libre del ni-
cleo esta dada por un término de superficie y un término volumétrico que se puede
escribir como en la ecuacién 1.17 donde r es el radio medio del nucleo, k es la cons-
tante de Boltzmann, T la temperatura, 7 es la diferencia de energia libre entre la
superficie del nicleo y el medio, ¢ es el cociente de supersaturacion definido como
el cociente de la concentracion de soluto en la solucién supersaturada con respecto
a la concentracion en la solucién saturada (solubilidad) y v es el volimen ocupado
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Derivando la expresiéon 1.17 e igualando a 0 se puede obtener la expresion del ra-
dio critico r, = kﬁ’%. Esto demuestra que el radio critico disminuye con la tempe-
ratura. El radio critico es el tamafio de ntcleo en donde la contribucién del término
de superficie es igual al término volumétrico. La supersaturaciéon permite superar
la barrera que imprime el término de superficie hasta llegar al tamafio critico. A
partir de alli, superada la energia de activacion, se obtiene un ntcleo estable que
eventualmente crecerd y formard un cristal. El crecimiento del cristal es anisotr6pi-
co, sucediendo a distintas velocidades en cada una de las caras de los cristales. Esto
se debe a las distintas interacciones que cohesionan al cristal en cada una de estas
caras.

En el caso de que existan polimorfos distintos, estos competiran por formar nu-
cleos. En un sistema de dos polimorfos, donde el polimorfo A es el més estable y
B el menos estable, el polimorfo A tendrd menor solubilidad y por lo tanto lograra
supersaturar la solucién con menor concentracion. Hasta tanto ese nticleo no alcan-
ze a superar la barrera de energia AG, 4 obtenida al evaluar la ecuacién 1.17 en el
tamarfio critico 7 4, correspondiente al polimorfo A, no se formaran nucleos estables
del polimorfo A.

En la medida que el polimorfo B también se encuentre supersaturado, también
se podran formar ntcleos del polimorfo B. Si bien termodinamicamente el sistema
prefiere cristalizar en el polimorfo A, es posible que la barrera de energia AG,p co-
rrespondiente al polimorfo B sea menor que la barrera de energia AG, 4 correspon-
diente al polimorfo A y por lo tanto la cinética del sistema prefiera cristalizar en el
polimorfo B*”. Un esquema de esta situacion se muestra en la figura 1.6. Si el poli-
morfo B supera su barrera de energia antes de que lo haga el polimorfo A, entonces
este cristalizara mientras que los nicleos del polimorfo A tenderédn a redisolverse.
Determinar si esto pasard es complejo, puesto que el polimorfo que crecerd esta de-
terminado por una combinacién de las velocidades relativas de nucleaciéon y de las
velocidades relativas de crecimiento de ambos polimorfos™.

AGNucleo = AGSuperficie + AGvoimen = 47‘[1"2’)/ + (1.17)
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1.10. Termodindmica de polimorfos

La regla de las fases 1.15 tiene multiples consecuencias para sistemas polimorfi-
cos. Sino se consideran solvatos, cocristales o reacciones quimicas podemos conside-
rar que un sistema polimorfico contiene un solo componente. En ese caso el sistema
puede tener dos grados de libertad (presion y temperatura tipicamente) si existe co-
mo una tnica fase. En cambio si el sistema presenta dos fases en equilibrio (las cuales
pueden ser dos formas polimérficas distintas (51-S2), una forma sélida con su forma
liquida (S-L), etc.) el hecho de tener un solo grado de libertad implica que en el equi-
librio entre dos fases, dada la temperatura, la presién queda automaticamente fijada.
La curva P(T) donde ambas fases coexisten en una tinica fase homogénea es llamada
curva de coexistencia’!. Para el equilibrio entre liquido y vapor o el equilibrio entre
el estado sélido y vapor se puede utilizar la ecuacién de Clausius-Clapeyron 1.18
para determinar la curva de coexistencia entre ambas fases. AH en la ecuacién 1.18
es la Entalpia necesaria para transformar el compuesto de una fase a la otra y AV
es la variacion de volimen correspondiente a dicha transicién. Como la transicién
liquido-vapor es endotérmica y generalmente implica una expansién del volimen,
la curva de coexistencia crece en presiéon cuando se incrementa el volimen, hasta
que se llegua al punto critico.*’

P AH

dT ~ TAV

Un anélisis similar puede realizarse para sistemas sélido-vapor, donde la curva

de coexistencia corresponde a la curva de sublimacién. En general la presiéon de

sublimacién de un sélido es muy pequefia, aunque existen excepciones, una de las

més conocidas el "hielo seco"(Diéxido de carbono)*’. En el caso de la coexistencia
solido-liquido suele utilizarse la ecuacién de Clausius-Clapeyron inversa 1.19.

(1.18)

dT  TAV
dP~ AH

Cuando se tiene un sistema de un componente la regla de las fases 1.15 establece
que el sistema no posee grados de libertad. En efecto, para un sistema de tres fa-
ses (por ejemplo, sélido, liquido y vapor), el punto de coexistencia es tinico y se lo
conoce como punto triple. Se puede deducir que el punto triple debe surgir como
la interseccion de la curva de coexistencia sélido-liquido, la curva de coexistencia
liquido-vapor y la curva de coexistencia sélido-vapor ya que si en el punto triple las
tres fases se encuentran en equilibrio, lo mismo debe suceder entre dos fases cuales-
quiera de ellas. Al aplicar las ecuaciones 1.18 y 1.19 se puede concluir que debe haber
una discontinuidad al pasar de una curva de coexistencia sélido-liquido a una curva
de coexistencia sélido-vapor ya que la entalpia de sublimacién para pasar de sélido
a vapor debe ser mayor a la entalpia de fusién al pasar de sélido a liquido, mientras
que el cambio de volimen especifico en cada transicién es aproximadamente el mis-
mo. Por lo tanto Z—? debe tener una discontinuidad, teniendo un valor mayor para la
curva sélido-liquido que para la curva liquido-vapor’’. Un diagrama de fases tipico
que muestra estas caracteristicas se muestra en la figura 1.7.

Aunque el caso de la coexistencia sélido-liquido-vapor es el mas conocido, un
sistema polimérfico posee mas de tres fases y por lo tanto posee més de un pun-
to triple. Para un sistema de dos polimérfos (S1, Sz) se tiene cuatro puntos triples,
51,52,L;51,52,V;51,L,V'y Sy, L, V. Al punto triple Sy, So, L se lo conoce como el pun-

to triple condensado”!. En general, es sencillo demostrar que si se tienen P polimor-
P(P+2)(P+1) 42
6

(1.19)

fos, el nimero de puntos triples sera y todas las deducciones realizadas
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FIGURA 1.7: Diagrama esquematico del plano P-T para un sistema de
un componente. En el punto triple confluyen las curvas de coexisten-
cia

para el punto triple s6lido-liquido-vapor aplican para cada uno de estos puntos tri-
ples.

Existen cuatro tipos de diagramas de presion y temperatura posibles para un sis-
tema de dos polimorfos*. Esta clasificacién, propuesta pot Bakhuis, se corresponde
a como estan los puntos triples ubicados entre si. Suponiendo que O1 es el punto
triple de coexistencia Polimorfo I, liquido y vapor (I-L-V), O2 el punto triple entre
ambos polimorfos y el vapor (I-II-V), O3 corresponde a II-L-V y O4 corresponde a
I-II-L, el grafico 1.8 muestra el esquema de los 4 diagramas posibles. En general las
lineas punteadas demarcan la extensién metaestable de una coexitencia estable entre
dos fases.

En el caso 1 se observa que al elevar la temperatura la forma II transforma a la
forma I siempre que la presién sea menor a la correspondiente al punto triple O4.
Este comportamiento se lo denomina enantiotrépico. Por encima de dicha presion,
al subir la temperatura de la forma II, esta se transforma a la fase liquida sin pasar
por la forma I. Este comportamiento, en el que no es posible pasar de una forma
cristalina a otra sin pasar por el estado liquido se denomina monotrépico. En el caso
2 se observa que la relaciéon entre ambas formas cristalinas es enantiotrépica para
todo el rango de presiones, mientras que en el caso 4 la relacién es monotrépica para
todo el rango de presiones. El caso 3 es el inverso al caso 1; por debajo de la pre-
sién correspondiente al punto de coexistencia la relacién entre las fases cristalinas es
monotrépica mientras que por encima de esta presion la relacién es enantiotrépica.

En el caso de Ritonavir, Ceolin y Rietveld han determinado el diagrama de fases
del compuesto*”. En la figura 1.9 se muestra el diagrama de fases obtenido por ellos,
donde la presion esta en Pa y la temperatura en K. El punto O1 del grafico corres-
ponde al punto de equilibrio entre la forma II, la forma liquida y la forma gaseosa. El
punto O3 corresponde al punto triple de la forma I, la forma liquida y la forma ga-
seosa. El caso de Ritonavir se corresponde con el caso 3 en la clasificacién propuesta
por Bakhuis.

Aunque seria ideal tener un diagrama de fases completo para determinar la es-
tabilidad de un compuesto, en una gran cantidad de casos un IFA va a permanecer a
presion ambiente, por lo que en esos casos alcanza con conocer el caracter de la rela-
cién entre las formas cristalinas (enantiotrépica o monotrépica) a presién ambiente.
Eventualmente si se decide proveer el IFA en un comprimido, durante la molienda
o compresion pueden alcanzarse presiones altas y lo anterior no ser cierto, pero si
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'CASO 4

o

FIGURA 1.8: Diferentes casos posibles de diagramas de fase para sis-
temas de dos polimorfos. Adaptado de Bakhuis?’. El punto O1 co-
rresponde al punto triple I-L-V, O2 I-1I-V, O3 II-L-V y O4 I-1I-L
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FIGURA 1.9: Diagrama de fase correspondiente a Ritonavir®*. La pre-
sién esta en Pa y la temperatura en K.

este no es el caso, el caracter de la relacién entre ambos polimorfos puede reducirse
a un grafico de energia en funcién de la temperatura.

El tercer principio de la termodindamica establece que la entropia de cualquier
sistema en el 0 absoluto debe ser nula’!. Por lo tanto para una dada forma cristalina
en el 0 absoluto, su Entalpia debe ser igual a la energia libre de Gibbs de acuerdo
a la ecuacion 1.6. Al incrementar la temperatura, la Entalpia debe ser una funcién
monotonamente creciente ya que las ecuaciones 1.6 y 1.3 imponen %—I%I = Cp. Como
el calor especifico debe ser siempre positivo, la pendiente de la Entalpia en funcién
de la temperatura es siempre creciente. Por otra parte la energia libre de Gibbs debe
ser monotonamente decreciente ya que % = —S y la entropia por definicién debe
ser siempre positiva.

Como la entropia de cada una de las formas cristalinas de un compuesto y de su
forma liquida son distintas, eventualmente para alguna temperatura las curvas de
energia libre de Gibbs se cruzardn. Suponiendo a la forma B como la mds estable, si
su curva de energia libre de Gibbs se cruza con la curva de energia libre de la forma
A antes que con la curva de energia libre de la forma liquida, entonces la relacién
entre ambas formas es enantiotrépica. Este caso se ejemplifica en la figura a) del
grafico 1.10. La temperatura donde la curva de energia libre de la fase A y de la fase
B se cruzan es la llamada temperatura de transicién (T}). La temperatura donde la
energia libre de la forma A se cruza con la curva de energia libre de la forma liquida
es la temperatura de fusion (Tf4) y 1o mismo para la forma B (Typ). En el caso b) de
la misma figura se muestra el mismo esquema para un sistema monotrépico, el cual
se caracteriza por tener T4 y Ty menores a Ti.

En la practica no es posible medir la energia libre de un sistema en funcién de
la temperatura, y en ocasiones sistemas que son enantiotrépicos no muestran tran-
sicion entre ellos en los tiempos de laboratorio por estar cineticamente inhibido. En
general es posible medir el calor especifico en funcién de la temperatura, varian-
do esta con alguna velocidad predeterminada. De esta manera es posible observar
eventos térmicos, determinar la temperatura a la que ocurren y su variacién de en-
talpfa. Si la variacion de entalpia de un evento es positiva (es decir el sistema absorbe
calor durante el evento), se dice que este evento es endotérmico. En caso contrario,
el evento es exotérmico. Burger y Ramberger®’ elaboraron una serie de reglas para
poder determinar el cardcter de la relacién entre dos polimorfos:
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FIGURA 1.10: Diagrama de Energia en funcién de temperatura. El
caso a) corresponde a un sistema enantiotrépico mientras que el caso
b) corresponde al caso monotrépico

= Regla del Calor de Transicion: a) Si una transicién endotérmica se observa a
cierta temperatura entre dos polimorfos A y B, se puede asumir que existe una
Ty por debajo de esta y ambas formas se encuentran relacionadas enantiotré-
picamente. b) Si se observa una transicién exotérmica a cierta temperatura, se
puede asumir que no existe Ty por debajo de esta temperatura y por lo tanto o
la temperatura de transicién es mayor, o la relacién es monotrépica

= Regla del calor de Fusién: Si la forma de mayor punto de fusién tiene menor
variacion de Entalpia de fusién entonces la relacion es enantiotrépica, sino es
monotropica.

= Regla de la densidad: La forma més estable a 0°K es la que tiene mayor densi-
dad

La regla del calor de transicion este basada en la observacién de los gréficos 1.10
asumiendo que las energias libres de dos polimorfos se cruzan a lo sumo una vez
mientras que sus curvas de Entalpia no lo hacen nunca. Esta afirmacién no siempre
es cierta, existen casos de polimorfismo conformacional donde las curvas de Entalpia
se cruzan entre si y en dicho caso la regla no se cumple®. La regla del calor de
fusion se basa en la suposicion de que la diferencia de Entalpia en la transicion, AHy,
es equivalente a la diferencia entre las Entalpias de fusion AH4 — AHp. Esto no es
cierto, y una expresion mds exacta de la misma es la dada por la ecuacién 1.20, donde
Cp 1. es el calor especifico a presién constante de la fase liquida.

T
AHy = 8Ha — Hy + | " Cp1— CpadT (1.20)

A
La regla del calor de fusién funciona bien en el caso en que la diferencia entre las
temperaturas de fusién de ambos polimorfos sea pequefa y las curvas de entalpia
no se modifiquen significativamente. El trabajo de Burger y Ramberger fue exten-
dido por Yu L., donde a partir de datos de calorimetria y la ecuacion 1.20 utiliz6
aproximaciones de primer orden para la energia libre de Gibbs que le permitieron
obtener AHy, y Ty, a partir de AHp y AH, y las temperaturas de fusién de acuerdo
a la ecuacion 1.20. De esta manera se puede estimar la variacién de entropia en la

transicién como en la ecuacién 1.21.
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AHtr
Ttr

El caso de Ritonavir previamente discutido es una clara excepcion a la regla de la
densidad. En ausencia de interacciones de puente hidrégeno, que son fuertemente
direccionales, la energia de cohesién depende de la distancia entre los 4tomos exter-
nos de las moléculas, y por lo tanto es esperable que minimicen su energia al mini-
mizar la distancia entre ellas. De esta manera el cristal mas denso suele ser el més
estable con excepcion de los cristales donde las interacciones direccionales, como los
puentes hidrégenos, son fuertes”. Existe otra regla establecida para las bandas en
los espectros de absorcion del infrarojo que no seréa utilizado en esta tesis.

ASy =

(1.21)

1.11. Aspectos estructurales del polimorfismo

1.11.1. Simetria de traslaciéon

Una caracteristica distintiva del estado cristalino es la repeticién tridimensional
y regular de una molécula o un grupo de moléculas a lo largo de un espacio co-
rrespondiente a miles de moléculas. Existe el caso de las estructuras moduladas que
pueden ser consideradas cristales perfectos con una dstorsiéon periddica de las po-
siciones atomicas y/o la variacién periddica en la probabildad de ocupacién de un
sitio atomico. Si la distorsiéon de una dada celda nunca vuelve a producir la misma
celda, se dice que se tiene una estructura modulada inconmensurable. Si bien dichas
estructuras son cristalinas y no son una repeticiéon tridimensional y regular, se ha
demostrado que son estructuras periédicas en un espacio (3+d) dimensional*’. Es-
ta repeticién regular es una idealizacién puesto que un cristal real posee una serie
de defectos que pueden ser defectos puntuales (vacancias, distorsiones intersticia-
les, etc.), de linea (dislocaciones, etc.) o de superficies®. En la discusién que sigue se
consideraran las caracteristicas de cristales ideales.

Se puede describir la estructura cristalina en términos de una red periédica de
nodos que representa la simetria traslacional de una unidad estructural fundamen-
tal. Cada uno de los nodos de la red puede ser unido a otro por una combina-
cién lineal de tres vectores no coplanares ib y € . De esta forma, dada la posi-
cién de un nodo de la red 7, la posicién de cualquier otro nodo # cumple que
' = 7+ mi + nab + n3¢. Es de hacer notar que los nodos de la red son puntos
matemadticos que no estan necesariamente ligados a una entidad fisica (4&tomos o
moléculas). Ademas, la forma de unir los nodos de la red no es tinica, dando lugar a
distintas elecciones de vectores @, b y € que dan lugar a la misma red cristalina.

Se llama celda unidad primitiva al paralilepipedo de menor volimen formado
por los vectores @, b y ¢. Dicho volimen se puede obtener de la forma V = @ x b..
Usualmente la celda unidad se describe por la longitud de los vectores @,b y € (para
denotar solo la longitud del vector se usard a, b y ¢) y los dngulos que forman entre
ellos, a(el d&ngulo entre b y ©), (el &ngulo entre @ y ©) y v (el &ngulo restante)* .

1.11.2. Operaciones y elementos de simetria

Se entiende por operacién de simetria aquella que aplicada a todos los puntos
del espacio simultaneamente deja invariante el espacio. En un cristal ideal las ope-
raciones de traslacion previamente descriptas son una operacién de simetria. Todos
los cristales tienen simetria de traslacién pero existen otras operaciones de simetria
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posibles como inversiones, rotaciones y reflexiones. Se entiende por elemento de si-
metria al punto, recta o plano a partir del cual dicha operacién es aplicada®. Todas
las operaciones de simetria que tiene un sélido cristalino forman un grupo.

Operacién identidad

La operacion identidad es la operacion de simetria que mantiene el espacio inal-
terado. Si bien es trivial, es un rquerimiento de la teoria de grupos que esta operacién

de simetria se encuentre presente®’.

Simetria de rotacion

Si las propiedades del espacio permanecen invariantes al realizar rotaciones en
un dngulo de 2% alrededor de algtn eje, se dice que dicho eje es un eje de rotacion
de orden n. Todo sistema tendrd un eje de orden 1 trivialmente, pero los sistemas
cristalinos pueden tener ejes de orden 2,3,4 y 6. Es interesante notar que el eje de
orden 5 es incompatible con la simetrfa de traslacién tridimensional, pero podria
estar presente en una estructura modulada inconmensurable.

La existencia de ejes de rotacién impone restricciones a la métrica de la celda
unidad, por lo que es conveniente agrupar a los tipos de cristales posibles en los 7
sistemas cristalinos, que son sistemas de coordenadas convenientes para describir el
cristal haciendo uso de sus simetrias.”° Estos sistemas son:

» Triclinico: El cristal solo posee ejes de rotacion de orden 1 y no hay ninguna
restriccién para los valoresde a, b, c, o, By 7y

= Monoclinico: El cristal posee un eje de orden 2, y se elije b en la misma direccion
que el eje de rotacion. Esto impone que « = v = 90°. a, b, ¢ y B pueden tomar
valores arbitrarios

= Ortorrémbico: La existencia de dos ejes de orden 2 perpendiculares entre si
impone la existencia de un tercer eje de orden 2 perpendicular a los anteriores
por la estructura de grupo. En este casoa = = v = 90° con a, b y c de valores
arbitrarios.

» Tetragonal: Cuando se tiene un eje de orden 4, se elige ¢ en la direccién de
dicho eje por convencién. En dicho caso, la estructura de grupo impone que
x=p=75=90°ya=b.

= Hexagonal y Trigonal: Bajo los sistemas trigonales y hexagonales se agrupan
las redes cristalinas que tienen une eje de rotacién de orden 3 (trigonal) o un
eje de rotacion de orden 6 (hexagonal). En este caso se impone que & = f =
90°,v = 120° y a=b

= Cubico: Este sistema se caracteriza por tener 4 ejes de rotacién de orden 3.
Cada uno de estos ejes se encuentra en las diagonales de un cubo, por lo que
se impone que en este sistema o = f = vy = 90° y a=b=c

Reflexién Especular

Dado un punto p en el espacio, el punto p” generado por la reflexién en un plano
de reflexion especular conserva la misma distancia a dicho plano que el punto p. El
espacio queda dividido en 2 regiones por dicho plano, mientras p pertenece a una
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de estas regiones, p’ pertenece a la otra. En forma practica, utilizando un sistema de
ejes cartesianos cuyo origen se encuentre sobre el plano especular, las componentes
paralelas al plano de los puntos p y p’ son iguales mientras que las componentes
perpendiculares son de igual magnitud y signo contrario?’. A diferencia de las ro-
taciones, la reflexién especular cambia la quiralidad de una molécula quiral. Esto
tiene como consecuaencia el hecho de que moléculas quirales donde solo se encuen-
tra presente uno de los enantiomeros, no pueden cristalizar en cristales con simetria
de reflexion especular®’.

Inversion

Otro tipo de simetria que cambia la quiralidad de una molécula es la simetria
de inversién. El punto con respecto al que se produce dicha inversién se lo conoce
como centro de inversién. Si se coloca un sistema de ejes cartesianos con origen en el
centro de inversion, la operacion de simetria que genera consiste en cambiar el signo
de todas las componentes vectoriales cartesianas.

Rotacién impropia

Si se combina una rotacién con una reflexion a través de un plano especular
perpendicular a dicha rotacién la operaciéon de simetria resultante es una rotacion

impropia, la cual también se caracteriza por su eje de rotaciéon®’.

1.11.3. Redes de Bravais y grupos espaciales

Con el fin de describir al cristal en un sistema de coordenadas con la mayor sime-
tria posible, a los 7 sistemas cristalinos previamente descriptos se les puede agregar
la simetria de traslacién debido al centrado. Esta operacién consiste en la adicién
de nodos debido a una traslacién en alguna direccién de la red. Una celda puede
ser primitva (P) en cuyo caso no hay ninguna traslacién adicional, puede tener un
centrado en la cara perpendicular al eje A (A) o a alguno de los otros ejes (B,C). Ade-
mads, puede tener un centrado en todas sus caras (F) o en el centro del paralilepipedo
que forma una celda unidad (I). En el caso de una red trigonal también es posible
el centrado Romboédrico (R). Agregando los centrados a los sistemas cristalinos se
obtienen las 14 redes de Bravais, las cuales se resumen en la figura 1.11%.

El conjunto de operaciones de simetrfa que toma un objeto tridimensional pe-
riédico conforman un grupo espacial. Existen 230 grupos espaciales posibles que
fueron derivados por primera vez por Fedorov (1890) y Schoenflies (1891). Como
consecuencia de la existencia de estos elementos de simetria todos los elementos
(d&tomos o moléculas) de la celda primitiva pueden ser descriptos a partir de unos
pocos elementos y obtenerse los demads a partir de operaciones de simetria. Se en-
tiende por unidad asimétrica como aquella porcién del espacio a partir de la cual se
puede generar el resto del espacio aplicando las operaciones de simetria. Esta uni-
dad asimétrica no es tnica y puede ser elegida con cierta libertad*®, sin embargo,
convencionalmente las tablas internacionales de cristalografia’?’ definen una tnica
unidad asimétrica para cada grupo espacial.

Actualmente se utiliza la notacién de Herman-Mauguin para indicar al grupo es-
pacial al que pertenece una dada estructura cristalina. En primer lugar se utiliza una
letra indicando el tipo de centrado, seguido por una serie de caractéres que indican
los elementos de simetria. A las operaciones de simetria previamente descriptas hay
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FIGURA 1.11: Esquema de las 14 redes de Bravais agrupadas por sis-
tema cristalino.



1.11. Aspectos estructurales del polimorfismo 23

que agregar las operaciones de simetria que combinan rotaciones o reflexiones con
traslaciones, llamadas no simoérficas:

= Ejes tornillo: Consisten en una rotacién alrededor de un eje seguido de un tras-
lacién en la direccién del eje. Se escriben con un ntmero que indica el érden
del eje de rotacién seguido de un subindice que indica que fraccién de celda se
desplaza. Por ejemplo 3; indica una rotacién de orden 3 y un desplazamiento
de 1 de celda en la direccién del eje de rotaci6n.

= Planos con deslizamiento: Un plano con deslizamiento se caracteriza por ser
una operacién de simetria que consiste en la reflexién especular a traves de un
plano mds un desplazamiento paralelo al mismo, usualmente de medio para-
metro de celda. Generalmente se lo denota con la direccién perpendicular al
plano (a,b o c si dicha direccién coincide con un eje cristalografico, n si corres-
ponde a la diagonal entre dos ejes)

Una descripcién detallada de los grupos espaciales puede encontrarse en las ta-
blas internacionales de cristalografia®’.

1.11.4. Teoria estructural del polimorfismo

Dos estructuras se encuentran relacionadas entre si cuando existe alguna trans-
formacion lineal que las vincule, usualmente por la ruptura de una simetria crista-
lina, en cuyo caso la segunda estructura cristalizara en un subgrupo del primero®.
Esto puede ser la duplicacion, triplicacién, etc. de un pardmetro de celda, la ruptura
de algtin eje de rotacién, un plano especular o un centro de simetria.

Si dos estructuras cristalinas de un mismo compuesto no se encuentran relacio-
nadas entre si, las moléculas que componen la estructura deben romper los enlaces
que las une, reacomodarse y volver a formar enlaces para transicionar de una es-
tructura a otra. Es por esto que dos formas cristalinas polimérficas no relacionadas
estructuralmente usualmente tienen una relaciéon monotr(’)pica47 . En el caso en que
tengan relacién estructural entre si no se puede concluir sobre el caracter de la re-
laciéon entre ambas formas. Si bien existe la posibilidad de transicionar de una es-
tructura a otra de forma suave, el caracter monotrépico o enantiotrépico de dicha
relacion depende de la relacién entre las energias libres entre ambas estructuras a
toda temperatura y presion.

Al considerar la estructura que forman las moléculas organicas uno puede en-
contrarse con dos casos:

» Polimorfismo estructural: Es el caso en que moléculas rigidas, poco flexibles,
logra formar distintas redes cristalinas en virtud de distintas interacciones
inter-moleculares (interacciones de puente hidrégeno, interacciones de Van
der Waals, etc

» Polimorfismo conformacional: En este caso las moléculas en las distintas es-
tructuras cristalinas adoptan una conformacion distinta y como consecuencia
las redes cristalinas que forman cada una de ellas son distintas.

El caso de Ritonavir se encuadra dentro del polimorfismo conformacional dado
que las moléculas de Ritonavir tienen distintas conformaciones en la forma [ y la
forma IL. En la figura 1.12 se muestra las conformaciones moleculares de la forma Iy
la forma II de Ritonavir, donde resultan evidentes las diferencias conformacionales
entre ambas moléculas.
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FIGURA 1.12: Conformacién de la molécula de Ritonavir en la Forma
I'y enla forma II

Iﬁ 11

FIGURA 1.13: Conformacién de la molécula de Paracetamol en la For-
ma [y en la forma II

w

Un caso de polimorfismo estructural importante es el de Paracetamol (4-Acetamidophenol)
el IFA analgésico antifebril méas vendido del mundo’. Se han encontrado tres for-
mas polimérficas de Paracetamol, donde la forma I es monoclinica con parametros
de red a= 12.93A b= 9.40A , c= 7.10A y B = 115.9° y cristaliza en el grupo espacial
P2, /a. En esta estructura las moléculas de Paracetamol se unen entre si por dos tipos
de puentes hidrégeno que forman una estructura bidimensional en forma de hojas
plegadas a través del plano (1 0 0). El dngulo entre el anillo benzénico y el grupo
amida es de 21.2°°L.

En la forma cristalina II el sistema cristalino es ortorrémbico con pardmetros de
red a= 11.805A, b= 17.164A, c= 7.393A y grupo espacial Pcab. En la misma hay dos
tipos de puente hidrégeno que forman hojas alrededor del plano (0 1 0)°?. En esta
forma el grupo carbonilo adopta una estructura muy similar al de la forma I, con un
angulo entre el anillo bencénico y el plano que contiene a la amida de 17.7°. En la
figura 1.13 se muestra la conformacién molecular en ambas estructuras.

1.12. Termodinamica de hidratos

Un solvato es un compuesto cristalino en el que moléculas del solvente cristali-
zan en la misma red cristalina que las moléculas del soluto™. Un caso especial de
solvato es el hidrato donde el solvente que cristaliza es agua. El hidrato es el solvato
més frecuente en moléculas pequefias™ y es el tipo de solvatos con el que se trabajo
en esta tesis, de forma que la discusién siguiente se hard pensando en el agua como
solvente, aunque es aplicable a otros solventes. Se ha estimado que aproximadamen-
te un tercio de los IFAs son capaces de formar hidratos™.

Los solvatos pueden ser estequiométricos, en cuyo caso existe una relacion es-
tequiométrica entre la cantidad de solvente y la de la molécula de soluto, o no-
estequiométrico siendo un ejemplo de este tltimo el hidrato de cafeina, donde el
agua se encuentra en una proporciéon de 0.33 moléculas de agua por molécula de



1.12. Termodindmica de hidratos 25

lcosahydrate d : v ! i I i A I S——
Monadecahydrate Il Hydrate-Bioactivity | ]
Octadecahydrate I Hydrate-Total ]

Heptadecahydrate -
Hexadecahydrate s
Pentadecahydrate E
Tetradecahydrate B
Tridecahydrate 7]
Dodecahydrate § 4
Undecahydrate
Decahydrate
Nonahydrate
Cctahydrate
Heptahydrate
Hexahydrate
Pentahydrate
Tetrahydrate
Trihydrate
Dihydrate
Sesquihydrate
Monohydrate
Hemihydrate

r
T L] T ¥ T7 ¥ T
1000 2000 3000 4000 9500 10000
MNumber of CCDC entry

FIGURA 1.14: Cantidad de estructuras hidratadas en la base de datos
de Cambridge, en funcién de la cantidad de aguas en la estructura”.

cafeina. Entre los hidratos estequiométricos, los monohidratos son el caso mas fre-
cuente como puede observarse en la figura 1.14. El equilibrio entre un hidrato y el
compuesto dehidratado puede describirse por la relacién 1.22

A(solido) + mH,O = AmH,O(solido) (1.22)

Donde m es la cantidad de aguas y la constante de equilibrio esta dada por la
a(AmH,O(solido)
a(A(solido))a(H,O)™
del agua es mayor que el cociente (M) # entonces el hidrato es la forma

a(A(solido))K

estable. En caso contrario, el s6lido anhidro es la forma estable. Suponiendo la acti-
vidad del hidrato y la forma sélida A igual a la unidad, se observa que la estabilidad
del hidrato con respecto a la forma deshidratada depende de la presion parcial de
vapor de agua (Humedad Relativa(HR)) que es equivalente a la actividad del agua
en fase gaseosa”. En la figura 1.15 se observa el gréfico de cantidad de agua ab-
sorbida en funcién de la HR para el caso del Levotiroxina Sédica. Para obtenerlo se
coloco la muestra de Levotiroxina Sédica y se fue agregando agua al ambiente mien-
tras se pesaba la muestra. A medida que el agua es agregada al sistema sube su HR
hasta cierto limite en que el compuesto comienza a absorber el agua. Mientras esto
sucede la HR permanece constante, ya que la actividad del agua se encuentra en el
valor adecuado para producir la transformacién a un estado de mayor hidratacién,
en este caso un pentahidrato’. Si hubiera estados de mayor hidratacién, el mismo
comportamiento contintia a medida que se agrega agua al sistema hasta que se al-
canza el estado de mayor hidratacién o en ocasiones el compuesto se vuelve liquido
o amorfo en exposicién a una humeda relativa alta.

Si alguna de las fases del cristal es higroscépica, entonces la cantidad de agua
no serd constante a medida que sube la HR, es por esto que la Levotiroxina Sédica
Pentahidratada sigue aumentado su masa a medida que sube la HR. El compuesto
adsorbe agua en su superficie o en microporos’®, manteniendo su estructura crista-
lina.

constante de reacciéon K = . Esto implica que cuando la actividad



26 Capitulo 1. Introduccién

454 e

3.04

Weight gain (%)

0.04+= T T T T 1
1] 20 40 60 80 100
Relative humidity (%)

FIGURA 1.15: Ganancia de masa en funcién de la HR para Levotir6-
xina Sédica. Extraido de Brittain et. al.”.

1.13. Clasificacion estructural de hidratos

La capacidad del agua de formar distintos puentes hidrégenos le proporciona sus
particulares propiedades coligativas como el punto de fusién y el punto de ebulli-
cién. De forma similar, los puentes hidrégeno que forma con un IFA va a dictaminar
el rol que cumpla el agua en la estructura cristalina, como por ejemplo, formar un
hidrato con el IFA”’. Una molécula de agua puede formar hasta 4 enlaces puente
hidrégeno, uno con cada uno de sus hidrégenos y uno con cada uno de los electro-
nes libres del oxigeno. De esta manera puede formar enlaces con una molécula de
algtn IFA asi como con otras moléculas de agua. Un enlace puente hidrégeno tipico
entre aguas es del orden de 4.5 kcal/mol®’. Ademés de las interacciones de puente
hidrégeno, el par de electrones libres del oxigeno puede enlazarse con cationes me-
talicos presentes en multiples sales. Por otra parte , en complejos de cordinacién con
metales de transicion, la molécula de agua puede formar un enlace de coordinacién
con estos dltimos ya que estos metales poseen orbitales d de energia adecuada para
realizarlo. Estos enlaces son mayormente electrostaticos y pueden ser descriptos por
la electrostatica clasica®’. Dichos enlaces pueden llegar a ser entre 4 y 5 veces mds
grande que los enlaces entre aguas.

Una molécula de agua libre tiene una distancia O — H de 0.957 A y un éngulo
H — O — H de 104.52° . En cuanto la molécula comienza a formar puentes hidrégeno
o tener algtn otro tipo de interaccién, la molécula comienza a distorsionarse con res-
pecto a su geometria libre. El enlace O — H de la molécula se debilita si el hidrégeno
de esta participa en la formacién de un enlace puente hidrégeno, lo que resulta en
un incremento de la distancia entre estos d&tomos de entre 0.01 A y 0.02 A.

Las estructuras que pueden surgir de las distintas formas de interaccién de las
moléculas de agua son diversas, de manera que es ttil una clasificacion estructural
de los hidratos que permita seleccionar la mejor formulacién del compuesto y las
condiciones en que manejarlo. Los hidratos se pueden dividir en tres clases:

» Hidrato de canal: En este tipo de hidratos las moléculas de agua forman ca-
nales dentro de la red. Cada molécula de agua se encuentra a continuacién de
otra molécula de agua formando un canal de aguas. En este tipo de hidratos
se espera que al incrementar la temperatura, la deshidratacién comienze en
los bordes del cristal y que continue hasta el centro a lo largo de los canales.
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Esta deshidratacion observada en una medicién de calorimetria diferencial de
barrido (DSC) se caracteriza por un pico ancho, con la temperatura del onset,
bastante menor que la temperatura del pico™.

» Hidrato de sitio aislado: Este tipo de hidratos se caracteriza porque la molécula
de agua se encuentra aislada del contacto directo de otras moléculas de agua.
En general estas deshidrataciones dan un pico de DSC angosto en comparacién
a los hidratos de canal.””

= Hidratos Asociados a un Ion: Son hidratos donde la molécula de agua se en-
cuentra unida a un catién metélico. Como estas interacciones suelen ser més
fuertes que las interacciones de puente hidrégeno, es usual que este tipo de
hidratos tenga una temperatura de deshidratacién relativamente alta™.

En el capitulo 4 se muestra un caso estudiado de cada clase de hidrato.

1.14. Termodinamica de cocristales

De acuerdo con la expresiénl.14 es esperable que para un dado compuesto, el po-
limorfo de menor temperatura sea el de mayor solubilidad. No puede decirse lo mis-
mo en el caso de los cocristales, ya que las diferentes interacciones soluto-solvente
presentes no respeten dicho patrén®’. Para tener en consideracién la modificacion
producida por la interaccién soluto-solvente se suele utilizar la expresiéon 1.23 don-
de v es un coeficiente de actividad que representa la contribucién de la interaccién
soluto-solvente y el primer término representa la solubilidad ideal del sélido.

AH, 1 1
logx = ——= (5 — ) —log7 (1.23)

En general, la solubilidad observada es menor que la solubilidad ideal esperada®.
Un comportamiento similar es observado en sales®.

1.15. Aspectos Estructurales de cocristales

Un concepto clave en el disefio de cocristales es el concepto de synthon. En el afio
1995 Desiraju introdujo el concepto de synthon supramolecular el cual se define co-
mo un arreglo espacial de interacciones intermoleculares que ocurren frecuentemen-
te en estructuras cristalinas®®. El concepto es puramente probabilistico y se ocupa de
la frecuencia de ocurrencia de ciertos patrones en estructuras cristalinas®”. Synthons
producidos por grupos funcionales similares son conocidos como homosynthons
mientras que los producidos por grupos funcionales distintos son conocidos como
heterosynthons®®. Por ejemplo en la figura 1.16 se muestran posibles heterosynthons
entre un grupo amida protonado y un carboxilato (I), entre un grupo carboxilico y el
grupo carboxilato (II y III). Del analisis de la base de datos de Cambridge (CDS)'*
Reddy y sus colaboradores concluyeron que (II) era el synthon que ocurria con ma-
yor frecuencia y por lo tanto decidieron utilizar acidos carboxilicos como coforma-
dores para Gabapentin.®’

En el capitulo 5 se estudiardn distintas sales y cocristales de Pregabalina, un com-
puesto similar estructuralmente a Gabapentin, con diferentes dcidos carboxilicos.
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FIGURA 1.16: Posibles heterosynthons (I) entre un grupo amida pro-
tonado y un grupo carboxilato (II),(Ill) entre un grupo carboxilico y
un grupo carboxilato
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Capitulo 2

Métodos Experimentales

2.1. Generaciéon de polimorfos, hidratos, y solvatos

Es ampliamente conocida la frase de McCrone “Aquellos que estudian polimor-
fismo rapidamente llegan a la conclusién de que todos los compuestos, organicos e
inorgénicos pueden cristalizar en diferentes formas cristalinas. De hecho, cuanto ma-
yor tiempo se dedica a investigar un compuesto, mayor es el nimero de polimorfos
encontrados.”®® Sin embargo, es un hecho que varios IFAs importantes solo tienen
una estructura conocida al dia de hoy. Los procesos de cristalizacién realizados en
condiciones cercanas al equilibrio tienden a producir el polimorfo mds estable o al
menos formas relativamente estables. En cambio, la cristalizacién bajo condiciones
de estrés, como el enfriamiento rdpido de soluciones, tiende a formar polimorfos
inestables®. En estos casos, la cinética determina la forma cristalina en que crista-
liza el material mas que la termodindmica. En 1890 Ostwald estableci6 su regla de
étapas, en la cual establece que “un sistema inestable no necesariamente transforma
en el estado mads estable, sino en el que mds se parece al estado inicial con la me-
nor pérdida de energia libre””’. Sin embargo, el mismo Ostwald reconocfa que esto
no siempre se cumple, las descripciones teéricas modernas involucran una combi-
nacién de factores cinéticos y termodinadmicos, asi como factores estructurales’’. En
esta seccién se van a describir los métodos de obtencién de polimorfos e hidratos
que se utilizaron en esta tesis, aunque existen muchos otros.

Como principio general, la evaporacion lenta de solventes, como todo proceso de
cristalizaciéon en condiciones lentas, tiene mayores probabilidades de producir for-
mas cristalinas estables, mientras que procesos rdpidos como la evaporacion réapida
de soluciones tiende a producir polimorfos inestables®”. En la figura 2.1 se muestra
un esquema de los métodos mas comtines de obtencién de polimorfos y su escala
temporal indica el tiempo estimativo del proceso de produccién de dichos polimor-
fos.

2.1.1. Evaporacién lenta de solventes

La cristalizacion a partir de una solucién es el método mds comun de obtencién
de cristales en la muestra farmacéutica. En gran parte, porque en la sintesis de com-
puestos organicos es generalmente realizada en solucién y la recristalizacién es el
paso final a partir del cual se recupera el material sélido de la sintesis con la pureza
requerida en un IFA que se administrard en humanos (99.9 %). La evaporacién lenta
del solvente permite, en general, obtener formas polimérficas estables y al ser un
proceso de cristalizacion lento, en general permite obtener cristales adecuados para
difraccién de rayos X de monocristal (SC-XRD).

Solventes de solubilidad moderada (200mg/ml) suelen preferirse ya que solven-
tes de muy alta solubilidad pueden generar soluciones de alta viscosidad y un sélido



34 Capitulo 2. Métodos Experimentales

L . Enfriamiento rdpido
Enfriamiento de Solucion de solucién
L 1 [
Sublimacién

Difusién de Vapor
e — |

Evaporacion lenta de . Evaporacion Rapida de Soluciones .

solucion
[

Meétodo de fusion Quenching
——————

Molienda

Transformacion Térmica

Slurrying
Meses Dias Horas Minutos Segundos
Cerca del <+ Escala Temporal Fuera del
equilibrio equilibrio

FIGURA 2.1: Diferentes métodos de produccién de polimorfos, la es-
cala temporal es indicativa del tiempo que lleva el proceso de crista-
lizacion.

amorfo se forma en lugar de una forma cristalina. En general, es ttil realizar un scree-
ning de solventes con poca muestra y unas pocas gotas de solvente. Observando la
reaccion por microscopia Optica es posible determinar cuan soluble es el compuesto
en un dado solvente. Si el sélido disuelve completamente la solubilidad es muy alta;
sino se observan cambios el sélido es practicamente insoluble. Para realizar un scree-
ning de polimorfos, es necesario realizar recristalizaciones en una amplia variedad
de solventes’” ya que se considera que diferentes polaridades y las caracteristicas
del solvente para formar distintos puentes hidrégeno pueden promover o inhibir la
formacién de ntcleos de distintos polimorfos en solucién supersaturada’”’#. La in-
terferencia del solvente en la formacién de ciertos puentes hidrégeno también puede
resultar en cambios de hébitos cristalinos sin modificar la estructura cristalina como
en el caso de Acetanilida’. Usualmente se considera que diferentes polaridades y
caracteristicas de puentes hidrégeno del solvente promueven o inhiben la forma-
cién de distintos polimorfos del soluto en soluciones supersaturadas.

El rango de temperaturas en que un solvente puede ser utilizado se encuentra
limitado por el punto de ebullicién del mismo y por el perfil de solubilidad del solu-
to. La temperatura que se elige para la cristalizacién puede determinar el polimorfo
que cristaliza, especialmente en sistemas enantiotrépicos.

En el grafico de concentracion de la solucion en funcion de la temperatura 2.2 se
muestra el mecanismo de formacién de cristales por este método. La solucién inicial
(punto B del gréfico) se encuentra insaturada. A medida que se evapora el solvente,
la concentracién de dicha solucién se incremente hasta llegar al punto C del gréfico
donde se encentra supersaturada y el soluto debe precipitar iniciando un proceso de
nucleacién. Otra opcién para cristalizar es el enfriamiento lento de la solucién (ir del
punto A al punto C del gréfico). Esta opcién es usualmente preferida en la industria
porque produce un mayor rendimiento que la evaporacién de soluciones.

2.1.2. Evaporacién rapida de soluciones

La evaporacién lenta de una solucién tiende a dar el polimorfo mds estable y
permite obtener buenos cristales para SC-XRD. En la evaporacién rapida de la solu-
cién se busca obtener formas cristalinas metaestables. Como se mostr6 en la figura
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FIGURA 2.2: Gréfico de concentracién de solucién en funciéon de la
temperatura. El camino B-C muestra el camino realizado en la crista-
lizacién por evaporacion isotémica de la soluciéon

2.1 los métodos de cristalizacion rdpidos buscan generar formas fuera del equilibrio.
Al supersaturar rapidamente una solucién, el soluto se ve forzado a precipitar y de
acuerdo a la regla de Ostwald este lo hara en el minimo de energia mds cercano
que encuentre. En ocasiones este minimo de energia puede incluso ser una forma
amorfa.

Para lograr esto se vuelca lentamente la solucion previamente formada en una
platina calentadora con una temperatura levemente superior a la de ebullicién del
solvente (el solvente utilizado debe tener una temperatura de ebullicién adecuada y
la temperatura de la platina debe ser adecuada para que el soluto precipite en forma
solida y no se descomponga). De esta manera cuando una gota de solucién entre en
contacto con la platina el solvente se evapora y el soluto precipita en su minimo de
energia mas cercano. Por regla general, las muestras generadas de esta forma son
polvos finos, inadecuados para realizar SC-XRD, pero se puede obtener un patrén
de difraccién de la misma por difraccién de rayos X de polvo (PXRD).

2.1.3. Slurry conversion

Slurry conversion es un método en el que un material s6lido queda suspendido
por un largo periodo de tiempo en una cantidad de solvente que es insuficiente para
disolverlo completamente. El objetivo es que el solvente provea un camino para que
el material sélido puede llegar a su forma mads estable. El proceso principal consiste
en la disolucién de la forma cristalina actual del soluto y la nucleacién y formacién
de la forma mads estable del mismo. Puesto que las formas més estables poseen me-
nor solubilidad, la solucién estara supersaturada de esta forma cristalina con menor
concentraciéon que de la forma original y por tanto se favorece la nucleacion de la
forma mads estable.

Para implementarlo se realiza una solucién supersaturada de la muestra y se
procede a agitarlo con un agitador magnético y a producir ciclos de variacién de
temperatura lentos. Usualmente las variaciones de temperatura son de alrededor
de 5°C con el objetivo de aumentar la concentraciéon de la solucién al aumentar la
temperatura y precipitar el compuesto. Al realizar este proceso durante varios dias
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se espera obtener la forma cristalina més estable de dicho compuesto. Usualmente
este procedimiento da lugar a polvos cristalinos, inadecuados para SC-XRD.

2.1.4. Meétodo de fusion

Si bien termodindmicamente un liquido por debajo del punto de fusién deberia
cristalizar, la cinética de este proceso suele ser lenta, y por lo tanto es posible so-
breenfriar el liquido de manera que este permanezca en un estado metaestable. Si
el liquido sobreenfriado es dejado a una temperatura levemente inferior a la tem-
peratura de fusion, la diferencia de energia libre entre el estado liquido y el estado
cristalino deberia ser pequefia, asi como la barrera energética para formar ntcleos.
De acuerdo a la regla de Ostwald es esperable que el sistema vaya al minimo de
energia mds cercano y por lo tanto cristalize. En general, dado suficiente tiempo pa-
ra que crezcan los cristales, el método suele producir cristales grandes buenos para
SC-XRD. En los casos en que el sistema tenga varios polimorfos, el método es sen-
cillo de aplicar para el polimorfo mds estable, aunque para los demds polimorfos
puede no dar buenos cristales ya que la formacién de ntcleos de dos formas crista-
linas compiten entre si.

En la préctica, el método se ha realizado en un microscopio con platina calen-
tadora (Kofler), en la cual se coloca un vidrio Pirex con la muestra. La temperatura
se controla sobre la platina calentadora, con una termocupla tipo K. En primera ins-
tancia se calienta la muestra por encima de la temperatura de fusién y se espera a
que la misma este completamente fundida. Luego se disminuye la temperatura por
debajo de la temperatura de fusién (por regla general, alrededor de 5°C menor, aun-
que es relativo a cada sistema) y se espera a que el sistema evolucione. En ocasiones
es posible agregar una semilla (un pequefio cristal del compuesto), o perturbar el
liquido para que se forme dicha semilla. Una vez que se tiene una semilla, el cristal
comenzard a crecer. El tamafio que pueda crecer un cristal estard limitado por la for-
macién de otras semillas en el liquido. Otra limitacién del método esta dado por la
posibilidad de que el compuesto sea quimicamente inestable en estado liquido, en
dichos casos un analisis previo de termogravimetria puede mostrar si el proceso de
fusién esta acompafiado de una pérdida de masa tipico de una descomposicion.

2.1.5. Tratamiento térmico

Si un liquido es sobreenfriado lo suficientemente rapido suele suceder que el
sistema pase por una transicion vitrea y queda en forma amorfa. Posterior calenta-
miento del amorfo puede dar lugar a la recristalizacién del compuesto. Si este pro-
ceso es rdpido, el sistema tratard de cristalizar en el polimorfo energéticamente més
cercano de acuerdo a la ley de Ostwald y por lo tanto es de esperar que se obtengan
polimorfos inestables.

En los casos en que el sistema sea enantiotrépico, es posible obtener una segunda
forma cristalina a partir del calentamiento (o enfriamiento) de una primer forma
cristalina del compuesto.

2.1.6. Desolvatacion de solvatos

La desolvatacion de solvatos es un método utilizado para descubrir y prepa-
rar formas polimérficas que de otra manera resultan inaccesibles. En ocasiones es-
tos “solvatos desolvatados” retienen la estructura original del solvato con pequefios
cambios en los pardmetros de red. Sin embargo, existen casos en los que el solvente
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FIGURA 2.3: Diferentes formas externas observadas en los cristales.

juega un rol esencial en la estructura cristalina y al ser removido el solvente da lugar
a una nueva forma cristalina o inclusa a una forma amorfa. Una de las formas maés
habituales de desolvatacion es la desolvatacion térmica, que se induce incrementan-
do la temperatura del material. Esto no siempre es factible de ser realizado puesto
que existen solvatos que funden antes de ser desolvatados.

2.2. Microscopia 6ptica

El objetivo de una observacién microscépica es maximizar la imdgen de un ob-
jeto para obtener los detalles pequefios, invisibles al ojo humano. En el caso de los
cristales, la microscopia 6ptica permite identificar el habito cristalino y el tamafio
del cristal. En general, el hdbito cristalino se encuentra determinado por la estructu-
ra interna del cristal y se clasifican los hébitos cristalinos de acuerdo a la relacién que
se observa entre las caras del cristal. De forma practica se han reconocido seis dife-
rentes formas externas’’, las cuales pueden ocurrir en cualquier sistema cristalino,
y tienen influencia en su desempefio como producto farmacéutico’. En la figura 2.3
se muestra un diagrama esquematico de las diferentes formas externas que puede
adoptar un cristal.

Las muestras con formas irregulares y dangulos con bordes que no muestran cli-
vaje son tipicamente amorfas. Las formas regulares son caracteristicas de las formas
cristalinas.

Muchas veces cristales que tienen distintas formas externas poseen la misma es-
tructura interna y sus diferencias se deben a que ciertas caras tuvieron su crecimien-
to inhibido durante el crecimiento del cristal. Sin embargo, en muchas ocasiones las
diferencias de formas en cristales de un mismo compuesto son indicativas de poli-
morfismo como en el caso de Ritonavir 2.4. En dicho caso los cristales de Ritonavir
forma I tienen forma externa de cuchilla mientras que los de forma II tienen forma
externa de aguja.

Al agregar filtros polarizadores un microscopio 6ptico puede convertirse en una
herramienta analitica que permite determinar las propiedades 6pticas de un cristal.
Diferentes formas cristalinas de una molécula tienen propiedades 6pticas distintas
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FIGURA 2.4: Cristales de Ritonavir. (A) Forma I (b) Forma II. Los cris-
tales de forma I tienen una forma externa tipo cuchilla mientras que
los de forma II tienen forma tipo aguja

como su color o su indice de refraccién. Ademaés la microscopia 6ptica es 1til para la
seleccién de monocristales para SC-XRD, ya que permite determinar su tamafio, su
dngulo de extincioén, posibles inclusiones y maclas’®.

Agregando una platina calentadora pueden observarse eventos inducidos tér-
micamente sobre la muestra como la fusién, desolvataciones o transiciones de fa-
se s6lido-sélido. Para calentar la muestra basta utilizar una resistencia calefactora,
mientras que para el enfriamiento de la misma se hace circular nitrégeno liquido en
forma controlada para enfriar la platina. En la figura 2.5 se muestra un esquema de
un microscopio de transmisién de luz polarizada, con una platina calentadora.

La microscopia 6ptica de luz polarizada se basa en iluminar la muestra con luz
polarizada (para esto se utiliza un polarizador) y luego colocar otro polarizador, lla-
mado analizador, entre la muestra y el ocular. El analizador debe tener su eje 6ptico
a 90° con respecto a la direcciéon de polarizacién de la luz incidente, de esta forma
en ausencia de muestra se observa oscuridad total. Al colocar una muestra, si esta es
is6tropa, ya sea liquida, amorfa o de simetria ctibica y no presenta actividad 6ptica,
entonces en el ocular se observa oscuridad independientemente de la orientacién de
la muestra. Existen otros casos donde el plano de la muestra puede ser isétropo, por
ejemplo, el caso de una muestra tetragonal cuyo plano perpendicular a la luz inci-
dente sea el plano (1,1,0). Otros sistemas cristalinos donde esto puede sucede son el
hexagonal y el trigonal. En cambio si se tiene un cristal con direcciones anisotrépicas
en el plano perpendicular a la direccién de propagacién de la luz, este tendra dos in-
dices de refraccion principales en dicho plano. A la diferencia entre ambos indices
de refraccion se la conoce como birrefringencia. Cuando la luz polarizada ingresa
en dicho cristal con una direccién de polarizacion arbitraria, va a emerger con luz
polarizada en dos direcciones perpendiculares que corresponden al eje rdpido y al
eje lento. A medida que avanzan dentro del cristal la luz que viaja polarizada con
direccion en el eje lento va a sufrir un desfasaje con respecto a la que viaja polarizada
con direccién en el eje rdpido. La consecuencia de esto es que al recolectar la luz en
el ocular del microscopio, uno de los haces tiene su eje de polarizacién rotado con
respecto al otro haz, y por lo tanto se observaran colores por interferencia construc-
tiva y destructiva de la luz blanca incidente. Las tablas de Michel-Levy’” permiten
relacionar los colores observados con la birrefringencia (la diferencia entre el indice
de refraccion mas grande y el indice de refraccién méds chico en el plano de obser-
vacion del cristal), el grosor del cristal y el retardo de la luz en el mismo. Ademas,
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FIGURA 2.5: Esquema de los componentes bédsicos de un microscopio
de transmisién de luz polarizada

estos colores de interferencia van a variar dependiendo de la orientacién del cristal.
Cuando una de las direcciones principales del cristal se alinea con la direccién del
polarizador o del analizador, se observara oscuridad total, lo que se llama posicién
de extincién’®. De esta manera la microscopia de transmisién de luz polarizada per-
mite identificar la calidad de monocristales para SC-XRD, con la excepcién ya hecha
de los cristales ctbicos.

Es por lo anterior que muchas veces se utiliza la microscopia 6ptica de luz pola-
rizada como prueba de cristalinidad de una muestra’®. Sin embargo, como ya se ha
dicho algunos cristales pueden fallar la prueba como pueden ser los cristales ctbi-
cos. Por otra parte, muestras amorfas con multiples fracturas, como las que se pue-
den producir en una desolvatacién, pueden mostrar colores de interferencia porque
la luz se despolariza por reflexién o dispersion.

Es por estos motivos que idealmente la cristalinidad debe ser verificada por di-
fracciéon de rayos X.

2.3. Caracterizacion estructural:difraccién de rayos X

2.3.1. Dispersién de Thomson

Cuando los rayos X interacttian con la materia pueden interactuar de dos formas
distintas:

= Dispersién coherente o de Thompson: se caracteriza porque la longitud de on-
da de los rayos X incidentes y salientes son iguales, es decir que conserva su
energia

= Dispersién inelastica o de Compton: la longitud de onda incidente y saliente
son distintas

Por otra parte los rayos X pueden ser absorbidos por la materia con o sin foto-
emision.
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FIGURA 2.6: Esquema de la dispersién generada por dos centros de
dispersion O y O

La dispersion de Thomson es valida cuando la energia del fotén incidente (en
este caso los rayos X) es menor que la energia de la particula con que interacttia’.
En el caso de los rayos X y el electrén se puede estimar que la energia de los rayos X
es dos 6rdenes de magnitud menor a la del electrén.

Se puede obtener una expresion para la intensidad dispersada por un centro de
dispersiéon de Thomson I, como la de la ecuacién 2.1

et 1+ cos?(20)
m2r2ct 2

En dicha ecuacion I;;,. es la intensidad de los rayos X incidentes, e es la carga de la

particula en el centro de dispersiéon, m es la masa de dicha particula y r es su tamafio

caracteristico. 20 es el angulo entre el haz incidente y el haz dispersado. El término

1+cos?(20 Ao . o -
%() es un término que tiene en cuenta la polarizacién del haz incidente y el

haz dispersado, donde © es el angulo entre ellos. Dicho término implica que se va a
observar un decaimiento en la intensidad para angulos 20 grandes.

La dependencia inversamente proporcional al cuadrado de la masa tiene como
consecuencia que la dispersién producida por un electrén sea 10° veces més intensa
que la producida por un protén, haciendo la contribucién de este tltimo desprecia-
ble.

2.1)

Ie = linc

2.3.2. Interferencia

Siunhaz incidente incide contra dos centros de dispersién, las ondas dispersadas
interferirdn entre si. En la figura 2.6 se muestra un esquema de la situacién, en que
una onda incidente S es dispersada por dos centros de dispersion O y O’ separados
por una distancia r

Realizando una andlisis trigonométrico de la figura 2.6 se puede deducir que la
diferencia de fase  entre ambos rayos dispersados esta dada por la ecuacién 2.2
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donde r* = s;\S", y S y Sp son versores unitarios con la direccion indicada en la

figura 2.6. De esta expresion surge que la longitud de onda utilizada debe ser del
orden de la distancia entre los centros dispersores ya que si A >> r entonces la
diferencia de fase tiende a 0 y no habrd interferencia. Vale recordar que para dos

haces de luz coherente que interfieren la intensidad sera proporcional a cos?(3)””.

5= (A0 +OB) = 2 — 27trr” 2.2)

A 7 A

Si Ag es la amplitud de dispersion de la onda emitida por el centro de dispersion
O en la figura 2.6 y Ay es la amplitud de la onda emitida por el centro O’, entonces
ambas van a estar relacionadas por la diferencia de fase de forma tal que Ay = Age™.
Como a la amplitud de dispersiéon solo van a contribuir los electrones, Ay y Ay
dependen de la cantidad de electrones en cada uno de esos centros de dispersion.
Definiendo como Ay, a la amplitud de dispersiéon producida por un electrén libre,
se define el factor de forma f = AA;;, donde A es la amplitud de dispersiéon producida
por un atomo.

Si en vez de 2 centros de dispersién tenemos N centros de dispersion, la disper-
sién total producida por los N centros de dispersion se puede escribir como en la
ecuacion 2.3

N . .
I'*) — ijeXPZmr T _ /Vp(r) eXPZmr I (2.3)
j=1

La expresion 2.3 muestra que la amplitud de dispersion F es la transformada de
Fourier de la densidad electrénica. Por lo tanto la densidad electrénica es la anti-
transformada de Fourier de la amplitud de dispersién F.

Si asumimos que la densidad electrénica del &tomo que funciona como centro
de dispesién es esférica®’, entonces el factor de estructura de dicho 4tomo puede ex-
presarse como en la ecuacion 2.4. Esta expresion muestra que el factor de estructura
decrece con $1€ y para 6 = 0 el valor del factor de forma fj debe ser igual al ntimero
de electrones del atomo Z. Una consecuencia directa de esto es que la intensidad de
la dispersién es mayor para dtomos pesados como los metales de transicién y menor
para elementos livianos como el hidrégeno.

sin 27trr*
4712 2.4
/ S 2mrrt (2.4)

Otro parametro que modifica al factor de forma es la temperatura. Un sélido a
tempertura T sufre vibraciones de la red debido a la temperatura. dichas vibraciones
provocan que el factor de forma a temperatura T este dado por la expresién 2.5

.2

(1) = () exp(~BT(E)) @5

El parametro B es conocido como el factor de Debye-Waller. Dicho factor se pue-

de escribir como B = 872U donde U es conocido como el factor térmico isotrépico,
y se interpreta como el dezplazamiento del atomo promedidado en todas las direc-
ciones. Un mejor refinamiento de un moédelo atémico se obtiene considerando la
anisotropia del factor de desplazamiento en cuyo caso el desplazamiento en cada
direccién sera distinto y estara dado por un tensor U de desplazmientos térmicos.
Este tensor es simétrico (Uy; = Ujz) y su diagonalizacion da los ejes principales
de desplazamiento térmico conforman las direcciones principales del elipsoide de
desplazamiento térmico del 4&tomo. En este caso el pardmetro B se determina como
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B = 272r*Ur*%. De la expresion 2.5 se observa que el efecto de las vibraciones es
disminuir la intensidad de los picos de Bragg a alto dngulo.

2.3.3. Difraccién por un cristal

Como se ha visto en el capitulo 1, un cristal puede ser descripto por una red
infinitamente periddica. Por lo tanto el cristal puede ser visto como la repeticién
infinita de la celda unidad por un vector de traslaciéon Ry,y,w = #.a + vb + wc donde
a,b y c son tres vectores no coplanares que describen la red cristalina.

En cada celda unidad tendremos una densidad electrénica p, y podemos utilizar
la ecuacién 2.3 para describir la amplitud de dispersiéon producida por dicha celda
unidad, donde j cuenta la cantidad de centros de dispersién que pueden ser 4tomos
o moléculas. Por lo tanto la amplitud de scattering total dada por el cristal se puede
describir como en la ecuacién 2.6 donde ¢ es la delta de Dirac y Ry x 1 = h.a* +kb* +
Ic* es el vector de traslacion en el espacio reciproco.

inf inf
- 1
F— / pe(r)exp™™ ) o(r—Ruyw) = FRiwt) Y S(r—Rjy)  (26)
v u,v,w=— inf hk,]=— inf
De la ecuacion 2.6 se pueden obtener las condiciones de difraccién de Laue 2.7,
que a su vez pueden ser sintetizadas en la conocida ecuacién de Bragg 2.8 donde
Ay = m con n algtin ntiimero entero

a(S — So) = hAb(S — So) = kAc(S — So) = IA 2.7)
A = 2dsin(6) (2.8)

2.3.4. Generacién y detecciéon de rayos X

En los equipos de laboratorio los rayos X son generados por tubos de rayos X
donde un filamento, generalmente de Tungsteno, se pone incandescente en el lado
del catodo y del otro lado se coloca un dnodo de cobre o molibdeno de manera tal
que se pueda generar una diferencia de potencial entre el &nodo y el cdtodo. En la
figura 2.7 se muestra el esquema experimental de un tubo de rayos X. En este tubo
se generan los rayos X por dos mecanismos diferentes:

» Radiacién Blanca: A medida que los electrones se mueven desde el catodo ha-
cia el &nodo van perdiendo energia a través de multiples colisiones. La energia
que lleva un electrén acelerado es E = e.V donde V es la diferencia de poten-
cial entre el &nodo y el catodo. Suponiendo que toda la energia se pierda siendo
radiada como un fotén, esto impone que e.V = hv = % con h la constante de
Planck, v la frecuencia correspondiente al fotén, ¢ la velocidad de la luz y A
la longitud de onda del mismo. Esto impone una longitud de onda minima
Amin = % que es menor a mayores voltajes. La consecuencia de esto es que el
espectro de radiacién blanca emitido arranca en A, es decir, debajo de este
valor no hay intensidad emitida. Los espectros tienen un méximo de intensi-
dad a aproximadamente 1.5A,,;, y luego vuelven a decrecer. En la medida que
se aumenta el voltaje entre el 4&nodo y el cadtodo, tanto el maximo de intensidad
como A,,;;, sufren un corrimiento hacia valores mas bajosSl.

» Espectro discreto: Cuando se supera cierta energia de los electrones que chocan
contra el &nodo aparece rayos X de espectro discreto. Estos se producen por la
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FIGURA 2.7: Esquema de un tubo de rayos X utilizado en el laborato-
rio

excitacion de los electrones del material del &nodo desde el nivel fundamental
a niveles de energia mds alto. Eventualmente, estos electrones volveran a de-
caer a niveles de energia mds bajos emitiendo fotones de frecuencia dada por
la diferencia de energia entre los distintos niveles. De esta manera, eligiendo
el material adecuado pueden producirse rayos X de longitud de onda bien de-
finida. El evento més probable es un electrén del primer estado excitado que
decae al fundamental, generando radiacién denominada K,. Cuando el elec-
tron decae del segundo estado excitado al fundamental la radiacion se llama
Kg. En la figura 2.8 se muestra el espectro de energias observado para un ca-
todo de cobre, donde ambos tipos de espectros se encuentran superpuestos.
Tanto la radiacion K, como la radiacién Kg se encuentran subdivididas debido
a las pequenias diferencias de energia que producen los distintos estados de es-
pin posibles del electrén. Es por esto que con mayor resolucion se observa que
el K, se encuentra a su vez subdividido en un doblete K,, y K,,. Mientras que
la linea Kﬁ pueden ser eliminada mediante el uso de un monocromador, es mds
dificil lograr lo mismo con el doblete debido a la pequefia diferencia que tienen
en longitud de onda , es por esto que en esta tésis todos los experimentos de
difraccién se han realizado con radiacién K, y K,, presentes. Tipicamente en
los experimentes se han utilizado tubos con radiacién de Cobre (K, = 1.541 8A)
o de Molibdeno (K, = 0.7107A)""

Es importante hacer notar que este método de generacién de rayos X va a generar
radiacién con polarizacién natural.

Hoy en dia los detectores que se utilizan son detectores de area. Consisten en una
matriz de detectores CCD (dispositivo de acoplamiento de carga) que convierten los
rayos X incidentes en sefiales eléctricas permitiendo de esta manera la detecciéon de
la intensidad incidente.
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FIGURA 2.8: Intensidad de radiacién en funcién de la longitud de
onda para un catodo de Cobre

2.3.5. Difraccién de polvo

Varias geometrias han sido propuestas y utilizadas para las mediciones de di-
fracciéon de rayos X. Para muestras de polvo (muestras compuestas de cristales de
tamafios del ym o menor), se suele utilizar la geometria de Bragg-Brentano que pro-
porciona una buena resolucién dngular y alta intensidad de los haces difractados.
En la figura 2.9 se muestra un esquema de la configuracion con la que se realiza esta
geometria. La medicion suele realizarse en condicién bisectante (el &ngulo entre la
muestra y el detector es igual al angulo entre la muestra y la fuente) y el difract6-
metro es alineado en forma tal que los haces difractados por la muestra hagan foco
sobre el detector. Por otra parte, el haz de la fuente pasa por una abertura divergen-
te de forma tal que irradie toda la muestra. Todos los puntos de la muestra que se
encuentran a igual distancia de la fuente se encuentran enfocados, y son enfocados
y recolectados en el detector. De esta manera se logra tener alta intensidad y alta re-
solucién angular®’. Tanto la fuente como el detector son desplazados con un motor
paso a paso para poder realizar un barrido dngular.

En el caso de tener un detector de drea, se observardn anillos de Debye en la
posicién angular que corresponda y luego se podran integrar los anillos sobre todo
el &ngulo para obtener el patrén de difraccion como se muestra en la figura 2.10.

A partir de la ecuacion de Bragg 2.8 y el difractograma para un dado compuesto
se puede intentar indexar los picos de difraccién observados de manera que se ob-
tenga la celda de dicha estructura. Existen varios algoritmos desarrollados para la
indexacion®*®, y una vez determinada la celda unidad se puede proceder a buscar
el correspondiente sistema cristalino y grupo espacial. Si se tiene éxito, se puede in-
tentar obtener una estructura cristalina, sin embargo, esto no suele ser fécil ya que al
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FIGURA 2.9: Esquema experimental de la configuracién de Bragg-
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problema de las fases se le agregan problemas generados por la configuracion expe-
rimental. El problema principal que se enfrenta es que todos los haces difractados en
el espacio han sido proyectados sobre una linea, de forma tal que se puede producir
supeposicion sobre una misma linea entre distintos haces difractados. Ademas, se
pueden enfrentar problemas de orientaciéon preferencial de la muestra, entre otros.
Es por esto que usualmente se utiliza difracciéon de monocristal para resolver estruc-
turas cristalinas.

Si se tiene un modelo conocido de la estructura cristalina del compuesto se puede
utilizar el método de Rietveld para refinar parametros tanto instrumentales como
de la estructura®. Se puede comparar la intensidad calculada y, segtin el modelo
con la intensidad medida y, y minimizar por cuadrados minimos el residuo S de la
ecuacién 2.9 donde w es un factor de peso que tiene en cuenta la intensidad del pico
de difraccién y el fondo.

S=wly -yl (2.9)

La intensidad calculada se puede describir como en la ecuacién 2.10 donde s es
el factor de escala (depende de la masa de muestra irradiada), k cuenta sobre to-
dos los haces difractados, m es la multiplicidad correspondiente a ese pico (cuantas

reflexiones equivalentes por simetria contribuyen), F; el factor de estructura, Ly el

. -z _ 1+cos?(20) .1s
factor de polarizacién (Ly = ——-— en el caso de que se utilice una fuente de la-

boratorio) y G(Af; ) es la funcién con que se modela el pico (usualmente se utiliza
una pseudo-Voight o Pearson VII, siendo esta tltima la utilizada en los ajustes de
Rietveld de esta tesis) corregida por el corrimiento de cero que pueda tener el de-
tector. y;, es la intensidad del fondo que usualmente se modela con un polinomio
interpolador.

ye =5y my |Fe> LG(AB;x) + v (2.10)
P

Todos los pardmetros involucrados directa o indirectamente en la ecuacién 2.10
pueden ser refinados ademds de los pardmetros de celda, las posiciones atémicas y
los pardmetros térmicos correspondientes a cada dtomo.

Por otra parte, en el caso de que la muestra contenga varias estructuras cristali-
nas, el método permite refinar dichos pardmetros para cada una de las estructuras.
Del cociente del factor de escala correspondiente a cada una de ellas se puede obte-
ner la proporcién de cada una de las fases.

El método se encuentra implementado en el programa Fulprof®’.

2.3.6. Difraccion de monocristal

Un difractémetro de monocristal consiste en una fuente de rayos X, un detector
y un goniémetro. Una muestra monocristalina del orden de 0.1mm de lado se monta
sobre el goniémetro de forma tal que se pueda controlar la orientacién del mono-
cristal. Los difractémetros utilizan la geometria ecuatorial en la cual el detector se
mueve en un plano horizontal definido por la linea de los rayos X incidentes y la ro-
tacion del detector alrededor de un eje que pasa por el cristal. Al utilizar detectores
de drea se pueden colectar todas las reflexiones correspondientes a la orientacién del
cristal en un amplio rango angular.

Existen multiples geometrias posibles para el goniémetro, en particular una geo-
metria muy utilizado es la geometria kappa mostrada en la figura 2.11. Como alcan-
za con dos ejes de rotacion para obtener la orientacion de cualquier plano cristalino
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FIGURA 2.11: Esquema de un goniémetro con geometria x

en un monocristal, es comun la utilizacion de goniémetros con dngulo x fijo como en
el caso del difractémetro Bruker D8 Quest ECO utilizado en multiples mediciones
durante esta tésis.

El primer paso en una medicién es determinar la matriz de orientacién. Para esto
se define un conjunto de vectores ortonormales, @ es el eje paralelo al haz de rayos
X, bp es perpendicular a @p y se encuentra en el plano ecuatorial con sentido positivo
donde 26 es positivo, mientras que ¢p es perpendicular a estos dos de manera tal que
los tres vectores formen una terna derecha, Ap. Por otra parte se define el sistema
de ejes cristalinos Ac que coincide con el sistema anterior cuando todos los dngulos
del goniémetro son 0 y es solidario al cristal. Para relacionar ambos sistemas de
referencia se define la matriz F tal que A¢c = F.Ap.

Dado un vector del espacio reciproco 7*, sus coordenadas en el sistema de refe-
rencia solidario al cristal son X¢ = (x¢, yc, zc) mientras que en el sistema de labora-
torio son Xp = (xp,yp,zp). Se puede demostrar que X¢c = F.Xp, y de esta manera
sabiendo las coordenadas de un nodo del espacio reciproco en el sistema solidario
al cristal sabemos automaticamente las coordenadas w, ¢ y x que le corresponden.
Para calcular la posicién de cualquier otro nodo de la red reciproca en el sistema soli-
dario al cristal se utiliza la matriz de orientaciéon U definida como A* = U.Ac donde
A* es la matriz de coordenadas con respecto al sistema de referencia correspondien-
te al espacio reciproco. De manera que conociendo la matriz U se puede determinar
la posicién en el sistema de laboratorio de cualquier nodo de la red reciproca.

Si medimos tres reflexiones, entonces sus posiciones en el sistema de laboratorio
X, ¢ y w van a ser conocidas. A partir de esto se puede calcular las posiciones de
los tres puntos nodales en el sistema de referencia solidario al cristal Xci, X2 v

Xc1
Xc3. Definimos la matriz X, = Xc2 | y la matriz Hy de las correspondiente
Xcs
a los indices de Miller de dichas reflexiones. De esta manera se puede probar que
U = H,' Xu, de forma tal que a partir de tres reflexiones no coplanares se puede
determinar U.

Una propiedad importante de la matriz de orientacién es que U.UT = G* donde
G* es la matriz métrica del espacio recfproco®’.

La matriz métrica G se define como en la ecuacién 2.11 y tiene multiples propie-
dades importantes. En primer lugar, sus elementos definen los pardmetros de celda
a, by cy los dngulos que forman entre ellos. De esta manera al obtener la matriz de
orientacion se puede obtener la celda correspondiente al cristal medido.
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i-a a-b @a-¢
G=|b-@42 b-b b-¢ (2.11)
¢-@a ¢-b ¢¢c

El determinante de la matriz G es el volimen de la celda elevado al cuadrado.
Para un dado vector 7 se obtiene que 7 = 71.G.7, y a partir de este resultado la
matriz métrica se puede utilizar para calcular la distancia entre dos 4tomos.

Una vez obtenida la matriz métrica se pueden realizar todo tipo de calculos de
distancia interatémicas, &ngulos entre tres &tomos y dngulos de torsién entre cuatro
atomos, los cuales se define como el angulo formado entre el plano que conforman

los primeros tres 4tomos y el plano que conforman los tltimos tres.

2.3.7. Extinciones sistematicas y determinacién del grupo espacial

Las simetrias en el espacio directo se reflejan en el espacio reciproco. Si en el espa-
cio directo existe una simetria de rotacién de orden 2 alrededor del eje cristalogréfico
1_5, entonces se cumple la relacién entre intensidades Iy = L7 = I3 = I, Todos
los ejes de rotacién y los planos especulares generardn simetrias en las intensidades
de las reflexiones.

La ley de Friedel establece que el espacio reciproco siempre es centrosimétrico.
Si bien esta ley no es exacta y su violacién permite calcular la quiralidad de la es-
tructura por medio del pardmetro de Flack, el hecho de que el espacio reciproco sea
siempre centrosimétrico impide determinar con facilidad la existencia o no de un
centro de simetria en la estructura cristalina. Sin embargo, la presencia de un cen-
tro de simetria genera la restricciéon de que las posibles fases presentes deben ser 0
o 7t y la distribucién estadistica de intensidades que se espera es distinta para una
estructura centrosimétrica que para una no centrosimétrica.

Si las moléculas que comoponen el cristal son quirales, los posibles grupos espa-
ciales donde cristaliza quedan restringidos a los grupos espaciales quirales, aquellos
que no poseen planos especulares ni centros de simetria.

En los demads casos, la distribucién estadistica de las intensidades normalizadas
para estructuras centrosimétricas difiere con la distribucién para estructuras no cen-
trosimétricas. Las intensidades normalizadas se definen como en la ecuacién 2.12
donde < |F \2 >=¢€ Z]-Z\il sz, con € un factor de peso dependiente de la simetria de la
red reciproca.

| Fi|

\/ < |F]* >

Se puede deducir que las distribuciones para la estructura centrosimétrica y la
no centrosimétrica son las dadas por la ecuacién 2.13%.

|En| = (2.12)

2
Peentrosimétrico = \/zexp(—“?) PNocentrosimétrico = 2 | E| exp(— |E|2) (2.13)
Comparando la distribucion obtenida experimentalmente con la prediccién teé-
rica se puede decidir si hay un centro de simetria presente en la estructura o no.
Cuando las estructuras cristalinas poseen simetrias de traslacién tales como cen-
trados, planos con deslizamiento o ejes tornillo, estas producen extinciones sisteméa-
ticas. Las extinciones sisteméticas son un conjunto de intensidades que las simetrias
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imponen que sean nulas. Por ejemplo un eje 2; paralelo al eje cristalogréafico b impo-
ne que las reflexiones 0kO con k impar se anulen. Observando la existencia de dichas
extinciones sistemdticas para el conjunto de reflexiones observadas en una dada es-
tructura se puede determinar la posible existencia de simetrias traslacionales.
Utilizando todos los elementos anteriores es posible determinar los posibles gru-

pos espaciales a los que puede pertenecer la estructura®.

2.3.8. El problema de las fases

Como se mencion6 anteriormente, la densidad electrénica puede ser obtenida co-
mo la anti-transformada de Fourier discreta de los factores de estructura. Sin embar-
go, en el proceso de medicion no se puede obtener el factor de estructura F de la onda
dispersada, solamente se puede obtener la intensidad de la misma I, ; = |Fyx, ]2. De
esta forma se obtiene la informacién sobre el valor absoluto del factor de estructura
de la onda dispersada pero se pierde la informacién sobre las fases necesaria para
obtener la densidad electrénica y poder resolver la estructura.

En principio, la magnitud de la fase y la amplitud de un vector de onda son can-
tidades independientes, pero en el caso de los rayos X interactuando con un cristal
es importante notar ciertas caracteristicas de la densidad electrénica:

» La densidad electrénica es siempre positiva

» La densidad electrénica esta compuesta de d&tomos discretos

Hauptman y Karle en 1948 encontraron relaciones matematicas capaces de dar
informacion sobre las fases, lo que les vali6 el premio Nobel en 1985%?. En 1953 Sayre
se di6 cuenta que para dtomos iguales y bien resueltos la densidad electrénica p y la
funcién p? son similares dando méximos en las mismas posiciones. Operando con
transformadas de Fourier y convoluciones pudo llegar a la ecuacién de Sayre 2.14%.

F = % Y FnFnox (2.14)
k

Multiplicando ambos lados de la ecuacién 2.14 por F_j, se obtiene la expresion
|Fu|* = % Y |FnFcFn—x| exp(¢—n + ¢k + ¢n—k) de donde se puede deducir que si
|F| es grande, la fase deberia ser cercana a 0, por lo que (¢_p + ¢x + ¢n_k) ~ 0. Enel
caso de estructuras centrosimétricas, donde las fases solo pueden valer 0 o 7, la rela-
cién se convierte en una relacién de signos entre reflexiones S(—h)S(k)S(h — k) ~
+. Las expresiones se cumplen en terminos probabilisticos ya que las igualdades no
son exactas. Esto muestra la necesidad de utilizar métodos probabilisticos para el
uso de los métodos directos.

Varias cantidades que contienen relaciones entre las amplitudes y las fases son
llamadas invariantes de estructura (dependen solo de la estructura)y otros semi-
invariantes de estructura porque permiten obtener invariantes de estructura al agre-
gar fases equivalentes relacionadas por simetria. Todas estas cantidades se utilizan
para determinar estructuras por métodos directos, que en su implementacién com-
parten siempre una serie de pasos:

s Normalizacion: Las intensidades medidas se normalizan de acuerdo a la inten-
sidad 2.12

» Definir relaciones de fase: Se seleccionan las reflexiones mds intensas para de-
terminar invariantes y semi-invariantes de estructura
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= Dado el conjunto inicial de fases, las demads se van obteniendo en un proceso
encadenado. El proceso se repite para varios conjuntos de fases iniciales y de
acuerdo a las figuras de mérito se eligen las mejores soluciones

Como resultado de la resolucién de la estructura se obtendré la densidad elec-
tronica del cristal. Por simetria, la misma es examinada solamente en la unidad asi-
métrica ya que a partir de esta se puede generar el resto del cristal. Los picos mas
intensos son interpretados como atomos de acuerdo a la estructura molecular espe-
rada de las moléculas que componen el cristal y de esta manera se obtiene un modelo
inicial a partir del cual refinar la estructura.

En los ultimos tiempos se han avanzado con otros métodos para la resoluciéon de
estructuras. En particular el método de intrinsic phasing ha sido desarrollado e im-
plementado en el programa shelXT"!. Este método no requiere de la determinacion
previa del grupo espacial puesto que comienza uniendo los datos idénticos por sime-
tria de acuerdo al grupo de Laue y luego utilizando métodos directos sobre dichas
reflexiones en el grupo espacial P1. Una pequefia modificacién puede ser introduci-
da con respecto a los métodos directos en cuanto las fases iniciales que pueden ser
elegidas por minimos de la funcién de Patterson, en vez de hacer una eleccién ini-
cial al azar. Luego se realiza un procedimiento llamado dual space recycling mediante
el cual se refinan las fases en el espacio reciproco, se calcula el mapa de densidad
electrénica correspondiente, en base a este mapa se deciden las posiciones de los
atomos y con este modelo se vuelve a calcular las fases en el espacio reciproco. En
el método de Intrinsic Phasing cada cierta cantidad de ciclos se realiza la omisién de
ciertos maximos observados en el mapa de Fourier. Finalmente, se testean todos los
posibles grupos espaciales para finalmente obtener la estructura resuelta y el grupo
espacial correspondiente”’.

2.3.9. Refinamiento de estructuras

Una vez que se obtuvo el modelo estructural inicial se procede a refinar la es-
tructura: completar los fragmentos de una molécula que no se vieron en la solucion,
agregar los atomos de hidrégeno y refinar los parametros térmicos. En algunos ca-
sos puede requerirse algun refinamiento adicional de algtin desorden posicional y/o
substitucional, existencia de maclas, etc. El método que se utiliza para realizar estos
refinamientos es el método de cuadrados minimos. El método consiste en calcular
un conjunto de factores de estructura a partir del modelo que se tiene aplicando la
transformada de Fourier. Esta se lo compara con el conjunto de intensidades me-
dido. Se realizan varios ciclos modificando los pardmetros del modelo y se escoge
como mejor modelo aquel que minimiza el pardmetro M = w} ; (ch - Ffo)z. Even-
tualmente se puede utilizar el modulo de F; o y F; ¢ en lugar de la intensidad. His-
toricamente los refinamientos se realizaban utilizando el médulo pero esto implica
tomar la raiz cuadrada de las intensidades medidas lo cual introducia errores numé-
ricos por los errores en las reflexiones debiles de manera que actualmente se realiza
el refinamiento contra las intensidades.

En el refinamiento las reflexiones de alto angulo tienen informacién relevante. Es
por esto que se suele considerar a d = ﬁ como un pardmetro que da la resolu-
cién de los datos. Es convencién que esta resolucion debe ser de al menos 0.83A que
se corresponde con la distancia usual C-H. Para considerar que una reflexién fue ob-
servada se pide que se cumpla é > 2.0 donde ¢ es el desvio standard de la reflexion.
Ademas, para las reflexiones observadas a una dada resolucién se considera que se
debe cumplir R;,; < 0.45 para considerar dichas reflexiones significativas, donde
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Rint =Y [V/lio—/lic| \%_I\Om‘ . Por otra parte, los estandares internacionales de la Unién In-
1,

ternacional de Cristalografia (IUCr) exigen que el conjunto de datos debe presentar

al menos 98.5 % de completitud para la resolucién observada.

Por cada estructura existe un factor de escala a ajustar (en caso de tener una ma-
cla existiran tantos factores de escala a ajustar como individuos), tres coordenadas
por atomo, seis factores de desplazamiento anisotrépicos por dtomo (excepto que
sean hidrégenos, en cuyo caso no se ajustan dichos pardmetros). Esto va a generar
una cantidad de pardmetros a refinar entre 9 y 10 veces la cantidad de dtomos en la
estructura, lo que da un requerimiento de una cantidad minima de reflexiones por
cantidad de pardmetros. El cociente entre ambas cantidades debe ser de al menos 8
para estructuras no centrosimétricas y al menos 10 para estructuras centrosimétricas
de acuerdo a la IUCr.

No todos los pardmetros que se utilizan en un modelo son independientes. Exis-
ten parametros que son fijados y al cual no se le permite variar su valor. Estos paré-
metros se los llama constraints. Un ejemplo de esto es el factor de ocupacién de un
atomo que en general vale 1. Este constraint puede ser removido en casos donde ha-
ya desorden sustitucional, y haya que refinar la ocupaciéon de dos atomos distintos
en una misma posicion.

Otro caso de constraints importante es el de los &tomos de hidrégeno. Los 4tomos
de hidrégeno se colocan a la distancia esperada X-H la cual se deja constante a la vez
que se fija el &ngulo Y-X-H en la forma esperada. Luego se refina las posiciones de
los 4tomos X e Y de forma tal que el 4&tomo de hidrégeno se mueve con ellos.

Una manera de poner restricciones menos drésticas a un pardmetro es utilizando
restraints. Si existe un restraint la funcién a minimizar cambia por M = w Zl»(FfC

Ffo)2 +3 % (R — Ro)2 donde o es el desvio standard que se le asigna al restraint, Ry
es el valor objetivo de dicho restraint y Rp es el valor que efectivamente se observa.
Un restraint suele utilizarse para imponer al modelo informacién extra que se tiene
de una molécula (por ejemplo, que cierto anillo es aromético y por tanto sus dtomos
deben estar contenidos en un plano)’’.

2.4. Caracterizacion térmica

2.4.1. Termogravimetria

La termogravimetria es una técnica que consiste en medir las variaciones de ma-
sa que se producen en una muestra bajo estudio durante su calentamiento. En las
ciencias farmacéuticas su uso ha sido acotado a la medicién de la cantidad de agua
perdida durante una deshidrataciéon y el rango de temperatura en el que ocurre.
En menor proporcién, para determinar la temperatura en que un dado compuesto
descompone.

Las mediciones pueden realizarse isotérmicamente o variando la temperatura a
velocidad constante. Aunque es posible realizar las mediciones bajo distintos am-
bientes, todas las mediciones realizadas en esta tesis fueron hechas en atmosfera de
N».

En la figura 2.12 se muestra un esquema genérico de un dispositivo para rea-
lizar estudios de termogravimetria. Diferentes sistemas pueden ser utilizados para
la microbalanza, aunque generalmente el sistema funciona utilizando una masa de
referencia en un brazo de la balanza, estable en el rango de temperatura a utilizar y
la muestra a medir en el otro brazo de la balanza de forma tal que se puedan medir
los corrimientos del equilibrio. Para los distintos tipos de balance el desplazamiento
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FIGURA 2.12: Esquema de un dispositivo para realizar mediciones de
TG

que se puede producir en uno de los brazos es proporcional a la variacién de masa.
La mayoria de las balanzas que se utilizan usan un material magnético a través del
cual se circula una corriente para restituir el equilibrio en ambos brazos. Midiendo
la corriente que fue necesario entregar se obtiene una medicion de la variacién de
masa. Simultaneamente la temperatura de la muestra es medida con una termocupla
de forma tal que a distintos tiempos se obtienen mediciones de masa y temperatura
de la muestra. Algunos equipos ademads incorporan mediciones de anélisis térmico
diferencial (DTA) o calorimetria diferencial de barrido (DSC)?. Las mediciones de
termogravimetria(TG) realizadas en esta tesis se realizaron en un equipo Shimadzu
DTG 50 que permite realizar mediciones simultdneas de TG y DTA

2.4.2. Calorimetria diferencial de barrido y analisis térmico diferencial

La técnica de calorimetria diferencial de barrido se basa en la aplicacién de un
calentamiento o enfriamiento con una velocidad de variacién constante de la tem-
peratura y la medicién de la temperatura y energia asociadas a cualquier evento
térmico que sufra la muestra como puede ser una fusién, una descomposicién una
reaccion quimica, una deshidratacién, etc. También es posible realizar mediciones
isotérmicas. En las mediciones realizadas en esta tesis se utilizé6 un equipo TA2000
de la empresa TA instruments que permite realizar mediciones entre -150°C y 400°C.

Para realizar mediciones de DSC usualmene se utiliza un crisol de aluminio va-
cfo. Historicamente la técnica de DTA fue introducida antes que la técnica de DSC.
En la figura 2.13 se muestra un esquema bésico del funcionamiento de un equipo de
DTA y un equipo de DSC.

En ambos casos se mide la temperatura de la muestra y la referencia con un par
de termocuplas de manera tal que la diferencia de temperatura entre la muestra y la
referencia permite observar la existencia de un evento térmico y determinar la tem-
peratura en que ocurre. DSC se desarroll6 en los afios 60 para superar la incapacidad
de DTA de obtener mediciones cuantitativas de la variacién de Entalpia de la mues-
tra durante el evento. En el caso de DTA se trata de que la capacidad calorifica de la
muestra y de la referencia sea aproximadamente iguales. De esta manera, a medida
que la temperatura del ambiente aumenta con el horno, la diferencia de temperatu-
ra entre la muestra y la referencia es practicamente nula. Cuando un evento térmico
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FIGURA 2.13: I)Esquema de un dispositivo para realizar mediciones
de DTA. II) Esquema de un dispositivo para realizar mediciones de
DSC por Flujo de Calor. A es el horno y B son termocuplas

ocurre en la muestra (por ejemplo, una fusioén) esta mantendra su temperatura prac-
ticamente constante mientras que la referencia seguird aumentando su temperatura.
Cuando este evento culmine, la temperatura de la muestra volverd a equilibrarse
con la del ambiente y la muestra. Esto formard un pico en la resta de temperaturas
cuyo maximo se corresponde con el instante de maxima velocidad de ocurrencia del
evento en la muestra. El comienzo de este evento se suele caracterizar con una tem-
peratura donde se produce el quiebre entre la linea de base y el pico que se conoce
como temperatura de onset”?.

El problema con la medicién de DTA es que el area del pico en un evento se
encuentra relacionada con la resistencia térmica entre el horno y la termocupla que
se utiliza para medir temperatura. Esta resistencia térmica se encuentra influenciada
por la muestra a medir. Para superar este problema en las mediciones de DSC existen
dos métodos, el de compensaciéon de potencia o el de flujo de calor. Como en esta
tesis se utilizé un calorimetro por flujo de calor, solo se explicard este. En el caso
de un calorimetro por flujo de calor, las termocuplas se conectan entre si de forma
tal que la medicion de la termocupla sea una medicién directa de la diferencia de
temperatura entre la muestra y la referencia. El camino térmico con el que el horno
calienta a la muestra y a la referencia estan disefiados para ser identicos, usualmente
con una membrana metalica que sostiene el portamuestras. Como la referencia es un
crisol de aluminio vacio y la muestra se coloca dentro de uno de estos antes de ser
medida, la diferencia de calor entre la muestra y la referencia es una medicién del
flujo de calor de la muestra que se desea medir. Usualmente los crisoles de aluminio
no son exactamente iguales, pero una medicién de la masa de ambos previo a la
medicién, permite corregir la diferencia de resistencia térmica por la cantidad de
masa.

En un experimento de DSC se puede variar la velocidad de la rampa de tempe-
ratura en la medicién. Si la velocidad es lenta entonces en una fusién la diferencia
de temperatura entre la muestra y la referencia va a ser chica, de forma tal que se
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tendrd una alta resolucién pero menor sensibilidad. En cambio, si la velocidad de
medicién es alta la diferencia de temperatura entre la muestra y la referencia du-
rante una fusién es mayor de forma tal que se obtiene una mayor sensibilidad, con
menor resolucién. Existen procesos que a diferencia de la fusién su comportamiento
se encuentra dominado por la cinética, por ejemplo la recristalizaciéon. Ademads de
las tradicionales mediciones de TG isotérmicas, se puede obtener informacién so-
bre velocidades de reaccién realizando mediciones de DSC isotérmicas o a distintas
velocidades para obtener informacién de la reaccién” ™.

En mediciones de DSC las transiciones de fase de segundo orden o las transicio-
nes vitreas en los amorfos se detectan como un cambio en la linea de base ya que
en estos casos hay un salto abrupto en la derivada segunda de la energfa libre de la
muestra, es decir, un cambio abrupto de pendiente en el calor especifico de la mues-
tra. En el caso de las transiciones vitreas en algunos casos se observa una transicién
endotérmica asociada a la transicién relacionada con la relajacién del sistema”.

Como diferentes polimorfos de un dado compuesto suelen presentar diferentes
temperaturas de fusién (o eventualmente transicionan entre ellas dando un evento
térmico asociado), DSC es una técnica que permite la deteccién de distintos polimorfos9 0
Ademas, las reglas de Burger y Ramberger del calor latente y del calor de fusién per-
miten estimar el cardcter monotrépico o enantiotrépico de la relaciéon entre ambos
polimorfos*”.

Todos los estudios de DSC realizados en esta tesis se realizaron en un equipo
Q2000 de TA instruments.
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Capitulo 3

Polimorfismo en IFAs

En este capitulo se estudiaran tres IFAs que presentan polimorfismo. La primera
seccién habla sobre los IFAs que presentan relaciones monotrépicas entre las distin-
tas formas cristalinas, Palmitato de Pipotiazina y Clorhidrato de Bendamustina. So-
bre cada uno de estos compuestos se han realizado estudios estructurales y térmicos
que permiten identificar y determinar las estabilidades relativas entre los distintos
polimorfos.

En la segunda seccion se muestra el caso de Clorhidrato de Tapentadol, un com-
puesto que presenta dos polimorfos relacionados enantiotrépicamente. Particular
enfasis es puesto sobre las caracteristicas de la transicién entre ambas formas crista-
linas en este caso.

3.1. Sistemas monotrdpicos

3.1.1. Palmitato de Pipotiazina
Introduccién

Palmitato de Pipotiazina es un IFA antipsicético del tipo fenotiazina que se utili-
za en el tratamiento de pacientes con esquizofrenia. Realizando una revisién siteméa-
tica del compuesto se ha encontrado que el compuesto tiene eficacia en el tratamien-
to contra la esquizofrenia, aunque no es necesariamente mejor que otros tratamientos’.
En Argentina Laboratorios Dosa tiene una patente sobre la sintesis de dicho com-
puesto que usualmente se administra de forma intravenosa®. El compuesto se ad-
ministra en solucién y en algunos casos se observo la aparicion de cristales. Para
investigar el porque de dicho comportamiento se decidi6 realizar un estudio de po-
limorfismo sobre el compuesto.

La molécula de Palmitato de Pipotiazina es un ester formado entre una molécula
de Pipotiazina y una molécula de dcido Palmitico. Pipotiazina es una molécula de-
rivada de la Fenotiazina, y como consecuencia de esto tiene un ntcleo triciclico con
dos anillos bencenicos y un anillo central con un dtomo de azufre y un 4tomo de
nitrégeno que es la parte 4ctiva del IFA. En la figura 3.1 se muestra la molécula de
Palmitato de Pipotiazina.

Caracterizacién estructural de Palmitato de Pipotiazina

Un rdpido screening de solventes mostré que Palmitato de Pipotiazina era solu-
ble en acetona, acetonitrilo (ACN), n-heptano y cloroformo mientras que resultaba
insoluble en agua y etanol. Monocristales de Palmitato de Pipotiazina forma I ade-
cuados para SC-XRD se pueden obtener por evaporacién lenta en ACN, en acetona
o n-heptano. Al disolver Pipotiazina en cloroformo, se observaba al cabo de unas
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FIGURA 3.1: Molécula de Palmitato de Pipotiazina. Los dtomos de
hidrégeno se omitieron para mayor claridad del dibujo

FIGURA 3.2: Monocristal de Palmitato de Pipotiazina Forma I

horas que la solucién cambiaba de color transparente a rojo, por lo que es posible
que exista alguna reaccién quimica.

En la figura 3.2 se muestra el monocristal utilizado en la medicién, los datos fue-
ron tomados en un equipo Gemini E de Oxford Diffractiony los datos procesados con
el software CrysAlisPro’”’. En particular ese cristal fue obtenido por evaporacién
lenta en solucién de n-heptano. La estructura fue resuelta utilizando metodos direc-
tos, implementados en el programa shelxs'’’ y posteriormente refinados utilizando
cuadrados minimos para el refinamiento implementado en el programa shelxtl’"”.
Los atomos de hidrégeno fueron colocados en sus posiciones estereoquimicamente
esperadas y refinados con costraints geométricos adecuados. Los hidrégenos corres-
pondientes a C — Hyy,i; se los £ijé a una distancia 0.96A y pardmetros de dispersion
isotropicos U(H) = 1.5Uqui»(C). En el caso de los hidrégenos correspondientes a un
grupo metileno se fij6 una distancia 0.97A y U(H) = 1.2U4uiv(C). En el caso de los
hidrégenos correspondientes a grupos arométicos se utilizé una distancia de 0.93A y
U(H) = 1.2Ueguir(C). En la tabla 3.1 se muestran los pardmetros de celda obtenidos
para la forma I de Palmitato de Pipotiazina. En esta forma, el compuesto cristaliza
en el grupo espacial P2;/c, con cuatro moléculas de Palmitato de Pipotiazina por
celda unidad.

En la figura 3.3 se muestra la conformacién molecular del Palmitato de Pipo-
tiazina en la forma I. El grupo fenotiazina tiene una conformacion de bote en su
anillo central mientras que los otros dos anillos son planos como se espera para
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Datos Forma I Forma II
Férmula Quimica C40 H63 N3 04 S2 C40 H63 N3 04 S2
M, 714 714

Sistema Cristalino y
Grupo Espacial

Monoclinico, P2; /¢

Monoclinico P2;

Temperatura de medi- | Temperatura Ambiente | —173(2)°C

cién

ab,.c (A) 22.612(5), 7.948(2), | 11.093(5), 9.908(2),
23.732(5) 72.53(5)

B(°) 106.61 92.94

Volumen 4087(1) 7958(1)

Z 4 8

Z 1 4

Densidad (g/cm?®) 1.182 1.214

Radiaci6n MoK,,0.7107A MoK,,0.7107A

u(mm=1) 0.17 0.17

Reflexiones medidas, 714 —

observadas e indepen- | 5956,9250 —

diente

Rint 0.0378 —

sin(0) /Ame(A )

R[F? > | 0.09,0.1330, 1.045 —

20(F?)],wR(F?),S

# de Reflexiones 9250 —

# de pardmetros 442 —

# de restraints 0 —

APmas, Dpmin(e/ A7) 0.26,0.17 —

TABLA 3.1: Datos de la determinacién de celda, resolucién y refina-
miento de la estructura de Palmitato de Pipotiazina forma I y datos
obtenidos de Palmitato de Pipotiazina forma II
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FIGURA 3.3: Conformacion molecular de Palmitato de Pipotiazina en

la Forma I. Por claridad se omitieron los nombres de los dtomos los

cuales coinciden con los mostrados en 3.1 y también se omitieron los

hidrégenos por claridad. Los elipsoides fueron dibujados al 50 % de
probabilidad

FIGURA 3.4: Dimeros de Palmitato de Pipotiazina en la estrucutra I

un anillo aromético. El angulo que forman entre estos planos es de 33°. Los carbo-
nos correspondientes al terminal palmitico se encuentran rigidos en una conforma-
cién casi lineal,aunque no se encuentran todos sobre un mismo plano. El angulo
de torsion C26-C27-C28-C29 177.3(2)° y el angulo de torsion C37-C38-C39-C40 es
177.4(2)°, igual al anterior. Sin embargo, el dngulo de torsion C26-C27-C39-C40 es
18.8(4)° mostrando que los 4tomos de la cadena de carbonos no se ecuentran sobre
el mismo plano. La méxima desviacién al plano medio que forman los dtomos C26-
C27-...-C39-C40 es la que muestra el atomo C28 de 0.10A. El grupo piperidil tiene
una conformacién de silla, con el 4tomo de nitrégeno N3 y el carbono C20 a 0.67A
y 0.66A del plano medio del anillo respectivamente. Las moléculas de Palmitato de
Pipotiazina forman dimeros centrosimetricos en la estructura. Dichos dimeros deter-
minan un “lazo” R3(10) que se forma a través de los puentes hidrégeno C8-H8...02
y 02..H8-C8 como se observa en la figura 3.4. Estos dimeros se desplazan a través
del eje cristalografico b por medio de interacciones C23-H23A...52 que forman una
cadena en zig-zag a lo largo de dicho eje como se muestra en la figura 3.5. En la ta-
bla 3.2 se muestran las caracteristicas de los puentes hidrégenos encontrados en la
forma I de Palmitato de Pipotiazina.
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FIGURA 3.5: Expansién de las moléculas de Palmitato de Pipotiazina
a traves del eje cristalografico b en la estructura I

Puentes Hidrégeno forma I
D-H..A D-H(A) | H..A(A) | D-A(A) aD — | Simetria
H..A(°)
C8-H8...02 0.93 2.533 3.456(3) 171.83 X, y+1,-z
C3-H23A..52 | 0.97 2913 3.816(2) 155.41 -x,y-0.5,-z-0.5

TABLA 3.2: Contactos intermoleculares en la forma I de Palmitato de
Pipotiazina

Caracterizaciéon térmica de Palmitato de Pipotiazina

En la figura 3.6 se puede observar el grafico de flujo de calor en funcién de la
temperatura para un ensayo de DSC de la forma I. El mismo muestra un pico en-
dotérmico a 61°C aproximadamente, el cual tiene el onset a 58°C aproximadamente
y una variacién de entalpia de 105(1)%. El ensayo se realiz6 calentando la muestra
a 10°C/min. Por microscopia 6ptica se confirmo que dicho evento corresponde a la
fusién de la muestra. Una vez que la muestra lleg6 a 80°C, se realizé una isoterma
de 3 minutos y luego se procedi6 a enfriar la muestra a razén de 10°C/min hasta
—50°C. En el enfriamiento se encontré una exoterma a —5°C con una variacién de
entalpia de 19(1)5{. Luego de esto se realiz6 una isoterma de 3 minutos a —50°C y
se procedi6 a calentar la muestra hasta 80°C a razén de 10°C/min. Se observé una
endoterma a 5°C con una variacion de entalpia de 24(1) é.

Para complementar el analisis de calorimetria se realizo microscopia 6ptica con
platina calentadora aplicando el mismo protocolo de calentamiento y enfriamiento
utilizado en la medicién de calorimetria. Como la medicién a baja temperatura con-
densaba agua en la tapa de la platina calentadora y dificultaba la observacién, se
decidi6 remover la tapa. Esto facilita la observacion, aunque genera mayores gra-
dientes de temperatura entre la muestra y la platina, por lo que las temperaturas en
la descripcion siguiente se refieren a la temperatura de la platina, sabiendo que la
muestra puede mostrar diferencias con la misma.

Enla figura 3.7 se muestran fotografias de la muestra de Palmitato de Pipotiazina
en diferentes instantes. Se verificé la fusién de la muestra, y tras verificar la fluidez
de la misma se la enfri6 a 10°C/min hasta —30°C. Alrededor de 1°C se observaron
cambios en la muestra. Pequefias particulas de amorfo se generan sobre el liquido,
en un proceso relativamente lento. Al llegar a —30°C se comprobé que la muestra
no mostraba birrefringencia, mostrando el caracter amorfo de las particulas. Poste-
riormente, se calent6 la platina hasta 30°C a 10°C/min y se observé que la muestra
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FIGURA 3.6: Resultados del DSC para la muestra de Palmitato de Pi-

potiazina forma I al realizar el siguiente proceso: 1)Calentamiento a

10°C/min 2)Isoterma de 3 minutos 3)Enfriamiento a 10°C/min 4)Iso-
terma de 3 minutos 5) Calentamiento a 10°C/min

recupera la homogeneidad en forma liquida.

El no observar birrefringencia en la muestra a baja temperatura es indicativo que
la muestra no es cristalina, para verificarlo se llen6 un capilar de 0.5mm de diametro
con muestra de Palmitato de Pipotiazina forma I. Se fundi6 la muestra calentadola
dentro del capilar y procedimos a medirla en el difractémetro de monocristal varian-
do la temperatura de la muestra. Se dej6 la muestra durante 1 hora a —23°C y no se
observo ningtin haz difractado ni anillo de difraccién, indicando que la transicién
no se corresponde con una recristalizacion.

Para poder obtener mds informacién sobre esta transicion de fase se procedi6 a
recristalizar Palmitato de Pipotiazina inicialmente en forma I por evaporacién lenta
en un freezer, a —15°C. La recristalizacién de Palmitato de Pipotiazina en n-heptano
volvié a dar cristales de forma I, en cloroformo se obtuvo una muestra amorfa de co-
lor transparente mientras que en acetona y tetrahidrofurano se obtuvieron diferen-
tes formas cristalinas. La muestra obtenida en tetrahidrofurano funde a temperatura
ambiente y es por lo tanto dificil de manipular. La muestra obtenida en acetona es
distinta a la forma I como se puede comprobar en el difractograma de polvo obteni-
do para esta muestra (figura 3.8). Se observan claras diferencias en el difractograma
obtenido para la muestra cristalizada en acetona a —15°C y el difractogramma cal-
culado de la forma I, indicando que ambos compuestos son distintos. En particular
se observan picos en la forma II que no se encuentran en la forma Iy viceversa.

Se ha intentado obtener monocristales adecuados para SC-XRD. Un tipico cristal
de Palmitato de Pipotiazina forma II se muestra en la figura 3.9, donde se ve que
el cristal crece en forma de placa. Esto genera dificultades para tener intensidad en
los haces difractados relacionados al plano de la placa. Un problema adicional que
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FIGURA 3.7: (a) Muestra inicial de Palmitato de Pipotiazina forma I
(b) Misma muestra a 82°C donde se observa que fundié. (c) Liqui-
do a 30°C perturbado. (d) Unos segundos después se observa que
la muestra se comporta como un liquido, fluye y recobra la unifor-
midad. (e) Mismo liquido a 1°C, se observa que la muestra pierde
homogeneidad y cambia su color. (f) A —7°C se observan pequefias
particulas amorfas anaranjadas formandose sobre el liquido. (g). Al
observar la muestra con polarizadores cruzados a —30°C no se obser-
va birrefringencia. (h) Al volver a subir a 30°C el liquido recupera su
homogeneidad. La escala a la derecha se encuentra en mm
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FIGURA 3.8: Difractograma de Palmitato de Pipotiazina en forma II,

en el eje negativo se muestra el difractograma calculado para la forma

I, el valor negativo de las intensidades es puesto adrede para mayor
claridad del grafico

tienen estos cristales es que se aglomeran en forma de micas, haciendo dificil su se-
paracion sin fracturar el monocristal. Ademas, se observé que los cristales después
de cierto tiempo en condiciones ambiente se deterioran y pierden su calidad de mo-
nocristal. Los intentos por resolver esta estructura resultaron infructuosos, aunque
proveyeron una celda unidad y sistema cristalino resumidos en la tabla 3.1. Esta for-
ma II parece cristalizar en un sistema cristalino monoclinico al igual que la forma
I, pero no se observan extinciones sistemdticas compatibles con el grupo P2;/c. De
acuerdo a las reflexiones que si fueron observadas parece corresponder a un grupo
P2;. Del conjunto de reflexiones comprendidas entre 1.1A y 1.2A solo el 45 % de ellas
fueron observadas. De acuerdo a los estudios realizados por Sheldrick!”!, se necesita
entre el 85 % y el 90 % de estas reflexiones para obtener una solucién de la estrucutra
cristalina, lo cual explica porque no fue posible resolver la estructura.

Diferencias entre la forma I y la forma II también pueden observarse en medi-
ciones de DSC. La forma II tiene un pico endotérmico correspondiente a la fusién
a 58°C con una variacién de Entalpia de 89%. Posteriormente esto se comprobé por
microscopia 6ptica. Al realizar el mismo procedimiento de enfriamiento y posterior
calentamiento que se realiz6 en la muestra de forma I, se observé el mismo pico exo-
térmico a —5°C bajando la temperatura, esta vez con una variaciéon de entalpia de
22% y un pico endotérmico a 5°C de ZZé subiendo la temperatura. Esto es indicativo
de que la muestra liquida corresponde a Palmitato de Pipotiazina y no sufrié ningtin
proceso quimico durante la recristalizacién. Las temperaturas de la exoterma y la en-
doterma del amorfo coinciden con el observado al fundir Palmitato de Pipotiazina
forma I, lo cual indicaria que el compuesto de la forma II es efectivamente Palmitato
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(a) Medido

(b) Microscopio

FIGURA 3.9: Cristales de Palmitato de Pipotiazina forma II. Arriba un
cristal medido (el que dié mejores resultados), abajo un tipico cristal
observado por microscopia 6ptica. La escala esta en mm

de Pipotiazina. Las diferencias en la variacién de la Entalpia pueden deberse a di-
ferencias en la historia del amorfo que produce diferencias en el material, haciendo
que la variacién de energia en la transicion sea distinta. En la figura 3.10 se muestra
el grafico del experimento de calorimetria realizado.

Por otra parte, las diferencias en el punto de fusién y en la variaciéon de Entalpia
de la fusién dan cuenta de que la forma I y la forma II son polimorfos diferentes.
De acuerdo a las reglas de Burger y Ramberger® la relacién entre ambas formas es
monotrépica ya que la forma I, tiene mayor temperatura de fusién también tiene
mayor variaciéon de Entalpia.

Mediciones de TG de la muestra II hasta los 100°C no muestran pérdida de ma-
sa por lo que probablemente la forma II no sea un solvato. Ademas, al enfriar el
fundido de la forma II se observa una curva similar a la observada para el fundido
de la forma I, pudiendo concluir que efectivamente la forma II esta compuesta de
moléculas de Palmitato de Pipotiazina solamente.

Conclusiones

Se obtuvieron dos formas cristalinas de Palmitato de Piotiazina, forma I y for-
ma II. Se ha resuelto la estructura cristalina de I observandose que se forma una
estructura de dimeros ligados entre si por débiles enlaces puentes hidrégeno, lo cual
justifica su bajo punto de fusion.

La forma II no pudo ser resuelta al no encontrarse cristales de calidad suficiente
para SC-XRD. Sin embargo, por medio de estudios de DSC se pudo demostrar que
la forma I es la méas estable de ambas de acuerdo a la regla del calor de fusién® y
la relacion entre ambas es monotrépica. La cercania entre los puntos de fusién de
ambas formas y la diferencia de 30 L entre los calores de fusion, hace pensar que
esta relacion monotrépica puede cambiarse al aplicarse presién sobre las muestras,
sin embargo esto no se ha podido demostrar.
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FIGURA 3.10: Resultados del DSC para la muestra de Palmitato de

Pipotiazina forma II al realizar el siguiente proceso: 1)Calentamien-

to a 10°C/min 2)Isoterma de 3 minutos 3)Enfriamiento a 10°C/min
4)Isoterma de 3 minutos 5) Calentamiento a 10°C/min

Para el liquido de Palmitato de Pipotiazina sobreenfriado se ha observado una
transicion de primer orden a —5°C (con histéresis al calentar) y por la ausencia de
haces difractados parece ser una transicion liquido-amorfo.

3.1.2. Clorhidrato de Bendamustina
Introduccién

Bendamustina fue sintetizada por primera vez en la decada del 60 en la Republi-
ca Democratica de Alemania’”’. Es un agente alkilante bifuncional, ya que contiene
un anillo benzimidazol y es una mostaza nitrogenada. Se utiliza en el tratamiento
de la Leucemia linfocitica crénica (LLC), en el tratamiento de linfomas no Hodgki-
nianos y de multiples melanémas’’. La accién de la Bendamustina se basa en el
entrecruzamiento de las cadenas simples y dobles de ADN, lo que lleva a la ruptura
de la funcién matriz del ADN en la sintesis del ADN. En el afio 2008 fue aprobado
en EEUU por la administracién federal de drogas y alimentos (FDA) para su uti-
lizacién en tratamientos combinados para el LLC!%°. A pesar de que se demostr6
su eficacia en comparacién a otros agentes alkilantes como clorambuzil!’®, es qui-
micamente inestable en agua como suele suceder con otras mostazas nitrogenadas
como Melfalano!?"!%. La hidroélisis en las mostazas nitrogenadas conlleva dificul-
tades técnicas en su preparacién y administracién. En vista de esto, Bendamustina
es actualmente provista como la sal Clorhidrato de Bendamustina, la cual se pro-
vee como un liofilizado para inyeccién!”. Clorhidrato de Bendamustina tiene una
clasificacion III en la clasificaciéon BCS, por lo que no se espera que la existencia
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de polimorfismo tenga impacto en su biodisponibilidad’"”. Sin embargo la existen-
cia de un hidrato cristalino en el proceso de liofilizacién puede tener consecuencias
précticas. La dificultad en remover el agua en el proceso de secado puede limitar
la velocidad del secado. Algunos hidratos pierden agua sin tener grandes cambios
estructurales, lo que lleva a materiales altamente higroscépicos. El agua que no es
removida durante el proceso de secado puede traer problemas de estabilidad en la
etapa de almacenamiento del producto’!’. Es por esto que es necesario estudiar el
polimorfismo de Clorhidrato de Bendamustina, y en particular la estabilidad del
compuesto en presencia de humedad. Ademads, nuevas formas sélidas de Clorhidra-
to de Bendamustina podrian proporcionar nuevas formas de administraciéon de la
misma.

En vista de estos posibles beneficios, una patente fue presentada con diferentes
formas cristalinas de Clorhidrato de Bendamustina’!!. La estructura I fue resuelta
por SC-XRD, mientras que las estructuras III y IV no fueron resueltas. La estructura
IT fue caracterizada como un monohidrato y si bien no fue resuelta, G. Reck reporté
esta estructura en el afio 2006'%, aunque la calidad de los datos no era 6ptima ya que
report6 datos solamente hasta d=1.09 A. Entendiendo que una mejor caracterizacion
de este sistema polimorfico es necesaria, se procedi6 al estudio de los polimorfos de
Clorhidrato de Bendamustina. El estudio de la fase monohidratada se presentara en
el capitulo 4

Estudios Estructurales

Clorhidrato de Bendamustina monohidratado (II) fue generosamente provisto
por Laboratorios Eriochem. A partir de la muestra monohidratada se obtuvo la es-
tructura I por método de slurry conversion y posteriormente se obtuvieron cristales
adecuados para SC-XRD por medio de evaporacién lenta en isopropanol. Los cris-
tales correspondientes a la estructura III utilizados para SC-XRD se obtuvieron por
deshidratacién térmica de los cristales de la forma II. No se logré obtener monocris-
tales de la forma IV, pequefios cristales de esta forma cristalina fueron obtenidos
fundiendo muestra de la forma II y rapidamente llevando a 50°C el Clorhidrato de
Bendamustina liquido. Tras un dia en estas condiciones se detectaron cristales de
forma IV aunque tambien se observaron halos en el difractograma tomado que se
corresponden con la existencia de muestra amorfa.

Las mediciones de SC-XRD se realizaron en el equipo Bruker D8 Quest-ECO
con radiacién de molibdeno K, = 0.71073A , los cristales se mantuvieron bajo un
flujo de nitrégeno a 10 ml/min y a temperatura de —123°C utilizando un sistema de
refrigeracién 800 Series Cryostream Cooler fabricado por Oxford Cryosystems. Se
midieron cristales de I y IIl y en la tabla 3.3 se muestran los resultados obtenidos.

Los datos fueron procesados con el software APEX 3'!3. Los modelos iniciales
fueron obtenidos por métodos directos utilizando el programa shelxs'’! y fueron
posteriormente refinados con el programa shelxt’’. Los dtomos de hidrégeno fueron
inicialmente encontrados en un mapa de Fourier de diferencias y posteriormente re-
finados con diferentes restraints: Los hidrogenos correspondientes al grupo hidroxilo
y al nitrégeno protonado fueron refinados con distancia O — H = N — H = 0.85(2)A
y pardmetros térmicos isotrépicos un 20 % mas grandes que los correspondientes al
atomo al que estan enlazados. En cambio los hidrégenos enlazados a carbonos fue-
ron refinados con los siguientes restraints:U(H)=X.Uegyio(C) [d(C—Hatom) = 0.95A,
x = 1.2; A(C—Hpetiteno) = 0.99A,x = 1.2; d(C—H,erit) = 0.98A, x = 1.5]

En la figura 3.11 se muestran las conformaciones moleculares en ambas estruc-
turas. Tanto la estructura de la forma I como la estructura de la forma III tienen el
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anillo Benzimidazol de la molécula de Bendamustina planar. Las diferencias con-
formacionales entre ambas estructuras son claras, las mds notorias la rotacién en la
cadena butirica de los dtomos C4-C5 y la rotacién del grupo carboxilico alrededor
del eje C1-C2. También se observan diferencias en la mostaza nitrogenada, donde
una de las ramas de la mostaza en la forma I adopta una conformacién gauche (El
angulo torsional de N3-C13-C14-CI3 es 66°) mientras que la otra rama adopta una
conformacién anti (El angulo torsional de N3-C11-C12-Cl2 es 166.9°). Esta confor-
macién permite la existencia de un puente hidrégeno C-H...Cl intra-molécular (En
la tabla 3.5 se muestra una lista de los puentes hidrégenos encontrados). En cambio,
en la forma IIT ambas ramas adoptan una conformacién anti.(N3 — C11 — C12 — CI2 :
179.1°,N3 — C13 — C14 — CI3 : 175.7°). Un resimen de los dngulos torsionales mas
relevantes se muestra en la tabla 3.4

Se realiz6 una busqueda en la base de datos de Cambridge!!* de moléculas que
presenten el mismo grupo mostaza nitrogenada. Se encontraron 38 moléculas en
35 estructuras cristalinas de las cuales 13 presentaban una conformacién anti-anti, 5
gauche-gauche y las restantes 21 estructuras presentan una conformacioén anti-gauche.
Solo 8 de estas estructuras muestran un puente hidrégeno intra-molecular como el
observado en la estructura I.

Datos Forma I Forma III

Férmula Quimica Cl6 H22 N3 CI2 O2 | C16 H22 N3 CI2 O2
+:Cl- +:Cl-

M, 394.71 394.71

Sistema Cristalino y Monoclinico, C2/C Monoclinico P2, /c

Grupo Espacial

Temperatura de medi- | —123°C —123°C

cion

ab,c (A) 23.0502 (6), 6.7836 | 4.722 (4), 45.671 (19),
(2),25.4596 (7) 8.798(7)

B° 114.262(1) 97.66(6)

Volumen(Ag) 3629.33 (18) 1880(2)

Z 8 4

z/ 1 1

Densidad (g/cm?) 1.445 1.385

Radiacion MoK,,0.7107A MoK,,0.7107A

u(mm=1) 0.52 0.50

Reflexiones medidas, 64102, 34373,

observadas e indepen- | 8857, 6634 3384, 2612

diente

Rint 0.056 0.131

sin(0) /Amax (A ) 0.836 0.600

R[F? > | 0.044,0.112,1.03 0.171, 0.379, 1.24

20(F?)],wR(F?),S

# de Reflexiones 8857 3384

# de pardmetros 224 225

# de restraints 2 23

Aoaz, Aomin(e/ A7) 0.79,-0.98 0.72,-0.81

TABLA 3.3: Datos de la determinacién de celda, resolucién y refina-
miento de las estructuras de Clorhidrato de Bendamustina I y III
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Forma I

l 02

Forma II1

FIGURA 3.11: Moléculas de Clorhidrato de Bendamustina en forma I
y forma III
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Las diferencias conformacionales anteriormente mencionadas conllevan diferen-
cias en el empaquetamiento cristalino de ambas estructuras. Al observar la densidad
de ambas estructuras (se muestra en la tabla 3.3) se observa que la forma I tiene una
densidad a —123°C mayor que la forma III a la misma temperatura. De acuerdo a la
regla de la densidad*’, la forma I es la més estable a dicha temperatura.

El empaquetamiento cristalino contiene varios enlaces no covalentes que se mues-
tran en la tabla 3.5. El empaquetamiento de la forma I se construye de la siguiente
manera:

= Los enlaces N2-H2N...O2 y C15-H15...01 son responsables de formar dimeros
centrosimétricos de Bendamustina en lazos R3(8). Estos dimeros son planares
y estan paralelos al eje cristalino a como se muestra en la figura 3.12.

= A su vez estos dimeros se apilan a lo largo del eje cristalografico b a través de
interacciones donde al anién de CI~ juega un rol clave. Se forman un doble
puente entre dimeros O1-H10O...CI1...H4B-C4, a la vez que las interacciones
C3-H3A...m y C6-H6A...Cl1 refuerzan este apilamiento

= Estas columnas de dimeros interactuan con las columnas vecinas a través de
interacciones CI1-CI3 y de los restantes puentes hidrégenos que se mencionan
en la tabla 3.5. En la figura 3.12 se muestra el empaquetamiento

Torsiones Forma I (°) Forma III(°)
01-C1-C2-C3 175.5 128.1
02-C1-C2-C3 52 47.4
C3-C4-C5-N1 178.5 81.2
C3-C4-C5-N2 0.3 93.2
C13-N3-C10-C9 179.5 156.6
C13-N3-C10-C15 0.5 22.3
C13-N3-C11-C12 103.4 79.2
C10-N3-C13-C14 74.7 96.8
N3-C11-C12-CI2 166.9 179.1
N3-C13-C14-Cl13 66.6 175.7

TABLA 3.4: Distancias y dngulos caracteristicos de las moléculas de
Clorhidrato de Bendamustina en forma I y forma III

La forma III también presenta dimeros de Bendamustina, pero estos se encuen-
tran ligados por interacciones O1-H10...CI1 y N2-H2N...O2. Estos dimeros se apilan
a través del eje cristalogréfico b por medio de interacciones C11-H11B...7t e interac-
ciones 71 — 7T mds debiles que las observadas en la forma I. Finalmente, las columnas
de dimeros interactuan entre si por medio de las interacciones restantes mostradas
en la tabla 3.5. En la figura 3.13 se muestra la estructura de los dimeros, la estructura
de las columnas de dimeros y la interaccién entre ellas en la forma III

No se pudieron obtener monocristales de forma IV, de manera que se tomé un
difractograma de polvo de la muestra obtenida. Este patrén se lo comparé con di-
fractogramas teéricos calculados de la forma I y la forma IIL. En el difractograma
de IV se observan picos que no se encuentran presentes ni en la forma I ni en la III.
A su vez hay picos de forma I que no se encuentran en el difractograma de IV y lo
mismo sucede con picos correspondientes a la forma III. En la figura 3.14 se muestra
el difractograma de la forma IV y en el eje negativo se muestran difractogramas te6-
ricos correspondientes a las formas I y III para su comparacién. Se puede concluir
de lo observado que IV es una forma cristalina distinta a Il y I.
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FIGURA 3.12: Empaquetamiento Cristalino de Clorhidrato de Benda-

mustina forma I. (a) Dimeros planares de Bendamustina formados

por interacciones N2-H2N...02 y C15-H15...01. (b) Apilamiento de

los dimeros de Bendamustina. (c) Empaquetamiento de las columnas
de dimeros. En azul se marca una de dichas columnas
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FIGURA 3.13: Empaquetamiento Cristalino de Clorhidrato de Benda-

mustina forma III. (a) Dimeros planares de Bendamustina formados

por interacciones N2-H2N...0O2 y O1-H1O...CI1. (b) Apilamiento de

los dimeros de Bendamustina. (c) Empaquetamiento de las columnas
de dimeros. En azul se marca una de dichas columnas
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Forma I
# |D-H.A d(D- d(H..A)A] d(D-A)A) [« D- | Simetria
H)(A) H..A(°)
1 N2—H2N...02 0.85(1) 1.89(1) 2.7293(13) 169(2) -X+1,-y+2,-
z+1
2 C15-H15..01 | 0.95 2.42 3.3283(14) 159 X+1,-y+2,-
z+1
3 O1- 0.84(2) 2.07(2) 2.8994(10) 170(2)
H10..Cl1
4 C4-H4B..CI11 | 0.99 2.68 3.6325(11) 161 x,y-1,2
5 C3- 0.99 2.78 3.6325(11) 161 x,y-1,z
H3A...Cg2
6 C4-H4A..CI1 | 0.99 2.79 3.7105(11) 156 -x+0.5,-
y+2.5,-z+1
7 C6-H6A...CI1 | 0.98 2.96 3.8640(14) 154 x,y-1,2
8 C6-H6B...C11 | 0.98 2.82 3.7314(12) 156 -x+0.5,-
y+2.5,-z+1
9 C6-HoC...C11 | 0.98 2.76 3.6510(12) 152 x+0.5,
-y+1.5, -z+1
10 | C8-H8..CI1 0.95 2.93 3.7904(11) 151 x+0.5,
-y+1.5, -z+1
11 | C13- 0.99 2.87 3.8502(12) 169 -x+1.5,
H13B...Cl1 y-0.5,-z+1.5
12 | C14- 0.99 2.96 3.6600(13) 128 -x+1.5,
H14B...Cl1 y+0.5,-
z+1.5
13 | Cl12- 0.99 2.79 3.5053(14) 130
H12B...Cl1
Contactos CI-Cl d(CL-CI)(A) Simetria
14 H Cl1-CI3 3.4840(6) x- 0.5, -y+1.5,2-0.5
Forma III
# |D-H.A D-HA) [ H..AA) [ D-A(A) aD — | Simetria
H..A(°)
1 O1- 0.85(2) 2.29(9) 2.036(10) 147(15)
H10..Cl1
2 | N2—H2N..CI1 0.85(22) | 2.18(3) 3.024(12) 171(14) x+1,-y,z
3 C6-H6A...O2 | 0.98 2.49 3.438(18) 163 -x+1,y-z+1
4 C6-H6B...C11 | 0.98 3.026 3.651(19) 124 -x+1,y-z+1
5 C6-H6C...02 | 0.98 241 3.329(18) 156 -X+2,-y,-z+1
6 C8-H8...Cl1 0.95 2.78 3.696(12) 162 -X+2,-y,-z+1
7 C12- 0.99 291 3.838(16) 156 X, y,z+1
H12B...C13
8 C13- 0.99 2.95 3.743(14) 138 x, -y+0.5, z-
H13B...CI12 0.5
9 Cl14- 0.99 2.84 3.824(15) 172 X+2,-y,Z
H14B...Cl1
10 | C11- 0.99 2.83 3.612(5) 135 x+1,y,z
H11B...Cg2
# | Contactos d(r — m) Angulo entre planos Simetria
T—T
11 | Cg2-Cgl 3.581(3) 1.0(7) x+1,y,z
# Contactos CI-Cl d(Cl-Cl) Simetria
12 CI2-CI3 3.544(4) x+1,y, z+1

TABLA 3.5: Contactos intermoleculares en las formas I y III de Clor-

hidrato de Bendamustina
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FIGURA 3.14: Difractograma medido para Clorhidrato de Bendamus-
tina forma IV. En el lado negativo del eje y se muestran los difracto-
gramas tedricos de las formas I y III

Estudios térmicos

Se realizaron estudios de TG y DSC para las formas LII y IV. La forma mono-
hidratada II transforma a la forma III tras su deshidratacién. En el estudio de TG
realizado en atmosfera de N> a 10°C/min y con un flujo de 10 ml/min se obser-
va que la forma II muestra una pérdida de aproximadamente el 4.3 % de su masa
comenzando a los 45°C. Posteriormente, esta muestra asi como las muestras de las
formas I y IV muestran pérdidas de masa a partir de los 200°C compatibles con
una descomposicion del Clorhidrato de Bendamustina. En la figura 3.15 se muestra
el grafico de variacién de masa en funcién de la temperatura para las tres formas
cristalinas.

Los estudios de DSC realizados a 10°C/min en un ambiente de N> con un flujo
de 10ml/min, muestran eventos térmicos para la forma I y la forma IV a 168(1)°C
y 163(1)°C respectivamente. Por microscopia ptica se confirmé que ambos eventos
se corresponden con la fusién de ambas formas cristalinas. Por su parte la forma II
muestra una deshidratacion alrededor de 64°C y posteriormente la forma III tiene
su punto de fusién a 155(1)°C. Utilizando la regla del calor de fusién® y el he-
cho de que las Entalpias de fusién obtenidas son AH; = 105(1% para la forma I,

AHjy = 83(1)é para la forma IIl y AHpy = 84(1)% para la forma IV se puede con-
cluir que la relacion entre las distintas formas es monotrépica y la forma més estable
es la forma I, mientras que la menos estable es la forma III. Debido a la forma de
obtencién de la forma IV, es posible objetar que la muestra utilizada sea probable-
mente una mezcla de Clorhidrato de Bendamustina forma IV y amorfa. En este caso,
el punto de fusién de la muestra no deberia variar demasiado aunque su variacién
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FIGURA 3.15: Variacién de masa en funcién de la temperatura para
las formas I, I1 y IV de Clorhidrato de Bendamustina

de Entalpia estaria subestimada. En cualquier caso, el argumento utilizado anterior-
mente seguiria siendo vélido para afirmar la relacién monotrépica entre las formas
III y IV, mientras que la afirmacién para las forma I y IV se mantiene siempre que
la subestimacion de la variaciéon de Entalpia sea menor a 19% aproximadamente. Se
necesita un método de obtenciéon de la forma IV que no mantenga forma amorfa
para poder mejorar la evaluacion de las estabilidades. En la figura 3.16 se muestran
los termogramas para las formas LI y IV.

Inestabilidad quimica

Debido a la capacidad de hidrolizar de las mostazas nitrogenadas, se ha obser-
vado en muchos intentos de recristalizacion la degradaciéon de la muestra. En el caso
particular de intentar recristalizar en cloroformo, se ha observado que el Clorhidra-
to de Bendamustina reacciona para formar la sal Clorhidrato de cido — butil4 — (1 —
Metil —4,6Dicloro — 5n — amino)Benzimidazol cuya conformacién se muestra en la
figura 3.17. Los detalles sobre la reacciéon quimica no fueron estudiados pero puede
observarse el hecho de que la mostaza nitrogenada se rompe en el proceso.

En la tabla 3.6 se muestra el resimen de la celda unidad observada para el com-
puesto y los datos referentes a la mediciéon. En dicha estructura los cloros CI2 y C13
se observan en el mismo plano que el grupo benzimidazol. El d&ngulo torsional O1-
C1-C2-C3 adopta el valor de 154(1)°, distinto a lo observado en las estructuras de
Clorhidrato de Bendamustina. Algo similar sucede con el angulo O2-C1-C2-C3 que
adopta un valor de —23(2)°. Los angulos correspondientes a C3-C4-C5-N1 y C3-C4-
C5-N2 son similares a lo observado en la forma III adoptando valores de —82.7(8)°
y 97.0(8)° respectivamente.



76 Capitulo 3. Polimorfismo en IFAs

\a 0 [ T | T | T | T I T I T [ ‘
55“1 - Formal T _=168(1)° C
872r T =171(1)° C

e -3 N pico

S AH=105(1) Jig

= 5L

U | ! | ! | ! | ! | ! | ! | !

— | | ' I ' I v | ¥ | —

< 0 o

S oF —~—— _ R ]
Tl Formall . =64(1) C T 199(1)° C ]
o I onse = °

% 2 Tpit:cn=94(1 )O C Tpico 158(1) c -1
sl AH=100(4) Jig ~ ATEMUe ]
e s s e e s s e S et R
o -

200 ]
= | - Formalv T =163(1)° C

o]

=1 |- o =
s'r T =168(1)° C

§-z - AH=84(1) J/g -
= 1 , 1 , 1 , 1 , 1 , ! :

- 40 80 80 100 120 140 160 180

Temperatura (°C)

FIGURA 3.16: Flujo de Calor en funcién de la temperatura para las
formas I, Il y IV de Clorhidrato de Bendamustina

MCH

FIGURA 3.17: Conformacién molecular observada en el compuesto
Acido-butil-4-(1-Metil-4,6 Dicloro-5n-amino)Benzimidazol en su es-
tructura cristalina
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Datos Clorhidrato de cido — butild —
(1 — Metil — 4,6Dicloro — 5n —
amino)Benzimidazol

Férmula Quimica C12 H14 N3 CI2 O2 +:ClI-

M, 338.62

Sistema Cristalino y Grupo Espa-
cial

Monoclinico P2, /n

Temperatura de medicién

Temperatura ambiente

ab,c (A) 7.206 (1), 14.637 (3),13.818 (3)
B° 101.24(1)
Volumen(A®) 1429.4(4)

Z 4

Z 1

Densidad (g/cm®) 1.573

Radiacién CuK,,1.5418A
u(mm=1) 5.858

Reflexiones medidas,observadas e | 15908,2414,1570
independientes

Rint 0.0638

sin(8) /A (A ) 0.587

R[F? > 2¢0(F?)]wR(F?),S 0.0773, 0.2116, 1.047
# de pardmetros 185

# de restraints 0

APras, Dpmin(e/ A7) 1.20-0.19

TABLA 3.6: Datos de la determinacién de celda}, resolucioén y refina-
miento de las estructuras de Clorhidrato de Acido — butil4 — (1 —
Metil — 4,6Dicloro — 5n — amino) Benzimidazol
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FIGURA 3.18: Diagrama molecular de Tapentadol

Conclusiones

Se han encontrado tres polimorfos de Clorhidrato de Bendamustina. Se ha deter-

minado la estructura cristalina de la forma I y la forma III encontrandose diferencias
conformacionales entre ambas, de forma tal que se puede clasificar al Clorhidra-
to de Bendamustina como un caso de polimorfismo conformacional. Las diferentes
conformaciones entre ambas estructuras da lugar a diferentes empaquetamientos
cristalinos. El andlisis térmico por DSC muestra que la relacién entre ambas es mo-
notrépica de acuerdo a la regla del calor de fusion.”.
Para la forma IV no se pudo resolver la estructura cristalina, aunque se pudo de-
mostrar por medio de su difractograma que es una estructura cristalina diferente a
las de las formas I y III. El anélisis térmico muestra que la relacion con la estructura I
es monotrépica y que dicha estructura es la mds estable. Su relacién con la forma III
también es monotrdpica sienda esta tultima forma cristalina la menos estable. Para
confirmar estas conclusiones sobre la forma IV, seria necesario encontrar un método
para producirlo que no genere muestra amorfa mezclada con la muestra IV.

3.2. Sistemas Enantiotrépicos

3.2.1. Clorhidrato de Tapentadol
Introduccién

Tapentadol ((-)-(1R,2R)-3-(3-dimethylamino-1-ethyl-2-methylpropyl)-phenol) es
una molécula con dos centros quirales que se utiliza en el tratamiento del dolor. En
la figura 3.18 se muestra el diagrama molecular de la misma.

Es un IFA opioide que acttia sobre los receptores u e inhibe la recaptacién de
Norepinefrina. A pesar de tener de dos a tres veces menos potencia analgésica que
la morfina, su afinidad con los receptors y es menor, produciendo menores efectos
secundarios’’’. Actualmente, Tapentadol esta siendo desarrollado tanto en formula-
ciones de liberacion rapida como en formulaciones de liberacion extendida’’®.

Si bien solo el isémero (R,R) se ttiliza como IFA, Ravikumar et. al.’'” realiza-
ron la caracterizacion de los cuatro isémeros de Clorhidrato de Tapentadol. La es-
tructura del estereoisémero (R,R) se determind, perteneciendo al grupo espacial P2;
y teniendo pardmetros de red a=7.1600(15)A, b=11.688(3)A, c=17.514(4)A y B =
94.535°. Los estudios de DSC del compuesto determinaron la temperatura de fusién
de la estructura en 209°C. Sin embargo, Fisher et. al. de la empresa Gruenenthal
GmbH presentaron una aplicacién de patente!!’ en la cual muestran la existencia de
dos formas cristalinas. A la estructura anterior la llaman forma A y ademéas muestran
que existe una nueva forma B que cristaliza en el grupo espacial P2;2;2; con para-
metros de red a= 7.0882(3) A, b=11.8444(6)A y ¢=17.6708(11)A a una temperatura de
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70(1)°C. Los datos se obtuvieron por SC-XRD, y a pesar de la sugestiva temperatu-
ra utilizada para tomar los datos, en la patente no muestran datos de calorimetria
que permiten estimar la estabilidad térmica relativa entre ambas formas. Para sub-
sanar esta falta de informacion, se realiz6 un estudio mds completo. Clorhidrato de
Tapentadol en su forma A fue gentilmente provisto por Laboratorios Elea.

Estudios estructurales

Monocristales de la forma A fueron obtenidos por evaporacién lenta de Clorhi-
drato de Tapentadol en metanol a temperatura ambiente. Monocristales de la forma
B fueron obtenidos por evaporacion lenta en solucién de Etanol en una estufa a 60°C.
Las mediciones de SC-XRD fueron realizadas en el equipo Bruker D8 Quest Eco con
radiacién de Molibdeno (A = 0.71073A) a diferentes temperaturas reguladas con
el soplador de nitrégeno Oxford CryoSystems. El cristal de forma A fue medido a
—123°C, mientras que el cristal obtenido de forma B fue retirado de la estufa y ra-
pidamente colocado bajo el flujo de nitrégeno a 52°C. Posteriormente a la medicién
de la estructura en su forma B se enfri6 el monocristal y se procedié a medir la es-
tructura resultante. En la tabla 3.7 se muestran los datos experimentales obtenidos.
En particular se observa que al disminuir la temperatura la forma B convierte a la
forma A.

La forma A cristaliza en el grupo espacial P2;, y contiene dos moléculas por
unidad asimétrica. Los parametros de celda correspondientes son a=7.1062(2)A, b=
11.5821(3)A y ¢=17.3894(5)A y B = 94.9978(11)°. En la figura 3.19 se muestra la
conformacién molecular de ambas moléculas. Las dos moléculas independientes no
presentan grandes diferencias entre si, siendo la méas notable de estas diferencias la
orientacién en C9B y C9A. Consecuentemente el dngulo torsional C1A-C7A-C8A-
C9A es de 63.9°, y el correspondiente a los dtomos C1B-C7B-C8B-C9B es casi planar,
172.1(2)°.

La forma B cristaliza en el grupo espacial P2;212; con pardmetros de celda muy
similares a la forma A como puede verse en la tabla 3.7, la mayor diferencia se obser-
va en el cambio del angulo B que cambia de 94.9978(11)° a 90°. El aumento de sime-
tria conlleva un cambio en la cantidad de moléculas por unidad asimétrica, donde
en la forma B se pasa a tener una tinica molécula por unidad asimétrica. En la figura
3.19 puede verse la molécula de Clorhidrato de Tapentadol fase B. La conformacién
molecular del Tapentadol en esta fase es muy similar al observado en la fase A, don-
de el dngulo torsional C1-C7-C8-C9 es 62.0(4)°. Este dngulo es similar al observado
en la molécula A de la forma A. La superposicion entre las moléculas independientes
de Clorhidrato de Tapentadol forma A y las moléculas de Clorhidrato de Tapenta-
dol forma B puede verse en la figura 3.20. En la Tabla 3.8 se muestra las distancias,
angulos y dngulos torsionales mds relevantes para las moléculas de Tapentadol A y
B de la forma A a —123°C y la molécula de Tapentadol en la forma B a 52°C.

Estas similitudes conformacionales provocan estructuras cristalinas muy simila-
res entre si. No se han encontrado diferencias en los puentes hidrégenos observados
en Clorhidrato de Tapentadol forma A y forma B, y esto resulta en una organiza-
cién supramolecular similar en ambas estructuras. En la tabla 3.9 se puede ver los
distintos puentes hidrégenos formados en las estructuras medidas. Los puentes hi-
drégeno N-H...Cl y O-H...Cl son los responsables de formar cadenas espiraladas de
moléculas de Tapentadol y aniones cloro en la direccién [100]. En el caso de la forma
A la cadena se construye con las moléculas independientes de Tapentadol en la for-
ma A-B-A-B-... mientras que en la forma B existe una tinica molécula independiente
de Tapentadol. En la figura 3.21 se muestra esta cadena para el caso de Clorhidrato
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Datos Forma A Forma A Forma B
Férmula Quimica C14 H24 N1 O1+:Cl- | C14 H24 N1 O1+:Cl- | C14 H24 N1 O1+:Cl-
M, 257.79 257.79 257.79
Sistema Cristalinoy | Monoclinico, P2; Monoclinico P2, Ortorrombico
P2:212¢
Grupo Espacial
Temperatura de me- | —123°C —23°C 52°C

dicién

ab,c (A) 7.1062(2) 11.5821(3) | 7.1350(2) 11.6402(4) | 7.0653(2) 11.8351(3)
17.3894(5) 17.4546(5) 17.6593(5)

B(°) 94.9978(11) 94.7791(14) 90

Volumen (AB) 1425.79(7) 1444.61(8) 1476.64 (7)

Z 4 4 4

Z 2 2 1

Densidad (g/cm?®) | 1.201 1.185 1.160

Radiacién MoK,,0.7107A MoK,,0.7107A MoK,,0.7107A

u(mm=1) 0.25 0.25 0.25

Reflexiones medi- | 21367 21544 9587

das,

observadas e inde- | 11698, 10087 11785, 9197 3015, 2216

pendiente

Rint 0.034 0.057 0.057

sin(0)/Ame(A) | 0.813 0.810 0.624

R[F? > | 0.046,0.113, 1.03 0.054, 0.136, 1.04 0.045, 0.103, 0.90

20(F?)],wR(F?),

S

# de Reflexiones 11698 11785 3015

# de parametros 319 319 164

# de restraints 5 5 2

APmax, Dpmin(e/ A3) 0.40,0.32 0.34,0.33 0.22,0.19

TABLA 3.7: Datos de la determinacién de celda, resolucién y refina-
miento de las estructuras de Clorhidrato de Tapentadol
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FIGURA 3.19: A)Moléculas de Clorhidrato de Tapentadol forma A en
la unidad asimétrica B) Molécula de Clorhidrato de Tapentadol forma
B en la unidad asimétrica
Distancias(A) Forma A (A) Forma A (B) Forma B
C8-C9 1.517(4) 1.514(4) 1.497 (5)
C12-N1 1.505(3) 1.509(3) 1.494 (4)
C10-C12 1.517(4) 1.526(3) 1.517 (4)
C5-01 1.376(3) 1.368(3) 1.363 (4)
Angulos (°)
C9-C8-C7 112.4(2) 114.5(2) 113.5 (3)
C8-C7-C10 111.3(2) 113.8(2) 111.7 (3)
C1-C7-C8 112.9(2) 111.5(2) 113.6 (3)
Torsiones (°)
C1-C7-C8-C9 63.9(3) 172.1(2) 62.0 (4)
C10-C7-C8-C9 -166.6(2) -57.2(3) -167.3 (3)
C11-C10-C12-N1 -62.3(3) -57.1(3) -62.2 (4)
C7-C10-C12-N1 172.1(2) 177.2(2) 171.4 (3)

TABLA 3.8: Distancias y dangulos caracteristicos de las moléculas de
Clorhidrato de Tapentadol en forma A molécula A, forma A molécula
By forma B
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(—)B-AA) () (—)B-AB)(—)
(a) (b)

FIGURA 3.20: Superposicién de las moléculas independientes de

Clorhidrato de Tapentadol en forma A (molécula A, molécula B) con

la molécula de Clorhidrato de Tapentadol en forma B. Se observa que
la diferencia més significativa es el desplazamineto del atomo C9.

de Tapentadol forma A. La vista perpendicular a estas cadenas espiraladas se mues-
tra en la figura 3.22. Se observa que en la forma A hay un pseudo eje 21, la simetria
entre las moléculas esta rota por la posicién del &tomo C9 y otras diferencias confor-
macionales menores, con lo cual este pseudo eje 2; se convierte en un auténtico eje
de simetria en la forma B.

Forma| Temperatura] D-H...A dD-H)A) [ dH..A)A) [dD..A)RA)] <« DH.A
(°C) )

A -123(2) NIA-HINA..CIIB | 0.86 (1) 224 (2) 3.0453(19) | 156 (3)

A -123(2) O1A-HIOA..CIIA | 0.84 (1) 221 (1) 3.0481(19) | 173(4)

A -123(2) N1B-HINB..CIIA | 0.86 (1) 2.20 (2) 3.039 163(3)
(19)

A -123(2) O1B-HIOB..CIIB | 0.85 (1) 2.25 (2) 3.0609 161(3)
(19)

A 23(2) NIA-HINA..CIIB | 0.85 (1) 2.25 (2) 3.056(2) | 159 (3)

A 23(2) O1A-HIOA..CIIA | 0.84 (1) 2.22(2) 3.055(2) | 172(4)

A 23(2) N1B-HINB..CIIA | 0.87 (1) 222 (2) 3.048(2) | 161(3)

A 23(2) O1B-HIOB..CIIB | 0.85 (1) 2.25 (2) 3070 (2) | 163(4)

B 52(2) NI-HIN..CI1 0.86 (1) 224 (2) 3.054(3) | 159(3)

B 52(2) O1-H10..CI1 0.85 (1) 2.19 (1) 3.037(3) | 177(5)

TABLA 3.9: Interacciones puente hidrégeno encontrados en la forma
Ay la forma B de Clorhidrato de Tapentadol

Se obtuvo mayor informacién sobre la transiciéon de forma A a forma B midien-
do los pardmetros de celda de un monocristal por SC-XRD cada 5°C desde 27°C
hasta 52°C. La celda se obtuvo tomando 24 frames en total con el detector en posi-
cién 20 = 5° para los primeros 12 frames y 260 = —5° para los siguientes 12 frames.
Las posiciones en () y ¢ fueron arbitrarias y distintas para los primeros 12 frames
en comparacion a los ultimos 12. El barrido se hizo en () cada 0.5°. Para cada tem-
peratura se repitié el mismo procedimiento y para los frames obtenidos se obtuvo
celda y se refing a partir de las reflexiones observadas. Se consideré observada una
reflexiéon cuando cumplia I /o > 10. La obtencién de la celda fue similar para todos
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h 4

FIGURA 3.21: Arreglo supramolecular de Clorhidrato de Tapentadol
forma A. Se observa la formacion de cadenas espiraladas en la direc-

cién del eje a, caracteristica compartida con la estructura de la forma
B

los métodos utilizados (Transformada de Fourier, Diferencia de Vectores y cuadra-
dos minimos) y se refiné para las reflexiones observadas en el lugar esperado del
espacio reciproco. Para considerar que dicha reflexién estaba en un punto del espa-
cio recfproco esperado se utiliz6 la mayor tolerancia que permitia el software!!?, de
hasta 5 de diferencia en un indice de Miller. Luego de llegar a los 52°C se proce-
di6 a medir cada 5°C descendiendo la temperatura hasta 22°C. En la figura 3.23 se
muestra el resultado para los distintos pardmetros de celda.

Se observa que el voliimen se incrementa como es esperado al aumentar la tem-
peratura, y tiene un salto en su valor alrededor de 47°C compatible con la transicién
de fase. Los pardmetros de celda b y ¢ también incrementan su valor con el aumento
de temperatura de acuerdo con un debilitamiento de los enlaces intermoleculares.
Sin embargo, el pardmetro de celda a muestra una disminucién en su valor al incre-
mentar la temperatura y pasar de la forma A a la forma B. Esta dilatacion térmica
negativa ha sido reportada previamente en materiales con efecto termosaliente y re-
portada como una posible fuerza motriz que produce el efecto’’’. Posteriormente,
junto con los resultados observados por microscopia 6ptica se dard una descripcién
del efecto termosaliente.

Clyffe and Goodwin han propuesto calcular el tensor de deformaciones para des-
cribir como se deforma un material al variar su temperatura o aplicarle presion’?’.
Graficamente esto se puede mostrar con el indicador de expansividad térmica, el
cual los mismos autores implementaron en el programa PASCAL'?’. Cuando los
ejes cristalograficos son perpendiculares entre si coinciden con los ejes principales
del indicador de expansividad térmica. Si dos de los ejes de la celda unitaria no son
ortogonales entre si, como el caso de los ejes a y ¢ en una estructura monoclinica,
entonces la expansioén térmica en una de las direcciones cristalograficas esta corre-
lacionada con la otra!’!. Sin embargo para cualquier sistema existe un conjunto de
direcciones ortogonales tinicas en las que el material tiene una respuesta linealmente
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FIGURA 3.22: Arreglo supramolecular de Clorhidrato de Tapentadol

forma A y B en el plano perpendicular a el eje cristalografico a. Se ob-

serva que el pseudo eje 2; en la forma A se convierte en un auténtico
eje2; enB
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FIGURA 3.24: Indicador de expansividad térmica para (a) la forma A
y (b) la forma B de Clorhidrato de Tapentadol

independiente, que en el caso de sitemas cristalinos con todos sus ejes ortogonales,
dichos ejes coinciden con los ejes de la celda unitaria’?’. En el caso de sistemas cris-
talinos monoclinicos los ejes en los que el sistema responde de forma linealmente
independiente surge de diagonalizar el tensor de deformaciones’”’. Utilizando PAS-
CAL para obtener los indicadores de expansividad térmica de la forma A al calentar
y de la forma B al enfriar se obtienen los gréficos de la figura 3.24. En el mismo se
observa la expansividad térmica negativa en el eje a7 = 0.92277 — 0.3855¢ con una
amplitud de —87x10-°C~! para la forma A. Cuando ocurre la transicién de la for-
ma A a la forma B no se observan expansividades térmicas negativas, si bien la que
corresponde al eje a es notoriamente menor a la de los otros ejes. A partir de esto
se puede ver que la forma A acumula tensiones al incrementar su temperatura por
el hecho de que uno de sus ejes decrece de tamafio mientras los demads crecen. Esta
tension creada dentro del material puede ser la fuerza motriz que genere la transfor-
macién de fase de la forma A a la forma B, donde estas tensiones se suavizan.

Estudios térmicos

Mediciones simultanea de TG y DTA fueron realizadas en un equipo Shimadzu
DTG-50 sobre la muestra de Clorhidrato de Tapentadol forma A. En la figura 3.25
se muestra el resultado de las mismas, las cuales se realizaron en una atmosfera
de nitrégeno y a una velocidad de barrido de 10°C/min. La pérdida de masa de la
muestra comienza aproximadamente a los 200°C siendo més pronunciada a partir
de los 230°C. La curva del flujo de calor muestra un pico en 205°C, el cual se confir-
mo6 por microscopia 6ptica que corresponde a la fusién del compuesto. A los 44°C se
observa un pequefio evento en la curva de flujo de calor, aunque la baja sensibilidad
del DTA impide distinguir si se trata de una transicion de segundo orden, o de una
transiciéon de primer orden pequefia. Para cuantificar los eventos térmicos se proce-
di6 a relizar mediciones de DSC sobre Clorhidrato de Tapentadol forma A, donde
se observé que dicha transicién se corresponde con la transiciéon de la forma A a la
forma B de Clorhidrato de Tapentadol.

Se realizaron mediciones de DSC sobre la muestra de Clorhidrato de Tapenta-
dol forma A tal como se recibi6. Para determinar la Entalpia de fusién se realiz6 una
medicién con un 1 mg de muestra donde se estabiliz6 el compuesto a 60°C y se man-
tuvo una isoterma durante 5 minutos y luego se subi6 la temperatura a 10°C/min
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FIGURA 3.25: Gréfico de TG y DTA de Clorhidrato de Tapentadol
forma A

hasta los 230°C. En la figura 3.26 se muestra el resultado de dicha medicién. El pico
de fusién se observa angosto, lo cual es indicativo de la alta pureza de la muestra.
La variacién de Entalpia observada en la fusién es de 141% con un pico en 204°C y
una temperatura de onset de 203°C. La pequefia diferencia entre la temperatura del
pico y la del onset dan cuenta de la angostura del pico. Esta temperatura de fusiéon
se corresponde a la forma B, ya que al realizar la calorimetria desde temperatura
ambiente se observa un evento endotérmico alrededor de 45°C que se corresponde
con la transicion de la forma A a la forma B.

Para estudiar la transiciéon endotérmica a 45°C, se realizé una medicion sobre
Clorhidrato de Tapentadol forma A donde, sobre una muestra de 2.304 mg,se realiz6
el siguiente procedimiento: una isoterma a 20°C durante 3 minutos, luego se calento
hasta 70°C a 10°C/min y tras una isoterma de 3 minutos a esa temperatura se bajo
la temperatura hasta —100°C a 10°C/min. Luego de esto se realizé una isoterma
de 3 minutos y se volvié a calentar hasta 70°C a 10°C/min. Este enfriamiento y
calentamiento se repitié una vez mas tras una isoterma de 3 minutos. Este protocolo
se repiti6 para muestra del mismo lote molida durante 5 minutos previamente a la
medicién. Los resultados pueden verse en la figura 3.27.

Al calentar la muestra de Clorhidrato de Tapentadol sin molienda se observa la
transiciéon endotérmica a 43°C con una variacién de entalpia de 5.137%. Es llamativo
en esta curva la falta de suavidad de la transicién, ya que sobre la endoterma se ob-
serva un pico ruidoso. En la curva de enfriamiento se observa una exoterma a 29°C,
si bien la curva se suaviza en comparacion a la del calentamiento, conserva algunos
picos ruidosos. La variacion de entalpia es de 4.912%, levemente inferior a la obser-
vada en la curva de calentamiento, probablemente debido al efecto de histéresis. Al
volver a calentar por segunda vez se observa un pequefio corrimiento del pico en la
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FIGURA 3.27: Gréfico de los resultados de DSC para la muestra moli-

da y sin molienda de Clorhidrato de Tapentadol inicialmente en for-

ma A. Arriba se muestra el calentamiento de esta muestra a 10° %, en

el medio su posterior enfriamiento a la misma velocidad y finalmente
un segundo calentamiento de la misma.
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FIGURA 3.28: Observacién por microscopia 6ptica de cristales de
Clorhidrato de Tapentadol en funcién de la temperatura.

transicién endotérmica a 42°C, manteniendose una variaciéon de Entalpfia similar. Si
bien la curva se suaviza, se siguen oservando picos poco suaves en la transicion.

Al realizar la misma secuencia de mediciones con la muestra molida se observa
que los picos de las transiciones son suaves. Es claro que el tamafio de grano tiene
influencia en la no suavidad de la curva durante la transicién. Ademads, durante el
calentamiento los picos de las transiciones sufren un corrimiento hacia mayores tem-
peraturas. En el primer calentamiento se observa un pico a 49°C con una variacién
de entalpia de 3.65% mientras que en el segundo calentamiento se observa el pico

a 45°C con una variacion de entalpia de 5.220; En el enfriamiento se observa un
corrimiento del pico hacia temperaturas mas bajas, lo cual muestra que al disminuir
el tamafio de grano se incrementa la histéresis térmica en la transiciéon de la forma
A a la forma B. En este caso el pico de la transicién se encuentra a 27°C con una
variacion de entalpia de 4.102%.

La regla del calor de transicion estableceida por Burger y Ramberger® indica
que si la transicion entre las fases A, de baja temperatura y B, de alta temperatura
es endotérmica, entonces la relacién entre ambas formas polimorficas es enantiotré-
pica. La temperatura de transiciéon entre ambas fases tiene que ser un valor entre la
temperatura de transicion encontrada al calentar la muestra(45°C) y el encontrado
al enfriarla(29°C).

Microscopia 6ptica: El efecto termosaliente

La transicién de primer orden observada a 45°C fue también estudiada por mi-
croscopia Optica con platina calentadora. Se realizé un barrido de temperatura a
10°C/min desde 20°C hasta 50°C. Al observar la transicién en un conjunto de cris-
tales de distinto tamafio, con un protocolo similar al utilizado en un tnico cristal,
se observa que algunos cristales se mueven con respecto a su posicién original. Este
movimiento que parece implicar una rotacién con respecto a algun eje propio. En
la figura 3.28 se puede observar el campo visual para un conjunto antes y despties
de la transicién donde se observa el movimiento de varios cristales. Uno de ellos se
marco con un circulo como guia para el lector.

Al efecto de movimiento de los cristales al variar la temperatura se lo conoce co-
mo efecto termosaliente. Los materiales que presentan este efecto termosaliente son
candidatos a ser elementos activos en el desarrollo de distintos dispositivos como
dispositivos biomiméticos, actuadores y sensores entre otros'?’. Para el desarrollo
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de un dispositivo practico se necesita, entre otras cosas, reversibilidad, una respues-
ta répida y una operacién controlada’’?, condiciones que observamos en Clorhidrato
de Tapentadol. Ademés el efecto en este compuesto se observa en temperaturas cer-
canas a la temperatura corporal, lo que es una ventaja para dispositivos médicos.

El efecto termosaliente fue reportado por primera vez en 1983'% y posterior-
mente se le asigné el nombre de efecto termosaliente’??. Hasta el afio 2018 se habfa
observado que todos los materiales que mostraban efecto termosaliente compartian
algunas caracteristicas en comun:

» Cristalinidad

= Expansion térmica negativa en al menos uno de sus ejes principales de defor-
macién

» Una transicién de fase con un cambio abrupto de uno de los pardmetros de
celda

Algunos estudios proponen que la compresibilidad negativa es la fuerza impul-
sora del efecto termosaliente!’?, e incluso se ha encontrado casos donde no se ha
observado ninguna transicién de fase asociada’?’. En los casos donde existe una
transicion de fase asociada, se ha encontrado que esta es de primer orden y en gene-
ral ambas fases tienen simetrias y grupos espaciales similares, donde se observa que
existen pequefios cambios en el empaquetamiento cristalino’?>12°.

Conclusiones

Se han observado dos polimorfos de Clorhidrato de Tapentadol, los cuales se
encuentran relacionados enantiotrépicamente. Esta transicion de fase se caracteriza
por ser de primer orden aunque la variacién de Entalpia es relativamente pequefia.
Posiblemente debido a la pequefa variacién de Entalpia que presenta la transicién es
posible realizar una transiciéon monocristal-monocristal pudiendo pasar de la fase B
a la fase A manteniendo una buena calidad de monocristal. Al observar opticamente
cristales que atraviesan esta transiciéon se observa movimiento en algunos de ellos.
Claramente tanto el tamafio de los cristales como la orientacion del mismo afecta a su
capacidad de moverse, puesto que no todos los cristales observados por microscopia
Optica se mueven. Ademads la molienda suaviza las curvas de DSC, mostrando que
posiblemente el movimiento de los cristales al pasar por la transicién sea menor tras
la molienda. Para cuantificar este fenémeno se requeriria la posibilidad de obtener
muestras de tamafio de grano homogéneo y cuantificable.

La caracterizacion estructural de ambas formas de Clorhidrato de Tapentadol
mostro que las diferencias conformacionales de la molécula de Tapentadol en ambas
formas es pequena. La transicion de A a B implica un incremento de la simetria al pa-
sar de una estructura P2; a una estructura P2;2;2;, sin embargo la pseudo-simetria
21 en el eje a ya existe en la forma A. Las pequeias diferencias conformacionales
entre las dos moléculas independientes en la forma A son las que impiden que esta
sea una simetria. Al seguir los pardmetros de celda en funcién de la temperatura se
pudo observar que en la forma A existe un eje de expansioén térmica negativo. Es
posible que las tensiones que genera en el material esta expansion térmica negativa
sean la fuerza motriz de la transicién termosaliente de la forma A a la forma B.
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Capitulo 4

Hidratos

Los hidratos son el tipo de solvato mas frecuente como se comenté en el capi-
tulo 1. Es importante determinar la estabilidad relativa de los hidratos en distintas
condiciones de humedad relativa para de esta manera garantizar en que forma se
encontrard el IFA al momento de ser utilizado. La capacidad de un dado hidrato pa-
ra hidratarse esta relacionado a sus propiedades estructurales. Como ya se coment6
en el capitulo 1, una clasificaciéon usual es la clasificacién estructural donde se divi-
den a los hidratos en tres clases distintas: Hidratos de canal, hidratos de sitio aislado
e hidratos asociados a un ién.””

En este capitulo se estudiard un compuesto representativo de cada clase: Clorhi-
drato de Bendamustina presenta un monohidrato con caracteristicas de hidrato de
canal. Pridinol Mesilato es el IFA estudiado como caso de hidrato de sitio aislado e
Pregabalina : MnCl, : HyO es el caso estudiado de hidrato asociado a un ién. En
todos los casos se han realizado estudios térmicos y estructurales que confirman la
clase de hidrato y su estabilidad relativa.

4.1. Hidratos de canal: El caso de Clorhidrato de Bendamus-
tina

4.1.1. Estudios estructurales y térmicos

En el capitulo 3 se estudi6 el polimorfismo en Clorhidrato de Bendamustina. Se
observé que posee tres polimorfos y un monohidrato. En particular el polimorfo III
se obtuvo a partir de la deshidrataciéon del monohidrato al calentar la muestra. En la
tabla 4.1 se muestran los datos de ambas estructuras resueltas.

Las diferencias entre la celda unidad del polimorfo III y del monohidrato son
pequefias. Ambas estructuras cristalizan en el grupo espacial P2;/c, en el caso de
la forma III los pardmetros de red son a=4.7301(5)A, b=45.587(5)A, ¢=8.805(1)A y

B =97.581(7)° lo que da un volumen de 1882.1(4)A3. En la estructura monohidrata-
da los pardmetros de red a esa misma temperatura son a=4.660(2)A, b=47.22(2)A,

¢=8.931(5)A y B =96.11(3)° con un voltimen de 1954(2)A3. En ambos casos la estruc-

tura tiene Z=4, siendo la diferencia de voliimen normalizada por Z de 18(2)1&3, den-
tro de la diferencia esperada para una molécula de agua’. Ademas las diferencias
en los pardmetros de red son menores al 5 %, esta similitud entre los pardmetros es
tipica de un hidrato de canal, donde la deshidratacion del hidrato deja la misma es-
tructura con leves modificaciones. La mejor resolucién de la estructura del monohi-
drato se obtuvo a —173(2)°C, mientras que la estructura III fue resuelta a —123(2)°C
por lo que la estructuras comparadas no fueron resueltas a la misma temperatura.
Sin embargo, no se espera que el cambio en las estructuras con la temperatura sea
significativo, de forma tal que la comparacion entre ambas estructuras es valida.
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Datos Monohidrato Monohidrato I1I

Férmula Quimica | (C16 H22 N3 O2 | (C16 H22 N3 O2 | (C16 H22 N3 O2
Cl2)+:Cl-- H2 O Cl2)+:Cl--H2 0 Cl2)+:Cl-

M, 412.73 412.73 394.71

Sistema Cris- | Monoclinico, Monoclinico Monoclinico,

talino y Grupo | P2;/c P2./c P2:/c

Espacial

Temperatura de | —173(2)°C —123(2)°C —123(2)°C

medicion

ab,c(A) 4.6490(6) 4.6623(8) 4.7301(5)
47.213(5) 47.350(7) 8.923(2) | 45.587(5) 8.805(1)
8.9051(10)

B(°) 96.222(7) 96.250(7) 97.581(7)

Volumen(A®) 1943.1(4) 1958.1(6) 1882.1(4)

Z 4 4 4

z/ 1 1 1

Densidad 1.414 1.400 1.395

(g/cm?)

Radiacién MoK,,0.7107A MoK,,0.7107A MoK,,0.7107A

u(mm=1) 0.492 0.488 0.501

Reflexiones me- | 20495,3968,2273 | 3722,3722,2163 35952,3748,2731

didas,observadas

e independiente

Rint 0.2025 0.1492 0.1375

sin(0) / Amax (A ™) | 0.625 0.610 0.625

R[F? > | 0.0872,0.1685,1.069| 0.1166,0.2261,1.149| 0.22,0.3974,1.338

20(F?)],wR(F?),

S

# de pardmetros | 233 234 214

# de restraints 3 3 0

ADPmax, Dpmin(e/ | 0.54-0.35 0.82-0.37 0.72-0.53

A%

TABLA 4.1: Datos de la determinacién de celda, resolucién y refina-
miento de la estructura de Clorhidrato de Bendamustina III y su mo-
nohidrato
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FIGURA 4.1: Superposiciéon de las moléculas de Bendamustina en la
estructura III (dibujada en celeste) y la estructura Monohidratadado.
Se observa la diferencia conformacional en los d4tomos O1 y O2.

En la figura 4.1 se muestra la superposicién de la molécula de Clorhidrato de
Bendamustina en la estructura III (se dibujaron sélo los enlaces en celeste) y la es-
tructura monohidratada. En la misma se observa que a pesar de la conformacién
molecular similar en ambas estructuras, el grupo carboxilo se encuentra rotado con
respecto al eje formado por los dtomos C1-C2. Ademas el anién de cloro cambia su
posicion en la estructura III con respecto a la fase monohidratada. Observando las
interacciones de puente hidrégeno en ambas estructuras es posible darse cuenta de
que estos cambios conformacionales estan relacionados a cambios en las interaccio-
nes puente hidrégeno, que se pueden ver en la tabla 4.2.

Se observa que el monohidrato tiene mayor cantidad de puentes hidrégeno que
la estructura III, en particular la molécula de agua forma dos puentes hidrégenos
con el anién de cloro actuando como donor, mientras que también forma un puen-
te hidrégeno con el O2 de la molécula de Bendamustina. El anién cloro Cl1 en la
estructura monohidratada le provee cohesién al canal de aguas a traves del puente
hidrégeno que formd con las moléculas de agua como se muestra en la figura 4.2.
El resultado de estas interacciones es una cadena de aguas mediada por el anién en
forma de zig-zag, si bien las aguas no esten enlazadas directamente entre si, estas se
encuentran alineadas a través de un canal lo cual es caracteristico de los hidratos de
canal. Las mediciones de TG y DSC muestran caracteristicas que confirman que el
monohidrato es un hidrato de canal.

En la estructura III, la pérdida de las moléculas de agua desestabiliza el anién
cloro que debe migrar y cambia su posicion relativa a la molécula de Bendamustina
de forma tal que se maximizan las interacciones estabilizantes de la estructura.

En la figura 4.3 se muestra el grafico resultante de las mediciones de TG y DSC.
La medicién de TG hecha a 10°C/min, muestra una pérdida de masa del 4.3 % entre
45°C y 80°C, lo que equivale a 17.75 g/mol, es decir casi una molécula de agua por
mol. El rango de temperatura de la pérdida de agua es ancho, compatible con un
hidrato de canal, donde las aguas van teniendo distintos entorno energéticos y por
lo tanto van saliendo a distintas temperaturas segtn la energia que necesiten’*. Esto
se confirma en la medicién de DSC de dicha deshidrataciéon donde se observa un



96

Capitulo 4. Hidratos

Monohidrato
D-H..A d(D-H)(A) | d(H..A)(A] /D-H..A d(D...A)(A) | Simetria
(°)
N1-H1...Cl1 0.88 2172 171.61 3.046
C10-H10...CI1 0.95 2.814 167.31 3.747 x+1,y, z+1
C12-H12B...CI3 0.99 2.88 139.48 3.689 -x, y+0.5, 2-0.5
C13-H13B...Cl1 0.99 2.8 170.08 3.779 x+1,y,z
C15-H15B...CI2 0.99 2.982 151.81 3.883 X,y,z+1
C16-H16A...Cl1 0.98 2.726 165.82 3.684 x+1,y, z+1
C16-H16B...01 0.98 2.529 133.72 3.283 X+1,-y+1,-2+2
C16-H16C...Cl1 0.98 2.862 137.77 3.647 X,y,z+1
02-H2..01W 0.84 1.832 167.12 2.657
O1W-HIWA...Cl1 0.875 2.26 166.8 3.118 X, -y+1,-z+1
O1W-HIWB...CI1 0.874 2.485 148.16 3.26 x+1, -y+1,-z+1
111
N1-H1..Cl1 0.88 2.185 158.38 3.02
C10-H10...CI1 0.95 2.78 162.52 3.698 x-1,y, z-1
C12-H12B...CI3 0.99 2.945 138.2 3.741 X, -y+0.5, z+0.5
C13-H13B...Cl1 0.99 2.85 172.57 3.834 x-1,y,2
C15-H15B...CI2 0.99 2912 156.18 3.839 X,y,z-1
C16-H16A...01 0.98 2512 159.75 3.448 x+1,-y, -z
C16-H16C...01 0.98 2.389 161.41 3.333 X,Y,Z

TABLA 4.2: Puentes hidrégenos observados para las estructuras de
Clorhidrato de Bendamustina ITII y Monohidratado
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FIGURA 4.2: Enlace entre aguas que se forma en la estructura de Clor-
hidrato de Bendamustina Monohidratado




4.2. Hidratos de sitio aislado: El caso de Pridinol Mesilato 97

pico ancho con una temperatura de onset de 64.4°C y un pico en 94.4°C. La variacién
de Entalpia en esta deshidrataciéon es de AH =(109 & 5) é.

Clorhidrato de Bendamustina Monohidratado presenta las caracteristicas tipicas
de un hidrato de canal. Debido a esto y a la baja temperatura de onset que muestra
la deshidratacion, es esperable que bajo las condiciones de humedad adecuadas esta
forma se rehidrate y transforme a Clorhidrato de Bendamustina III a temperatura
ambiente. Con distintas humedades relativas este experimento no pudo realizarse.
Sin embargo, se logro estudiar la deshidratacién del monohidrato en un ambiente se-
co (humedad relativa aproximadamente nula). Esto se consiguié dejando la muestra
en un desecador con silica gel y un portamuestras con la muestra de Clorhidrato de
Bendamustina Monohidratado. El silica gel permaneci6 celeste durante toda la me-
dicién indicando que la humedad ambiente fue practicamente nula. Periodicamente
se tomaron difractogramas de polvo para verificar la forma en que se encontraba la
muestra. Diferenciar ambas formas es dificultoso, puesto que los difractogramas de
Clorhidrato de Bendamustina Monohidratado y Clorhidrato de Bendamustina III
son similares, las diferencias sutiles en los difractogramas tedricos se solapan con
los anchos de pico experimentales. A pesar de esto se han observado cambios en la
intensidad de los picos a lo largo del tiempo, demostrando que las condiciones del
ambiente afectaban a la estructura. En la figura 4.4 se muestran los difractogramas
obtenidos para distintos instantes de tiempo. Simultaneamente, antes de la medicién
de cada difractograma se pesé la muestra. De esta manera se observé la variacién de
masa de la misma en funcién del tiempo. En la misma figura se observa que dicha
variaciéon de masa es del orden del 1%, 4 veces menor que la variacién correspon-
diente a 1 molécula de agua por mol. Este experimento no permite determinar el
estado final de la muestra aunque si permite observar que leves cambios ocurren en
la misma. Es posible que haya una coexistencia entre la estructura III y el monohi-
drato aunque mejores datos de difraccién son necesarios para poder determinarlo
con certeza.

4.1.2. Conclusiones

Clorhidrato de Bendamustina Monohidratado presenta todas las caracteristicas
tipicas de un hidrato de canal. La deshidrataciéon presenta una endoterma ancha en
los estudios de DSC que da cuenta de los distintos entornos energéticos de las aguas
en la estructura. Variando la temperatura de la forma monohidratada lentamente
es posible obtener la forma III en una transiciéon monocristal-monocristal ya que
las agua se van de la estructura secuencialmente y la estructura cristalina cambia
levemente, principalmente en la posicién de los oxigenos y del anién Cl1. Se ha
visto que facilmente la muestra puede convertir de la estructura monohidratada a la
estructura III bajo las condiciones de humedad relativa adecuadas.

4.2. Hidratos de sitio aislado: El caso de Pridinol Mesilato

4.2.1. Introduccidon

Pridinol es un relajante muscular de accién central que amortigua los reflejos
polisinapticos. El compuesto acttia principalmente sobre las motoneuronas espinales
donde inhibe la propagacion del estimulo transmitido por el receptor. El IFA esta
indicado para el tratamiento relajante de la musculatura del aparato locomotor, tanto
de origen central, como en el caso del mal de Parkinson, como de origen periférico,
por ejemplo en el caso de la Artrosis.
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FIGURA 4.5: Moléculas de Pridinol y de 4dcido Metanosulfénico. La
nomenclatura de los 4tomos se mantendra durante todo el texto.

El compuesto es usualmente provisto como una sal producida por la combina-
cién con el dcido Metanosulfénico, el Pridinol Mesilato. El compuesto presenta bue-
nas propiedades farmacocinéticas, ya que tras su administracién via oral o intra-
muscular alcanza su méxima concentracién después de 30-40 minutos en tests en
animales. En la figura 4.5 se muestra la molécula de Pridinol y del 4cido Metanosul-
fénico. Por claridad, se omitieron los hidrégenos en la figura. Al formarse la sal entre
ellos, el O2 del 4acido pierde su hidrégeno quedando el N1 del Pridinol protonado.
Al ocurrir esto, los tres oxigenos del dcido Metanosulfénico quedan enlazados en
forma resonante.

En este trabajo se encontré que Pridinol Mesilato posee una estructura anhidra
(I) y una estructura monohidratada(II). Para entender la estabilidad relativa de las
formas cristalinas y su posible impacto en los procesos de formulacién de Pridinol
Mesilato es necesario realizar una caracterizacion estructural y térmica de las distin-
tas formas. Pridinol Mesilato en su forma deshidratada fue provista por Laboratorios
Raffo.

La estructura cristalina y molecular de Pridinol fue previamente reportada’?” habiendo
resuelto la estructura por SC-XRD. En la tabla 4.3 se puede ver los datos de la reso-
lucién de esta estructura (III) junto con la resolucién de las estructuras cristalinas de
Pridinol Mesilato resueltas en este trabajo.

4.2.2. Estudios estructurales

Los cristales de la forma II se obtuvieron por evaporacién lenta en acetona, aun-
que varios solventes miscibles con agua dieron el mismo resultado. Los cristales de
la forma I se obtuvieron por método de fusién. Al realizar el método de fusion, fue
necesario tomar la precaucion de retirar el cristal en alta temperatura una vez forma-
do, ya que a temperatura ambiente el Pridinol Mesilato liquido amorfizaba, quedan-
do pegado al cristal el amorfo. En la figura 4.6 se muestran los cristales utilizados
en la medicién de SC-XRD. Ambos cristales presentan un hédbito prismético y son
traslucidos, lo que hace dificil la diferenciacién visual entre ellos. Los cristales utili-
zados dieron buenos resultados de SC-XRD como muestra la tabla 4.3 en los factores
de acuerdo obtenidos. Los datos de SC-XRD fueron obtenidos en el equipo Oxford
Gemini ACCD utilizando radiacién de Molibdeno K,,A = 0.71073A. Ademas, en la
tabla 4.3 se muestran los datos de la resolucién de Pridinol base libre obtenida de la
base de datos de Cambridge!*.
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Datos

Pridinol Mesilato
|

Pridinol Mesilato
Monohidrato II

Pridinol II1

Férmula Quimica

(C20 H26 NI
O1)+:(C1 H3 03

(C20 H26 NI
O1)+:(C1 H3 03

C20 H25 N1 O1

S1)- S1)-: H20
M, 391.51 409.53 295.4
Sistema Cris- | Monoclinico, Monoclinico Monoclinico,
talino y Grupo | P2;/c P2, /n P2,/c

Espacial

Temperatura de

Temperatura am-

Temperatura am-

Temperatura am-

medicién biente biente biente

a,b,c (A) 8.7198(2) 8.2086(2) 5.859(2) 15.798(5)
20.996(8) 17.9355(6) 18.029(7)
10.9186(3) 15.0983(5)

B(°) 94.357(2) 94.770(2) 90.31(6)

Volumen(AS) 1993.2(8) 2215.2(1) 1669(1)

Z 4 4 4

Z 1 1 1

Densidad 1.305 1.228 1.18

(g/cm?)

Radiacién MoK,,0.7107A MoK,,0.7107A CuK,,1.54178A

u(mm=1) 0.19 0.18 438

Reflexiones me- | 8157,4393, 3300 9717,4896,3559 n.a., n.a., 2189

didas,observadas

e independiente

Rint 0.018 0.022 n.a.

sin(0) /Ame(A ) | 0.666 0.667 na.

R[F? > | 0.045,0.117,1.04 0.051,0.133,1.03 0.07n.a,n.a

20(F?)],wR(F?),

S

# de pardmetros 252 261 299

# de restraints 0 3 n.a.

APmax, 0.31-0.29 0.33,0.30 n.a.

Apmin(e/ Aa)

TABLA 4.3:

Datos de la determinacién de celda, resoluciéon y refina-
miento de las estructuras I, IT y III
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FIGURA 4.6: Cristales de Pridinol Mesilato utilizados en la medicién

de SC-XRD. (a) Pridinol Mesilato monohidratado II. (b)Mismo cristal
que en (a), rotado 90° . (c)Predinol Mesilato deshidratado I. (d)Mismo
cristal que en (c) rotado 90°

En la figura 4.7 se muestran las unidades asimétricas obtenidas para I y Il y en
la tabla 4.4 se muestran las distancias y angulos torsionales mds relevantes para I, II
y III. Tanto en I como en II se observ que al encontrarse protonado el nitrégeno, en
estas estructuras se produce un estiramiento del enlace C-N de aproximadamente
un 2 % con respecto al valor del mismo enlace en la estructura III. Por lo demas, la
conformacién del Pridinol protonado es similar a la de Pridinol base libre, las ma-
yores diferencias se encuentran en los residuos vinculados esqueleto C8-O1-C7-C9-
C15, donde varios dngulos torsionales son diferentes en las estructuras de Pridinol
protonado a la ya reportada III de Pridinol base libre. Esto queda claro en la figura
4.8, donde se forz6 a coincidir dicho esqueleto y se superpuso las moléculas de las
distintas estructuras I, I y IIL

Distancias(A) I 11 III
N1-C1 1.499(3) 1.500(2) 1.4684 (6)
N1-C5 1.491(3) 1.497(3) 1.4686 (6)
N1-Cé6 1.498(3) 1.494(2) 1.4655 (6)
Torsiones(°)

N1-C6-C7-C8 129.81(18) 174.87(15) 62.0
C6-C7-C8-01 -63.3(2) -59.0(2) 56.3
C6-C7-C8-C9 54.3(2) 58.27(19) 65.7
C6-C7-C8-C15 173.84(16) -179.19(15) -173.8
O1-C8-C9-C10 143.99(17) 174.59(16) 1727
C7—C8—C9—C10 | 247 (2) 56.4 (2) 65.6
C15—C8—C9—C10 | -96.6 (2) 67.5 (2) -56.7
01—C8—C15—C16 | -3.4(2) 453 (2) 47.0
C7—C8—C15—C16 | 117.43 (19) 165.47 (17) 166.5
C9—C8—C15—C16 | -118.68 (19) -71.5(2) -71.4

TABLA 4.4: Distancias y 4ngulos torsionales caracteristicos de las mo-
léculas de Pridinol en las estructuras I, IT y III
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FIGURA 4.7: Representacién molecular de (a) Estructura de Pridinol
Mesilato I y (b) Pridinol Mesilato Monohidratado II. Los elipsoides
térmicos se encuentran graficados al 40 % de probabilidad

FIGURA 4.8: Superposicién de la molécula de Pridinol obtenidas en

las estructuras I, I y la obtenida de la base de datos CDS IIT''*. C8-

01-C7-C9-C15 fueron forzados a coincidir en las tres moléculas. Los

nombres sin primar se refieren a I, los nombres primados a II y los
doblemente primados a III
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La rotacioén de los anillos fenilo alrededor de los dtomos C8-C9 y C8-C15 mues-
tra diferencias entre las estructuras I y II mientras que estas diferencias son meno-
res entre II y III. Esto se ve reflejado en los dngulos torsionales que involucran a
estos 4tomos como se observa en la tabla 4.4. Es posible que estas diferencias con-
formacionales se deban a las distintas necesidades que impone el empaquetamiento
cristalino.

En la tabla 4.5 se muestran las distintas interacciones puente hidrégeno presen-
tes en las estructuras I, II y III. En la estructura III, el enlace O1-H1O...N1 es un
enlace intramolecular que le da a la molécula un aspecto mas cerrado, aislandola
del entorno de manera que no queda ningtin dador ni donor de hidrégeno disponi-
ble para formar enlaces. Esto tiene como consecuencia su baja densidad (1.18%) en
comparacion con las otras estructuras(1.305%,1.228% para Iy Il respectivamente).

I
# | D-H..A d(D-H)(A) | dH...A)A) /D-H..A(°) | d(D...A)(A) | Simetria
1 | O1-H10..02 0.82(3) 2.20(3) 167(3) 3.006(3) x+1,-y+1,-z+1
2 | N1-HIN..O3 0.86(2) 2.18(2) 149.1(2) 2.948(2)
3 | N1-HIN..O2 0.86(2) 2.48(2) 150.0(2) 3.249(2)
4 | C5-H5C..02 0.97 2.45 171 3.407(3) x+1,y+1,z+1
5 | C1-H1C..O4 0.97 2.57 161 3.504(3) x+1,y,z
11
1 [ O1-H10..02 0.85(2) 1.91(2) 168(2) 2.745(2)
2 | NI—HIN..OIW | 0.86(2) 1.87(2) 176(2) 2.728(2)
3 | OIW—HIWA...O3 0.85(2) 1.88(2) 174(2) 2.732(2) x-1y,z
4 | OIW—HIWB...O4| 0.85(1) 1.89(1) 174(2) 2.734(2) x+1,y+2,-2+1
5 | C7—H7A..O4 0.97 2.52 168 3.476(2)
6 | C17—H17..01 0.93 2.59 156 3.458(3) 05 + x, 1.5 -y, -
0.5 +z
111
1 [OI1-H10..N1 [ 0.82 2.05 141 [ 2.738(1) \

TABLA 4.5: Puentes hidrégenos observados para las estructuras de
Pridinol Mesilato LII y III

A diferencia de la forma III, la sal Pridinol Mesilato en su forma anhidra I forma
dimeros centrosimétricos con el acido Metanosulfénico actuando como enlace entre
las moléculas de Pridinol. En la figura 4.9 se muestra dicho dimero. La estrucutu-
ra cristalina se describe en el grupo espacial P2;/c, al igual que la estructura III,
aunque los pardmetros de celda son diferentes como se observa en la tabla 4.3.

La presencia de la molécula de agua proporciona interacciones multiples en la es-
tructura monohidratada II generando una estructura mds compleja. Perpendicular
al eje a se forma un lazo centrosimétrico R}(16)(Mesilato : H>O), que acttia como
enlace entre dos pares de moléculas de Pridinol relacionadas entre si por un cen-
tro de inversién. En la figura 4.10 puede verse dicha estructura. Todos los enlaces
puente hidrégeno se forman con el dcido o el agua, de forma que no existe ninguna
interaccién directa entre las moléculas de Pridinol. Ademads las moléculas de agua
no presentan interacciones entre si por lo cual este hidrato puede ser categorizado
como un hidrato de sitio aislado. La estructura cristalina se describe en el grupo es-
pacial P2; /n, con parametros de red que no guardan una relacién directa con los de
la estructura I.
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FIGURA 4.9: Dimeros formados en la estructura de Pridinol Mesilato
anhidro I

FIGURA 4.10: Dimeros formados en la estructura de Pridinol Mesilato
monohidratado II
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FIGURA 4.11: Esquema de una deshidratacién de II convirtiendose

en I. Las flechas rojas indican los movimientos necesarios de las mo-

léculas en Il necesarios para convertirse en I al remover las aguas. Las

lineas simples indican los mismos enlaces puente hidrégeno que en

4.9 mientras que las lineas dobles marcan las distancias en II entre los
atomos (no-interactuantes)

La estructura hidratada y la estructura anhidra de Pridinol Mesilato no muestran
ninguna relacion estructural obvia entre si, aunque puede observarse que al quitar
las aguas de la estructura monohidratada, el dimero formado entre las moléculas
de Pridinol y los dcidos Metanosulfénico se parecen al observado en la estructura
deshidratada. Pequefias rotaciones y desplazamientos de las moléculas en la estruc-
tura, como se muestran en la figura 4.11 permiten convertir los dimeros de la forma
hidratada en los de la forma anhidra.

Pridinol Mesilato bajo condiciones de alta humedad

Se observé que algunos lotes de muestra de Pridinol Mesilato forma I evolucio-
naban en el tiempo convirtiendose parcialmente a forma II. A partir de esto se deci-
di6 estudiar Pridinol Mesilato forma I en un ambiente con alta humedad. Para esto
se coloco la muestra en un portamuestra utilizado para PXRD (previamente se pes6
la muestra en una balanza microanalitica), la muestra fue colocada en un desecador
con abundante agua y con cierta periodicidad se procedi6 a pesar la muestra y to-
mar difractogramas de polvo de la misma. De esta manera, se estudio la estabilidad
del compuesto en un ambiente de alta humedad y se pudo obtener la proporcién de
muestra en forma I y en forma II por medio de PXRD. Al realizar ajustes de Riet-
veld sobre los difractogramas se obtiene la proprociéon de masa de la forma I (y II)
sobre la masa total, asumiendo que el total de la muestra se compone unicamente
de cristales de forma I y forma II. En la figura 4.12 se muestra el ajuste de Rietveld
realizado para el patréon de difraccién a 18 minutos de comenzado el experimento
como muestra de la calidad de dichos ajustes.

Estas proporciones también pueden determinarse mediante la variacién de masa
de la muestra, asumiendo que la muestra solo se compone de cristales I y II y des-
preciando la higroscopicidad de la muestra. De esta manera, la variaciéon de masa
observada es la masa de agua que se incorpora a la muestra, y dividiendo esta can-
tidad por el peso molecular del agua (M,(H>0) = 18.02-£) se obtiene la cantidad

I
de moles de agua absorbidos. Si se considera que la tota?fdad de las moléculas de
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FIGURA 4.12: Patrén de difraccién medido y patrén calculado por
ajuste de Rietveld para la muestra a 218 minutos de exposicién en un
ambiente de alta humedad

agua interaccionan con moléculas de Prdinol y acido Metanosulfénico para transi-
cionar de la forma I a la forma II, entonces la cantidad de moles de agua absorbidos
es igual a la cantidad de moles de forma II formados. Consecuentemente el cocien-

te masa en masa de forma II se calcula a partir de las mediciones de masa como

My AM.M.(II) .
MMy = MM, (F,0) donde M es la masa de la muestra, AM la variacién de masa

de la muestra con respecto a la masa inicial y M, (II) el peso molecular de la forma
IT que se encuentra en la tabla 4.3. En la figura 4.13 se muestra el resultado obteni-
do por ambos métodos para la fraccién masa en masa de forma II en funcién del
tiempo.

El hecho de que las curvas no coincidan quiere decir que alguna hipétesis ha
fallado. Si la muestra tiene higroscopicidad, no todas las aguas interaccionan con
cristales de forma I para generar forma II. Pero en este caso, la fraccién de muestra
II calculada a partir del peso de la muestra por el método previamente descripto se
encontraria sobreestimada. Por lo tanto, la higroscopicidad no explica las diferencias
observadas en el grafico 4.13. Una explicacion plausible de dichas diferencias es que
las aguas en la muestra rompan la estructura I generando Pridinol Mesilato amorfo.
De esta forma, el método de Rietveld sobreestima el cociente masa en masa de la
forma II porque solamente considera las formas crstalinas en el calculo del porcen-
taje de cada fase presente en la muestra. Después de un dia entero se volvié a medir
la misma muestra, la cual habia incrementado levemente su masa manteniendo un
80 % de fase hidratada en los ajustes de Rietveld, de manera que parece estabilizar
en relacién 80/20 con la fase anhidra.

Pridinol Mesilato bajo condiciones de baja humedad

Como se vi6 anteriormente la forma I puede transformar en la forma II bajo
condiciones de alta humedad con rapidez. Esta transformacion no se produce a la
inversa con la misma velocidad. Para estudiar este proceso se procedio a realizar un
experimento similar al de la seccién anterior pero el desecador donde se depositaba
la muestra de forma II fue llenado con abundante silica-gel seca en lugar de agua.
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FIGURA 4.13: Los triangulos azules muestran la fraccién de masa de
IT obtenida por ajustes de Rietveld. Los circulos rojos muestran la mis-
ma fraccién de masa obtenida por el pesaje de la muestra.

De esta manera se garantizaba que el ambiente tuviera baja humedad relativa. Los
resultados obtenidos para la medicién de masa se muestran en la figura 4.14 don-
de se gréfica el cociente de moles de agua pérdidos por ntiimero de moles de II en
funcién de la cantidad de dias de exposicién de la muestra a un ambiente de baja
humedad. En la misma se observa que el proceso de pérdida de masa de la muestra
IT dura varios dias a diferencia del observado para la ganancia de agua en I en un
ambiente con alta humedad que en pocas horas transformaba la muestra en II.

Ademads de las mediciones de masa se realizaron mediciones de PXRD y se reali-
zaron ajustes de Rietveld a los patrones de difracciéon obtenidos para distintos tiem-
pos de exposicion de la muestra en un ambiente de baja humedad. En todos los casos
el ajuste se pudo realizar con un modelo donde solo la forma II se encontraba pre-
sente, por lo que se concluy6 que la pérdida de agua observada al medir la masa se
correspondia con aguas superficiales. En la figura 4.15 se muestra la medicién y el
ajuste de Rietveld hecho para 9 dias de exposicién como muestra de la calidad de
los ajustes.

Efectos térmicos:Quenching de forma II

Si bien la forma II no se deshidrata en condiciones ambiente, incluso en ambien-
tes de baja humedad relativa, si se puede deshidratar aumentando su temperatura.
Para observar dicha conversiéon se procedi6 a tomar un difractograma de muestra en
la forma II, tras molerla durante 5 minutos. Se observé que la molienda no cambia la
estructura cristalina. Luego, se realizaron tres experimentos consecutivos: En primer
lugar, se coloc6 la misma muestra en una estufa a 100°C durante 10 minutos, se retiré
la muestra y se volvié a tomar un difractograma. Posteriormente, se volvi6 a colocar
la muestra en la estufa 20 minutos mds a 100°C y se tom6 un nuevo difractograma.
Finalmente se dej6 la muestra a 130°C durante 30 minutos y se tomé un nuevo di-
fractograma. En la figura 4.16 se muestran los ajustes de Rietveld realizados en las 4
mediciones explicadas.
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En el primero de los difractogramas tomados, a pesar de la molienda se continu6
observando diferencias de magnitud entre algunos picos observados y los corres-
pondientes al modelo obtenido por el ajuste de Rietveld. En el ajuste se utiliz6 la
estructura II como modelo y se refin6 el fondo, el corrimiento de cero, el factor de
escala y el ancho constante del pico. Para este ajuste se obtuvieron Rp;q¢ = 21.6 'y
Ry = 16.0, al intentar mejorar el ajuste refinando la orientaciéon preferencial no se
observé mejora visual en el ajuste.

Al calentar durante 10 minutos a 100°C, se observaron picos que no se corres-
ponden a la estructura II sino a la estructura I. Se realiz6 un ajuste similar al anterior
considerando ambas estructuras y refinando el factor de escala en cada forma para
obtener el contenido relativo de cada forma. Para este caso se obtuvo que la compo-
sicion de la muestra es 30(1) % de forma II'y 70(1) % de forma I. Al mantener 30 mi-
nutos a 100°C la composicién medida vari6 a 20.5(8) % para la forma IT 'y 79.4(14) %
para la forma I. Al subir la temperatura a 130°C durante 30 minutos la proporcién
cambio a 7(1) % para la forma II y 93(2) % para la forma I. Es posible que la com-
ponente de II observada se deba a la rehidratacién producida al retirar la muestra
de la estufa, pero el hecho de que la composicién sea distinta que la obtenida en la
muestra a 100°C durante 30 minutos muestra que la conversion de forma II a forma
I no fue completa a 100°C.

Para caracterizar mejor la conversién de la forma II a I al calentar la muestra se
realizaron estudios de TG y DSC.

4.2.3. Estudios térmicos

Los estudios de TG y DTA simultdneos confirmaron la pérdida de masa de la
forma II alrededor de los 100°C y su posterior transformacién a la forma I. La me-
dicién se realiz6 en una atmoésfera de N, variando la temperatura de la muestra a
10°C/min . En la figura 4.17 se muestran estos resultados junto a los obtenidos en
una muestra de la forma I en condiciones similares. En el caso de la muestra I se
utilizaron 5.5068(5) mg de muestra inicial mientras que en la medicion de II se uti-
lizaron 4.2545(5) mg de muestra inicial. En ambos casos los crisoles utilizados de
portamuestras no eran herméticos permitiendo que los gases generados en la mues-
tra fluyan.

En la figura 4.17 se observa que la muestra II presenta una pérdida de masa,
comenzando alrededor de 94°C, de 3.7 % de su masa inicial, lo que equivale a la pér-
dida del 84 % de las moléculas de agua estructurales. Ademads, la pendiente abrupta
de la pérdida de masa se corresponde con la pérdida de aguas estructurales y se
corresponde con el pico en la curva de flujo de calor a 110°C, el cual presenta un an-
cho caracteristico de las deshidrataciones. Al continuar el calentamiento de ambas
muestras se observa la similtud en la pérdida de masa de la muestra I y la muestra
IT con una descomposicién en dos etapas: primero una pérdida de masa alrededor
de 212°C de poco mas del 8 % de su masa inicial y finalmente una segunda pérdida
de masa alrededor de 302°C. El primer paso de pérdida de masa parece correspon-
derse con un pico endotérmico de DTA en 231(1)°C en ambas muestras. Ademads
ambas muestras presentan un pico endotérmico de DTA a 159(1)°C que no corre-
laciona con ninguna pérdida de masa. Posteriormente se observé por microscopia
6ptica que dicho pico se corresponde con la fusién de la forma I.

Ademas de lo ya descripto, la forma II muestra un pico endotérmico de DTA a
136(1)°C. La magnitud de dicho pico parece depender del tamafio de grano de la
muestra. A pesar de que no se encontraron diferencias estructurales entre la mues-
tra I obtenida por evaporacién lenta y la misma muestra tras ser molida durante 5
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FIGURA 4.17: Graficos de TG y DTA para la forma I (Curvas negras)
y II (curvas violetas).

minutos, el comportamiento en ambos casos al ser calentados con velocidad cons-
tante difiere. Repitiendo el analisis de TG bajo las mismas condiciones, se observo
que el pico endotérmico de DTA a 136°C se suprime tras la molienda como se ve en
la figura 4.18.

Un proceso complejo se observa para la deshidrataciéon de la forma II por mi-
croscopia optica en platina calentadora. Al calentar la muestra inicial, sin proceso
de molienda, a 10°C/min se observa que la aparente deshidratacién alrededor de
100°C esta acomparfiada de un proceso de fusién del material. En la figura 4.19 se
muestran las fotografias del material a distintas temperaturas. En la foto 1 se obser-
va el material a 96°C, cerca de la endoterma de deshidratacién observada por TG
y DTA. En ese instante la muestra es cristalina. Poco tiempo desptes, a 105°C de
temperatura se observa la fotografia 2, donde parte de la muestra se la observa en
estado liquido. La conversién no es total como puede verse en la fotografia 3, toma-
da a 112°C con polarizador. El hecho de que se observe algo de birrefringencia en el
material muestra que parte del material se encuentra en estado cristalino. Hasta los
135°C (Fotografia 4) se observa que algunos cristales decrecen de tamafio mientras
que otros crecen. En la fotografia 5, a 152°C se observa como finalmente el material
vuelve a ser cristalino y finalmente funde completamente como se ve en la fotografia
6 tomada a 178°C.

El proceso de deshidratacién se encuentra superpuesto con el proceso de fusion
del hidrato como se ha observado. Al realizar la misma medicién de microscopia
Optica sobre una muestra previamente molida durante 5 minutos se ha observado
cualitativamente el mismo proceso, aunque el tamafio de los cristales observado al-
rededor de 120°C, en medio liquido es menor que el observado para la muestra sin
molienda.
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FIGURA 4.18: Gréficos de TG y DTA para la forma II obtenido por
evaporacion lenta (Curvas rojas) y la misma forma tras 5 minutos de
molienda (curvas azules).

FIGURA 4.19: Fotografias tomadas en microscopio con platina calen-

tadora con un barrido de 10°C/min sobre muestra de forma II sin

molienda (1) 96°C (2)105°C (3)112°C (Con Polarizador) (4)135°C (5)
152°C (6)178°C
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A pesar de esto el comportamiento observado por DSC es cualitativamente dis-
tinto. Para la forma II, si la muestra no esta molida, los resultados no son repetitivos.
En algunos casos se observa una endoterma ancha, con un onset cercano a los 87°C,
seguido de una endoterma cerca de 135°C mas angosta y una endoterma alrededor
de 160°C similar a lo observado por DTA (primer caso de la figura 4.20). Al realizar
DSC de la muestra I se observa que el pico de fusion esta a 161(1)°C y tiene una
Entalpia de AH = 84.5(5) é. Comparando las mediciones para la forma I y la forma
II, se puede concluir que el evento observado a 161°C en la medicién de forma II es
la fusién de la forma I por lo que el valor de AH de dicha fusién esta relacionado
con la cantidad de muestra de forma II que transforma a la forma I. El valor de AH
se obtiene realizando la integral temporal del flujo de calor y dividiendo por la masa
inicial por lo que el valor de AH obtenido para la forma II dividido la Entalpia de
fusién de la forma 1101 (1)51’ es igual a la fraccién de masa inicial convertida a forma

I. Para este caso la fraccién obtenida es xy = 0.39(1).

En otras ocasiones no se observa el pico ancho de deshidratacion, el primer even-
to térmico es la endoterma a 137°C, seguido de algunos eventos térmicos pequefios
pero con el evento endotérmico a 160°C suprimido. Una interpretacién posible de
los distintos comportamientos es que el pico de 136°C se corresponde con la fusiéon
de la forma II. En ocasiones esta forma funde sin deshidratar (segundo caso en la fi-
gura 4.20 y en ocasiones deshidrata parcialmente formando cristales de forma I que
coexisten con cristales de forma II y material amorfo, de forma tal que ambos puntos
de fusién son observados (primer caso de la figura 4.20). El hecho de que el resultado
no sea repetitivo puede estar relacionado a la dependencia con el tamafio de grano.
Como la muestra recristalizada tiene una gran dispersion en los tamafios de grano,
los resultados varian para distintas corridas. Moliendo la muestra durante 5 minutos
se obtiene mayor homogeneidad en el tamafio de grano y resultados maés repetibles.
Una burda estimacioén se realiz6 en base a las imdgenes de microscopia 6ptica. En
una muestra de forma I molida se tomaron diez cristales en el campo visual y se
midi6 el area perpendicular al eje 6ptico de cada uno de estos cristales (se utiliz6 el
programa imageJ 1.50 para analizar las imagenes’?®.) Se obtuvo un 4rea promedio
de 0.01mm? con una dispersi6n similar. Aun cuando la dispersion observada es alta,
en la muestra sin molienda se observaban cristales de tamafios mayores al milimetro
(no se observa el cristal completo en el campo visual) y otros de tamafios 10 veces
menor, mostrando que esta muestra contiene cristales de tamafio medio mayor y con
una dispersion de tamafios atin mayor a la observada en la muestra molida.

Al realizar un ensayo de DSC a 10°C/min en un ambiente de nitrégeno con un
flujo de 1011%1 sobre la muestra molida de II se observa un evento endotérmico con
un onset alrededor de 100°C y un pico en 131°C. En la figura 4.21 se muestra la
curva de flujo de calor en funcién de la temperatura para dicha medicién. Antes del
primer evento endotérmico se observa un pequefio evento exotérmico con un pico
aproximadamente en 91.5°C y con un AH = 3.2] /¢ aproximadamente. La linea de
base en este caso se encuentra montada sobre la deshidratacion. Posteriormente se
observa un evento endotérmico alrededor de 162°C, angosto, como corresponde a
una fusién y de AH = 102.5] /g lo cual estaria indicando una fusién del total de la
muestra.

Para obtener una caracterizacién mejor de este proceso complejo se realizaron
mediciones de DSC a distintas velocidades, 1°C /min, 5°C /min, 10°C /min, 15°C / min,
20°C/min y 40°C/min. Para las primeras cuatro velocidades el comportamiento es
similar al descripto anteriormente. En las mediciones a 20°C/min y 40°C/min se ob-
serva un comportamiento cualitativamente distinto, en la figura 4.21 se muestran los



4.2. Hidratos de sitio aislado: EI caso de Pridinol Mesilato

115

Flujo de
Calor (Wig)

Flujo de

Calor (W/g)

Flujo de
Calor (Wig)

05
0,0
-0,5
-1,0
-1,5
-2,0
20 ]

v=10°C/min .

m= 4.972 mg Toea=128°C
Tplw=13?°C

| | AH=13 J/g

1

]

T T - | L I ! I ! I
v=10°C/min _ :
m=0.782 mg Tersa™87 C T ocan

T =116°C _on=t < Tonse

=

| plzo T =136°C 'Tyee 160 / .
f l

AH=132 Jig  Pee ©
9 AH=10 J/g “IH"“’ g 7

]
w
LI I B B B B

-5 { t

Toneet=1 59C L ]
T =16fCc |
| AH=101.3 Jig '\
-6 1 L 1 " 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L ]
40 60 80 100 120 140 160 180

&
| L L L

Temperatura (°C)

FIGURA 4.20: DSC de Pridinol Mesilato a 10°C/min, los dos gréaficos
de arriba se corresponden a mediciones de forma II sin molienda,
mientras que la de abajo corresponde a la forma I



116

Capitulo 4. Hidratos

FlujoDeCalor (W/g)

FlujoDeCalor (W/g)

—
i =107.61 [
-1 10° Clmln \T\\/ .
e =139 Uy T 216302 ]
B oo - pica
-3 -= ,.,’/ \ = ] _
FElnl L [onsn™BTAT'C aH=100 Vg |
4 & o T =9193°C : i
R .| pico & ]
5L* e ee w0 %2 o AH=2. 59J;g k: )
4 = ; =Temper.aturel [= Ci + :153 ASGC:
[ o onset . h
2 ]
i 40 Cfmll‘l T =160.04°C ;
0 pico -
2F AH=14J h
ST ]
“4r %-0-1 Tmset-10265‘%e<// : T
6 &40 ~— T =13380°C ]
6 €9 Thio=139.76°C —~_ : _
8§95 AH=3.46 Jg T T,S13078°C
- 05 h . ]
-10 [ " ’ Tem;ifamrafql ’ " ¢ AH=86.4 Jig ]
_12 1 n 1 n 1 " 1 " 1 1 1 "
40 60 80 100 120 140 160 180

Temperatura (°C)

FIGURA 4.21: DSC de Pridinol Mesilato a 10°C/min, los dos graficos
de arriba se corresponden a mediciones de forma II tras una molien-
da de 5 minutos, mientras que la de abajo corresponde a la forma II

medido a 40°C/min



4.2. Hidratos de sitio aislado: El caso de Pridinol Mesilato 117

resultados obtenidos a 10°C/min y 40°C/min para mostrar ambos comportamien-
tos. En este tltimo caso la linea de base no es recta, al igual que sucede a 20°C /min.
Para evitar problemas de inercia térmica en la mediciéon se comenzé la medicién a
—100°C y se midié hasta 175°C con la velocidad correspondiente en un ambiente
de N; a 10 ml/min. En la curva de flujo de calor en funcién de la temperatura se
vuelve a observar un proceso exotérmico en temperaturas algo mayores a las obser-
vadas en las mediciones a velocidades més bajas. Posteriormente se observa un pico
angosto alrededor de 136°C y finalmente un pico de menor magnitud alrededor de
160°C. Estos dos tltimos picos pueden ser interpretados como la fusion de la forma
II y la forma I respectivamente. Si la velocidad con la que se varia la temperatura
es lo suficientemente rapida, la forma II funde antes de permitir la deshidratacion
completa de la misma. Cierta cantidad del material (del orden del 10 %) si puede
ser deshidratado y por eso se observa también la fusién del anhidro. La magnitud
de la Entalpia observada permite estimar la cantidad de material que transformé a I
como el cociente entre dicha Entalpia y la Entalpia obtenida para la muestra I pura.
Para las mediciones con velocidades 1°C/min, 5°C/min, 10°C/min y 15°C/min la
variacion de Entalpia en el evento a 160°C es aproximadamente igual a la observada
en la muestra I pura demostrando que la conversién de la muestra de forma ITaIes
practicamente total.

Es sabido que los procesos cinéticamente controlados (recristalizaciones, reaccio-
nes quimicas, deshidrataciones, etc ) poseen una mayor dependencia en las tempe-
raturas de onset y en la temperatura del pico que los eventos dominados por la ter-
modindmica (como puede ser una fusién) con respecto a la velocidad de variacién
de la temperatura (8)”*. A medida que se incrementa f el proceso dominado por la
cinética puede ser inhibido de forma tal que se pueden observar eventos térmicos
de una forma intrinsecamente inestable como en este caso la fusiéon de II.

Para caracterizar eventos cinéticos conviene utilizar la fraccién convertida « la
cual para mediciones de DSC puede definirse como en la ecuacién 4.1 donde AH ()
es la variacion de entalpia a tiempo t y AHg,¢ es la variacion de entalpia total del
proceso™.

a(t) = AH(t)
AHp

En la figura 4.22 se muestra el diagrama de a en el proceso de deshidrataciéon en
funcién de la temperatura obtenido para distintos . A medida que la velocidad
se incrementa, las curvas se corren hacia mayores temperaturas de acuerdo a lo es-
perado. Al comienzo de las curvas se observa un pequefio quiebre que corresponde
al evento exotérmico.

Sin asumir ningtin modelo en particular para la deshidratacién, solo asumiendo
que su dependencia en temperatura esta dada por la ecuacion de Arrhenius, existen
métodos isoconversionales que permiten estimar la energia de activacién de un dado
proceso con datos obtenidos al variar la temperatura de forma constante”™. En este
caso se utilizé el método de Ozawa,Flynn y Wall (OFW) que consiste en obtener
la pendiente de la recta que se obtien al graficar log(B) en funcién de + para un
dado valor de fraccién convertida y de acuerdo a la ecuacién 4.2 se obtiene de la
pendiente el valor de la energia de activacién(E,). R es la constante de los gases y
C una constante arbitraria. La ordenada el origen mantiene una dependencia con el
modelo correspondiente a dicha deshidratacién y por ende no aporta informacién
relevente!?%130,

(4.1)
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FIGURA 4.22: Gréfico de la fraccién convertida en funcién de la tem-
peratura para el proceso de deshidratacién de la forma II a distintas
velocidades

E
log p = C — 0457 (4.2)

Otro método equivalente para obtener la energia de activaciéon sin imponer nin-
gun modelo es el propuesto por Burnam y Braun, que modificaron el método pre-
viamente propuesto por Coats y Redfern’?’. A partir de las mismas mediciones se
propone realizar un ajuste de la recta In % en funcién de % lo cual deberia dar la
energia de activacion de acuerdo a la ecuacién 4.3 donde C es una constante arbitra-

ria distinta de la de la ecuacién 4.2

ln% =C- % (4.3)

Con los datos de las curvas a vs T se calcul6 E; por ambos métodos para distintos
valores de «. Los valores de E, por ambos métodos coinciden al igual que los valores
a distintos « de manera que la deshidratacion del Pridinol Mesilato forma II cum-
ple con la dependencia de Arrhenius y su energia de activacién E, = (89 + 9)%
Como comparacion el valor de variacién de Entalpia de dicha deshidratacién es del
orden de 57%. En la figura 4.23 se muestra el grafico de las energias de activacién
obtenidas en funcién de los distintos valores de «.

El grafico 4.23 sugiere una dependencia de la energia de activacién con la fraccion
convertida. Un largo debate se ha dado en la literatura con respecto a la posibilidad
de que exista tal dependencia de la energia de activacién o que sea un artifact de
los métodos isoconversionales’**/**. En reacciones homogeneas esta variacién no
podria suceder pero en un sélido los puntos de reaccién no estan aislados sino que
interactuan fuertemente con el vecino, por lo tanto la reactivdad puede variar por la
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FIGURA 4.23: Gréfico de la energfa de activacién obtenida para el pro-

ceso de deshidratacion de la forma II por los métodos Ozawa-Flynn-

Wall(OFW) Y Coats-Redfern modificado (C-R) a partir de los datos
de DSC a distintas velocidades de variacion de temperatura

formacién de defectos, tensiones o efectos similares’??.

Cuando una reaccién se produce en uno o més pasos, se considera que la reaccion
es compleja. Este tipo de reacciones puede dar lugar a un energia de activacién que
varia con la fraccién convertida. Por otra parte los distintos tamarfios de particulas
tendran distinta reactividad teniendo distintas energias de activacién™.

La exoterma observada al comienzo de la deshidratacion es indicativo de tener
una reacciéon compleja. Como esta exoterma se observa para todas las velocidades
de calentamiento utilizadas, se intent6 hacer el mismo analisis isoconversional que
se realiz6 para la deshidratacién. Al observar las rectas dadas por las ecuaciones 4.2
y 4.3 se observa que en ambos casos la pendiente para las velocidades de 20°C/min
y 40°C/min difiere de las demads, lo cual permite suponer que el proceso exotérmico
es distinto en ambas condiciones. En la figura 4.24 se muestra esto para el caso en
que & = 0.6 y la energia de activacién obtenida en ambos casos. La energia de ac-
tivacién obtenida para el caso de una baja velocidad de barrido de temperatura es
de E, = (126 £ 6) % superior a la obtenida para el proceso de deshidratacién. Esto
permite suponer que una vez superada la barrera energética que inhibe que ocurra
el proceso exotérmico, el sistema tiene suficiente energia para deshidratarse y por
ende inmediatamente ocurre la deshidratacién. El estado intermedio que se obtiene
al superar dicha exoterma es dificil de obtener pues la conversién a la forma anhidra
es inmediata. En los casos donde la velocidad de variaciéon de temperatura es lo su-
ficientemente rdpida, la deshidratacién no logra terminar de producirse dando paso
a la fusioén del hidrato inmediatamente después de la exoterma.

4.2.4. Conclusiones

Pridinol Mesilato presenta un caso de monohidrato en que las moléculas de agua
se encuentran aisladas entre si en la estructura cristalina. Las estructuras cristalinas
del monohidrato y de la forma anhidra pudieron ser caracterizadas por SC-XRD
observandose que las estructuras cristalinas de la fase hidratada (II) y la fase des-
hidratada(I) no tienen una relacién entre ellas. Dichas caracteristicas estructurales
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FIGURA 4.24: Arriba: Gréafico de log(B) y ln(%) en funcién de 4 para
« = 0.6 para el proceso exotérmico. Las lineas punteadas son guias
para los ojos. Abajo: Gréfico de la energia de activacién obtenida para
el proceso exotérmico de la forma II por los métodos Ozawa-Flynn-
Wall(OFW) Y Coats-Redfern modificado (C-R) a partir de los datos

de DSC a distintas velocidades de variacién de temperatura.
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FIGURA 4.25: Conformacién molecular de la molécula de Pregabalina
reportada por Venu et.al.’*’

dan lugar a un proceso de deshidrataciéon que al ser observado por DSC presenta
caracteristicas complejas, lo cual esta de acuerdo con las observaciones estructura-
les que implican la necesidad de un transicién de fase reconstructiva para pasar de
una estructura cristalina a la otra. La complejidad del proceso de deshidratacion
para este compuesto es particularmente grande, puesto que se observa un proceso
exotérmico previa al proceso de deshidratacién al cual no fue posible encontrarle
explicacion. Por otra parte la energia de activacion necesaria para comenzar el pro-
ceso de deshidratacién pudo ser estimada utilizando met6dos no isotérmicos. Su
valor relativamente alto permite estimar que la forma hidratada es la mas estable,
lo cual parece ser confirmado por los estudios de larga exposicién de la forma II en
ambiente seco y de la forma I en ambiente de alta humedad

4.3. Hidratos asociados a un ién: El caso de Pregabalina : MnCl, :
H,O

4.3.1. Introduccidon

Las redes extendidas de metal-ligando han atraido gran atencion en los tltimos
afos.El uso de sélidos porosos para aplicaciones biomédicas requiere de metales y
ligandos biologicamente compatibles’*®. Se cree que el mejor enfoque para utilizar
estos complejos en aplicaciones biomédicas es utilizar el IFA como ligando ya que de
esta manera la liberacién de la droga se logra a partir de la degradacién del sélido sin
los efectos secundarios producidos por la liberacién de un ligando biologicamente
inactivo’?.

Pregabalina es un IFA utilizado en el tratamiento del dolor que posee baja solu-
bilidad en agua’. Es por esto que nuevos compuestos con Pregabalina que mejoren
la solubilidad son buscados. Por otra parte, para las imdgenes por resonancia mag-
nética se utilizan dtomos paramagnéticos como agentes de contraste. Surge entonces
naturalmente el enfoque de utilizar materiales paramagneticos y biocompatibles co-
mo metal y la Pregabalina como ligando.

La estructura cristalina de Pregabalina libre ha sido determinada y publicada en
el afio 2007, encontrandose que la Pregabalina existe como un Zwitter-ion, en su
forma solida’”. En la figura 4.25 se muestra la conformacién de la molécula.
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4.3.2. Estructura Cristalina a Temperatura Ambiente

El compuesto fue obtenido por evaporacién lenta de una solucién en proporcion
1:1 de MnClI2 y Pregabalina. Como solvente se utilizo una mezcla de etanol y agua.
Al evaporarse el liquido se formaron unos cristales traslucidos en forma de placa
adecuados para el andlisis por SC-XRD. Las mediciones de SC-XRD fueron realiza-
das en el equipo Bruker D8 Quest Eco con radiacién de Molibdeno (A = 0.71073A)
a diferentes temperaturas reguladas con el soplador de nitrégeno Oxford CryoSys-
tems.

Al resolver la estructura a temperatura ambiente se observé que era un monohi-
drato con el agua ligada al cation metélico, de manera que este monohidrato entra
dentro de la categoria de hidratos asociados a un Ion. El compuesto cristaliza en
el grupo espacial P2; teniendo cuatro moléculas de Pregablina con pardmetros de
red a=9.7162(5)A b=7.8979(3)A ¢=18.292(1)A y B = 101.346(6)°. En la figura 4.26
se muestra una figura con los elipsoides de probabilidad al 50 % de la unidad asi-
métrica donde se destaca que los atomos C5B, C6B y C7B presentan pardmetros de
desplazamiento anisotrépicos inusualmente grandes. La unidad asimétrica se com-
pone de dos centros metélicos unidos entre si por dos atomos de cloro (CI12A y CI2B).
Estos dos dtomos de cloro y los d&tomos metdlicos determinan un cuadrante con un
pseudo centro de inversién en el centro. Cada centro metélico se encuentra hexa-
cordinado, de forma tal que la esfera de coordinacién puede describirse como un
octaedro con tres 4tomos de cloro y un oxigeno de Pregablina en el plano ecuatorial,
y una molécula de agua y un oxigeno de otra Pregabalina en la direccién axial.

A pesar de estar relacionados por un pseudo centro de inversion, existen diferen-
cias en los entronos octaédricos de cada centro metalico. Cada 4tomo de manganeso
esta enlazado a dos Pregabalinas distintas. Dichos enlaces son levemente diferentes
en ambos centros metélicos, mientras que el &tomo Mn1A tiene un enlace con el 4to-
mo O1A de 2.152(5)A y de 2.786(4) A con el O2B’, el &tomo Mn1B tiene distancias de
enlace de 2.164(5)A y 2.143(4) A con los atomos O1B y O2A’ respectivamente. Por
otra parte el dngulo O1B(A)-Mn1B(A)-O2A’(B’) es de 87.6(2)A (84.3(2)A) mostran-
do pequenas diferencias entre ambos dtomos de manganeso. Ademas los dngulos
que forma con los dtomos de cloro son levemente distintos, formando un dngulo
CI1A(B)-Mn1A(B)-CI2A(B) de 95.84(7)A(92.69(7)A). Ambos dtomos de manganeso
completan su entorno octaédrico enlazandose con un dtomo de agua, con distancia
de enlace Mn1A(B)-OWA (B )de 2.187(4)A(2.193(4)A). Los mayores corrimientos de
la pseudosimetria se dan para los 4tomos C7 (0.14) y C5 (0.1A) aunque estos atomos
presentan un alto desplazamiento térmico. Por otra parte la molécula de Pregabalina
posee un centro quiral en el 4&tomo C3, de forma tal que no puede respetar la simetria
de un centro de inversion.

En la tabla 4.6 se muestra el resimen de las distancias, angulo y dangulos tor-
sionales més relevantes de la estructura. La estructura cristalina de Pregabalina li-
bre fue previamente reportada’”’, en esa estructura la molécula presentaba un an-
gulo C1-C2-C3-C8 de 161.7(2)°(ver capitulo 5). En la estructura de Pregabalina :
MnCl, : H,O, ambas Pregabalinas en la unidad asimétrica tienen dngulos torsiona-
les C1-C2-C3-C8 distintos en dicha sucesiéon de dtomos siendo para una 96.7(7)° y
para la otra molécula de Pregabalina —60.0(9)°. Por otra parte, en la estructura de
Pregabalina : MnCl, : HyO el dngulo de torsién C4-C5-C6-C7 para la molécula de
Pregabalina A es de 118(1)° mientras que para la molécula de Pregabalina B es de
148(3)°. El error alto en la determinacién del valor del angulo se debe a los inusual-
mente altos pardmetros anisotrépicos de desplazamiento que presentan los 4tomos
C5,Coy C7.
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Distancias(A) Tomb —30°C —100°C —173°C
MnlA-OWA 2.187(4) 2.192(8) 2.203(7) 2.207(7)
MnlA-O1A 2.152(5) 2.140(9) 2.140(7) 2.140(8)
Mn1A-O2B’ 2.186(4) 2.186(8) 2.197(7) 2.200(8)
Mnl1A-CI1A 2.488(3) 2.486(4) 2.472(3) 2.468(4)
Mn1A-CI2A 2.539(2) 2.533(4) 2.530(3) 2.525(3)
Mn1A-CI2B 2.642(2) 2.635(4) 2.610(3) 2.603(4)
Mn1B-OWB 2.193(4) 2.182(3) 2.174(7) 2.182(7)
Mn1B-O1B 2.164(5) 2.16(1) 2.163(7) 2.165(8)
Mn1B-O2A’ 2.143(4) 2.127(9) 2.128(7) 2.126(8)
Mn1B-CI1B 2.505(2) 2.506(4) 2.508(3) 2.513(4)
Mn1B-CI2A 2.673(2) 2.659(4) 2.654(3) 2.649(4)
Mn1B-CI2B 2.530(2) 2.522(4) 2.526(3) 2.522(3)
OWB-02B 2.864(7) 2.85(1) 2.89(1) 2.89(1)
HWBB-O2B 2.52 2.463 2.56 2.47
Angulos(°) Tomb —30°C —100°C —173°C
O1A-MnlA-OWA 88.6(2) 88.9(4) 87.5(3) 87.3(3)
O1A-Mnl1A-O2B’ 84.3(2) 84.1(3) 83.9(3) 83.8(3)
O1A-MnlA-CI1A 92.0(1) 91.9(3) 92.5(2) 93.1(2)
O1A-Mnl1A-CI2B 87.2(1) 87.2(3) 86.8(2) 86.4(2)
O1B-Mn1B-OWB 87.0(2) 86.8(3) 87.5(3) 87.4(3)
O1B-Mn1B-O2A’ 87.6(2) 87.6(4) 87.4(3) 87.4(3)
O1B-Mn1B-Cl11B 94.4(1) 94.6(3) 95.6(2) 96.3(2)
O1B-Mn1B-CI2A 88.5(1) 88.4(3) 90.0(2) 90.3(2)
OWB-HWBB-0O2B 104.7 108.6 103.6 111.3
Torsiones(°) Tomb —30°C —100°C —173°C
CIA-C2A-C3A-C8A 96.7(7) 98(1) 101(1) 102(1)
N1A-C8A-C3A-C4A -172.4(6) -172(1) -174.3(8) -175(1)
C4A-C5A-C6A-C7A 118(1) 120(2) 124(2) 124(2)
C1B-C2B-C3B-C8B -60.0(9) -57(2) -56(1) -56(1)
N1B-C8B-C3B-C4B -165.1(7) -164(1) -167.3(9) -166(1)
C4B-C5B-C6B-C7B 148(3) 142(5) -126(2) -126(2)
Mn1A-CI2A-Mn1B-CI2B 0.89(7) 0.8(1) 2.4(1) 2.8(1)

TABLA 4.6: Distancias, dngulos de enlace y 4ngulos torsionales carac-

teristicos de las moléculas de Pregabalina : MnCl, : HO
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FIGURA 4.26: Representacion elipsoidal de la unidad asimétrica del
complejo de Pregabalina : MnCl, : HyO. Los elipsoides fueron dibu-
jados al 50 % de probabilidad

Las estructuras que componen la unidad asimétrica se enlazan entre si a traves
de las uniones de coordinacion de los centros metélicos con el oxigeno de la Pre-
gabalina. Estas uniones forman cadenas en las direcciones (1,1,0) y (1,-1,0) debido
a la combinacién de los enlaces Mn1B-O2A...01A-Mn1A y Mn1B-O1B...02B-Mn1A
como se muestra en la figura 4.27. En esta estructura los grupos isobutil de las Prega-
balinas quedan orientados en forma paralela al eje ¢, de forma tal que la estructura
tiene interacciones mas debiles en la direccion ¢, determinando una estructura bidi-
mensional.

Al igual que en la molécula de Pregabalina libre, ambas moléculas de Prega-
balina conservan el grupo amida protonado determinando un zwitter-ién. Los tres
hidrégenos del grupo participan de enlaces puente hidrégeno similares en ambas
moléculas: dos enlaces N-H...Cl intermoleculares que ayudan a estabilizar el empa-
quetamiento previamente descripto formado por las uniones de coordinacién, y un
enlace N-H...O intramolecular posiblemente responsable de las diferencias confor-
macionales de la molécula de Pregabalina con respecto a la estructura de Pregabalina
libre. En la molécula B existe un enlace puente hidrégeno C2B-H2BA...C11B que no
existe en la molécula A, posiblemente responsable de la diferencia en los dngulos
torsionales C1-C2-C3-C8 observadas entre las moléculas A y las moléculas B. Tanto
las aguas como las Pregabalinas forman otros enlaces puente hidrégeno con los ato-
mos de cloro que ayudan a estabilizar la estructura ya descripta. En la tabla 4.7 se
muestran los distintos enlaces puente hidrégeno que conforman la estructura.

Existen diferencia en los enlaces puente hidrégeno que forman las moléculas de
Pregabalina A y B. El nitrégeno de la Pregabalina A forma cuatro enlaces puente
hidrégeno ya que el mismo hidrégeno es compartido para formar un enlace N1A-
H1AA..O1A con otra Pregabalina A y para formar un enlace N1A-H1AA...O2B.
En el caso de la Pregabalina B esto no sucede ya que la distancia N1B-O2A es de
3.43(1)A mucho mayor a la distancia N1A-O2B es de 3.098(9)A . Algo similar ocu-
rre con la molécula de agua B que utiliza el hidrégeno HWBA para formar un enlace
puente hidrégeno con el a&tomo CI2A y con el &tomo O1B mientras que el agua A
solo forma enlaces puente hidrégeno con los d&tomos de cloro.

4.3.3. Estudios térmicos

Las mediciones de TG realizadas a 10°C/min en una atmdsfera de N, muestran
una pérdida de masa del 6 % de la masa inicial comenzando alrededor de 100°C y
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Pregabalina : MnCl, : H,O T=T,up

# | D-H..A d(D-H)(A) | dH...A)A) | /D-H...A(°) | d(D...A)(A)| Simetria

1 N1A- 0.89 2.345 142.37 3.098 -x+2,y+0.5,-z+1
H1AA..O2B

2 N1A- 0.89 2.092 133.74 2.782
H1AA..OlA

3 N1A- 0.89 2.275 169.85 3.155 -x+2,y+0.5,-z+1
H1AB...Cl1B

4 N1A- 0.89 2.389 160.94 3.244 x,y+1,z
H1AC...CI2A

5 C2A- 0.97 2.768 155.56 3.673 -x+1,y+0.5,-z+1
H2AA...Cl11B

6 C8-H8AA...CI1A | 0.97 2.816 144.42 3.649 X, y+1,z

7 N1B- 0.89 2.754 158.48 3.597 x,y-1,z
H1BA...Cl1B

8 N1B- 0.89 2.278 169.59 3.157 -x+1,y-0.5,-z+1
H1BB...CI1A

9 N1B-H1AC...O1B | 0.89 2.156 136.39 2.866

10 | C2B-H2BA...CI1B | 0.97 2.955 128.10 3.634 x,y-1,z

11 | C2B-H2BB...CI1A | 0.97 2.899 154.46 3.798 -x+2,y-0.5, -z+1

12 | OWA- 0.86 2.555 151.30 3.335 -x+1,y+0.5,-z+1
HWAA...CI2A

13 | OWA- 0.842 2.656 139.13 3.339 -x+1,y-0.5,-z+1
HWAB...CI2B

14 | OWB- 0.858 2.830 120.98 3.353 -x+2,y+0.5,-z+1
HWBA...CI2A

15 | OWB- 0.86 2.624 148.13 3.385 -x+2,y-0.5,-z+1
HWBB...C12B

16 | OWB- 0.858 2.582 132.83 3.227 -x+2,y+0.5,-z+1
HWBA...O1B

TABLA 4.7: Puentes hidrégenos observados para la estructura de
Pregabalina : MnCl, : HyO a temperatura ambiente
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FIGURA 4.27: Empaquetamiento del complejo visto perpendicular al
eje ¢

culminando alrededor de 160°C. Posteriormente se observa una pérdida de masa del
orden del 40 % de la masa inicial comenzando a los 220°C y culminando alrededor
de 330°C. Simultaneamente a la medicién de TG se midié DTA. Ambas pérdidas de
masa coinciden con eventos térmicos, el primero es un pico ancho con una tempe-
ratura de 154°C en el pico, mientras que el segundo evento es més angosto, con una
temperatura de 234°C. En la figura 4.28 se muestran estos resultados. El primero de
los eventos muestra una pérdida de masa compatible con la deshidratacién del com-
plejo, mientras que el segundo evento parece ser la descomposicién del complejo. La
alta temperatura de deshidratacion es tipica de un hidrato asociado a un i6n”’.

Como es esperable para este tipo de hidratos, al calentar un monocristal del com-
puesto a 150°C, con un barrido de 6°C/min, dio como resultado una transicién en la
que el cristal se rompe en multiples partes, por lo que no fue posible determinar la
estructura cristalina del compuesto deshidratado.

Realizando una medicién de DSC en una atmosfera de N> calentando a 10°C /min
hasta 180°C se observoé que el proceso de deshidratacién es un proceso en dos pasos,
comenzando a 111°C el primero de ellos y culminando el proceso térmico alrededor
de 165°C. La variacién de Entalpia asociada a ambos procesos es de 177(11) é, donde
la alta incerteza se debe a la variacién de masa durante el proceso. Este valor alto de
variacion de Entalpia en una deshidratacién tambien es compatible con lo esperado
para un hidrato asociado a un i6n”’.

Enfriando el compuesto deshidratado a 10°C/min no se observa ningtn evento
térmico como puede verse en la figura 4.29. De esta manera se puede asumir que
al calentar una muestra de la estructura hidratada a 150°C en el horno durante una
hora y luego dejando enfriar se obtiene un polvo con la estructura de la estructu-
ra deshidratada de Pregabalina : MnCl,. Después de dejar termalizar la muestra a
temperatura ambiente, se tom¢ un difractograma de polvo desde 5° hasta 40° ob-
teniendose el difractograma de la figura 4.30. En un difractograma previo se tomo
desde 3° observandose medio pico de reflexiéon 10 veces mads intenso que los deméds
picos. No se realizaron mediciones a menor dngulo por cuidado de no saturar el
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FIGURA 4.28: Gréfico de la variacién de masa y el flujo de calor me-

FlujoCalor (W/g)

Cp (J/g °C)

FIGURA 4.29: Arriba: Gréfico del flujo de calor medido por DSC sobre
la muestra de Pregabalina : MnCl, : HyO al calentar a 10°C/min en
una atmosfera de Np.En el inset se muestra el posterior enfriamien-
to donde no se observa ningtn evento térmico. Abajo: Gréfico del
calor especifico en funcién de la temperatura al enfriar la muestra a
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FIGURA 4.30: Difractograma de la estructura de Pregabalina : MnCl,

obtenida al deshidratar Pregabalina : MnCl, : HyO y difractograma

calculado de la estructura a temperatura ambiente de Pregabalina :
MHCZZ : Hzo

detector con el haz directo. Este pico debe coincidir con un d = 29.3A de acuerdo
a la ecuacién 2.8. El difractograma no coincide con el esperado para la estructura
de Pregabalina : MnCl, : HyO confirmando que la estructura es distinta. En el di-
fractograma se observan 9 picos de Bragg los cuales sumados al pico en 3° pueden
servir para buscar celda con el programa TREOR®. Una busqueda de celda permi-
te encontrar que la celda a= 8.7998A, b=8.7998A ¢=29.4414A y &« = B = v = 90°
es compatible con los haces difractados observados. Una mejor medicién realizada
hasta altos dngulos y sin problemas de orientacién preferencial seria necesaria para
poder determinar la estructura cristalina.

4.3.4. Polimorfismo

El compuesto monohidratado presenta una segunda estructura a baja tempera-
tura relacionada con la estructura previamente descripta. Realizando experimentos
de DSC donde se disminuye la temperatura del compuesto a 10°C/min hasta llegar
a —100°C se observa una transiciéon de fase de segundo orden a —77.52°C. Dicha
transicion tiene asociado un cambio de calor especifico ACp = 0.35(2)8%. En la fi-
gura 4.29 puede verse el calor especifico en funcién de la temperatura para dicha
medicion.

Realizando mediciones de SC-XRD pudo observarse que dicha transicién es monocristal-
monocristal. La estructura medida a —173°C cristaliza en el mismo grupo espacial
pero tiene pardmetros de red a=9.6902(7)A b=7.8848(6)A ¢=17.7627(14)A y p =
104.996(3)° siendo este parametro el que mayor variacién sufre con respecto a lo
observado en la estructura de alta temperatura. Para que el refinamiento converja y
evitar pardmetros de desplazamiento anisotrépicos con determinante negativo fue
necesario utilizar un constraint obligando al 4tomo O1B a tener parametros de des-
plazamiento térmico anisotrépico similares al Mn1B. Lo mismo se realizé con el ato-
mo C2A el cual fue forzado a tener los mismos pardmetros de desplazamiento que el
C1A. En esta estructura a —173°C se observa una menor violacién del pseudo centro
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FIGURA 4.31: Representacion elipsoidal de la unidad asimétrica del
complejo de Pregabalina y Manganeso obtenida a —173°C. Los elip-
soides fueron dibujados al 50 % de probabilidad

de simetria, donde los mayores apartamientos de las posiciones esperadas se obser-
van para los cloros (0.025A) y los d&tomos C7A y C7B (0.025A). Como consecuencia
el dngulo de torsién C4-C5-C6-C7 es similar en ambas moléculas de Pregabalina en
la unidad asimétrica (tabla 4.6) a diferencia de lo que sucedia en la estructura a tem-
peratura ambiente. Sin embargo el dngulo de torsiéon C1-C2-C3-C8 es diferente para
ambas Pregablinas. Por otra parte se observa que los pardmetros de dispersiéon en
los atomos C6 y C7 son mucho menor que en la estructura a temperatura ambiente
como puede verse en la figura 4.31.

Ademés de las diferencias en las conformaciones de las moléculas de Pregabalina
se observa un alargamiento significativo en el enlace Mn1A-OWA en la estructura de
baja temperatura. Esto es llamativo ya que normalmente se espera que la distancia
de enlaces sea menor a medida que se disminuye la temperatura. A su vez algo simi-
lar es observado para la distancia Mn1A-O2B y la distancia OWB-O2B. Al observar
los enlaces puente hidrégeno para esta estructura se observan los mismos enlaces
que en la estructura a temperatura ambiente. Sin embargo en la estructura de baja
temperatura se observa que se forma un debil enlace OWB-HWBB...O2B debido a
un mayor acercamiento del &tomo de hidrégeno al O2B y un incremento del angulo
de enlace. Se volvi6 a medir las estructuras a —30°C y —100°C para confirmar dichos
cambios antes y después de la transicion de fase. En la tabla 4.6 se da cuenta de la
evolucion de las distancias dngulos de enlaces y torsionales en las temperaturas de
medicion.

4.3.5. Conclusiones

Se ha observado que el complejo de Pregablina estudiado presenta la estructura
de un hidrato asociado a un ién. Su comportamiento térmico es acorde al esperado
para un hidrato de este tipo”” donde se observa la deshidratacién a alta temperatura
del hidrato. También se observé que al deshidratar un monocristal este se rompe,
confirmando que las aguas se encuentran fuertemente cohesionadas a la estructura.
Si bien no se pudo determinar la estructura, se observé a través de un difractograma
de polvo que dicha estructura es diferente a la obtenida de Pregabalina : MnCl, :
H,O0.
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Capitulo 5

Sales y cocristales de Pregabalina

Se han intentado obtener polimorfos de Pregabalina, sin éxito hasta el momen-
to. Para poder realizar formulaciones farmacéuticas de este IFA que permiten una
formulacion farmacéutica de rdpida accién o de liberacion controlada es necesario
poder modificar la solubilidad del compuesto.

En pos de lograr este objetivo en este capitulo se estudiaran las propiedas térmi-
cas y estructurales de sales y cocristales de Pregabalina.

5.1. Introduccion

El compuesto (S)-3-(aminometil)-5-4cido methylhexanoico, también conocido co-
mo Pregabalina o Lyrica es un IFA utilizado como analgésico en el dolor neuropéatico
y en el trastorno generalizado de ansiedad.*”. El compuesto es un analogo del 4ci-
do y-aminobutirico (GABA), el principal neurotransmisor inhibidor en el sistema
nervioso central de los mamiferos.*! No obstante esto, Pregabalina no presenta ac-
tividad en GABA.?%.

Su estructura cristalina ha sido determinada y publicada en el afio 2007, encon-
trandose que la Pregabalina existe como un Zwitter-ion, en su forma sélida.””. En la
figura 5.1 se muestra la conformacién de la molécula. Los angulos de torsién alrede-
dor de las uniones C-C alrededor del grupo carboxilato y de la amida protonada se
desvian significativamente de los valores ideales. El angulo de torsién C1-C2-C3-C8
y el dngulo N1-C8-C3-C4 se desvian del valor ideal de 180° por 18° y 11° respecti-
vamente. Al ser un Zwitter-ion es esperable que las distancias C1-O1 y C2-O2 sean
similares. En efecto, las distancias son 1.244(3) A y 1.254(3) A respectivamente. El 4n-
gulo O1-C1-O2 es de 125.0(2)° mientras que los angulos torsionales O1-C1-C2-C3 y
02-C1-C2-C3 valen —5.0(3)° y 177.8(2)° respectivamente.

FIGURA 5.1: Conformacién molecular de la molécula de Pregabalina
reportada por Venu et.al.’?’
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FIGURA 5.2: (a) Diagrama del empaquetamiento cristalino de Prega-

balina en el plano perpendicular al eje b (b) Diagrama del empaque-

tamiento cristalino en el plano perpendicular al eje a. Los ntiimeros en
verde refieren a los enlaces de la tabla 5.1

Pregabalina cristaliza en el grupo espacial P212;2; con pardmetros de red a =
6.4641(4)A b = 7.8224(5)A ¢ = 18.6122(13)A. En esta estructura cristalina, cada mo-
lécula de Pregabalina se encuentra unida a otras tres moléculas de Pregabalina por
medio de tres interacciones N*-H...O™ y un enlace mas débil C2-H2B...O1. En la ta-
bla 5.1 se muestran las caracteristicas de estos enlaces. Dimeros de Pregabalina se
forman relacionados entre si por un eje 2; a lo largo de [100] y formando una cadena
unidimensional que corre paralela a [100], enlazados entre si por interacciones N1C-
H1C...O01 y N1B-H1A...O2 . Estas cadenas unidimensionales se conectan entre si en
la direccién [010] a través de interacciones N1B-H1B...O2 de forma tal que se forman
capaz paralelas al plano cristalogréfico (0,0,1) donde el grupo isobutyl queda per-
pendicular a estas hacia ambos lados de dicha capa. En la figura 5.2 se muestra un
esquema de las interacciones intermoleculares que forman la Pregabalina.

# | D-H..A(A) D-H(A) | H..A(A) | D-AA) | ¢/ D- | Simetria
H...A(°)
1 | N1-H1A..O2 094 (3) |1.83(3) |2.764(3) | 169 (2) x+0.5,-y+0.5,-z
N1-H1B...02 0.949 1.811 2.736 (3) | 164 (2) X, y+1,z
(16) (17)
3 | N1-H1C...O1 094 (2) |1.85(3) |2.768(3) | 164 (3) x-0.5, -y+0.5, -z
4 | C2-H2B..O1 0.95 2.57 3.439 (3) | 152 x-0.5, -y+0.5, -z

TABLA 5.1: Puentes hidrégeno formados en la estructura de Pregaba-

lina libre

Hasta el momento no se han encontrado formas polimorficas del compuesto. Sin
embargo, recientemente se ha encontrado una forma monohidratada,intrinsecamente
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FIGURA 5.3: (a) Diagrama del empaquetamiento cristalino de Prega-

balina (b) Diagrama del empaquetamiento cristalino de la estructura

de Pregabalina monohidratada a temperatura ambiente (c)Diagrama

del empaquetamiento cristalino de la estructura de Pregabalina Mo-
nohidratada a —123°C.!#

inestable a temperatura ambiente en aire, transformando a la forma anhidra comple-
tamente en menos de 4 horas.'*” En dicho trabajo monocristales adecuados para SC-
XRD fueron obtenidos al recristalizar en agua a 7°C. La estructura del monohidrato
medida a temperatura ambiente cristaliza en el grupo espacial C2, con pardmetros
de red a=9.566(7)A b=7.440(6)A ¢=15.911(12)A y B = 101.54(3)°. En esta estructura
las moléculas de agua se intercalan entre las pregabalinas, evitando la formacién de
dimeros. Se forman cadenas unidimensionales en la direcciéon [010] de pregabalinas
que se conectan entre si en la direccién [100] por medio de enlaces N*-H...O~ y por
enlaces mediados por la molécula de agua O-H...O™. Al igual que en la estructura
de Pregabalina en esta estructura el grupo isobutyl esta orientado en la direcciéon
[001]. La conformacién de la molécula de Pregabalina parece relajarse ya que los
angulo torsionales C1-C2-C3-C8 y N1-C8-C3-C4 se acercan a 180°, tomando valores
178.3(3)° y 177.5(4)° respectivamente.

El monohidrato de Pregabalina muestra una transicién de fase al bajar la tem-
peratura a —123°C, donde la fase de baja temperatura pertenece al grupo espa-
cial P2; con pardmetros de red a=9.6559(2)A b=29.8416(6)A ¢=30.1248(7)A y p =
98.540(1)°. Los pardmetros de red se relacionan con la fase de alta temperatura por
una cuadruplicacion del eje b y una duplicacién del eje ¢ ademéds de una pequefia
variaciéon del dngulo B. Como consecuencia de esto, la estructura de baja tempe-
ratura tiene 16 moléculas independientes de Pregabalina por celda asimétrica. El
empaquetamiento cristalino es similar a la estructura de alta temperatura, mientras
que los dngulos torsionales son distintos en cada molécula independiente: el &ngulo
torsional N1-C8-C3-C4 varia entre 169.8(2)° y 179.2(2)° mientras que el angulo tor-
sional C1-C2-C3-C8 varia entre 179.9(2)° y 169.5(2)°. En la figura 5.3 se muestra un
esquema del empaquetamiento en las estructuras hidratadas.

El hecho de poder pasar de la estructura de alta temperatura a la de baja tem-
peratura en una transicién monocristal-monocristal es evidencia de la alta plastici-
dad de ambas fase. En efecto los cristales de Pregabalina monohidratado se doblan
al aplicarse una fuerza perpendicular al eje ¢, como se muestra en la figura 5.4, y
mantienen esta deformacién pléstica en el tiempo. Esto no sucede en los cristales de
Pregabalina.

Aun PH de 7.4, Pregabalina ha mostrado tener una solubilidad de 32 mg/ml, con
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FIGURA 5.4: Monocristales de Pregabalina Monohidratado antes y
después de aplicar una fuerza perpendicular al eje c. El indice marca-
do corresponde a la cara mds grande del cristal.
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FIGURA 5.5: Curva de volimen de agua destilada agregado a una
soluciéon de Pregabalina en funcién del PH medido. A partir de la
curva se estim6 Pka=4.27 y Pkb=10.41

lo cual puede considerarse al compuesto como moderadamente soluble. Es deseable
tener sales o cocristales de Pregabalina que permitan mejorar la solubilidad del com-
puesto para formulaciones de liberacién inmediata.’*® Es por esto que se trabaj6 en
la busqueda de Sales y cocristales de Pregabalina que permitan lograr este objetivo.
Para determinar si un determinado coformador dard como resultado una sal o un
cocristal se suele considerar la diferencia de Pka entre el compuesto y su coforma-
dor. Si esta diferencia es mayor a 3 se espera que se forme una sal mientras que si es
menor se espera que se forme un cocristal. La regla es cualitativa, de manera que el
valor de 3 es una estimaci6n arbitraria.””

Con el objetivo de elegir coformadores adecuados para obtener sales o cocristales
se midi6 el Pka de la Pregabalina obteniendos los valores de Pka = 4.27 y Pkb =
10.41 . En la figura 5.5 se muestra la curva de volimen de la solucién valorante
(NaOH 0.1 M) agregada a una solucién de Pregabalina(179.6 mg), 30ml de H,Oy 1.5
ml de HCl en funcién del PH de la solucién medido.

Cononociendo el Pka de la Pregabalina se seleccionaron dcidos de Pka cercanos
a 4.27 para formar cocristales. Con este objetivo diferentes coformadores se utiliza-
ron : dcido Benzoico, 4cido Trans-Cindmico, dcido Croténico, 4cido Oxélico, 4cido
Maleico, acido Salicilico, dcido Octanoico, acido Decanoico y dcido Dodecanoico.
Para todos ellos se obtuvieron compuestos con Pregabalina. Sin embargo compues-
tos con Pka menor a 4 han formado sales, mostrando que la diferencia de Pka debe
ser pequefa entre la Pregabalina y su coformador para generer un cocristal. En la
tabla 5.2 se muestra un resimen de las sales y cocristales obtenidos. Se obtuvieron
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3 sales: una con dcido Maléico (en donde se ha observado polimorfismo) , una con
acido Salicilico y otra con dcido Oxdlico. Ademads se obtuvieron 9 cocristales: con los
6 conformadores restantes con estequiometria 1:1. Con los acidos grasos tambien se
obtuvieron cocristales donde hay 2 pregabalinas por cada dcido graso realizando un
procesamiento térmico de los cocristales con estequiometria 1:1. El Pka de los co-
formadores fue tomado de la bibliografia!*>!“’. En el caso que el compuesto tuviera
Pkay y Pka; solo se consideré Pka;.

Coformador Pka ¢Sal o Cocristal?
Oxélico 1.25 Sal

Maleico 1.92 Sal

Salicilico 2.97 Sal

Croténico 4.17 Cocristal
Benzoico 4.20 Cocristal
trans-Cinamico 444 Cocristal
Octanoico 4.89 Cocristal
Decanoico 4.90 Cocristal
Dodecanoico 5.3 Cocristal

TABLA 5.2: Compuestos con Pregabalina obtenidos en este trabajo.

Los coformadores seleccionados son todos dcidos carboxilicos. Previo a seleccio-
nar los coformadores se realiz6 un andlisis de los Synthon mds significativos que se
podrian formar entre una molécula que contenga una amida protonada y un car-
boxilato con un grupo carboxilico. En la figura 1.16 se muestran algunos synthons
posibles, utilizados para evaluar la utilizacién de acidos carboxilicos como coforma-
dores de Gabapentin.

Una busqueda en la base de datos CSD'!* permitié encontrar 365 estructuras con
una molécula que contenga una amida protonada y un grupo carboxilato junto con
algun grupo carboxilico (tanto en la misma molécula como en alguna otra), aunque
muchas de ellas resultaron ser la misma estructura medida a diferentes temperatu-
ras o por grupos de investigacién distintos. Al eliminar las estructuras repetidas se
redujo el resultado a 279 estructuras. En las condiciones de busqueda se puso que las
estructuras no tuvieran errores, que estuvieran determinadas las posiciones atémica,
que no hubiera desorden y que estuvieran resultas con R < 0.1.

De las 279 estructuras encontradas, 244 presentan el synthon I de la figura 1.16
siendo este el synthon mads frecuente. A pesar de esto los Synthon que involucran al
grupo Carboxilico son frecuentes, el Synthon II de la figura 1.16 aparece en 135 de
las estructuras y el synthon que involucra al grupo amida protonado con el grupo
carboxilico aparece en 185 de las estructuras.'’*

La molécula de Pregabalina es quiral, siendo la molécula con quiralidad S la
que tiene actividad farmacol6gica. Para su separacion, se cocristaliza Pregabalina
con acido Mandélico ya que solo las moléculas S podran formar parte del cocristal.
Este cocristal fue resuelto por SC-XRD,para esto se coloca pregabalina y dcido Man-
délico en proporcién 1:2 en solucién. Los cocristales obtenidos tienen estequiome-
tria 1:1 y cristalizan en el grupo espacial P2; con pardmetros de red a=6.2922(13)A
b=27.423(6)A ¢=10.009(2)A y B = 90.84(3)°.!* En este cocristal tanto los anillos aro-
maticos del d4cido Mandélico como los grupos isobutil de las Pregabalinas se orien-
tan paralelos al eje b, en ambos sentidos. Comparte con el resto de las estructuras de
Pregabalina el tener el grupo isobutyl orientado paralelo al eje mds largo. Ademds
la conformacién de ambas Pregabalinas es similar a la observada en la estructura
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FIGURA 5.6: Esquema del empaquetamiento cristalino en el cocristal
de Pregabalina con dcido Mandélico.

de Pregabalina sola. A pesar de haber dos moléculas de Pregabalina y dos de dcido
mandélico por celda unidad, las moléculas presentan interacciones intermolecula-
res similares. Se forman dimeros de Pregabalina, similares a los de la estructura de
Pregabalina sola por medio de enlaces N-H...O entre las moléculas pertenecientes a
la unidad asimétrica. Estos dimeros se trasladan paralelo al eje a a través de interac-
ciones N-H...O en forma similar a la estructura de Pregabalina libre. La interaccién
entre el 4cido y la pregabalina se da por interacciones O-H...O que trasladan la cade-
na de pregabalina por el eje c. Es notorio que en dicha estructura uno de los oxigenos
del carboxilato acttia como aceptor de tres hidrégenos. En la figura 5.6 se muestra
un esquema del empaquetamiento cristalino de dicha estructura, similar al encon-
trado en las estructuras cristalinas de los cocristales aqui desarrollados y resueltos
por SC-XRD.

Algunos otros cocristales y sales fueron desarrollados en una patente propiedad
de Laboratorios del Dr. Esteve S.A.!%¢. En la tabla 5.3 se muestra un restimen de los
compuestos obtenidos con Pregabalina en dicho trabajo. En los casos donde se de-
termind si el compuesto es una sal o un cocristal, la determinacién fue realizada por
SC-XRD. En dicha patente también se muestran resultados de TG, DSC resonancia
magnética, espectroscopia infrarroja y XRPD para los 11 compuestos de la tabla. La
comparacion de los resultados de SC-XRD y XRPD lleva a la conclusion de que los
compuestos 1,3,7,9,10 y 11 son idénticos a algunos de los obtenidos en este trabajo,
de manera que se han obtenido 5 cocristales y 2 sales de Pregabalina originales.

En la mayoria de los casos los cristales utilizados para SC-XRD se obtuvieron
por evaporacién lenta de una solucién con agua y etanol como solventes. Las ex-
cepciones son la forma II del Maleato de Pregabalina que se obtuvo de la recrista-
lizacén de la forma I obtenida anteriormente en una solucién con agua como tni-
co solvente y los cocristales con estequiometria 2:1 que se obtuvieron por medio
del tratamiento térmico de los cocristales con estequiometria 1:1 del mismo cofor-
mador. Todas las estructuras de este capitulo fueron resueltas utilizando métodos
directos’’!, excepto algunos casos como las estructuras de baja temperatura del co-
cristal con 4cido Octanéico que fue resuelta por intrinsic phasing’. Posteriormen-
te las estructuras fueron refinados por cuadrados minimos utilizando el programa
SHELXL!?. Los dtomos de hidrégeno ligados a dtomos de carbono fueron refinadas
en sus posiciones estereoquimicamente esperadas utilizando constraints (Rango C-
H=0.93-0.99 A). Los parametros de desplazamiento de los hidrégenos fueron fijados



5.2. Aspectos estructurales de sales de Pregabalina

139

Etiqueta Coformador Estequiometria ¢Sal o cocristal?
1 Maleico 1:1 Sal

2 Maleico:H,O 1:1:0.5

3 Maleico 1:1

4 L-Tartarico 1:1

5 L-Tartarico:H,O 1:1:1 Sal

6 L-Malico 1:1 Sal

7 Benzoico 1:1 Cocristal
8 Prolina:HCl 1:1:1 Cocristal
9 Octanoico 1:1 Cocristal
10 Decanoico 1:1 Cocristal
11 Laurico 1:1 Cocristal

TABLA 5.3: Compuestos con Pregabalina reclamados en la patente de
Laboratorios del. Dr. Esteve, S.A.

Uiso(H) = 1.5U,y(X) para los terminales metil y Ujs,(H) = 1.2U,,(X) para los de-
mas casos. Los Hidrogenos ligado a Nitrégenos y Oxigenos fueron encontrados en
un mapa de Fourier de diferencias y posteriormente refinados utilizando restraints
de X—H =0.82 A. Los pardmetros de desplazamiento de estos Hidrégenos fueron

fijados Ujso (H) = 1.5Uy(X)

5.2. Aspectos estructurales de sales de Pregabalina

5.2.1. Oxalato de Pregabalina

La sal de Pregabalina con acido Oxaélico fue obtenida de una solucién de etanol
y agua. En la misma se coloc6é una proporcién 1:1 Pregabalina y dcido Oxalico. Se
dejo evaporar la solucién lentamente en ambiente obteniendos monocristales trans-
parentes de tamafio adecuado para realizar SC-XRD. La medicién de SC-XRD fue
realizada a 27(2)°C con radiacién de MoK, = 0.71073A. Los detalles de la medicién
pueden verse en la tabla 5.4

La estructura del Oxalato de Pregabalina resulta tener dos Pregabalinas proto-
nadas por cada i6n Oxalato. La estructura cristaliza en el grupo espacial C2 con el
eje cristalografico de orden 2 coincidente con el eje de orden 2 del i6n Oxalato (El
cual se encuentra perpendicular al enlace C-C), de forma tal que en la unidad asi-
métrica se encuentra una molécula de Pregabalina protonada y medio ién Oxalato,
la molécula de Pregablina queda con carga +1 y el grupo carboxilato se convierte en
un grupo carboxilico. Por otra parte el ién Oxalato queda con carga -2. En la figu-
ra 5.7 se muestra la inidad asimétrica (el iéon Oxalato se muestra completo aunque
en la unidad asimétrica solo se encuentran los 4tomos C9, O3 y O4). La estructura
preserva poca relaciéon con la estructura de Pregabalina libre, los parametros de red
de esta sal son a = 11.7270(4)A b = 6.1231(2)A ¢ = 16.0553(7)A y B = 99.645(2)°.
En esta estructura el dangulo torsional de la Pregabalina protonada C1-C2-C3-C8 es
89.7(2)° fuertemente apartado del valor ideal 180°. Posiblemente este fuerte cambio
en el valor del dngulo torsional se deba a la formacién del grupo carboxilico. El an-
gulo torsional N1-C8-C3-C4 es 173.8(2)° incluso mds cercano al valor ideal que en la
estructura de Pregabalina libre. Por otra parte, al encontrarse el 4&tomo O1 protonado
las distancias C1-O1 y C1-O2 varian con respecto a lo observado en la molécula de
Pregabalina neutra, en cuyo caso valen 1.316(2)A y 1.205(2) A respectivamente. Esta
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Datos Oxalato  de | Maleato de | Maleato de | Salicilato de

Pregabalina Pregabalina Pregabalina Pregabalina
forma I forma II

Féormula Qui- | 2(C8 H18 N1 | (C8 H18 N1 | (C8 H18 N1 | (C8 H18 N1

mica 02)+:(C204)- | O2)+:(C4 H3 | 02)+:(C4 H3 | O2)+:(C7 H5
2 0O4)- 04)- 03)-

M, 204.24 275.30 275.30 297.34

Sistema  Cris- | Monoclinico, | Ortorrémbico | Monoclinico, Ortorrémbico,

talino y Grupo | C2 P212124 C2 P2,2:2

Espacial

Temperatura de | 27(2)°C —173(2)°C —123(2)°C —173(2)°C

medicién

ab,c (A) 11.7270(4) 7.3724(5) 22.739(4), 30.728(1),
6.1231(2) 10.1598(7) 5.634(1), 9.5416(4),
16.0553(7) 36.347(3) 11.380(2) 10.8569(5)

B(°) 99.645(2) 90 92.900(8) 90

Volumen (A3) 1136.56(7) 2722.5(3) 1456.1(4) 3286.1(6)

Z 2 8 4 8

Z 0.5 2 1 2

Densidad 1.194 1.343 1.256 1.241

(g/cm?)

Radiacién MoK,,0.7107A| MoK,,0.7107A | MoK,,0.7107A | MoK,,0.7107A

u(mm=T) 0.093 0.107 0.100 0.093

Reflexiones 9533,3258,2198 | 14530,5145,3814| 14850,2660,1907| 46839,18370,1220

medi-

das,observadas

e independien-

te

Rint 0.0718 0.0980 0.0841 0.0691

sin(@)//\mx(A_l) 0.700 0.625 0.603 0.600

R[F? > | 0.0453, 0.0670, 0.1339, | 0.0669, 0.0642,0.1439,

20(F?)],wR(F?), | 0.0987,0.924 | 1.024 0.1628,1.025 1.015

S

# de parametros | 131 353 177 389

# de restraints 1 0 1 0

AP max, 0.30-0.10 0.31-0.21 0.32-0.19 0.45-0.30

Apmin (e/ AB)

TABLA 5.4: Datos de la determinacién de celda, resolucién y refina-
miento de las sales de Pregabalina
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FIGURA 5.7: (a)Conformacién molecular de ambos iones en Oxalato
de Pregabalina. Los elipsoides térmicos fueron graficados al 40 %. Por
claridad no se graficaron los hidrégenos, excepto el que protona a la
Pregabalina.(b) Superposicién por cuadrados minimos de la molécu-
la de Pregabalina protonada observada en Oxalato de Pregabalina y
la molécula observada en la estructura de Pregabalina libre. De esta
altima se grafican solo los enlaces para diferenciarla de la anterior.

diferencia de més de 0.1A en dichas distancias de enlaces es indicativa de que se
ha producido la transferencia de carga del 4cido a la Pregabalina. Como consecuen-
cia, los angulos torsionales O1-C1-C2-C3 y O2-C1-C2-C3 cambian con respecto a la
estructura de Pregabalina libre, tomando valores 164.2(2)° y —15.5(3)° respectiva-
mente. En la tabla 5.8 se muestran las distancias, &ngulos y dngulos torsionales mds
relevantes en las distintas sales de Pregabalina. En la figura 5.7 se muestran ambos
iones que forman la sal y la superposiciéon por cuadrados minimos de la molécula
de Pregabalina protonada con la molécula de Pregabalina neutra observada en la
estructura de Pregabalina libre.

El empaquetamiento cristalino es completamente distinto al observado en Pre-
gabalina libre, la amida protonada forma puentes hidrégeno con el ién Oxalato en
lugar de hacerlo con otras Pregabalinas. Como consecuencia, en esta estructura no
se forman dimeros de Pregabalina, sin embargo, si se forman dimeros estructurales
mediados por el ién Oxalato. En la figura 5.8 se muestra el esquema de estos dime-
ros. En la tabla 5.5 se muestran las interacciones puente hidrégeno en el Oxalato de
Pregabalina. Las interacciones entre la Pregabalina protonada y el ién Oxalato N1-
H1C...04 y O1-H1...03 sumado a la simetria de rotacién del dcido forman un anillo
R}(24) que genera un dimero de la sal.

El eje de orden 2 del i6n Oxalato tiene el efecto de propagar los dimeros anterior-
mente mencionado en la direccién b. Un esquema del empaquetamiento cristalino
de esta sal puede verse en la figura 5.9. La mayor parte de los restantes puentes hi-
drégeno participan en la formacién de una cadena que traslada la estructura a lo
largo del eje (1,1,0) como se muestra en la misma figura, de manera que a pesar de
las diferencias con la Pregabalina libre conserva sus interacciones mas fuertes en el
plano (0,0,1) con los grupos isobutiles de la Pregabalina protonada en la direccién
del eje c.

5.2.2. Maleato de Pregabalina

Cristales adecuados para SC-XRD de la sal formada por dcido Maleico y Prega-
balina (Maleato de Pregabalina) fue obtenida por evaporacion lenta en una solucién
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FIGURA 5.8: Dimeros de Oxalato de Pregabalina.

FIGURA 5.9: Esquema del empaquetamiento cristalino del Oxalato de

Pregabalina. (1) Cadena formada en la direccién (1,1,0). (2) Cadena

formada por los dimeros mostrados en la figura 5.8 en la direccién
del eje b
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Oxalato de Pregabalina
# | D-H(A) d(D-H)(A) | dH...A)(A) / D- | d(D...A)(A)| Simetria
H..A(°)
1 | C8-HS8A..O1 0.97 2.653 164.60 3.597 X, y-1,2
2 | C8-H8B...O1 0.97 2.609 128.99 3.307 x+0.5,y-0.5, z
3 | C8-H8A..O2 0.97 2.625 121.30 3.237 X, y-1,2
4 | O1-H1..03 0.82 1.745 169.20 2.555 x+0.5, y+0.5, -z+1
5 | NI-H1A..O3 0.89 2.257 138.61 2.984
6 | N1-H1A..O3 0.89 2.375 149.80 3.176 x+1, y,-z+1
7 | N1-H1B..O4 0.89 2.039 168.98 2917 X, y-1,2
8 | N1-HIC..O4 0.89 2.229 177.12 3.118 x+0.5,y-0.5,-2+1

TABLA 5.5: Puentes hidrégenos observados para Oxalato de Prega-
balina

de agua y etanol a temperatura ambiente. Al evaporarse el liquido, se observa en
el frasco un amorfo transparente que no fluye y tiene consistencia de gel. De dicho
compuesto crecieron lentamente los cristales que fueron denominados forma I.

Dicha estructura cristaliza en el grupo espacial P2,2,2; y tiene 2 moléculas de
i6on Maleato y de Pregablina por unidad asimétrica. Cada molécula de Pregabalina
se encuentra protonada en forma similar a lo observado en Oxalato de Pregabali-
na, mientras que cada molécula de 4cido Maleico pierde un protén, quedando con
carga -1. Las moléculas de Pregabalina protonada en la unidad asimétrica presen-
tan diferencias entre ellas, mientras la primera de ella presenta un angulo de torsién
C1A-C2A-C3A-C8A de 166.6(4)° similar al observado en la estructura de Pregaba-
lina libre, la segunda molécula muestra un dngulo torsional C1B-C2B-C3B-C8B de
63.8(6)° mds cercano al observado en la estructura de Oxalato de Pregabalina. La
primer molécula de Pregabalina protonada también muestra valores més cercanos a
los ideales en el angulo N1A-C8A-C3A-C4A de 179.6(4)° mientras que la segunda
molécula se desvia fuertemente con un éngulo N1B-C8B-C3B-C4B de —74.3(5)°. Si
bien en ambas moléculas de Pregabalina protonada se verifica que la diferencia entre
las distancia O1-C1y O2-C1 es mayor a 0.1A, los angulos torsionales O1A-C1A-C2A-
C3A y O2A-C1A-C2A-C3A toman valores de 157.4(4)° y —25.7(7)° apartandose de
lo observado en la estructura de Pregabalina libre incluso més que lo observado en el
Oxalato de Pregabalina. Los angulos O1B-C1B-C2B-C3B y O2B-C1B-C2B-C3B valen
—176.1(4)° y 6.0(8)° similares a lo observado en la estructura de Pregabalina libre.
Por su parte las moléculas independientes de ién Maleato no muestran diferencias
significativas entre si, manteniendo ambas una conformacién planar. El hidrégeno
del i6n Maleato participa de la formacién de un puente hidrégeno intra-molecular
06-H60...03 responsable de la conformacién cerrada que adoptan ambos iones in-
dependientes en la estructura. En la figura 5.10 se puede observar la conformacién
de las moléculas en la unidad asimétrica asi como la superposicion por cuadrados
minimos de ambas moléculas de Pregabalina protonada independientes.

Hay dos cadenas de ién Maleato a lo largo del eje b, una de iones A y la otra
de iones B. En la figura 5.11 Se observa Las cadenas formadas por los iones A y los
iones B a lo largo del eje b. Los iones A se conectan entre si por medio del enlace
C11A-H11A...O3A formando una cadena C;(5) mientras que los iones B lo hacen
con un enlace C11B-H11B...06B formando una cadena Cj (4). Las cadenas de iones
Maleato A interaccionan con una Pregabalina protonada A principalmente por el
enlace O1A-H1A...O4. A su vez esta Pregabalina protonada interacciona con dos
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FIGURA 5.10: (1) Unidad asimétrica de la forma I de Maleato de Pre-
gabalina. (2) Superposicién por cuadrados minimos de las moléculas
de Pregabalina protonada en la unidad asimétrica.

iones consecutivos de la cadena por medio de interacciones N1-H1AA...O5A y C2-
H2AB...O6A. Como dos iones Maleato consecutivos se encuentran rotadas 180° al-
rededor del eje b, dos Pregabalinas protonadas A consecutivas mantienen su grupo
isobutil en direccién ¢ con sentidos opuestos.

Las moléculas de ién Maleato B forman una cadena diferente a los iones Maleato
A. A su vez, su interaccion con las Pregabalinas protonadas B es levemente dife-
rente. Del lado del grupo carboxilato, interacciona con Pregabalinas protonadas B
por medio de enlaces O1B-H1B...O4B similar al observado para las cadenas de iones
Maleato A. Sin embargo, debido a las diferencias de conformacién de estas Pregaba-
linas con las A, el &tomo C2 queda alejado del ién Maleato y por lo tanto no forma
un enlace similar al observado en la cadena de iones A. Una segunda molécula de
Pregabalina protonada B interacttia con el mismo ién Maleato a traves de un enlace
N1B-H1BB...O5B. Como consecuencia de la diferente conformacién con respecto a
las moléculas A, esta Pregabalina prtonada no interacttia con el ién Maleato conse-
cutivo de la cadena sino que conecta cadenas paralelas a lo largo del eje a.

En el caso de las moléculas de Pregabalina protonada A, si bien las interacciones
con el ién Maleato A se encuentran sobre el plano [100], forma una cadena C}(7) alo
largo del eje a por medio de interacciones N1A-H1AB...O2A. En la figura 5.12 puede
verse la cadena de Pregabalinas protonadas A a lo largo del eje a

Por otra parte, existen enlaces entre Pregabalinas protonadas A y B que conectan
las cadenas anteriormente mencionadas. Ambas Pregabalinas protonadas en la uni-
dad asimétrica se conectan entre si por medio de interacciones N1A-H1AA...O2B,C3A-
H3A...O2B y C8B-H8BB...O2A formando un dimero de Pregabalinas protonadas con
enlaces mas debiles que los observados en la estructura de Pregabalina libre. En este
caso solo un enlace N-H...O se preserva entre Pregabalinas. Los otros dos hidré-
genos de la amida protonada se encuentran ocupados en la interaccién con el i6n
Maleato por medio de enlaces N1A-H1AB...O5B y N1A-H1AC...O3B que conectan
la Pregabalina protonada A con dos moléculas consecutivas de ién Maleato B de la
cadena previamente descripta. Algo similar sucede con la Pregabalina protonada B
que se conecta por medio de interacciones N1B-H1BA...O5A y N1B-H1BC...O4A con
dos iones Maleato A consecutivos. En la figura 5.13 se muestra un esquema de di-
chas interacciones. En la tabla 5.6 se muestra un resumen de las interacciones puente
hidrégeno presentes en Maleato de Pregabalina forma I. Aunque hay mas interaccio-
nes presentes que en la estructura de Pregabalina libre, algunas caracteristicas de esa
estructura se preservan: Las interacciones se encuentran principalmente en el plano
[001], donde la amida protonada juega un rol fundamental en las interacciones de
puente hidrégeno que cohesionan la estructura. A su vez, los grupos isobutyl de la
Pregabalina se encuentran en la direccién de un eje largo c.

Se recristalizé el compuesto obtenido de la forma I en H>O con el objetivo de
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FIGURA 5.11: Cadenas a lo largo de b en Maleato de Pregabalina for-

ma I(1) Cddena de ién Maleato A y Pregabalina protonada A a lo

largo del eje b (2) Cadena de ién Maleato B a lo largo del eje b y sus
puentes hidrégenos con la Pregabalina protonada B
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FIGURA 5.12: Céddena de ién Maleato A y Pregabalina protonada A a
lo largo del eje a en la forma I de Maleato de Pregabalina

FIGURA 5.13: Interaccién entre moléculas A y moléculas B en de Ma-
leato de Pregabalina forma I
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D-H..A d(D- d(H...A)(A)d(D- / D- | Simetria
H)(A) A)(A) H..A(°)

O6A- 0.84 1.617 2.450 171.12

H60A...O3A

C11A- 0.95 2.49 3.169 128.46 -x,y+0.5, -z +0.5

H11A..O3A

O1A-H1A..O4A | 0.84 1.736 2.569 170.75 X, y-0.5, -z+0.5

NIA- 0.91 2.148 2.974 150.55

H1AA...O5A

C2A- 0.99 2.65 3.584 157.23

H2AB...06A

N1A- 0.91 2.128 2.951 150.03 x+1,y,z

H1AB...O2A

N1A- 0.91 2.501 3.117 125.26

HI1AA..O2B

C3A-H3A..O2B | 1.000 2.631 3.378 131.59

N1A- 0.91 2.343 2.869 116.66 x+1, y-0.5,-z+0.5

H1AB...O5B

N1A- 0.91 2.15 3.044 167.16 xy-1,z

H1AC...O3B

O6B-H60B...03B | 0.84 1.612 2.447 171.88

C11B-H11B...06B | 0.95 2.646 3.371 133.49 x+1, y-0.5,-z+0.5

O1B-H1B..O4B | 0.84 1.76 2.597 174.19

N1B-H1BB..O5B | 0.91 1.99 2.853 157.56 -, y-0.5, -z+0.5

C8B-HS8BB...O2A | 0.99 2.532 3.125 118.25

N1B- 0.91 2.002 2.824 149.47

H1BA...O5A

N1B-H1BC...O4A | 0.91 2.092 2.942 154.98 -, y+0.5, -z+0.5

TABLA 5.6:

Puentes hidrégeno formados en la estructura de la forma

I de Maleato de Pregabalina
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obtener cristales sin material amorfo. El objetivo no se logré ya que se volvié a for-
mar material amorfo desde el cual crecieron cristales de la forma cristalina II. En la
tabla 5.4 se muestran los datos de la medicién asi como los datos de la celda obte-
nida. A diferencia de la forma I, esta forma tiene solo una molécula de Pregabalina
protonada y un ién Maleato en la unidad asimétrica. Sin embargo, la estructura cris-
talina mantiene algunas caracteristicas en comun con la forma I: En primer lugar
el i6n Maleato forma un puente hidrégeno intramolecular O6 — H6...03 adoptando
una conformacién similar a la observada en la forma I. La molécula de Pregabali-
na protonada adopta una conformacién similar a la observada en las Pregabalinas
protonadas B de la forma I, como muestran los valores de los dngulos de torsién
C1-C2-C3-C8 de 68.8(6)° y N1-C8-C3-C4 de 68.4(6)° cercanos a los observados en
dichas moléculas. La transferencia de carga parece ser menor en esta estructura ya
que la diferencia entre las distancias C1-O1 y C1-O2 es de 0.08(2)A, menor a lo ob-
servado en la forma I. Sin embargo, esta diferencia es significativa, y mayor a la
que se observa entre C9-O3 y C9-O4 de 0.03(2)A de manera que se asume que hay
transferencia de carga entre el 4cido y la Pregabalina. El grupo carboxilico de la
Pregabalina se diferencia de lo observado en las Pregabalinas protonadas B de la
forma I, ya que los angulos torsionales O1-C1-C2-C3 y O2-C1-C2-C3 de 147.2(5)° y
—31.7(8)° respectivamente. Esta fuerte desviacién en la conformacién con respecto
a lo observado en la estructura de Pregabalina libre esta relacionada a la aparicién
de la interaccién intramolecular C8-H8A...O2 que acerca la amida protonada de la
Pregabalina protonada con su grupo carboxilico.

En la figura 5.14 se muestra el esquema del empaquetamiento cristalino. El em-
paquetamiento cristalino muestra similitudes con el observado en la forma I, aun-
que también diferencias: Los iones Maleato forman una cadena a lo largo del eje
b, aunque en este caso es una cadena C} (4) donde dos iones consecutivos interac-
tdan por medio de enlaces C10-H10...03 y C11-H11...06. El 4&tomo O5 de cada i6n
Maleato interactua con una molécula de Pregabalina protonada por medio de inter-
acciones C2-H2B...05. Ademas, se conecta con una segunda Pregabalina protonada
por medio de enlaces N1-H1C...O4, N1-H1C...O3 y C3-H3...04. Cada molécula de
Pregabalina protonada interacciona con el ion Maleato consecutivo de la cadena por
medio de interacciones N1-H1A...O4 y las moléculas de Pregabalina protonada in-
teraccionan entre si por medio de enlaces N1-H1B...O2 formando una cadena C}(7)
de Pregabalinas protonadas en la direccién del mismo eje. En este caso las Pregaba-
linas protonadas estan todas orientadas con el grupo isobutyl en el mismo sentido
en la direccién a. De esta forma la molécula de Pregabalina adopta una conforma-
cién tal que media la interaccién de las cadenas previamente descriptas a lo largo de
la direccién (1,0,1) por una cadena C%(lO) conformada por los enlace C2-H2B...05
y C3-H3...04 principalmente. En la tabla 5.7 se muestra un restimen de los puentes
hidrégenos encontrados con sus respectivas caracteristicas. A diferencia de lo obser-
vado en la forma I, no se observan enlace O-H...O

5.2.3. Salicilato de Pregabalina

Al igual que el Maleato de Pregabalina forma I, este compuesto tiene dos molé-
culas de Pregabalina protonadas y dos iones Salicilato por unidad asimétrica. Tras
haber realizado medicones de SC-XRD en las condiciones que se describe en la ta-
bla 5.4 la muestra se dejo en condiciones ambientes. Tras dos meses de estar en esas
condiciones se observo que los cristales transicionaban a la estructura de Pregaba-
lina libre descripta en la introduccién, de forma tal que se observa que no es una
estructura estable.
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D-H.. A d(D- d(H...A)(A)d(D- / D- | Simetria
H)(A) A)(A) H...A(°)
06-H60...03 0.84 1.593 2432 176.70
C11-H11...06 0.95 2.482 3.262 139.35 x,y-1,z
C10-H10...03 0.95 2.577 3.517 169.86 x,y-1,z
C8-H8A...02 0.99 2.277 2.996 128.56
N1-H1C...0O3 0.91 2121 2.932 147.79
N1-H1C...04 091 2.444 3.288 154.44
C3-H3...04 1.000 2.582 3.483 149.83
C2-H2B...05 0.990 2.475 3.338 145.55 x-0.5,y+0.5,z
N1-H1A..O4 0.91 1.906 2.799 166.43 x,y+1,z
N1-H1B...02 0.91 1.974 2.803 150.55 -x+0.5,y+0.5,-z
TABLA 5.7: Puentes hidrégeno formados en la estructura de la forma

II de Maleato de Pregabalina

FIGURA 5.14: (a) Empaquetamiento en el plano (0,0,1) de la forma
II de Maleato de Pregabalina. (b) Cadenas formadas en la direccién
(1,0,1)
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Las distancias C-O en ambas Pregabalinas indican que la estructura de Pregaba-
lina se encuentra protonada. Sin embargo, a diferencia de lo observado en Maleato
de Pregabalina los dngulos torsionales O1-C1-C2-C3 y O2-C1-C2-C3 son similares a
los observados en la estructura de Pregabalina libre, tomando valores de —172.6(1)°
y 8.0(2)° respectivamente en las Pregabalinas protonadas A y —178.0(2)° y 3.0(1)°
respectivamente en las B. En la tabla 5.8 se muestra un cuadro comparativo de las
distancias, dngulos de enlace y angulos de torsién mds relevantes para las distin-
tas estructuras de sales de Pregabalina. En el caso de esta sal, las diferencias més
grandes entre ambas moléculas de Pregabalina protonadas pueden observarse en
el d4ngulo torsional correspondiente a C1-C2-C3-C8, el cual vale —60.3(2)° para la
molécula A y 87.1(2)° para la molécula B, en ambos casos fuertemente apartado del
valor observado en la estructura de Pregabalina libre. De hecho, en la molécula A se
forma un enlace intra-molecular C8A-H8A1...O2A similar al observado en la forma
IT de Maleato de Pregabalina.

Pregablina Oxalato | Maleato | Maleato | Maleato | Salicilato | Salicilato

libre de Pre- | de Pre- | de Pre- | de Pre- | de Pre- | de Pre-
gabalina | gabalina | gabalina | gabalina | gabalina | gabalina
I mo-|I mo-|II molé- molé-
lécula lécula cula cula
A B A B

Distancias (A)

C1-O1 [ 1.254(3) | 1.316(2) | 1.329(6) | 1.339(6) | 1.289(8) | 1.329(2) | 1.312(2)

C1-02 | 1.244(3) | 1.205(2) | 1.218(6) | 1.202(6) | 1.205(7) | 1.205(2) | 1.215(2)

Angulos (°)

02

O1-Cl- [ 125.0@2) | 1235(2) | 1183(4) | 120.3(4) | 121.5(5) | 122.8(2) | 123.9(2)

Torsiones(°)

C2-C3

O1-Cl- [1778Q2) | 1642(2) | 157.4(4) | -176.1(4) | 147.3(5) | -172.6(1) | -178.0(1)

C2-C3

02-Cl- | -5.03) | -155(3) |-25.7(7) | -176.1(4) | -31.7(8) | 8.0(2) 32(2)

C3-C4

N1-C8- | 169.3(2) | 173.82) | 179.6(4) | -74.3(5) | 68.4(6) | 178.9(1) | 167.7(1)

C3-C8

CI-C2- | 161.7Q2) | 89.7Q2) | 166.6() | 63.8(6) | 68.8(6) | -60.3(8) | 87.1(2)

Ce-C7

CA-C5- | 123.6(3) | -123.4(4) | -122.7(6) | 120.4(6) | 122.4(8) | 123.7(2) | -124.8(3)

TABLA 5.8: Distancias, angulos de enlace y dngulos torsionales de
Pregabalina en las distintas sales de Pregabalina obtenidas

En la figura 5.15 se muestra la unidad asimétrica de Salicilato de Pregabalina.
Los iones Salicilato también presentan una interaccién intra-molecular O5-H5...04.
Esto es similar a lo que se observa en la estructura de 4cido Salicilico en la base de
datos CDS (SALIAC!™#). Como el i6n Salicilato pierde un tomo de hidrégeno, las
distancias C9-O3 y C9-O4 se modifican en esta estructura con respecto a lo observa-
do en la estructura del dcido Salicilico, sin embargo, por lo demads la conformaciéon
es similar en ambas estructuras, observdndose una conformacién planar tanto del
i6n como del dcido. No se observan diferencias conformacionales entre los iones Sa-
licilato etiquetadas A y B dentro de la estructura de la sal, se puede observar que el
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FIGURA 5.15: Unidad asimétrica de la estructura de Salicilato de Pre-
gabalina. En lineas punteadas se muestran enlaces puente hidrégeno.

plano medio del anillo de cada una de estos iones se encuentran con un angulo de
88.97°, cerca de ser prependiculares entre si en la unidad asimétrica. Dicha rotacién
esta dada por un eje cercano al eje a.

Las Pregabalinas protonadas A se conectan con los iones A a través de enlaces
O1A-H1A...O3A. El 4tomo O3A tambien es aceptor del enlace N1A-H1A2..O3A,
formando una cadena en zig-zag que corre a través del eje b en un eje tornillo 2; y
se caracteriza por la secuencia Pregabalina A-i6n Salicilato A-Pregabalina A...

Las Pregabalinas B también interaccionan con los iones Salicilato B a través de
interacciones O1B-H1B...O3B, sin embargo debido a la diferencia conformacional de
esta Pregabalina protonada con la Pregabalina protonada A, se forma una cadena si-
milar a la anteriormente descripta por medio de interacciones C2B-H2B1...O5B don-
de solo participan moléculas B. Entre dos moléculas de Pregabalina protonadas de
dicha cadena, existe una tercera molécula de Pregabalina protonada que interaccio-
na con estas por medio de enlaces N1B-H1B2...O2B trasladando dichas cadenas a
través del eje c. En la figura 5.16 se muestran las cadenas a lo largo del eje b.

Las moléculas de Pregabalina protonada B interactua con las Pregabalinas proto-
nadas A por medio de enlaces débiles C2B-H2BA...O2A. Més fuerte es la interaccién
con el i6n Salicilato A que se unen por enlaces N1B-H1B3...04A. De esta manera se
conectan las cadenas anteriormente comentadas. Las restantes interacciones N-H...O
entre Pregabalinas protonadas A y B y entre una Pregabalina A y el ién Salicilato co-
nectan ambas cadenas de forma tal que tambien las moléculas A se conectan a lo
largo del eje c. No hay interacciones puente hidrégeno que enlacen moléculas a lo
largo del eje a, lo cual explica el alto valor de dicho pardmetro de red. En este senti-
do el eje a es similar al eje ¢ en la estructura de Pregabalina libre. En la tabla 5.9 se
muestra una tabla con las interacciones puente hidrégeno encontradas.

5.3. Comportamiento térmico de sales de Pregabalina

Para todas las sales (excepto Maleato de Pregabalina forma II), se realizaron me-
diciones de TG y DTA simultdneos en un ambiente de N2 con un flujo de 10 ml/min
y variando la temperatura a 10°C/min. En la figura 5.17 se muestra los resultados
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FIGURA 5.16: (1) Cadena formada a lo largo del eje b por las molé-

culas A en el Salicilato de Pregabalina (2) Cadena formada a lo largo

del eje b por las moléculas B en el Salicilato de Pregabalina, ademads

se observa que dichas cadenas se trasladan por el eje ¢ por enlaces
N1B-H1B2...02B

D-H..A d(D- d(H...A)(A)d(D- / D- | Simetria
H)(A) A)(A) H..A°

O5A-H5A..O4A | 0.84 1.773 2.522 147 51

C8-H8A1..02A | 0.99 2.496 3.277 135.57

O1A-H1A..O3A | 0.84 1.678 2.506 167.80

N1A- 0.91 1.995 2.807 14774 | x+1.5,y+0.5,z

H1A2..03A

N1A-H1A1..O5B | 0.91 2.262 3.074 148.32 x+1.5, y+1.5, -z

N1A-H1A1..O1B | 0.91 2.601 3.230 126.87 | x,y+1,z

N1A-H1A3..04B | 0.91 1.861 2.768 174.42 X, y+1,z

O5B-H5B..04B | 0.84 1.761 2.510 147 48

O1B-H1B..O3B | 0.84 1.660 2.497 174.67

C2B-H2B1..05B | 0.99 2.496 3.277 13557 | -x+1.5,y+1.5,z+1

N1B-H1B2..02B | 0.91 1.894 2.749 155.74 | -x+1.5,y+0.5,z+1

N1B-H1B3..04A | 0.91 1.986 2.744 139.73

C2B-H2B2..02A | 0.9 2.653 3.632 170.23

N1B-H1B1..0O1A | 0.91 2.014 2.887 160.33 x+1.5,y-0.5,-z+1

C8B-H8B1..05A | 0.99 2.591 3.135 114.60 x+1.5,y+0.5,-z+1

TABLA 5.9: Puentes hidrégeno formados en la estructura de Salicilato
de Pregabalina
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FIGURA 5.17: Arriba se muestran los resultados de TG para las sa-
les de Pregabalina, mientras que abajo se muestran los resultados del
DTA realizado simultaneamente

de la medicién de TG. Los tres compuestos analizados tienen una pérdida de masa a
temperaturas menores que la Pregabalina libre y la forma de las curvas es diferente
a la observada en Pregabalina libre. Salicilato de Pregabalina muestra perdidas de
masa a partir de los 130°C aproximadamente, en una curva suave indicativa de un
proceso homogéneo. Maleato de Pregabalina forma I también muestra perdidas de
masa alrededor de la misma temperatura aunque la curva de pérdida de masa es
mas lenta y mds compleja. Cabe recordar que al sintetizar la muestra los cristales
se encontraban embebidos en un liquido altamente viscoso y parte de la respues-
ta observada puede deberse a este liquido. Por otra parte Oxalato de Pregabalina
muestra pérdidas de masa a partir de los 150°C con una curva de pérdida de masa
suave similar a la observada en Salicilato de Pregabalina.

Los resultados de DTA muestran un pico endotérmico alrededor de 110°C para
Oxalato de Pregabalina. Por medio de microscopia éptica se confirmo que dicho pi-
co se corresponde con la fusiéon del compuesto. Sin embargo, se observa que el com-
puesto liquido a 137°C muestra multiples burbujas en el mismo, lo que puede ser
indicativo de otro proceso ocurriendo simultaneamente. En la figura 5.18 se mues-
tran las imédgenes dntes y después de la fusién. Especulativamente, se puede pensar
que tras la fusién las moléculas de 4cido y/o de Pregabalina subliman produciendo
el burbujeo en el liquido fundido.

Se realiz6 una medicién de DSC de Oxalato de Pregabalina en un ambiente de
Nitrégeno con un flujo de 10 ml/min. La medicién de DSC muestra una endoterma
compleja, con un pico en 114°C seguido por un segundo proceso endotérmico in-
mediatamente. Todo este proceso tiene una entalpia de AH = 131.5%. En la figura
5.19 se muestra el resultado de la medicién.

En la figura 5.17 se observa en la curva de DTA que el Salicilato de Pregabalina
también muestra un comportamiento complejo. Existe un claro pico endotémico a
121°C seguido de un segundo pico a 147° antes de que se recupere la linea de base.
En este caso el segundo proceso endotérmico se encuentra acompafiado de la pér-
dida de masa. La observacién por microscopia Optica mostré que algunos cristales
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FIGURA 5.18: (1) Muestra de Oxalato de Pregabalina a 25°C (2)Mues-

tra de Oxalato de Pregabalina a 137°C Tras haber observado la fusién

alrededor de 110°C se observa una inusual cantidad de burbujas en
el liquido
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FIGURA 5.19: Medicién de DSC de Oxalato de Pregabalina
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FIGURA 5.20: Fotografias tomadas a distintas temperaturas de Salici-

lato de Pregabalina. Se observa que algunos cristales fusionan alrede-

dor de 120°C y otros alrededor de 140°C, lo que muestra la presencia
de impurezas en la muestra.
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FIGURA 5.21: Resultados de las mediciones de DSC realizado sobre
la muestra de Maleato de Pregabalina forma I

funden a 121°C mientras que otros funden a temperaturas més cercanas a 140°C, lo
cual demuestra que la muestra contiene otros cristales ademds de la estructura de-
terminada. Como los cristales grandes funden a 140°C y son similares morfolégica-
mente al utilizado para SC-XRD, es razonable pensar que la estructura determinada
funde a 140°C a la vez que se descompone, como muestra la pérdida de masa en
la medicién de TG. En la figura 5.20 se pueden ver las imagenes de la fusién del
compuesto. En este caso no se han observado burbujas en el liquido.

Maleato de Pregabalina I muestra un termograma complejo en la figura 5.17. En
este caso, se habfa observado a simple vista la presencia de material amorfo, por
lo que se sabia que la sefial que se iba a observar no era de la muestra pura. Sin
embargo de la senal observada es dificil distinguir eventos térmicos. Se realizé una
medicién de DSC para obtener mayor resolucién en la sefial. Se observé una pequefia
endoterma a 68°C seguido de una exoterma a 77°C y un importante cambio en la
linea de base. En la figura 5.21 se muestran los resultados de dicha medicién.

Por medio de microscopia 6ptica se confirmo que dicho proceso esta relacionado
al material amorfo. Toda la muestra fue colocada en vaselina y al pasar los 70°C se
observé un desplazamiento de la muestra y los cristales, probablemente debido a un
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FIGURA 5.22: Resultados de las mediciones de DSC realizado sobre
la muestra de Maleato de Pregabalina forma I

aumento de la fluidez del medio. Es por esto que se puede suponer que el proceso
observado por DSC es la transicioén vitrea del amorfo y los procesos asociados se
corresponden con una entalpia de relajacién. Posteriormente, entre 100°C y poco
antes de 120°C se observa la fusién de los cristales, cercanos a la temperatura donde
se observo la pérdida de masa por TG. En la figura 5.22 se muestran las fotografias
a distintas temperaturas del compuesto. Algunas burbujas son observadas sobre el
liquido.

En la forma II de Maleato de Pregabalina solo se realizaron estudios de micros-
copia Optica sobre platina calentadora debido a la mezcla de cristales y amorfo en-
contrada. En la figura 5.23 se muestra una imdgen del material obtenido. Al calentar
este compuesto se observa que alrededor de 60°C se funden parte de los cristales.
Finalmente alrededor de 120°C se observa que funden la gran mayoria de los mis-
mos. A partir de estos resultados se puede concluir que en el conjunto de la muestra
hay méas de una forma cristalina presente. Sin embargo, de esta muestra solo se ha
podido medir cristales de la forma II de Maleato de Pregabalina por SC-XRD. Me-
diciones de XRPD se realizaron para confirmar la posible presencia de otras formas
cristalinas como se puede observar en la figura 5.24. Los problemas de orientacién
preferencial y la diferencia de temperatura entre la muestra medida y la estructura
a partir de la cual se calcula el difractograma hacen dificil realizar un ajuste de Riet-
veld de la muestra, pero la inspeccién visual permite observar que los principales
picos corresponden a la forma II. La estructura de Pregabalina libre tiene un pico
principal en 9.5°, por lo que en la muestra se puede descartar la presencia de Prega-
balina libre cristalina. También parece poder decartarse la presencia de Maleato de
Pregabalina forma I debido a la ausencia del pico principal que deberia estar en 4.8°.

Sin embargo al observar picos menores en la regién entre 25° y 35° se observan
picos que no se corresponden con la forma II. A su vez algunos picos de la forma II
no se observan en dicho difractograma, una posible explicacién es la diferencia de
temperatura entre la muestra medida y la estructura a partir de la cual se calcul6 el
difractograma teérico. Sin embargo, tambien es posible que haya presencia de dcido
Maleico libre.
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FIGURA 5.23: (1) Muestra de lo obtenido al recristalizar por evapo-

racion lenta de una solucién de Maleato de Pregabalina forma II en

agua (2) Misma muestra observada por polarizacién cruzada a 30°C.
(3)Misma muestra a 70°C (4) Misma muestra a 123°C

En la base de datos se han encontrado dos estructuras distintas de dcido Ma-
leico (MALIAC13'# MALIAC14/#%)!# Los picos de Bragg principales en dicha es-
tructura se encuentran en 28° y 29° respectivamente. La presencia de dcido Maleico
cristalino en pequefias proporciones podria explicar las diferencias observadas.

Para la forma cristalina MALIAC14 se han reportado puntos de fusién entre
130°C y 145°C" por lo que de las observaciones de microscopia éptica podria des-
cartarse la presencia de dicha forma cristalina. En cuanto a la forma cristalina MA-
LIAC13, quienes reportaron la estructura no pudieron volver a obtener cristales de
dicha forma’#®. Aunque posteriormente se han encontrado métodos para obtener
dicha forma cristalina’*!, no se han encontrado reportes de su temperatura de fu-
sién. Sin embargo, calculos de DFT han sugerido una muy pequefia diferencia de
energia entre ambas estructuras’*®!°!, por lo que es esperable que dicha estructura
tenga un punto de fusion similar a la forma MALIAC14, en cuyo caso las mediciones
de microscopia 6ptica realizadas descartan la posibilidad de que se encuentre dcido
Maleico libre en la muestra.

A partir del andlisis anterior no es posible determinar la temperatura de fusién
de la forma II del Maleato de Pregabalina. Los estudios térmicos de TG y DTA no
fueron posibles de realizar por la pequefia cantidad de muestra cristalina obtenida,
dentro de una gran cantidad de material amorfo.

En general los métodos de recristalizacion de las sales no han dado muestras de
alta pureza, lo que dificulta obtener conclusiones a partir de los andlisis térmicos.

5.4. Aspectos estructurales de cocristales de Pregabalina

La tabla 5.10 se muestran los resultados de las mediciones de SC-XRD para los
cocristales con acido Octanoico (PGB:8, estructural), dcido Decanoico (PGB:10, es-
tructurall)) y 4cido Dodecanoico (PGB:12, estructura III) como coformadores en pro-
porcién 1:1. Los cristales utilizados en dichas mediciones se obtuvieron mezclando
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FIGURA 5.24: En los valores positivos del eje de intensidad se mues-

tra el difractograma medido de la muestra de Maleato de Pregabalina

recristalizado en agua(forma II). En el eje negativo se muestra el di-

fractograma calculado para la forma II de Maleato de Pregabalina.

Las pequefias diferencias podrian ser explicadas por la presencia de

acido Maleico libre cristalino o por las diferencias de temperatura en
ambos difractogramas.

en una proporcion molar 1:1 Pregabalina y el acido graso en una solucién de Eta-
nol a temperatura ambiente. Para mejorar la disolucién se agit6 la solucién con un
agitador magnético durante 10 minutos, hasta que la misma se observé homogenea.
Luego se dej6 evaporar dicha solucién a temperatura ambiente, obteniendose cocris-
tales de Pregabalina con los distintos coformadores. Los resultados obtenidos son
similares a los ya reportados en la patente de Laboratorios del Dr. Esteve, S.A..!%¢. Es
notable la similitud de los pardmetros a y b con los que se observan en Pregabalina
libre asi como la constancia del grupo espacial P2;2;2;, reflejo de que las interaccio-
nes entre las moléculas de Pregabalina son similares en estas estructuras y en las de
Pregabalina libre.

Otro punto en comuin entre estas estructuras y la estructura de Pregabalina li-
bre es la similaridad en la conformacién de la molécula de Pregabalina. Los angulos
torsionales adquieren valores similares a los que se muestran de la estructura de
Pregabalina libre en la tabla 5.8, siendo la mayor diferencia observada el &ngulo tor-
sional O1-C1-C2-C3 en la estructura II (—9° £ 1°) . Por otra parte, en las estructuras
LII y III, las cadenas alifaticas de los coformadores se alinean aproximadamente al
eje ¢ en ambos sentidos, en forma similar a lo que sucedia con el grupo isobutil en la
estructura de Pregabalina.

En la figura 5.25 se muestra la unidad asimétrica de la estructura III, con el plano
medio de la cadena alifatica marcada en rosa. Las etiquetas de los atomos de 4cido
Dodecanoico es similar a la usada para los dcidos Octanéico y Decandico en las es-
tructuras I y II respectivamente. (C9 es el 4tomo del grupo carboxilico y la numera-
cion crece al recorrer la cadena alifatica). Las cadenas aliféticas tienden a orientarse
aproximadamente en la direccién c.

Debido a esta orientacion de las cadenas alifaticas se observa un incremento del
parametro ¢ con respecto a la estructura de Pregabalina libre. Como la orientacién
del 4cido es similar en las tres estructuras, con el aumento de tamano del coformador
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FIGURA 5.25: Unidad asimétrica correspondiente a la estructura IIL
En rosa se marca el plano medio de la cadena alifética del 4cido Dode-
canoico. En linea punteada se marca el puente hidrégeno O4-H4...01

también incrementa el pardmetro c. Algo similar sucede con el pardmetro b, aunque
sorprendentemente el pardmetro a de la estructura I es mayor al pardmetro a de
la estructura II. La estructura III mantiene el mayor tamafio de pardmetro a como
puede verse en la tabla 5.10.

Estos cocristales obtenidos presentan un empaquetamiento cristalino similar al
cocristal de Pregabalina con 4cido Méndelico. Las interacciones entre Pregabalinas
son preservadas en forma similar a lo observado en Pregabalina libre (ver figura 5.2),
mientras que la interaccién con el coformador se da por interacciones O4-H4...01
como se muestra en la figura 5.25. Se observé que en estas estructuras la distan-
cia 04...01 del enlace puente hidrégeno es simlar entre ellas (2.640(7)A, 2.65(2)A y
2.642(9)A para las estructuras LI y III respectivamente), aunque el angulo disminu-
ye de 172° en la estructura I a 126° en la estructura III, valiendo 131° en la estructura
II . Como este angulo depende de la posicion del hidrégeno, es arriesgado concluir
sobre el comportamiento del mismo en las distintas estructuras, pero teniendo en
cuenta esto, se puede observa la tendencia del &ngulo de enlace a disminuir al tener
acidos grasos de mayor cantidad de carbonos como coformador. Por otra parte, se
ha observado que en condicién ambiente, la muestra de III convierte a Pregabalina
libre, mientras que en la de II presenta cristales de estequiometria diferente que se
describirdn posteriormente (estructura VIII). La estructura I se la ha observado es-
table en el transcurso de varios meses. Especulativamente, se puede suponer que el
debilitamiento del enlace O4-H4...01 entre el acido y la Pregabalina debido al aleja-
miento del angulo de los 180° hace que las estructuras II y III sean méds inestables
que la estructura I.

Por otra parte, es notable el hecho de que estos cristales en forma similar al mo-
nohidrato de Pregabalina, muestran deformacion eldstica perpendicular al eje c. Sin
embargo, en este caso la deformacién no es pléstica como en el caso del monohi-
drato. Estos cristales crecen poco en la direccién ¢, por lo que es dificil colocarlos de
forma tal que se les pueda aplicar una tension paralela a dicho eje. Es por esta razén
que no se puedo registrar el fenémeno. Una vez deformado, el cristal vuelve a su
posicién de equilibrio lo que dificulta registrar el fendmeno.
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Datos

PGB8 1

PGB:10 I1

PGB:12 111

Férmula Quimica

C8 H17 N1 02:C8
H1le6 O2

C8 H17 N1 02:C10
H20 O2

C8 H17 N1 02:C12
H24 O2

M, 303.43 331.48 359.54

Sistema Cristalino y | Ortorrémbico, Ortorrémbico, Ortorrémbico,

Grupo Espacial P212121 P212121 P212121

Temperatura de me- | 27(2)°C 27(2)°C 27°C

dicién

a,b,c (A) 6.6139(5), 7.7706(6), | 6.5756(14), 6.742(2), 7.7773(8),
37.099(3) 7.7767(15),40.927(8) | 43.959(12)

Volumen (A°) 1906.6(3) 2092.8(7) 2304(1)

Z 4 4 4

Z 1 1 1

Densidad (g/cm?) 1.057 1.052 1.037

Radiacién MoK,,0.7107A MoK,,0.7107A MoK,,0.7107A

u(mm=1) 0.074 0.073 0.070

Reflexiones medi- | 59869,3912, 9293,3489, 16147,4151,

das,observadas

e independiente 3362 2250 2065

Rint 0.0266 0.0795 0.1563

sin(0)/Amax(A) | 0.625 0.602 0.600

R[F2 > | 0.0876,0.2310,1.109 | 0.1687,0.4379,1.667 0.1073,0.2204,1.040

20(F?)],wR(F?),

S

# de pardmetros 195 213 231

# de restraints 0 0 0

Apmax, Momin(e/ A7) | 023,013 0.37-0.37 0.20-0.23

TABLA 5.10: Datos de la determinacién de celda, resolucién y refi-
namiento de las estructuras de Pregabalina con acidos grasos como
coformadores y estequiometria 1:1 obtenidos a temperatura ambien-

te
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Los restantes cocristales con estequiometria 1:1 obtenidos se obtuvieron con &ci-
do trans-Cindmico (estructura IV), con dcido Benzoico (estructura V) y con &4cido
Croténico (estructura VI) como coformadores. En todos estos caso se realizé una
solucion con Etanol y Agua como solventes donde se disolvié Pregabalina y el co-
rrespondiente dcido en proporciéon molar 1:1. Estas soluciones fueron agitadas con
agitador magnético a 50°C durante algunos minutos hasta observar que la solucién
es homogénea. Finalmente se dejo la solucién en evaporacion lenta hasta obtener los
cristales correspondientes a cad una de las estructuras.

Estos muestran caracteristicas similares en su empaquetamiento cristalino. Los
ejes cristalinos a y b son similares a lo observado en Pregabalina libre mientras que
para el caso del acido trans-Cindmico y del dcido Benzoico el anillo aromatico se
orienta en ambos sentidos del eje c. En el caso del dcido Croténico lo mismo sucede
con el Metil terminal. El cocristal con el dcido Croténico presenta dos diferencias con
los anteriores: cristaliza en el grupo P2; y tiene dos moléculas de dcido Croténico y
dos moléculas de Pregabalina en la unidad asimétrica. En este aspecto es similar al
cocristal con dcido Mandélico ya reportado. En la tabla 5.11 se muestran los resulta-
dos para las estructuras obtenidas en estos 3 cocristales.

La conformacién de la molécula de Pregabalina es similar a la observada en la
estructura de Pregabalina libre en las estructuras IV y V. La mayor diferencia obser-
vada es el dngulo N1-C8-C3-C4 en la estructura IV que toma el valor de 171.0(3)°.
La estructura VI presenta mayores diferencias. Las moléculas de Pregabalina A y
B no muestran diferencias significativas entre si. Haciendo una superposicién por
cuadrados minimos se obtuvo una buena coincidencia entre ellas con un error cua-
dratico medio de 0.0391A y una desviacién méxima de 0.0942A. La coincidencia es
aun mejor para las moléculas de acido Croténico que muestran un error cuadrati-
co medio de 0.007A con una desviacién maxima de 0.0093A. La mayor diferencia
observada con la estructura de Pregabalina libre esta en los dangulos torsionales O1-
C1-C2-C3y 02-C1-C2-C3los cuales valen 169.3(3)° y —8.2(4)° respectivamente para
las moléculas A y 169.5(3)° y —7.8(4)° para las moléculas B.

En todos los casos mencionados de cocristales se preservan las interacciones
intermoleculares entre Pregabalinas similares a lo observado en Pregabalina libre,
mientras que la interaccién entre la Pregabalina y el 4cido se da por medio de in-
teracciones O4-H4...01. Las distancia O4...01 son distintas a las observadas en las
estructuras I, Il y IIL. En la estructura IV dicha distancia es de 2.601(7)A y forma un
dgnulo de 164.8°. La estructura V tiene una distancia levemente mayor de 2.614(5) A
y un dngulo de enlace de 169.2°. Tampoco se han encontrado diferencias significati-
vas entre las moléculas A y B en los enlaces puente hidrégeno de la estructura VI. La
distancia O...O observada es de 2.635(3) A y 2.629(4) A para las moléculas A y B res-
pectivamente. Los dngulos de enlace son de 167.4° y 170° respectivamente. En estas
altimas tres estructuras si se aprecian diferencias en las longitudes de enlace O4...01
entre el acido y la Pregabalina, siendo menor la variacién del angulo del mismo.

Por medio del calentamiento de la estructura I hasta 70°C a 1°-- y el posterior
enfriamiento a 27°C se obtuvo el cocristal con estequiometria 2:1(PGB2:81, estructu-
ra VII). La mitad de las moléculas de 4cido Octandico se desprende del material en
una transicién monocristal-monocristal. Esta estructura presenta dificultades en su
refinamiento, puesto que a pesar de observarse un R;,; = 0.0685, no se puedo refinar
bien la estructura, obteniendose Ry = 0.1819 . La estructura mantiene similares pa-
rametros de red que la estructura I excepto por el eje ¢ que disminuye a 27.742(3)A.
Por otra parte la simetria cambia, el eje 2; paralelo a a desaparece en esta estructu-
ra, y es reemplazado por un eje de orden 2. En la unidad asimétrica la molécula se
encuentra desordenada en dos posiciones vinculadas por dicho eje de orden 2.
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Datos

Pregabalina/4cido
trans-Cinamico IV

Pregabalina/ 4cido
Benzoico V

Pregabalina/4cido
Crotoénico VI

Férmula Quimica

C8 H17 N1 02:C9
H8 O2

C8 H17 N1 02:C7
H6 O2

C8 H17 N1 02:C4
H6 O2

M, 307.38 281.34 245.31

Sistema Cristalino y | Ortorrémbico, Ortorrémbico, Monoclinico, P2,

Grupo Espacial P212:24 P212:24

Temperatura de me- | 20(2)°C 20(2)°C —123(2)°C

dicién

ab,c (A) 6.4559(9), 7.7642(12), | 6.6037(4), 7.7157(4), | 7.6467(5), 6.4446(5),
34.794(7) 31.831(2) 28.908(2)

B(°) 90 90 95.110(2)

Volumen(A®) 1744.0(5) 1621.86(15) 1418.95(17)

Z 4 4 4

Z 1 1 2

Densidad (g/cm?) 1.171 1.092 1.148

Radiacion CukK,,1.54184A MoK,,0.71073A MoK,,0.71073A

u(mm=T) 0.673 0.075 0.085

Reflexiones medi- | 4482,2988, 8967,3145, 38565,7697,

das,observadas

e independiente 1977 2723 6860

Rint 0.0366 0.0304 0.0411

sin(0) /Amax(A) | 0,615 0.615 0.725

R[F? > | 0.0675,0.1655,1.030 | 0.0617,0.0859,1.094 0.0607,0.1435,1.158

20(F?)],wR(F?),

S

# de pardmetros 203 186 317

# de restraints 0 0 1

Dpmax, DPmin(e/ AB) 0.14,-0.12 0.33,-0.21 0.27,-0.28

TABLA 5.11: Datos de la determinacién de celda, resolucion y refina-
miento de las estructuras de Pregabalina con acido Benzoico, trans-

Cindmico y Croténico como coformadores y estequiometria 1:1
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Haciendo uso de la utilidad para superponer estructuras del programa Mercury’”?,
se observé que las moléculas en la unidad asimétrica de I superponen con la Prega-
balina y el 4cido Octandico de la estructura VII con un RMS de 0.0245. Esto muestra
que en la transicion de I a VII, la estructura I permanece précticamente intacta en
VII. De las dos moléculas de dcido Octandico por celda unidad que se encuentran
enlazadas al plano de Pregabalinas, se ha perdido 1 molécula de dcido Octanoico
de forma tal que el eje 2; desaparece y aparece un eje de orden 2 desplazado en la
direccion c a la altura del &tomo C12. Dicha molécula puede ligarse a cualquiera de
los planos de Pregabalinas contiguos en la direccién c. En la figura 5.26 puede verse
la comparacion entre las estructuras Iy VII. Se puede observar que las estructuras
planares de Pregabalina se trasladan a traves de ¢ como consecuencia del eje 2 al
pasar de la estructura I a la estructura VII. Esta particularidad hace que los grupos
isobutiles de las Pregabalinas queden alineados y enfrentados, lo cual no ocurria en
otras estructuras. Es decir que hubo un desplazamiento relativo de 0.5b entre dos
planos de Pregabalinas consecutivos.

Las mayores diferencias conformacionales observadas en la estructura VII con
respecto a la estructura I se encuentran en las distancias C1-O1 y C1-O2. Estas to-
man valores de 1.20(1)A y 1.26(1)A respectivamente en la estructura VII, levemente
diferente a lo observado en la estructura I donde ambas distancias valen 1.254(5)A.
Como en el 4cido Octanoico las distancias C9-O3 y C9-O4 son de 1.17(4) A y 1.33(4) A
respectivamente en la estructura VII, es razonable suponer que no se produjo trans-
ferencia de carga en dicha estructura. En cuanto a la molécula de Pregabalina en esta
estructura, la mayor desviacion de un dngulo torsional con respecto al observado en
Pregabalina libre son los éngulos C1-C2-C3-C8 de 164.9° y C4-C5-C6-C7 de 127(2)°.
El enlace puente hidrégeno entre la molécula de Pregabalina con el 4cido muestra
una distancia O4...01 que se mantiene en 2.65(3)A. El angulo de enlace obtenido es
de 169°. Posiblemente otros estudios, 0 mejores datos sean necesarios para determi-
nar mejor las caracteristicas del enlace entre la Pregabalina y el dcido Octandico en
esta estructura.

Cocristales con estequiometria 2:1 tambien se han encontrado con dcido Deca-
noico y acido Dodecanoico, aunque en estos casos se obtuvieron del mismo lote de
muestra que las estructuras II y III respectivamente. Es por esto que se puede supo-
ner que las estructuras II y III se degradan con el tiempo en condiciones ambiente.
En el caso del cocristal con d4cido Decanoico y estequiometria 2:1 (PGB2:101, estructu-
ra VIII), se observan pardmetros a y b similares a los de la estructura Il mientras que
el parémetro ¢ pasa de 40.927(8)A en IT a 30.053(2) A en VIIL También se observé en
esta tltima estructura una pérdida de simetria con respecto a la estructura II. Esta es-
tructura cristaliza en el grupo espacial P2;, manteniendo el eje 2; paralelo a b. Como
consecuencia de esto, en esta estructura hay dos Pregabalinas independientes por
tnidad asimétrica y una molécula de 4cido. Dichas Pregabalinas superponen bien
entre ellas al utilizar la herramienta de superposicién de moléculas por cuadrados
minimos del Mercury’*? con un RMS de 0.0607 y una desviacién maxima de 0.1184
correspondiente a la diferencia entre los &tomos O1A y O1B. Las principales diferen-
cia entre las Pregabalinas A y B son las distancias C1-O1 y C1-O2. Mientras que en la
molécula A dichas distancias toman valores 1.260(9)A y 1.250(9)A respectivamen-
te, similar a lo observado en la estructura de Pregabalina libre, en la Pregabalina B
dichas distancia valen 1.276(8)A y 1.236(9)A respectivamente.

Los enlaces puente hidrégeno de la estructura de Pregabalina libre (Tabla 5.1)
tienden a estabilizar el eje 2; paralelo a a. En esta estructura los enlaces #1,#3 y #4
de la tabla 5.1 se forman entre las moléculas independientes de Pregabalina A y B.
Como consecuencia existe un eje de Pseudosimetria 2; paralelo a a que relaciona
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FIGURA 5.26: Arriba se muestra la estructura I, dos 4cidos Octanoicos

por celda unidad (marcados en verde)se enlazan a un mismo plano

de Pregabalinas. Abajo se muestra la estructura VII, la pérdida de una

de moléculas de dcido Octanoico de lugar a la aparicién de un eje de
orden 2 (marcado con la linea gris)

Pregabalinas A y B. Una diferencia notable entre las Pregabalinas A y B es que las
Pregabalinas A muestran un enlace puente Hidrégeno con el 4cido Decanoico O4-
H4...01A, mientras que las Pregabalinas B no se enlazan a ningtin 4cido. La distancia
04..01A es de 3.31(2) A, claramente menor a los 2.65(2) A observado en II. El angulo
de este enlace es de 140°. En la figura 5.27 se muestra la superposiciéon por cuadra-
dos minimos de las estructuras II y VIII realizadas con el programa Mercury!”.
El acuerdo es de RMS=0.71, y se observa que la molécula de Pregabalina A de la
estructura VIII superpone a la Pregabalina de II en la mejor superposicion de las es-
tructuras. Al observar la superposicion realizada, se observa que el 4cido Decandico
en la estructura VIII esta rotado 180° alrededor de su cadena alifatica con respecto a
lo observado en la estructura II. Esta rotacién es responsable del alejamiento del 4to-
mo O4 con respecto al &tomo O1, lo que produce el debilitamiento del énlace puente
hidrégeno previamente descripto.

Por otra parte, se forma un aparente enlace O4-H4...N1B que no ha sido obser-
vado en otras estructuras. Dado el debilitamiento del enlace O4-H4...0O1A, el enlace
con el nitrégeno podria explicar la estabilidad de la estructura VII, aunque parece
inusual que el nitrégeno protonado actué como aceptor. Mas probable es que se pro-
duzca un desbalance de carga en el O4, debido al alejamiento del hidrégeno para
formar el enlace con el O1. Como consecuencia de este desbalance, una interacciéon
electrostédtica podria producirse con la amida protonada. La distancia N1B...04 es
de 3.13(1)A, que estrictamente no es menor que la suma de los radios de Van der
Waals, aunque es muy similar. Por otra parte, los enlaces a traves del eje b #2 rela-
cionan Pregabalinas idénticas y trasladan la estructura en dicha direccién.

En la figura 5.28 se muestran ambas estructuras en el plano (1,0,0), alli se ve cla-
ramente que la pérdida de 2 moléculas de dcido por celda unidad en la estructura
VII con respecto a la estructura II, implica el acercamiento de dos planos consecuti-
vos de Pregabalina, de forma tal que los 4cidos Decandico se ubican a ambos lados
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FIGURA 5.27: Superposicién por cuadrados minimos de las estructu-

ras II y VIIL En la primer estructura se muestran los 4tomos como

esferas, mientras que en la dltima solo se muestran los enlaces. Las

lineas gruesas marcan los enlaces puente hidrégeno. Se observa que

los grupos carboxilicos del dcido estan rotados 180° en las distintas
estructuras

de dichos planos en el eje c. Esto es diferente a lo observado en VII, donde las Pre-
gabalinas y los dcidos forman una cadena alternada Pregabalina-dcido Octandico-
Pregabalina... en el eje c.

Como se comentd anteriormente, cristales de la estructura VIII se obtuvo de la
misma recristalizacién en la que se obtuvé la estructura II. Sobre un cierto vola-
men de lo obtenido se realiz6 difracciéon de polvo observando la presencia de picos
de Bragg correspondientes a ambas estructuras. El hecho de que los cristales tienen
orientacién preferencial dificulta el refinamiento de Rietveld, sin embargo en la fi-
gura 5.29 se muestra el difractograma experimental junto al ajuste realizado con la
presencia de ambas formas cristalinas. El mismo no fue lo suficientemente bueno
como para confirmar la proporcién de ambas formas en la muestra.

A diferencia de las estructuras VII y VIII la estructura de Pregabalina y acido
Dodecanéico de estequiometria 2:1(PGB2:121, estructura IX) fue obtenida una tnica
vez, por casualidad, a partir de un lote donde se crefa tener muestra de la estruc-
tura III. Es por esta razén que solo se realiz6 una unica medicion de un cristal a
—123(2)°C.

Se ha observado que la estructura VIII sufre una transicién de fase a bajas tempe-
raturas (ver seccién Polimorfismo en PGB2:101), por lo cual es posible que la mala
calidad de los datos de la estructura IX se deba a que haya sufrido una transicién
de fase similar que degrad¢ la calidad del monocristal. A pesar de esto se pudo re-
solver la estructura, pero no se pudieron refinar los pardmetros de desplazamiento
anisotrépico. La estructura es tricilinica y la similitud de los ejes a, b y ¢ con los de
las estructuras VII 'y VIII es notable como se ve en la tabla 5.12.

En la unidad asimétrica de la estructura IX hay cuatro moléculas de Pregabalina
y dos de acido Dodecanéico. La molécula de 4cido A se encuentra enlazado a la mo-
lécula de Pregabalina A por medio de un enlace puente hidrégeno O4A-H4A...O1A.
De la misma forma el dcido B se encuentra enlazado a la Pregabalina C por medio
del enlace O4-H4B...O1C. Las moléculas de Pregabalina B y D no se encuentran en-
lazadas a ningtin 4cido. La superposicién por cuadrados minimos de las moléculas
de Pregabalina hecha con Mercury’”” muestra que todas las moléculas de Pregaba-
lina tienen gran similaridad conformacional entre si. Las de menor similaridad son
las Pregabalinas A y B (RMS=0.0741) mientras que la de mayor similaridad entre si
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FIGURA 5.28: Arriba se muestra la estructura II, los 4cidos Decanéico

se ubican en ambos sentidos del eje ¢ con respecto al plano de Prega-

balinas. Abajo se muestra la estructura VIII, la pérdida de una de las
moléculas de dcido Decanoico acerca los planos de Pregabalina.
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FIGURA 5.29: Difractograma de polvo de la muestra que contiene

cristales de II y VIII. En azul se marcan las posiciones de los picos

correspondientes a la forma II y en rojo los que corresponden a la
forma VIII
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FIGURA 5.30: Superposicién por cuadrados minimos de las estruc-
turas III y IX. En la primer estructura se muestran los 4tomos como
esferas, mientras que en la tltima solo se muestran los enlaces. Las
lineas gruesas marcan los enlaces puente hidrégeno. Las mayores di-
ferencias se observan en la cadena alifatica del dcido Dodecanoico
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FIGURA 5.31: Esquema del empaquetamiento cristalino en la estruc-
tura IX.

son las Pregabalinas B y D (RMS=0.0388). Mayores son las diferencias al superponer
las moléculas de 4cido que tienen un RMS=0.3393. La superposicién por cuadrados
minimos de la estructura IX con la estructura III muestra sus mayores diferencias
en las cadenas alifdticas de las moléculas de 4cido. La superposicion del dcido de
la estructura III con las moléculas de dcido A o B de la estructura IX da un acuerdo
entre las estructuras similar (RMS=0.361 y RMS=0.342 respectivamente). En la figura
5.30 se muestra el grafico con el resultado de dicha superposicién.

En cuanto a la ubicacién de los 4cidos y las Pregabalinas, la estructura se ase-
meja a la estructura VIII, donde dos planos de Pregabalinas se acercan y los 4cidos
se ubican en ambos sentidos del eje c. En la figura 5.31 se muestra el empaqueta-
miento de dicha estructura. En la tabla 5.12 se muestra el resimen de los resultados
experimentales para estas tres estructuras.

En el caso del 4cido Dodecanoico no fue posible obtener un monocristal del co-
cristal con Pregabalina de estequiometria 2:1 por tratamiento térmico de un mono-
cristal de estructura III ya que si bien en la misma se observa una transicién de fase
alrededor 65°C, dicha transiciéon destruy6 el monocristal en multiples cristales més
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pequefios. Sin embargo, debido a la similitud estructural de la estructura IX con es-
tructuras de PGB2:101 es posible suponer que la estructura III también transiciona a
una estructura de diferente estequiometria a 65°C, pero otros estudios seran necesa-

rios para corroborarlo.

Datos PGB2:81 VII PGB2:101 VIII PGB2:121 IX

Férmula Quimica 2(C8 H17 N1 02):C8 | 2(C8 H17 N1 | 2(C8 H17 N1
H16 O2 02):C10 H20 02 02):C12 H24 O2

M, 461.65 490.71 -

Sistema Cristalino y | Ortorrémbico, Monoclinico, P24 Triclinico, P1

Grupo Espacial P21224

Temperatura de me- | 27(2)°C 20(2)°C —123(2)°C

dicion

ab,c (A) 6.641(2), 7.781(2), | 6.5534(5), 7.7974(6), | 6.6641(9), 7.7334(11),
27.773(8) 30.053(2) 30.502(4)

o, B,y 909090 90 95.119(4) 90 84.759(8) 87.828(8)

89.786(7)

Volumen 1435.2(7) 1529.6(2) 1564.2(4)

Z 2 2 2

Z 0.5 1 2

Densidad (g/cm?) 1.068 1.065 1.101

Radiacién MoK,,0.71073A MoK,,0.71073A MoK,,0.71073A

u(mm=1) 0.075 0.074 0.076

Reflexiones medi- | 15971,2611, 34106,5558, 40437,11071,

das,observadas

e independiente 1973 4151 5762

Rint 0.0687 0.0970 0.2309

sin(9)//\mﬁx(A71) 0.696 0.603 0.628

R[F? > | 0.1763, 0.4604,1.978 | 0.1074,0.2892,1.084 0.1844,0.4178,1.372

20(F?)],wR(F?),

S

# de parametros 158 311 305

# de restraints 0 1 3

Dpmax, Dpmin(e/ AB) 0.43,-0.53 0.38,-0.24 1.09,-0.81

TABLA 5.12: Datos de la determinacién de celda, resolucién y refi-
namiento de las estructuras de Pregabalina con acidos grasos como
coformadores y estequiometria 2:1

5.5. Estudios térmicos de cocristales de Pregabalina

Para todos los cocristales con estequiometria 1:1 se realizaron mediciones de TG
y DTA. En el gréfico 5.32 se muestran los resultados obtenidos para los cocristales
con 4cido Trans-Cindamico (en estructura IV), Benzoico (en estructura V) y Croténico
(en estructura VI). No se observan eventos térmicos antes de las respectivas pér-
didas de masa. El pérfil de la curva de pérdida de masa tiene similitud con el de
Pregabalina libre en los dos primeros casos, siendo més lento para el caso del 4cido

Crotonico.
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FIGURA 5.32: Gréficos de TG y DTA de las muestras de cocristales en
estructuras IV Vy VI

Por microscopia 6ptica se observo que alrededor de 140°C los cristales de V su-
fren una transicién sélido-s6lido, donde se observa una sublimacién parcial de la
muestra. En la figura 5.33 se muestran las imagenes de dicho proceso. Como el pun-
to de fusién informado para acido Benzoico es de 123°C, es razonable suponer que
ocurre una segregacion del 4cido Benzoico y la Pregabalina, permaneciendo esta ul-
tima en estado s6lido. Desde el punto de vista estructural, es posible pensar en esta
segregacion a partir de la similaridad en el empaquetamiento en el plano (0,0,1) con
el de Pregabalina libre. Una vez que sublima el 4cido, estos planos se acercan y se
unen por interacciones de Van der Waals. Un comportamiento similar ha sido obser-
vado para los eventos térmicos de los compuestos IV y VI. Ademas, se ha observado
que la muestra de VI transiciona a cristales de Pregabalina libre, en el lapso de un
mes expuestos a condiciones ambiente.

En el caso de las muestras de PGB:8 (en estructura I),PGB:10 (en estructura II)
y PGB:12(en estructura III) se observan eventos térmicos previos a la perdida de
masa. En los casos de PGB:8 y PGB:10 la pérdida de masa comienza poco después
de los 100°C mientras que en el caso PGB:12 comienza cerca de los 120°C. Previo
a la pérdida de masa, los tres compuestos muestran eventos térmicos pequefios en
la medicién de DTA. Luego, los tres compuestos muestran un gran evento térmico
alrededor de 145°C como se ve en la figura 5.34. Como se coment6 en la seccién
anterior la muestra de PGB:10 contiene también muestra de PGB2:101 debido a la
transformacion espontanea que sufre PGB:10. En forma similar la muestra de PGB:12
puede contener cristales de Pregabalina libre dentro de la muestra.

Los eventos térmicos previos a la pérdida de masa fueron estudiados por DSC
para los tres compuestos. Las mediciones se realizaron a 10°C/min. En el caso de los
compuestos PGB:8 y PGB:10 se realiz6 una isoterma a 20°C, luego se subi6 a 110°C
(120°C para PGB:10 a 10°C/min). Finalmente se bajo la temperatura a 10°C/min
hasta 20°C. (En el caso PGB:10 previamente se mantuvo la isoterma a 120°C por 5
minutos). Los experimentos se realizaron bajo un flujo de Nitrégeno de 10 ml/min.
Al calentar los cocristales PGB:8 y PGB:10 se observa un comportamiento similar,
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T=107°C 1) T=148°C Q)

T=148°C

A3) T=148°C

FIGURA 5.33: (1) Cristales del cocristal de Pregabalina con dcido Ben-

zoico (2) Mismos cristales a 148°C, se ve que los mismos han sufrido

degradacion. (3) Sobre la tapa superior de la platina calentadora se

observan porciones de liquido. (4) Mismos cristales observados con
polarizadores cruzados.
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FIGURA 5.34: Graficos de TG y DTA de los compuestos PGB:8,PGB:10
y PGB:12
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FIGURA 5.35: Comparacién de experimento de DSC en las muestras
PGB:8 y PGB:10. Arriba se muestra el calentamiento de la muestra,
abajo el enfriamiento.

con una primer endoterma alrededor de 65°C seguido por un segundo evento al-
rededor de 90°C como se muestra en la figura 5.35 El posterior enfriamiento de la
muestra PGB:8 exhibe una exoterma a 48°C, incompatible con la recristalizacién del
acido que tiene punto de fusién a 17°C. Como el dcido Octanoico se encuentra en es-
tado liquido alrededor de 48°C es posible pensar que existe una recombinacién del
cocristal o alguna reaccién quimica con la Pregabalina. Se requiere mayor estudio
sobre este tltimo evento para confirmarlo.

Intentos de realizar mediciones de DSC sobre la muestra PGB:12 fueron infruc-
tuosos ya que siempre se observé un gran evento térmico alrededor de 44°C proba-
blemente correspondiente a la fusién del dcido Dodecanoico. Es posible que algin
paso de la preparaciéon de la muestra (como la compresién para cerrar el crisol donde
se la deposita) induzca a la segregacién del compuesto.

Los eventos térmicos de estos tres tltimos cocristales se estudiaron también por
SC-XRD. En el caso de la muestra PGB:8 se tomo¢ un cristal correspondiente a la
estructura I y se procedi6 a tomar 24 imagenes a una temperatura fija, 12 con el de-
tector centrado en 20 = 20° y 12 con el detector centrado en 20 = —20° y distinta
posicion del cristal (¢ rotado 120° y w rotado 10° con respecto a las primeras 12). Al
finalizar dicha medicién se subi6 la temperatura a 1°-_% volviendo a tomar la misma
medicién a una temperatura superior. De esta manera se obtuvieron los pardmetros
de celda en funcién de la temperatura. La transicion del compuesto PGB:8 en la es-
tructura I al compuesto PGB2:81 en la estructura VII se observoé a los (62.5 +2.5)°C
y la transicién de esta tltima estructura a la estructura de Pregabalina libre a los
(87.5+2.5)°C. Del estudio de los parametros térmicos de la estructura I se observa
que los pardmetros de celda a y ¢ tienen compresibilidad térmica negativa. El pa-
rametro de celda restante tiene una compresibilidad térmica muy pequefia, lo que
redunda en que la estructura tiene en el rango de 0°C hasta 60°C una expansion tér-
mica volumétrica negativa. Este comportamiento térmico es altamente inusual y se
muestra en la figura 5.36.
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FIGURA 5.36: Evolucién de los pardmetros de red de la estructura I
al incrementar la temperatura

La secuencia de imdgenes de la misma posicién del cristal y el detector a distin-
tas temperaturas da cuenta de un cambio abrupto en la transicién observada a 60°C.
Sin embargo la interpretacion de estas imdgenes es compleja. En la figura 5.37 se
observan dos posiciones distintas del cristal, con el detector centrado en 26 = 20°.
Todas las imagenes tienen la misma escala de intensidad, donde negro es intensidad
nula y el color blanco implica médxima intensidad. En las imagenes I, las cuales co-
rresponden a una misma posicion del cristal, se marca en verde una linea de haces
difractados. En dicha linea, los haces se corresponden de abajo hacia arriba con las
reflexiones (-4,-4,-10) a (-4,-4,-20) de la estructura I. Al incrementar la temperatura
algunos de ellos se siguen observando a 60°C pero a 70°C los mismos han despare-
cido. Esto esta de acuerdo con el cambio del parametro c observado en la figura 5.36.
Por otra parte la reflexiéon indexada como (-1,-1,4) disminuye su intensidad a 60°C
y luego vuelve a recuperar intensidad a 70°C , aunque ahora indexa como (-1,-1,5).
La disminucién de intensidad a 60°C puede deberse al desplazamiento de los ato-
mos cerca de la transicion, mientras que el posterior incremento se corresponde con
la estabilizacion de la estructura VII. Los demds cambios observados tambien son
consistentes con pensar que a 60°C el cristal presenta la estructura I. Sin embargo en
la serie de imagenes II, las cuales corresponden a una poscicién del cristal distinta,
se observa en la imdgen a 70°C una linea de haces difractados que de abajo hacia
arriba se indexan desde (-2,-1,-5) a (-2,-1,-20), correspondientes a la estructura VII
(marcados en verde en la figura 5.37). En la imdgen a 60°C se observan algunos de
estos haces mientras que a 50°C donde el cristal mantiene la estructura I dichos ha-
ces no se observan. Cada imédgen fue tomada durante 30 segundos, y transcurrieron
2 minutos entre que se tomo la imagen I y la imdgen II. Antes de tomar la imagen I,
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FIGURA 5.37: Imégenes de SC-XRD, las imagenes I fueron tomadas

todas en la misma posicién, al igual que las II que corresponden a una

orientacion distinta del cristal. A 50°C la celda medida corresponde a
la estructura I mientras que a 70°C corresponde a la estructura VII

se tomaron otras imagenes por lo que el cristal estuvo a la misma temperatura du-
rante al menos 9 minutos antes de que se tomé dicha imadgen. Esto muestra que la
transicién de I a VII ocurre lentamente, consistente con el ancho pico endotérmico
observado por DSC como se ve en la figura 5.35.

El comportamiento térmico anémalo de la estructura I durante el calentamiento
no se observa en la estructura VII durante el posterior calentamiento. Todos los para-
metros de expansividad térmica resultan positivos, aunque el pardmetro a muestra
una variaciéon muy pequefia. En la figura 5.38 se muestran los resultados obtenidos
para la evolucion de los pardmetros de red de la estructura VII en funcién de la tem-
peratura. A partir de los 85°C se observa un cambio de comportamiento que estaria
indicando la cercania de una transicién de fase, por lo que solo las primeras cuatro
temperaturas fueron consideradas para el cdlculo de la expansividad térmica.

No se ha observado coexistencia de fase entre la estructura VII y la estructura de
Pregabalina libre en imdgenes de SC-XRD a distintas temperaturas. En la medicién
de DSC 5.35 se observaba que este segundo evento térmico era mas angosto que el
correspondiente a la transicién de I a VII, por lo que es esperable que ocurra en un
tiempo menor. Posteriormente a dicha medicién se volvio a bajar la temperatura a
27(2)°C, se tom6 un conjunto de datos completo y se comprobé que la estructura
corresponde a Pregabalina libre, aunque el cristal mostraba dafios. Se obtuvo un
valor de R;,; = 0.3612 y tras el refinamiento R; = 0.1249. Todas las distancias D...A
son similares a los valores reportados, aunque la desviacién standard es mayor por
la peor calidad de los datos. Esto muestra un deterioro de la calidad del monocristal.

Para el compuesto PGB:10, estructura II no se realiz6 un estudio detallado de los
parametros de celda en funcién de la temperatura, pero si se observé por SC-XRD
que transiciona a PGB2:101, estructura VIII a los (57 £ 15)°C y luego transiciona a
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FIGURA 5.38: Evolucién de los parametros de red de la estructura VII
al incrementar la temperatura

la estructura de Pregabalina libre. Tras calentar por encima de los 100°C se bajé la
temperatura a (—173 £2)°C y se tom6 un conjunto de datos completos para resolver
la estructura. En este caso se obtuvo un R;,,; = 0.2331 y se pudo resolver la estructura
de Pregabalina libre, aunque no refinarla, lo que da cuenta del dafio sufrido por el
monocristal.

En el caso de los cristales de PGB:12, estructura III, se verificé que el monocristal
se rompe alrededor de 65°C. Al intentar obtener celda en funcién de la temperatura,
resulto dificil obtener un valor del pardmetro ¢ acorde al observado en la determina-
cién de la estructura. Mejores mediciones, ya sea con mayor cantidad de reflexiones
observadas, mayor distancia entre detector y muestra o una orientacién del cristal
mads eficaz son necesarias para estimar dichos parametros correctamente.

En la figura 5.39 se muestra el seguimiento de las transiciones de fase en crista-
les de PGB:12. A partir de los 50°C el comportamiento es similar al observado en
cristales de PGB:8 y PGB:10. En las imagenes se observa cierto movimiento de los
cristales a distintas temperaturas. Sutiles diferencias se observan alrededor de 60°C
y alrededor de 100°C. El resultado final muestra que el tratamiento térmico mantie-
ne el estado cristalino hasta 110°C Posteriormente a la medicién se observaron gotas
en la tapa de la platina, posiblemente correspondiente al 4cido Dodecanoico liquido
segregado de los cristales, posiblemente de Pregabalina libre.

5.6. Polimorfismo en PGB:8

Las mediciones de DSC de la muestra PGB:8, estructura I muestran una gran
complejidad al disminuir la temperatura. En la figura 5.40 se muestra el resultado de
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FIGURA 5.39: (a) Cristales de PGB:12, estructura III a 20°C (b) Mis-
mos cristales a 40°C (c) Mismos cristales a 50°C. Leves movimientos
de los cristales se observaron (d) Mismos cristales a 60°C. Se obser-
van movimientos de los cristales, la flecha verde marca un conjunto
que se observé a 50°C y no se observa a esta temperatura. () Mismos
cristales 10 segundos desptes (61°C). Los movimientos de los crista-
les son mayores (f) Cristales a 110°C, mantienen el estado cristalino
aunque el deterioro de los mismos es mayor
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una medicion al mantener una isoterma a 20°C durante 5 minutos y luego disminuir
la temperatura a 10°C/min hasta —130°C. Al llegar a esta temperatura se mantuvo
una isoterma durante 5 minutos y luego se calenté la muestra hasta los 110°C a
10°C/min, el resultado de esta medicidon se muestra en el mismo gréfico.

Al comenzar la medicidon, la muestra se encuentra en la forma I. Al disminuir la
temperatura se observa una transicion exotérmica de primer orden a los —21°C, la
cual posee una variaciéon de Entalpia de AH = 9.7%. Al seguir disminuyendo la tem-
peratura, se observa un cambio en el calor especifico, compatible con una transicién
de segundo orden a —70°C. Al continuar la disminucién de temperatura, se observa
un evento exotérmico ancho a —101°C, donde la variacién de Entalpia de este even-
to es mucho menor que el de —21°C siendo de AH = 3.21 . Al volver a calentar la
muestra desde los —130°C, se observa un cambio abrupto del calor especifico a par-
tir de los —113°C y antes de que el calor especifico estabilice en un valor se observa
un evento endotérmico con temperatura de onset —107°C y una temperatura de pico
en —101°C. Por los valores de temperatura y la magnitud de la variacién de ental-
pia se puede estimar que este proceso es la reversién del observado al disminuir la
temperatura a —101°C, aunque en la disminucién de temperatura no se observa un
cambio tan grande de calor especifico como si se observa en el aumento de tempe-
ratura. Posteriormente se mostrard que esta transicién corresponde a un cambio de
fase entre dos estructuras cristalinas de PGB:8, lo cual explica el evento en la curva
de calorimetria como un transicién de primer orden entre estas dos estructuras. Sin
embargo no queda en claro el motivo para el cambio abrupto de calor especifico al
calentar la muestra.

Al continuar subiendo la temperatura de la muestra, se vuelve a observar un
cambio del calor especifico a —84°C , seguido de un segundo cambio abrupto de
calor especifico a —70°C . El segundo cambio de calor especifico corresponde a la
reversion de la transicién observada a esa misma temperatura al enfriar la mues-
tra. El hecho de que la transicién consista en un cambio abrupto del calor especifico
muestra que la transicion de fase es de segundo orden. Las mediciones de SC-XRD
que se muestran posteriormente revelan que esta transicion de fase corresponde a
la transicion entre dos estructuras de PGB:8, aunque no se observaron cambios sig-
nificativos que expliquen el significado del cambio a —84°C. Durante el posterior
calentamiento contintia disminuyendo el calor especifico hasta los —4°C, donde hay
un evento endotérmico. Este proceso parece ser la reversion del pico observado en el
enfriamiento a —22°C. SC-XRD no muestra grandes cambios estructurales al variar
la temperatura alrededor de esta transicién, ya que los pardmetros de red obteni-
dos antes y después de la misma son muy similares y el grupo espacial para ambas
estructuras es el mismo.

Los eventos observados a 52°C y 90°C implican la transicién de PGB:8 a PGB2:81
y de PGB2:81 a Pregabalina libre respectivamente, como fue analizado previamente.

Para determinar la estructura de cada uno de los polimorfos por SC-XRD, se to-
mo6 un monocristal de la estructura I, se lo colocé en el difractémetro y se disminuy6
la temperatura a —173(2)°C. Posteriormente se procedi6 a realizar una coleccién de
datos completa. Luego se aumento la temperatura tomando algunos frames a tem-
peraturas intermedias para poder determinar la celda, hasta llegar a los —80(2)°C
donde se volvié a tomar un conjunto de datos completos. El mismo procedimiento
se repiti6 hasta llegar a —53(2)°C donde se volvié a tomar el conjunto de datos com-
pletos y finalmente se volvi6 a repetir hasta llegar a 27°C donde se tom¢ un conjunto
de datos completos y se volvié a obtener la estructura I. En esta dltima estructura,
no se observan grandes diferencias con la estructura medida a —53(2)°C, pero en
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FIGURA 5.40: Experimento de DSC realizado en la muestra PGB:8,
inicialmente en estructura I. Se realiz6 una isoterma de 5 minutos a
20°C tras la cual se enfri6 la muestra a 10°C/min hasta —130°C (Cur-
va azul), luego se realiz6 una isoterma de 5 minutos y finalmente se
volvi6 a calentar la muestra a 10°C/min hasta 110°C (Curva roja)



178 Capitulo 5. Sales y cocristales de Pregabalina

base al claro evento endotérmico observado a —4°C al calentar la muestra en las me-
diciones de DSC se decidi6 considerar a la estructura medida a —53(2)°C como un
polimorfo distinto I,.

La estructura medida a —173(2)°C se la nombra I,,. Esta estructura es monocli-
nica y cristaliza en el grupo espacial P2; con parametros de red a = 7.6571(6),b =
35.413(3),c = 13.2170(9) y fi = 90.488(2). La estructura presenta cuatro moléculas
de Pregabalina y cuatro moléculas de acido en la unidad asimétrica.

Entre las cuatro moléculas de Pregablina presentes en la unidad asimétrica de
la estructura I, no se observan grandes diferencias conformacionales. Lo mismo su-
cede con las cuatro moléculas de dcido Octandico. Cada una de las Pregabalinas se
encuentra unida a un acido por medio de un enlace O4-H4...01, de manera que a
cada uno de estos pares de moléculas de Pregabalina y dcido se los denominé A, B,
Cy D arbitrariamente. Las diferencias conformacionales entre las moléculas de Pre-
gabalina independientes mads significativas se observan en los dngulos torsionales
01-C1-C2-C3 y O2-C1-C2-C3 donde se pueden observar diferencias de hasta 7°.

Al incrementar la temperatura a —80(2)°C se midi6 la estructura I, cuya mayor
diferencia con la estructura I, es que el pardmetro c de esta tltima estructura se re-
duce a la mitad valiendo en la estructura I 6.6887(3)A. Este cambio en la simetria
se corresponde con la transicion de fase de primer orden observada a —101°C. Para
respetar la convencion cristalografica, a este pardmetro de red se lo renombré a en
la estructura Ig, mientras que el pardmetro a de la estructura I, se lo renombré c.
La cantidad de moléculas independientes en la unidad asimétrica de la estructura
Ig es de dos moléculas de Pregabalina y dos moléculas de dcido Octanéico. Por otra
parte, en la estructura Ig la similitud entre las dos moléculas de Pregabalina inde-
pendientes es muy alta y no se han encontrado diferencias significativas entre ellas.
En las estructuras I, y Ig, las distintas moléculas de Pregabalina tienen los &tomos
01,C1,C2 y C3 tienen un dangulo torsional levemente distinto de 0°

la estructura medida a —53(2)°C, I, muestra una ganancia de simetria con res-
pecto a la estructura I, ya que cristaliza en el grupo espacial P212;2;, con dos ejes
tronillo que no se encontraban presentes en la estructura I. Esta ganancia de sime-
tria esta asociada a la transicién de fase de segundo orden observada a —70°C. Para
preservar la convencion cristalografica el eje b de la estructura Iy pasa a ser el eje ¢
de la estructura L, y viceversa.

En la unidad asimétrica de la estructura I, solo se observan una molécula de Pre-
gabalina y una molécula de 4cido Octandico. En la molécula de Pregabalina llama la
atencién que los dtomos O1, C1, C2 y C3 se encuentran en un mismo plano. De forma
similar, en la estructura I los 4tomos O2, C1, C2 y C3 se encuentran sobre el mismo
plano. Por otra parte se observa que ha medida que se incrementa la temperatura,
la tendencia en las distintas estructuras es a incrementar el valor del angulo torsio-
nal N1-C8-C3-C4. A modo de resiimen en la figura 5.14 se muestran las distancias,
angulos de enlace y dngulos torsionales mas relevantes de las moléculas de Pregaba-
lina en las distintas estructuras de PGB:8, los cuales pueden ser comparados con los
valores observados en la estructura de Pregabalina libre que se muestran en la figura
5.8. En la tabla 5.13 se muestran los parametros de celda y los datos experimentales
en las estructuras medidas del compuesto PGB:8.

El hecho de que las mayores diferencias torsionales entre las Pregabalinas de
distintas estructuras se observa en dngulos torsionales que relacionan al nitrégeno o
alguno de los oxigenos, es un indicio de que los cambios en las estructuras pueden
estar relacionados al cambio en las interacciones puente hidrégeno que mantienen
la cohesion del cristal. Similar a lo ya comentado de la estructura I, en la estructura
I, la distancia O4...01 del enlace puente hidrégeno que mantiene unido al dcido con
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Datos I, Iﬁ I, I

Férmula Qui- | C8 H17 N1 | C8 H17 N1 | C8 H17 N1 | C8 H17 N1

mica 02:.C8 Hil6 | O2:C8 Hl6 | O2:C8 H16 | O2:C8 H16
02 02 02 02

M, 303.43 303.43 303.43 303.43

Sistema Cris- | Monoclinico, | Monoclinico Ortorrombico, | Ortorrombico,

talino y Gru- le PZ] P212121 P212121

po Espacial

Temperatura | —173(2)°C —80(2)°C —53(2)°C 27°C

de medicién

a,b,c (A) 7.6571(6) 6.6887(3) 6.6880(4) 6.6139(5)
35.413(3) 35.9693(16) 7.7107(5) 7.7706(6)
13.2170(9) 7.6777(4) 36.261(2) 37.099(3)

B(°) 90.488(2) 90.132(2) 90 90

Volumen(Aa) 3583.8(4) 1847.2(2) 1870.0(2) 1906.6(3)

4 8 4 4 4

Z 4 2 1 1

Densidad 1.125 1.091 1.078 1.057

(g/cm?’)

Radiacion MoK,,0.7107A| MoK,,0.7107A| MoK,,0.7107A| MoK,,0.7107A

u(mm=1) 0.079 0.077 0.076 0.074

Reflexiones 60217,20831, 27079,7401, 34822,3822, 59869,3912,

medi-

das,observadas

e indepen- | 18082 6548 3092 3362

diente

Rint 0.0465 0.0464 0.0729 0.0266

sin(0) / Amax (A 0.7459 0.6255 0.6255 0.6259

R[F? > | 0.0615,0.1554, | 0.0775,0.1919, | 0.1084, 0.2556, | 0.0876, 0.2310,

20(F?)],wR(F?),1.079 1.076 1.143 1.109

S

# de pardme- | 777 389 195 195

tros

# de restraints | 1 1 0 0

DPmax, 0.36,-0.30 0.28,0.19 0.30, -0.30 0.23,0.13

Apmin (e/

A%

TABLA 5.13: Datos de la determinacién de celda, resolucién y refina-
miento de las estructuras de los distintos polimorfos encontrados de

PGB:8
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LA |LB |LC |LD |IzgA |IgB L I
Distancias(A)
C1-01 1.260(3)| 1.260(3)| 1.260(3)| 1.262(3) | 1.259(9) | 1.24(1) | 1.272(7)| 1.254(5)
C1-02 1.262(3)| 1.261(3)| 1.260(3)| 1.255(3) | 1.273(9) | 1.261(9) | 1.261(7)| 1.254(5)
Angulos de enlace (°
O1-C1- | 123.5(2)| 123.6(2) | 124.3(2) | 123.5(2)| 122.6(7)| 125.0(7) | 122.2(5) | 123.3(4)
02
Torsiones (°)
O1-C1- | -8.7(4) | -5.4(4) | -2.0(4) | -954) | 6(1) 3(1) -0.3(8) | -4.6(6)
C2-C3
02-C1- | 169.0(2)| 172.1(2) | 175.6(2) | 168.3(2)| - - 176.7(5)| -
C2-C3 171.2(6)| 174.9(6) 179.5(4)
N1-C8- | - - - - 168.2(6) | 168.8(6)| - 170.6(4)
C3-C4 168.6(2)| 168.6(2)| 170.7(2)| 167.9(2) 170.5(5)
c1-c2- | - - - - 158.8(6)| 157.5(6)| - 162.5(4)
C3-C8 158.0(2) | 156.4(2)| 158.5(2)| 155.9(2) 160.2(5)
C4-C5- | 123.4(3)| 123.8(4) | 122.1(4) | 122.1(4)| -119(1) | -122(1) | 121(1) | -124(1)
Ce-C7

TABLA 5.14: Distancias, d&ngulos de enlace y dngulos de torsién de
Pregabalina en las distintas estructuras del PGB:8

la Pregabalina es de 2.637(8)A, mientras que el angulo del enlace es de 110°, lejano
al enlace casi lineal observado en I. Este cambio en el enlace es compatible con los
cambios ya observados en los dngulos torsionales, el debilitamiento del enlace O4-
H4...01 permite que se relaje la posicién del O1, quedando en el mismo plano que
los d4tomos C1,C2 y C3. Aunque es posible que este cambio en el enlace sea la razén
de la transicién de fase de primer orden observada por DSC (5.40), se requiere otros
andlisis para poder confirmar la posicién del &tomo de H4 en las distintas estructu-
ras. Los demds enlaces que involucran al O1 (#3 y #4 en la tabla 5.1) no muestran
diferencias significativas entre ambas estructuras en la distancia D...A, ni tampoco
grandes diferencias en el dngulo de enlace. Sin embargo los enlaces que involucran
al O2 muestran diferencias significativas. El enlace #2 de la tabla 5.1, responsable de
la traslaciéon de las cadenas de Pregabalina a través del eje b(ver figura 5.2), muestra
una distancia D...A de 2.756(4)A en la estructura I, mientras que en la estructura
I disminuye a 2.741(6)A Es esperable que el enlace aumente la distancia D...A al
incrementar la temperatura, sin embargo el caso opuesto ocurre con el enlace #1 de
la misma tabla, donde la distancia D...A disminuye de un valor de 2.813(7)A en el
polimorfo I, a 2.793(5)A en el polimorfo I. Al incrementar la temperaura disminu-
ye la distancia entre el donor y el aceptor del enlace. Este comportamiento anémalo
de dicho enlace correlaciona con la disminucién observada del pardmetro a en la
estructura I con respecto a la estructura I, como se observa en la tabla 5.13.

A pesar de que no se han encontrado diferencias conformacionales significativas
entre ambas Pregabalinas en la unidad asimétrica de I, existen diferencias sutiles
entre los enlaces que las unen con sus respectivos acidos Octanoicos. La distancia
01...04 para las moléculas A es de 2.622(6)A, significativamente menor a lo obser-
vado en las estructuras I, y I. En el caso de las moléculas B, dicha distancia es de
2.634(6)A. Esta diferencia sutil hace pensar que las diferencias pequefas en los an-
gulos torsionales O1-C1-C2-C3 entre ambas moléculas de Pregabalina pueden ser
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significativas y estar relacionado con dichos cambios. A pesar del cambio de sime-
tria entre ambas estructuras, todos los enlaces puente hidrégeno que la generaban
siguen estando. Al observar los restantes enlaces puente hidrégeno, se observa que
los enlaces #2 de la tabla 5.1, en la estructura I se forman entre moléculas de Prega-
balina idénticas (A-A o B-B) mientras que los demas enlaces de la tabla 5.1 en esta
estructura se forman entre Pregabalinas distintas (A-B). Estos tltimos enlaces son
los responsables en la estructura de Pregabalina libre (asi como en los polimorfos
L, y I) de la formacién de un eje tornillo paralelo al eje a. El enlace #2 mantiene
un comportamiento esperado en el polimorfo Iz disminuyendo la distancia D...A a
2.728(5)A y 2.735(5) A respectivamente para la moléculas A y las moléculas B con 4n-
gulos de enlace similares a los observados en otras estructuras de Pregabalina (176°
y 170° respectivamente). En la estructura I el inico enlace que muestra diferencias
entre ambas Pregabalinas independientes es el enlace #1, el cual muestra en un ca-
so una distancia N1A...O2B de 2.804(5)A, y en el otro una distancia N1B...02A de
2.789(5)A. Aparentemente, el cambio en dicho enlace es el responsable de la tran-
sicién de fase a la estructura I, ya que dicho cambio impide que se forme el eje
tornillo paralelo al eje a presente en la estructura I,. Para la estructura I , el en-
lace #1 disminuye la distancia entre los &tomos con respecto a lo observado en I,
en un comportamiento térmico habitual. Sin embargo, al observar la evolucién de
los parametros de red en la tabla 5.13, es claro que el pardmetro a varia en forma
menos pronunciada que los demds . Por otra parte los enlaces #3 y #4 de la tabla
5.1 muestran una nueva disminucién en la distancia D...A pasando de valores de
2.837(5)A(2.839(5)A) y 3.491(6)A(3.502(6) A) respectivamente en la estructura Iz a
2.823A y 3.483A respectivamente en la estructura I,

En la estructura I,,, los enlaces entre la Pregabalina y el d&cido Octanoico son simi-
lares, con distancias O1...04 que valen 2.634(3)A, 2.639(3)A, 2.655(3) A y 2.616(3) A
para los distintos pares de moléculas independientes. Es interesante notar que mien-
tras las moléculas de Pregabalina A y B mantienen distancias de enlace con el 4ci-
do Octandico similares a las observadas a temperatura ambiente, la Pregabalina C
muestra una distancia de enlace claramente mayor y la Pregabalina D una distancia
claramente menor. Esto correlaciona claramente con los valores de los dngulos tor-
sionales O1-C1-C2-C3 y O2-C1-C2-C3 como se observa en la tabla 5.14. En cuanto a
los enlaces entre Pregabalinas, los enlace #2 siguen produciendose entre moléculas
idénticas. En este enlace las moléculas A muestran un debilitamiento de dicho enlace
con una distancia D...A de 2.745(3)A, un valor incluso mayor al observado en la es-
tructura I,,. El enlace en los &tomos D es similar con una distancia D...A de 2.743(3)A
En los dtomos B y C se observa una clara disminucién siendo las distancias D...A en
dicho enlace de 2.728(3)A y 2.709(3) A respectivamente. En los enlaces restantes, el
nitrégeno de las moléculas A de Pregabalina son donores de enlaces con moléculas
D (#1) y a su vez esta molécula presta donores en interacciones con las moléculas
C (#3 y #4). Lo inverso sucede con las moléculas B que interaccionan con moléculas
C a través del 4tomo de nitrogeno que es donor de enlaces #1 y con moléculas D
a través de los restantes enlaces donde sus d4tomos son donores. Por otra parte, el
nitrégeno de las moléculas C funciona como donor de enlaces #1 con moléculas A
y sus dtomos funcionan como donores en interacciones #3 y #4 con moléculas B. Lo
inverso sucede con las moléculas D. De esta manera se forman dimeros A-C y B-D
similares a los observados en la estructura de Pregabalina libre que se conectan en-
tre si a traves de las interacciones #1, formando el plano de Pregabalina en el plano
(0,1,0) con los grupos isobutyl de las Pregabalinas C y D apuntando en la direccién
b y los grupos isobutyl de las Pregabalinas A y B en la direccién -b. La variacién de
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las distancias de enlace para los distintos pares de moléculas de Pregabalina y 4cido
es dispar, aumentando en algunos casos, mientras que en otros disminuye.

A pesar de las anomalias observadas con respecto al pardmetro a al disminuir la
temperatura, se puede observar en la tabla 5.13 que el voltimen por formula unidad
disminuye con la temperatura y consecuentemente aumenta la densidad de acuerdo
a lo esperado. Para estudiar mejor el comportamiento térmico se tomé un monocris-
tal del compuesto en condiciones ambiente y se realizaron mediciones de 24 image-
nes de SC-XRD en distintas posiciones para determinar la celda unidad. Luego se
fue disminuyendo la temperatura a 1°C/min y se procedi6 a tomar las mismas iméa-
genes a distintas temperaturas. Una vez alcanzado los —133,2°C se volvi6 a subir
la temperatura a 1°C/min hasta alcanzar los —73,2°C en funcién de comprobar la
posibilidad de que exista histéresis. Todos los pardmetros de expansividad térmica
fueron calculados con el software PASCAL.!?’. En los casos donde se tenian datos
de enfriamiento y calentamiento de la muestra, no se observé histéresis por lo que
los parametros de expansividad térmica se calcularon usando todos los datos.

En el rango de temperatura correspondientes al polimorfo I, se confirmé la ex-
pansividad térmica negativa en la direccién a. En la direccién b se observé una ex-
pansividad térmica positiva, aunque se detect6 un comportamiento anémalo del pa-
rametro de red alrededor de 10°C. Si bien el valor numérico no coincide, hasta aqui
el comportamiento es acorde a lo observado en la figura 5.36. Sin embargo la mayor
diferencia se observa en el comportamiento del pardmetro ¢, que se observa con una
expansividad térmica positiva a diferencia de lo visto en la figura 5.36. Los valo-
res del parametro c aqui observados se corresponden con los pardmetros reportados
en 5.13, por lo que se cree que estos resultados son més precisos que los vistos an-
teriormente, donde la diferencia puede estar dada por la calidad del monocristal.
Los datos obtenidos para los distintos parametros de red en la forma I se muestran
en la figura 5.41. Las grandes diferencias de expansividad térmica observada entre
el eje ¢ y los restantes ejes cristalograficos pueden explicar la deformacién eldstica
observada en el cristal.

Como las diferencias estructurales son pequefias, se tomé como referencia las
temperaturas de transicion observadas por DSC (Figura 5.40) para determinar a que
forma cristalina correspondia la celda y elegir el sistema cristalino en que refinar la
celda. Los datos para la estructura I, si bien son cualitativamente similares a los de
la estructura I, muestran un incremento en la expansividad térmica del eje a y un
decrecimiento en las expansividades térmicas de b y ¢ como se observa en la figura
5.42. Sibien es menor, la expansividad térmica volumétrica contintia siendo positiva.

En la estructura I se tiene un pardmetro de red mas a refinar, el dangulo B. Como
este valor estd indirectamente dado en el volimen no se lo muestra en el gréfico 5.43.
Por otra parte, dicho pardmetro nunca llego a desviarse 0.1° de los 90.0°. El estrecho
rango de temperatura en que esta estructura es estable hace dificil determinar las
expansividades térmicas. Se ha intentado realizar dicha determinacién, pero debido
a las altas incertezas en los pardmetros de red es dificil la correcta determinacién
de las mismas. Como tendencia general se observa que la expansividad térmica en
el eje a permanece negativa o cercana a 0, la expansividad térmica en c(en el poli-
morfo I, , el eje b) permanece pequefia y la expansividad térmica en la direccién
b(el eje largo) sigue siendo positiva aunque menor a lo visto en los polimorfos I,
y L. Si bien no es correcto equiparar los ejes de expansividad térmica con los ejes
cristalogréficos, al ser los ejes cristalografico casi perpendiculares son casi idénticos
a los ejes de expansividad térmica. La expansividad térmica volumétrica presenta
valores negativos, pero la alta incerteza en la determinacién del volimen hace que
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FIGURA 5.41: Evolucién de los parametros de red del polimorfo I al
disminuir la temperatura

dicho resultado no difiera significativamente del valor nulo. En este rango de tempe-
raturas se dispone también de los datos del posterior calentamiento del material que
no muestra diferencias con el enfriamiento. A diferencia de las demaés transiciones,
la transicion de la estructura I a la estructura I, tiene un claro cambio estructural
en la duplicacion del pardmetro a de la estructura Iy (pardmetro c en el polimorfo
I,). Al enfriar el cristal dicha transicion se encontré a (—105.7 £ 2.5)°C mientras que
al calentar la muestra se la encontr6 a (—103.6 £+ 1.5)°C, no pudiendo observarse
una histéresis significativa. Ademads, los parametros de red obtenidos al calentar la
muestra coinciden con los obtenidos al enfriarla por lo que no se observa histéresis
en dicha transicion de fase. Esto esta de acuerdo con lo observado previamente por
DSC en 5.40.

En la estructura I, se observa la duplicacién del pardmetro a de la estructura Ig,
el cual en esta estructura pasa a llamarse c. A diferencia de lo observado en las es-
tructuras anteriores, en esta estructura dicho pardmetro muestra una expansividad
térmica positiva de (1.3 £ 0.2)x10-#°C~!. En las sucesivas transiciones, parece ser
que la estructura trata de adaptarse a la compresién que sufre en dicho eje, primero
rompiendo la simetria de rotacién paralela a dicho eje y finalmente duplicando el
tamafio para tener una expansividad térmica positiva. En el eje a se continua obser-
vando una expansividad térmica muy pequefia, cercana a 0, mientras que el eje b
muestra una expansividad térmica de magnitud similar al eje c. En la figura 5.44 se
puede observar el resultado de dichas mediciones junto con las realizadas al calentar
la muestra. En el mismo grafico no se observa histéresis de la muestra.
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FIGURA 5.42: Evolucién de los pardmetros de red de la estructura I,
al disminuir la temperatura

5.7. Aspectos estructurales de cocristales de Pregabalina a ba-
ja temperatura

Para poder realizar comparaciones se realizaron mediciones de los compuestos
PGB:10 y PGB:12 a bajas temperatura. La estructura II se volvié a medir a —123(2)°C
y —173(2)°C. De la primer medicion se muestran los datos en la tabla 5.15. Ademads
se midio6 la estructura III a —123(2)°C cuyos datos se muestran en la misma tabla,
junto con los datos de la estructura I, del compuesto PGB:8 a —123(2)°C.

A —123(2)°C las densidades mantienen el orden esperado, aumentando la den-
sidad a medida que se utiliza un acido graso mas pequefio. Esto también se cumplia
a temperatura ambiente como puede verse en la tabla 5.10, aunque en ese caso se
observa que la diferencia de densidad entre I y II es muy pequefia (0.00S% de
diferencia) mientras que a baja temperatura esa diferencia se cuadruplica. Esto es in-
dicativo de un empaquetamiento mas compacto de la estructura I, con respecto a la
estructura I. Lo contrario sucede entre II y IIL: a temperatura ambiente la diferencia
de densidad es el doble de la observada a —123(2)°C. Esto muestra que exite una
mayor expansividad térmica volimetrica de la estructura III que en la estructura II.

Comparanado los pardmetros a en las tablas 5.10 y 5.15 es claro que tanto la es-
tructura II como la estructura III mantienen expansividad térmica negativa en la
direccion del eje a similar a la observada en el compuesto PGB:8. A su vez, la va-
riacién del pardmetro b es pequefia en comparacion con la del pardmetro ¢, lo cual
puede explicar la deformacion eléstica observada en estos compuestos. A diferencia
de lo observado a temperatura ambiente, el pardmetro a en la estructura I, (es el pa-
rametro b de la estructura I) es mayor que la variaciéon del pardmetro b observada en
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Datos I, II II1

Férmula Quimica | C8H17N102:C8 | C8 H17 N1 | C8 H17 N1
H16 O2 02:C10 H20 O2 02:C12 H24 02

M, 303.43 331.48 359.54

Sistema Cris- | Monoclinico, P2; | Ortorrémbico, Ortorrémbico,

talino y Grupo P212124 P2:2:24

Espacial

Temperatura de | —123(2)°C —123(2)°C —123(2)°C

medicién

ab,c (A) 7.6803(4) 6.7841(5), 6.8029(7),
35.6087(17) 7.6096(6), 7.6105(8),
13.2637(7) 39.059(3) 42.564(4)

B(°) 90.323(2) 90 90

Volumen (A3) 3627.4(3) 2016.4(3) 2203.7(4)

Z 8 4 4

Z 4 1 1

Densidad 1.111 1.092 1.084

(g/cm?)

Radiacién MoK,,0.7107A | MoK,,0.7107A | MoK,,0.7107A

u(mm=—1) 0.078 0.075 0.074

Reflexiones me- | 27492,14774, 14306,3839, 13350,3960,

didas,observadas

e independiente | 10526 2993 2889

Rint 0.0627 0.0794 0.0745

sin(6)/Amax (A1) | 0.625 0.611 0.603

R[F? > | 0.1107,0.3194, 0.1284,0.3039,1.102| 0.1158,0.2958,1.048

20(F?)]wR(F?), | 1.060

S

# de pardmetros | 777 213 231

# de restraints 1 0 0
0.42,-0.49 1.60,-0.67 1.05,-0.80

Apmdxz Apmin(e/
A%

TABLA 5.15: Datos de la determinacién de celda, resolucién y refina-
miento de las estructuras I, I y III a baja temperatura
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FIGURA 5.43: Evolucién de los pardmetros de red de la estructura Ig
en funcién de la temperatura

I1y III, al contrario de lo que se observé a temperatura ambiente. Esto es compatible
con la idea de una relajacién de los enlaces entre Pregabalinas en las transiciones de
fase sufrida por I. Para poder establecer una comparacién con las estructura II'y III,
vale observar que la mitad del pardmetro ¢ de la estructura I, vale 6.6319(4)A(es si-
milar al pardmetro a de la estructura I),y es menor que el pardmetro a observado en
las estructuras II y III a la misma temperatura. De nuevo, esto muestra un cambio
con respecto a las tendencias observadas a temperatura ambiente, donde llamativa-
mente el pardmetro a de la estructura I era mayor al pardmetro a de la estructura II.
De forma mds regular, se mantienen las diferencias en el pardmetro c entre los tres
compuestos, lo cual es compatible con la idea de que la presién del 4cido graso en la
direccion del eje c al expandirse generan tensiones en el plano de Pregabalinas cuyos
enlaces varian tratando de adaptarse a dicha tension.

La estructura II a temperatura ambiente muestra un enlace puente hidrégeno
entre el dcido y la Pregabalina con una distancia O1...04 de 2.65(2)A y un 4ngulo de
enlace 131°. Este enlace aparenta ser muy rigido, ya que a —123(2)°C muestra una
distancia O1...04 similar, 2.637(9)A, y un dngulo de enlace de 129°. Esta rigidez del
enlace debe estar relacionada con el mayor tamafio del 4cido Decandico con respec-
to al acido Octandico, que le impide reacomodarse en la estructura. Misma rigidez
es observada en la estructura III que a temperatura ambiente tiene una distancia
O1...04 de 2.642(9)A, con un angulo de enlace de 126° y a —123(2)°C muestra una
distancia O1...04 de 2.639(9)A y un angulo de enlace de 119°. Si bien no es con-
cluyente por involucrar la posicién de un dtomo de hidrégeno, el angulo de enlace
tiende a disminuir al bajar la temperatura, pero mas lentamente que en PGB:8. Las
tendencias observadas en los puentes hidrégeno que unen las Pregabalinas en las
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FIGURA 5.44: Evolucién de los pardmetros de red del polimorfo I, en
funcién de la temperatura

estructura II y III son similares a las vistas en PGB:8. En la estrucutra II a tempera-
tura ambiente, dichos enlaces (ver tabla 5.1) son similares a los observados en I. Los
angulos de enlace son algo diferentes, pero esto puede deberse a la baja calidad de
los datos para la resolucién de la estructura. La distancia D...A del enlace #2 de la
tabla 5.1 decrece en la estructura II al disminuir la temperatura ya que a temperatura
ambiente dicha distancia vale 2.740(9)A y a —123(2)°C vale 2.729(8)A. Esto es simi-
lar a lo observado en PGB:8. En forma analoga, en la estructura III, dicha distancia
pasa de valer 2.751(6)A a temperatura ambiente a 2.723(8)A a —123(2)°C.

El enlace #1 de la tabla 5.1 varia muy poco en la estructura IT pasando de 2.81(1) A
a temperatura ambiente a un valor de 2.785(9) A a —123(2)°C. En la estructura ITI di-
cho cambio ni siquiera es significativo, pasando de un valor de 2.795(7) A a 2.794(9) A.
Tampoco es significativa la variacién del enlace #3 de la misma tabla en ninguna de
estas dos estructuras. Si se observan leves cambios en el enlace #4, en la estructura II
donde pasa de tener una distancia D...A de 3.46(1)A a temperatura ambiente a una
distancia de 3.51(1)A a —123(2)°C. Dicho enlace incrementa su distancia D...A al
disminuir la temperatura. Ademas el angulo de enlace pasa de 147°C a temperatura
ambiente a 158° al disminuir la temperatura, cambio similar al observado en PGB:8.
En forma similar, dicho enlace en la estructura III pasa de un valor de 3.479(8)A a
temperatura ambiente a un valor de 3.52(1)A a baja temperatura, e incrementa el
valor del d&ngulo de enlace de 150° a 158° al disminuir la temperatura.

Como conclusion, los tres enlaces relacionados al eje tornillo 2; paralelo al eje a
en las estructuras II y III muestran pequefias variaciones e incluso incrementos al
disminuir la temperatura en la distancia D...A. Esto esta relacionado a la expansién
térmica negativa en el eje a, mientras que el enlace relacionado con la expansién en
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FIGURA 5.45: Medicién de DSC realizada sobre una mezcla de cris-
tales de estructuras PGB:10 y PGB2:101. En azul se muestra el primer
enfriamiento mientras que en rojo se observa el calentamiento.

el eje b(#2) muestra una disminucién la disminuir la temperatura, de acuerdo con
una expansion térmica positiva. Como el enlace puente hidrégeno del dcido con la
Pregabalina no muestra grandes variaciones, es razonable pensar que la expansion
térmica en el eje ¢ esta relacionado con las interacciones de Van der Waals de las
cadenas alifaticas de los 4cidos y los grupos isobutiles de las Pregabalinas. En el ca-
so del compuesto PGB:8, el comportamiento es similar para las estructuras I, y I,
aunque la ruptura de simetria en las estructuras Ig y I, parece permitir la disminu-
cién de la expansividad térmica negativa y la reversién de este comportamiento en
la estructura I,.

5.8. Polimorfismo en PGB2:101

Como se ha descripto anteriormente, la recristalizacién de Pregabalina y acido
Decanéico dio como resultado una mezcla de cristales de PGB:10 y PGB2:101. Sobre
esta mezcla se realiz6 una medicién de DSC, con un flujo de nitrégeno de 102L,
donde primero se enfri6 hasta —140°C a 10°C/min Luego de una isoterma de 3
minutos se volvi6 a calentar la muestra a 10°C /min hasta 110°C. En la figura 5.45 se
muestra el resultado de dicha medicion.

En el enfriamiento se observan tres eventos térmicos: un primer evento exotér-

mico que comienza alrededor de 7°C de AH = 22.66%. Posteriormente a esto, se
observa un evento exotérmico alrededor de —21°C de AH = 5.32(% y finalmente

un tercer evento exotérmico a —43°C de AH = 1.323%. Esta secuencia de eventos
térmicos es diferente a la observada en PGB:8 por varios motivos: en primer lugar la
temperatura de los eventos es mayor. El primer evento observado aqui al disminuir
la temperatura tiene una mayor variaciéon de Entalpia que el observado en PGB:8
en la transicién de la estructura I a I,. Por otra parte, el segundo evento observado
aqui al disminuir la temperatura es de primer orden mientras que en PGB:8 era una
transicion de segundo orden (correspondiente a la transicion de I, a Ig . Por tlti-
mo, el tercer evento muestra una diferencia en la temperatura y menor variacién de
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Entalpfa, aunque al igual que lo observado en PGB:8 al volver a calentar la muestra
se observa un proceso endotérmico similar a la misma temperatura. Al igual que lo
observado en PGB:8, se observa una extrafa variacion en el calor especifico cuan-
do se calienta la muestra a baja temperatura con dos temperaturas donde cambia la
pendiente, —119°C y a —85°C. Luego se observa el evento endotérmico a43°C y pos-
teriormente existe un complejo evento endotérmico a —10°C de muy baja variaciéon
de Entalpia, seguido de un evento alrededor de 15°C con AH = 14.24é , menor a
la observada en el evento a 7°C al disminuir la temperatura. Finalmente se obser-
van dos eventos endotérmicos alrededor de 60°C y 90°C que se corresponden a las
transiciones de PGB:10 a PGB2:101 y PGB2:101 a Pregabalina libre respectivamente,
como ya se observo en la figura 5.35.

El hecho de que la estructura II del compuesto PGB:10 fue medida a 27°C (Tabla
5.10)y a —123°C ( Tabla 5.15) lleva a pensar que las transiciones observadas a baja
temperatura deben estar relacionadas con el compuesto PGB2:101. Para confirmar
si esto es cierto se realiz6 una medicion de SC-XRD de un cristal con estructura
VIII a —10°C. El cristal no sufrié dafios visibles y la estructura pudo ser medida
sin mayores problemas, por lo que la duda sobre las caracteristicas de la transiciéon
observada a 7°C permanece. En la tabla 5.16 se muestran los datos de la medicién.

Datos VIII VIII,

Férmula Quimica 2(C8 H17 N1 02):C10 | 2 (C8 H17 N1 02):C10
H20 O2 H20 O2

M, 490.71 490.71

Sistema Cristalino y | Monoclinico, P2; Triclinico, P1

Grupo Espacial

Temperatura de medi- | —10(2)°C —123(2)°C

cion

ab,c (A) 6.5884(6) 7.7836(7) | 6.6286(8), 7.7307(9),
29.731(3) 28.801(3)

a,B,y(°) 90 96.214(5) 90 87.515(5) 84.564(5)

89.989(5)

Volumen (A°) 1515.7(2) 1467.9(3)

Z 2 2

z/ 1 2

Densidad (g/cm?®) 1.075 1.110

Radiaci6n MoK,,0.7107A MoK,,0.7107A

u(mm=-1) 0.075 0.077

Reflexiones medi- | 22694,5421, 30781,9886,

das,observadas

e independiente 3964 8332

Rint 0.0833 0.0819

sin(0) /Ame(A ) 0.603 0.668

R[F? > | 0.1089,0.2816, 1.110 0.1608,0.4154,1.752

20(F?)],wR(F?),S

# de parametros 315 459

# de restraints 1 3

APmas, Domin(e/ A7) 0.34-0.38 0.66,-1.13

TABLA 5.16: Datos de la determinacién de celda, resolucién y refina-
miento del compuesto PGB2:101



190 Capitulo 5. Sales y cocristales de Pregabalina

PGB2:101

6,72 s 7,88
6,70} 1 {7.86
6.63-} l I ] { ] ] 1 I 17,84
6,66 {

Z © a ‘ 1 {782 ~
w664 J J | 1 ‘ J -7,30%
EEl B
goa,g_ ———— ——t————————+——+——+—+—+— 7,76
301} 1 1 ] l |96
30,0 l ] l :::i:
< 29 ‘ ‘ 1 ] | fo | lo630 5=
o 298} { I T les1s =
29,7} ] ] { 1 J 196,00
20,6] ! los 85

-28 -26 -24 -22 -20 -18 -16 -14 -12 -28 -26 -24 -22 -20 -18 -16 -14 -12
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

FIGURA 5.46: Evolucién de los pardmetros de red del compuesto
PGB2:101 al disminuir la temperatura

A partir de dicha medicién se siguié bajando la temperatura del monocristal.
Se tomaron mediciones de 24 frames, 12 a 26 = 20° variando de a 0.5° la posicién
del monocristal y 12 a 26 = —20° variando la posicién del monocristal de forma
similar desde una posicion incial distinta. De esta manera se obtuvo los parametros
de celda cada 2°C . En la figura 5.46 se muestra un gréfico de dichas mediciones.
A simple vista parece que la celda no presenta grandes cambios, sin embargo, a
—17(1)°C se observa un abrupto cambio en los pardmetros a, b, ¢ y el voliumen del
compuesto. Luego, —25(1)°C se observa un salto en el angulo B. Estos cambios en
los pardmetros son consistentes con los dos primeros eventos térmicos observados
por DSC al disminuir la temperatura (ver figura 5.45). A —58.3(3)°C se observé una
celda similar de a = 6.70(2)A, b = 7.78(3)A, ¢ = 29.2(1)A y B = 95.9(2)°. El
pardmetro a muestra que el cristal continua manteniendo una expansividad térmica
negativa, aunque no se observan grandes diferencias con las celdas anteriores. Para
corroborar si habia diferencias al final de dicho proceso, se realiz6 una coleccion de
datos completa a —123(2)°C.

Sorpresivamente, la medicién a —123(2)°C dio una estructura triclinica cuyos
pardmetros de red se muestran en la tabla 5.16. La principal diferencia entre las es-
tructuras VIII y VIII, del compuesto es el cambio del pardmetro a# que cambia de
90° a 87.515(5)°. La similitud entre los parametros de la estructura VIII, y la es-
tructura IX llevan a pensar que es posible la existencia de una estructura distinta de
PGB2:121 a temperatura ambiente, aunque nunca se consigué un nuevo monocristal
para comprobarlo.

En la estructura VIII, se observan desplazamientos relativos de las moléculas
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de 4cido Decanoico y de Pregabalina. Esencialmente la estructura de puentes hidroé-
genos es la misma que la observada en VIII, aunque parece ser que los dos planos
consecutivos de Pregabalina interactuan entre ellos, se observa un acercamiento de
los grupos isobutil con los oxigenos de la Pregabalina. Mejores datos serdn necesa-
rios, para confirmar esto.

Se pudo confirmar la existencia de polimorfismo a baja temperatura para el com-
puesto PGB2:101, sin embargo, para un mejor estudio del mismo serd necesario ob-
tener muestra de la estructura VIIIpura con el objetivo de lograr mejores datos de
calorimetria. Como las transiciones observadas por DSC son de primer orden, es es-
perable que un monocristal sufra dafios al pasar por la transicién de fase. Esta puede
ser la razon de los altos valores observados en los indices de acuerdo de la resoluciéon
de la estructura VIII,. Como los cambios en la estructura son stitiles, mejores datos
seran necesarios para determinar los cambios estructurales en la transicion.

5.9. Conclusiones

Diferentes sales y cocristales de Pregabalina se han obtenido, los cuales pueden
servir para nuevas formulaciones farmacetticas de Pregabalina. Claras diferencias
estructurales se han observado entre las sales y los cocristales, mientras que los pri-
meros muestran estructuras cristalinas con fuertes enlaces puente hidrégeno entre
la amida protonada de la Pregabalina y el acido, los cocristales preservan la estruc-
tura de la Pregabalina en un plano (0,0,1) y se enlazan a las Pregabalinas por enlaces
puente hidrégeno O-H...O.

Estas diferencias estructurales llevan a distintos comportamientos térmicos: mien-
tras que al calentarlas las sales funden, los cocristales muestran una tendencia a se-
gregar, sublimando el 4cido y permaneciendo la Pregabalina en estado sélido. Parti-
cular interés muestran los cocristales de Pregabalina con 4dcido Octanéico, Decandi-
co y Dodecandico. La sublimacién se produce en dos etapas, permitiendo obtener
cocristales de distinta estequiometria, estables (o meta-estables) en condiciones am-
biente. Esto se pudo observar por SC-XRD para los primeros dos casos ya que dichas
transiciones suceden monocristal-monocristal, mientras que esto no pudo probarse
para el cocristal con Dodecandico ya que la transiciéon destruye el monocristal ini-
cial. Sin embargo la obtencién de cocristales con dcido Dodecandico con distinta
estequiometria dan un indicio de que hay cierta similaridad en el comportamiento.
La sublimacién en estas transiciones no se observan por TG, posiblemente porque
el peso del 4cido graso hace que el mismo permanezca dentro del crisol durante la
transiciéon. Sin embargo la misma transicion pudo ser observada por DTA, y en el
caso del 4cido Octandico y Decandico por DSC. Se observa la tendencia a una mayor
inestabilidad de los compuestos con acidos de cadenas alifaticas més largas.

Sttiles transiciones de fase se han observado en los cocristales con acido Octa-
noéico (Estequiometria 1-1) y dcido Decandico (Estequiometria 2-1) al disminuir la
temperatura. Si bien estas transiciones mostraron ser monocristal-monocristal, pa-
rece ser que la responsable de la misma son sutilezas en la estructura electrénica,
dificiles de observar por rayos X. Técnicas complementarias son necesarias para ob-
tener una mejor caracterizacion de las mismas.

En muchos casos se ha observado la expansividad térmica negativa en el eje a,
debido a la fortaleza del enlace puente Hidrégeno entre las Pregabalinas. Aunque es
un efecto raro, esto ha sido previamente reportado en otros cocristales organicos’*’.
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En el caso de cocristales de Pregabalina con acidos Octandico, Decanéico y Dodeca-
ndico, esta expansividad térmica negativa parece explicar la observacién de defor-
macion eldstica en monocristales de estos cocristales.
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Capitulo 6

Conclusiones

A lo largo de esta tesis se han explorado diferentas formas de modificar propie-
dades fisicoquimicas de un IFA, la busqueda de diferentes polimorfos y la obtenciéon
de sales y cocristales de un IFA, probando la viabilidad de las distintas estrategias
para modificar las propiedades fisicoquimicas de un IFA. En distintos procesos utili-
zados en la industria para el desarrollo de formas cristalinas de un dado IFA puede
suceder que se obtengan hidratos del IFA. En estos casos es importante establecer
la capacidad de este de transformar al compuesto anhidro (y la rehidratacion del
anhidro) asi como contemplar la posibilidad de la conversién entre distintos estados
de hidratacién. La combinacién de técnicas de difraccién de rayos X y técnicas de
calorimetria ha sido provechosa para estudiar la estabilidad relativa de distintos po-
limorfos, caracterizar diferentes transiciones de fase y realizar estudios de cinética
de transformaciones demostrando que estas técnicas tienen un gran potencial para
el estudio de distintas propiedades en IFAs.

Se han estudiado diferentes casos de polimorfismo en IFAs. Las diferentes es-
tructuras cristalinas pudieron ser caracterizadas en general por medio de SC-XRD.
En los casos que no fue posible crecer monocristales adecuados para la realizacién
de esta técnica, PXRD fue una técnica adecuada para permitir la diferenciacion de
distintos polimorfos.

De esta forma se estudi6 el caso de Palmitato de Pipotiazina, un IFA antipsicético
utilizado en algunos casos de esquizofrenia, del cual se obtuvieron dos polimorfos
distintos. Uno de ellos pudo ser resuelto por SC-XRD, mientras que la segunda for-
ma cristalina no pudo ser resuelta. PXRD fue una valiosa herramienta para permitir
establecer claramente que ambos polimorfos tienen estructuras cristalinas distintas.
Por medio de DSC también se pudo determinar que ambas formas tienen puntos
de fusién distinto, demostrando que son formas cristalinas diferentes. Esta técnica
permiti6é también establecer la relacién monotrépica entre ambas formas cristalinas.

La estabilidad relativa de los distintos polimorfos pudo ser establecida exitosa-
mente por medio de la técnica de DSC y se pudo establecer el cardcter enantiotrépico
o monotrépico de la relacion entre distintos polimorfos de un IFA. Ademaés del ya
mencionado caso de Palmitato de Pipotiazina, se abord¢ el estudio de Clorhidrato
de Bendamustina, un IFA utilizado en el tratamiento de multiples linfémas, donde
se encontraron tres polimorfos relacionados monotropicamente entre si. Por tltimo,
se estudio el caso de Clorhidrato de Tapentadol, un IFA utilizado en el tratamiento
del dolor, en el cual se encontraron dos formas cristalinas relacionadas enantiotr6-
picamente entre si. Ademads del interés de dicho compuesto desde el punto de vista
farmacettico, el estudio de este IFA permiti6 encontrar el efecto Termosaliente en la
transicién de fase entre ambas formas cristalinas, fendmeno que podria tener multi-
ples aplicaciones.
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Por medio de SC-XRD se pudo estudiar las caracteristicas estructurales de dis-
tintas formas hidratadas y sus correspondientes formas anhidras. La relacién es-
tructural entre los hidratos y la forma anhidra resulta importante para conocer la
posibilidad de que una fase convierta a otra bajo las condiciones de almacenamien-
to. Se ha logrado estudiar un caso de cada clase de hidrato que puede surgir: en el
caso de Clorhidrato de Bendamustina se obtuvo un hidrato de canal, que posee gran
facilidad de convertir a la forma anhidra con mayor similaridad estructural al mono-
hidrato. A su vez, esta forma anhidra puede rehidratarse facilmente en condiciones
ambiente.

También se estudi6é Pridinol Mesilato, un IFA utilizado como relajante muscular,
donde se encontré una forma anhidra que facilmente se hidrata y transforma a un
monohidrato de Pridinol Mesilato. Este hidrato es de la clase de hidratos de sitio
aislado, donde las moléculas de agua se encuentran fuertemente cohesionadas a la
estructura. En general en esta clase de hidratos la temperatura de deshidratacion es
alta debido a la fuerte cohesién. Particularmente complejo resulta el comportamien-
to térmico de Pridinol Mesilato monohiratado, donde el proceso de deshidrataciéon
puede verse superpuesto con la fusiéon del mismo. Se mostré que el compuesto an-
hidro puede hidratarse facilmente, pero es muy dificil que se vuelva a la forma des-
hidratada. Particular cuidado debe tenerse sobre este punto en el almacenamiento.

El caso del complejo de Pregabalina : MnCl, : H,O pertenece a la clase de hidra-
tos asociados a un ién. Como suele suceder en esta clase de hidratos el compuesto
presenta una alta temperatura de deshidrataciéon debido a la fuerte cohesiéon que
provee la unién de coordinacién a la molécula de agua. Si bien se ha podido deshi-
dratar el hidrato por métodos térmicos, los monocristales se rompene en este proceso
de forma tal que no fue posible resolver la estructura de la forma anhidra.

En el caso de Pregabalina, un IFA utilizado como analgésico, no se han encontra-
do polimorfos y es necesario mejorar la solubilidad. Se ha demostrado la viabilidad
de generar sales y/o cocristales para poder mejorar dicha propiedad. Las sales y co-
cristales han mostrado generar estructuras claramente disimiles, donde la estructura
cristalina de los cocristales preserva muchas caracteristicas de la estructura cristali-
na de la Pregabalina libre. La eleccién del coformador adecuado para el IFA que se
utiliza se basa en la eleccién de coformadores con los grupos funcionales adecua-
dos para obtener synthons con alta probabilidad de formacién. La cercania del Pka
del coformador con el IFA es critico para obtener un cocristal en vez de una sal.
Pequerias diferencias de Pka dan como resultado cocristales mientras que grandes
diferencias de Pka dan como resultado la formacién de sales. Las propiedades térmi-
cas en ambos casos han mostrado ser distintas; mientras que las sales de Pregabalina
funden al aumentar su temperatura, los cocristales tienden a disociar la Pregabalina
de su coformador, quedando la primera en estado sélido. Esta transicién pudo ser
estudiada por SC-XRD en los casos que la misma se producia de forma monocristal-
monocristal y a pesar de la aparente similitud entre las transiciones observadas en el
cocristal con dcido Octanoico y con acido Decanoico se han encontrado diferencias
estructurales que permiten pensar que los procesos son distintos.

Adémas de las posibilidades que dan los distintos cocristales y sales de Pregaba-
lina para el desarrollo de nuevas formulaciones farmacetticas, los cocristales de Pre-
gabalina con 4cidos grasos han mostrado propiedades térmicas y mecénicas inusua-
les como la deformacioén eldstica y la expansividad térmica negativa. La eleccion de
distintos coformadores permite pensar a futuro en la posibilidad de controlar estas
propiedades con la eleccién del coformador adecuado.
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