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RESUMEN

El siguiente trabajo consta de dos secciones principales: la primera enfocada en encontrar
una metodologia adecuada para la extraccidon dptima de 5 ingredientes farmacéuticamente activos
de sus presentaciones comerciales, por medio de un método de evaporacién lentay a su vez obtener
monocristales adecuados para realizar difraccién de rayos X de monocristal, después resolver y
refinar sus estructuras, y posteriormente ser depositadas en la Cambridge Structural Database (CSD,
por sus siglas en inglés). La segunda parte consistio en utilizar los refinamientos obtenidos para ser
estudiados en 3 tipos de analisis: 1) analisis de superficie de Hirshfeld, el cual cuantifica el porcentaje
de contribucidn de cada tipo de interaccién molecular a una isosuperficie construida alrededor de
la molécula; 2) analisis por probabilidad de formacion de enlace de hidrégeno, el cual, mediante un
analisis de regresién logistica, busca y analiza moléculas depositadas en la CSD que tengan los
mismos grupos funcionales, para encontrar un modelo que prediga cual es la probabilidad de que
un cierto tipo de enlace de hidrégeno se produzca; 3) Por ultimo, se utiliza un modelo de
complementariedad molecular que, al igual que el método de probabilidad de formacidn de enlace
de hidrdgeno, utiliza la informacion depositada en la CSD para proponer 5 descriptores (3 de forma
y 2 de polaridad) con la mayor relacion entre ellos para analizar mediante varios criterios de
diferencias estos pardmetros y deducir cuan semejantes son. Todos estos analisis solo tuvieron el
propdsito de determinar en conjunto cudl de los ingredientes farmacéuticamente activos es el mas
adecuado para volverse un coformador y cocristalizar con la aspirina y/o el acido salicilico.



ABSTRACT

The work includes two main sections: the first one focused on finding a suitable methodology for
the optimal extraction of five Active Pharmaceutical Ingredients (APl) from their commercial
presentations, by a slow evaporation method, and then obtaining suitable single crystals to perform
single crystal X-ray diffraction, then solve and refine their structures, and subsequently submit the
refinements to the Cambridge Structural Database (CSD). The second part consisted of using the
information collected in three types of analysis: 1) Hirshfeld surface analysis, which quantifies the
percentage contribution of each type of molecular interaction to an isosurface built around the
molecule; 2) hydrogen bond formation probability analysis, which, through a logistic regression
analysis, searches and analyzes molecules deposited in the CSD that have the same functional
groups, to find a model that predicts what is the probability of a certain type of hydrogen bond to
occur; 3) Finally, a molecular complementarity model is used, which, similarly to the hydrogen-bond
formation probability method, uses the information deposited in the CSD to suggest five descriptors
(three shape and two polarity descriptors) with the highest relationship between them, to
eventually determine criteria of differences between these parameters and deduce how similar they
are. All these analyses were intended for the evaluation of which of the studied APIs is the most
suitable to become a coformer to co-crystallize with aspirin and/or salicylic acid.
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1. INTRODUCCION

La budsqueda continua de nuevos materiales hace que las investigaciones sean cada vez mas
interdisciplinarias. Un caso muy especial es el de los compuestos destinados a la venta como
medicamentos, conocidos como ingredientes farmacéuticamente activos (API, por su traduccién del
inglés Active Pharmaceutical Ingredient). La sintesis de estos materiales, por lo general organicos,
estd a cargo de las plantas de la industria farmacéutica, asi como la presentacion final (excipientes,
aditivos, etc.). Para citar un ejemplo emblematico, se producen cada afio 40,000 toneladas de
aspirina [1]. Existe obviamente un control de calidad de estos productos, debido a que la venta de
los mismos estd regulada por normas estrictas. Estas normas son particularmente restrictivas en el
caso de moléculas quirales, para no repetir accidentes con graves consecuencias, el mas conocido
siendo probablemente el evento ligado a la talidomida, a principio de los afios 60 [2], [3].

Siempre es posible recuperar los APIs en forma muy pura si esta disponible un proceso de
extraccion eficiente. Esto permite estudiar a nivel mds bdsico las interacciones entre el APl y otros
componentes presentes, por ejemplo, en un medio fisiolégico. Mdas cercano a la ciencia de
materiales, esta el uso de estas moléculas como ligantes para la sintesis de complejos de
coordinacion con metales de transicidn [4], con la meta de conferir una propiedad fisica de interés
al material. Casos comunes son los materiales magnéticos, ferroeléctricos, o materiales con
propiedades cataliticas.

Dentro de estos estudios basicos, estd creciendo el campo de los sistemas cocristalizados.
Para un API, un nuevo compuesto obtenido por cocristalizacion puede modificar sus propiedades
bioldgicas. Un ejemplo sencillo es la cocristalizacion entre dos APls, con la idea de generar un efecto
de sinergia entre ambos. Un cocristal donde un componente es un API, también puede modificar
sus propiedades fisicas, en particular su solubilidad, y asi mejorar su comportamiento
farmacocinético [5].

La obtencién de cocristales depende estrechamente del potencial de formacién de
interacciones no covalentes entre los diferentes componentes del nuevo material. Estas
interacciones deben ser estabilizantes para el sistema cocristalizado, y pueden ser de varias
naturalezas, aunque los puentes de hidrégeno representan la clase mas importantes de ellas [6].

El presente trabajo se enfoca a cinco APls, potencialmente cocristalizables con el acido
salicilico o el acido acetilsalicilico (aspirina):

e el acido mefenamico, un antiinflamatorio no esteroidal usado para el tratamiento del dolor
leve o moderado [7], [8].

e El captopril, un inhibidor de la ACE (Angiotensin-Converting Enzyme, por sus siglas en inglés)
usado para el tratamiento de la hipertensidn arterial y de la insuficiencia cardiaca. Es una
molécula quiral, con dos centros esterogénicos (4 isémeros) [9], [10].


https://en.wikipedia.org/wiki/ACE_inhibitor

e El ketoconazol, un antimicético basado en el grupo imidazol, indicado en casos de
infecciones candididsicas. Es una molécula quiral, con dos centros esterogénicos (4
isomeros) [11], [12].

e La pregabalina, un fdrmaco antiepiléptico con propiedades analgésicas, andlogo del acido
y-aminobutirico (GABA), usado para el tratamiento del dolor neuropatico asociado a la
epilepsia. También se usa para el trastorno de ansiedad generalizada. Es una molécula quiral
con un centro quiral (2 isdmeros) [13]-[15].

e El diclofenaco, un antiinflamatorio no esteroidal, prescrito para la artritis y otros males
similares, como la gota [16], [17].

Molécula Férmula Referencia por R1 (%)
DRX
Acido (XYANACO1) [18] | 7.8

HO (e
mefenamico NH (2004)

Captopril (MCPRPLO1) [19] | 1.95
HS =0 (2015) (T=100K)
N
< 7 J\OH

Ketoconazol NN al (ETEXAC) [20] 3.85
I\ /NOOL(O (2004)
cl

Pregabalina (CIDDEZ) [21] 5.1 (CIDDEZ:
(SOKDUUO01) [22] | forma
NH; (2007, 2019) anhidra)
R 5.86
OH (SOKDUUO01:
forma
hidratada)
Diclofenaco OH (SIKLIH11) [23] 3.4

cl o (2019) (T=110K)
©:NH
Cl

Tabla 1.1: Férmulas de los compuestos estudiados como componentes principales de cocristales. Los reportes
por DRX estdn indicados con sus referencias y los cddigos para las estructuras depositadas en la CSD
(Cambridge Structural Database).

Las fdrmulas quimicas de estos compuestos son obviamente conocidas (Tabla 1.1), asi como
sus estructuras cristalinas. Sin embargo, siempre existe un interés para la re-determinacién de estas



estructuras, por dos razones: (i) en funcién del procedimiento de extraccidn y cristalizacion, siempre
es posible descubrir nuevas formas polimdrficas no reportadas en la literatura, o nuevas férmulas
guimicas, correspondientes a nuevos solvatos o hidratos. (ii) en ciertos casos, las estructuras
cristalinas disponibles son de baja resolucién experimental, sobre todo cuando se han determinado
en tiempos remotos. Para cada uno de los fdrmacos estudiados, se indica en la Tabla 1.1 la fecha de
la determinacién estructural por difraccidon de rayos X de monocristal (DRX) mas reciente, con el
valor del residuo R, [24], indicando de manera aproximada la calidad de la determinacién
estructural.

En este trabajo, para los potenciales cocristales formados con estas moléculas, se usé como
segundo componente el cido salicilico y el derivado acetilado correspondiente, es decir el acido
acetilsalicilico (aspirina). Como se indica en la Tabla 1.2, ambas moléculas han sido también
estudiadas por DRX, incluyendo formas polimdrficas en el caso de la aspirina.

Molécula Férmula Reporte por DRX R1 (%)
Acido salicilico HO O (SALIAC20) [25] 2.29
OH (2016) (T=90K)
Aspirina HO___O (ACSALA28) [26] 6.8
o (2020) (T =100 K)
g
o)

Tabla 1.2: Segundo componente para los cocristales estudiados.

Estos dos compuestos tienen en comun la presencia de un grupo acido carboxilico, el cual
es un aceptor para puentes de hidrégeno por su grupo carbonilo (C = 0), y también un donador a
través del grupo hidroxilo (OH). La situacién es la misma para los API’s estudiados: cuatro de ellos
tienen un grupo acido carboxilico. El ketoconazol es diferente, debido a que no incluye grupos
donadores, excepto los grupos CH, conocidos por ser donadores débiles. Sin embargo, esta
molécula contiene aceptores para puentes de hidrégeno: el imidazol y el grupo C = O de la funcidn
acetilo.

Estas caracteristicas son favorables para la formacidn de cocristales entre los compuestos
de la Tabla 1.1 y los de la Tabla 1.2. Sin embargo, otros criterios intervienen para que la
cocristalizacidon sea efectiva: factores estéricos, grupos espaciales de los componentes, fuerzas
repulsivas, y propiedades acido-base de los componentes [27].

Este ultimo criterio es importante para cocristalizar especies neutras, evitando el
desplazamiento de protones entre un componente y el otro, y asi evitar la formacién de sales
orgdnicas, en general mas estables que los cocristales correspondientes. De manera semi-empirica,
se ha establecido la “regla del pK,": siendo ApK, = pK,(base) — pK,(acido), la transferencia de
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proton entre un acido y una base no ocurre si ApK, < —0.25, pero ocurre si ApK, > 3 [28]. Valores
en el rango —0.25 < ApK, < 3 no determinan ninguna preferencia hacia la formacién de una sal o
un cocristal.

De manera general, no es un problema sencillo determinar el potencial de cocristalizacion
de un par de moléculas, independientemente de que sean APIs o no. Tomando en cuenta que las
propiedades fisicoquimicas de un material cocristalizado pueden resultar totalmente distintas de
las propiedades de los componentes [29], determinar estos potenciales de cocristalizacion genera
un campo de investigacién activo en Ciencia de Materiales, sobre todo cuando se trata de mejorar
propiedades como solubilidad o biodisponibilidad, factores claves en la industria farmacéutica [30],
[31].

Una condicidon necesaria para llevar a cabo estos estudios predictivos es tener acceso a
estructuras cristalinas determinadas con datos de DRX de alta resolucién para los componentes,
debido a que varios softwares requieren datos como el grupo espacial, las posiciones atdmicas o la
composicion quimica. El conocimiento cristalografico de un componente para un cocristal también
incluye su propension a estabilizar distintas formas polimdrficas, asi como una variedad de formas
hidratadas o solvatadas [32].

Con estos antecedentes, se formula la siguiente hipétesis:

e Cualquiera de los 5 medicamentos (acido mefenamico, captopril, diclofenaco, ketoconazol
o pregabalina) es un excelente candidato para formar cocristales con la aspirina o el acido
salicilico.

Esta afirmacidn podrd validarse, mediante los siguientes objetivos:

Objetivo general:

e Determinar las estructuras de rayos X en monocristal de ingredientes farmacéuticos activos
de medicamentos comerciales, y determinar su potencial para la formacién de nuevos
cocristales con la aspirina y el acido salicilico.

Objetivos particulares:

e Seleccionar farmacos comerciales u otros compuestos quimicos cercanos que pudieran
presentar interacciones fisicoquimicas apropiadas para cocristalizar con la aspirina y el acido
salicilico.

e Determinar las condiciones experimentales (disolvente, temperatura y concentracién) de
extraccién y cristalizacion de los ingredientes farmacéuticos activos.

e Obtener monocristales adecuados (de forma definida, pequefios) para ser medidos en un
difractdmetro de monocristal.

e Medir los datos de difraccion de rayos X en monocristal, resolver y refinar las estructuras
correspondientes.



e Analizar las interacciones intermoleculares presentes en los APls.
e (Clasificar los medicamentos segun su potencial para formar enlaces por puentes de
hidrégeno.



2. MARCO TEORICO

2.1. Aspirina y cocristales

La aspirina, de férmula CsHgO4, es conocida por sus propiedades antipiréticas, analgésicas y anti-
inflamatorias, haciendo de este medicamento uno de los mds usados a nivel global. Es un derivado
del acido salicilico, C;HsO3, una molécula muy simple y no quiral, basada en un anillo bencénico
disustituido en posicion orto (ver Tabla 1.2). La aspirina cristaliza en el grupo espacial P2;/c [26],
aunque existe una probable fase polimérfica en el mismo grupo espacial, la cual todavia esta en
debate en la comunidad de los cristaldgrafos [33]. Para el acido salicilico, una sola fase cristalina ha
sido reportada hasta la fecha, en el grupo espacial P2;/c [25].

El concepto de cocristal estd en principio bien definido, y la IUCr (Unién Internacional de
Cristalografia) propone la siguiente definicion, no ambigua:

“Solido formado por material cristalino de una sola fase que tiene dos o mds compuestos
moleculares y/o ionicos diferentes, generalmente en una proporcion estequiométrica que no son
solvatos ni sales.” [34]

Sin embargo, otras definiciones mas o menos restrictivas también son aceptadas. Por
ejemplo, muchos investigadores consideran que los componentes puros del cocristal deben ser
solidos en condiciones normales de temperatura y presién. Otros, al contrario, consideran que los
clatratos y los solvatos son cocristales [35], [36]. Existe una tendencia, en el caso de los cocristales
de APIs, a usar una definicién restrictiva: los componentes del cocristal deben ser sdélidos en
condiciones normales, y encontrarse en su forma neutra y en una relacion estequiométrica en el
cocristal. Esto no impide que un cocristal pueda ser hidratado o solvatado [37].

Todos los compuestos descritos en las Tablas 1.1 y 1.2 son sélidos a temperatura ambiente.
Por otra parte, la aspirina y al acido salicilico pueden formar cocristales con muchas otras moléculas.
Si consideramos los cocristales que han sido caracterizados por difraccion de rayos X en monocristal,
una busqueda en la CSD permite evaluar el potencial de cocristalizacion de estos componentes. Con
la aspirina, se reportaron 12 cocristales binarios, con diferentes relaciones estequiométricas entre
los componentes: 1:1, 2:1 y 3:2. Para el acido salicilico, se reportaron 112 cocristales binarios, con
un abanico de relaciones estequiométricas mucho mas amplio, de 1:1 hasta 9:1 (Figura 2.1).

Es importante mencionar que las condiciones experimentales de cristalizacién son
importantes para la estabilizacion de un cocristal. Haciendo uso de la CSD, se buscaron los
disolventes utilizados en cada cocristal de aspirina o acido salicilico, depositados en la base de datos,
y los resultados se indican en la Figura 2.2. Estos datos no deben ocultar el hecho de que,
frecuentemente, para obtener un cocristal en forma de monocristal adecuado para su
caracterizacidn por DRX, se necesitan muchas pruebas de cristalizacion, con diferentes disolventes.
Estas pruebas negativas no se reportan en la literatura, dificultando el trabajo de eleccidn de un



disolvente adecuado para un API dado, o para la cristalizacidn de un cocristal basado en varios APls

[38].
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Figura 2.1: Relaciones estequiométricas para los cocristales de aspirina y dcido salicilico reportados en la
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Figura 2.2: Disolventes usados para obtener los cocristales de aspirina y dcido salicilico reportados en la CSD.

Por otra parte, las técnicas de obtencién de cocristales son muy variadas, y no siempre
reproducibles. Unas técnicas son adecuadas para la escala de laboratorio, pero no todas pueden ser
escalables a nivel de produccién en una planta. Las técnicas mas usadas son:

e Evaporacion del disolvente de una disolucion de los componentes puros: Este método es
adecuado cuando la solubilidad de ambos componentes es similar. Se coloca tanto el API
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como el coformador en un disolvente o mezcla de disolventes, hasta que se evapora o se
retira. La mayoria de estos disolventes son organicos. En este caso, se espera una agregacion
de los componentes durante la fase de nucleacion, para luego crecer monocristales del
cocristal. Esta etapa de agregacidon depende esencialmente de las posibilidades de
interaccion no covalente entre los componentes. Este método tiene la ventaja de ser
sencillo, pero con la posibilidad de recristalizacion de los componentes puros en vez del
cocristal. Es uno de los métodos mas usados para llevar a cabo pruebas con distintos
disolventes, concentraciones o coformadores, hasta encontrar pardmetros adecuados [39].

e Enfriamiento de una disolucidn: al bajar gradualmente la temperatura de una disolucién de
los componentes, el producto de solubilidad del cocristal disminuye, permitiendo su
cristalizacidon. De la misma manera que en el caso anterior, este método asume que las
interacciones no covalentes son lo suficientemente fuertes como para establecer una pre-
organizacién de los componentes en disolucidn. Las desventajas de este método son por lo
tanto idénticas [40].

e Adicion de un anti-disolvente. La meta es la misma que en el caso anterior, pero en lugar de
variar la temperatura de cristalizacion, se baja artificialmente el producto de solubilidad del
cocristal al agregar un anti-disolvente, que requiere condiciones muy especificas como ser
soluble en el primer disolvente y que el cocristal tenga baja solubilidad en la mezcla. La
principal desventaja de este método es que, en la mayoria de los casos, no se puede
controlar el tamafio de los cristales obtenidos. Estos pueden ser de tamafio micrométrico,
y no ser adecuados para la DRX [41].

e Reaccion o precipitacion: en este caso, se controla la formacion de un cocristal con una
estequiometria reproducible, realizando una reaccién quimica entre los componentes, y
precipitando el producto de reaccién con un anti-disolvente. La ventaja del método es el
control de la reaccion. En particular, los rendimientos de reaccién son reproducibles, lo cual
permite un escalamiento del método. La desventaja es la necesidad de recristalizar el
cocristal, con el fin de tener una muestra que se pueda estudiar por DRX, ademds de una
posible solvatacion [42].

e Slurry: se prepara una suspension de los compuestos en forma de polvos finos en una
mezcla de anti-disolventes, para luego agregar un disolvente. Se trata en realidad de un
método de cristalizacién intermedio entre el estado liquido y el estado sélido [30].

Estos son solamente algunos métodos, todos basados en una recristalizacion en disolucién.
Existen también métodos en el estado sdélido, por ejemplo, por molienda de los componentes o por
molienda asistida.

Finalmente se han desarrollado métodos mas sofisticados, como la cristalizaciéon en
presencia de ultra-sonidos, usando fluidos supercriticos, por liofilizacién o por electrospray, entre
otros. Un articulo de recopilacidn reciente de Marisa Rodrigues et al. Incluye 21 técnicas diferentes
de cocristalizacion de APIs [38].



2.2.Difraccion en monocristales

La difraccion de monocristal es considerada como una técnica esencial para la caracterizacion
estructural a escala atémica. Sin embargo, por su esencia, esta limitada a los materiales en el estado
cristalino [43], [44].

Es la interaccidén entre las nubes de densidad electrdnica de la materia y los rayos X que
provoca el fenédmeno de difraccién, a condicién de tener las moléculas ordenadas a largo alcance
en el espacio tridimensional. Ademas, para tener un experimento interpretable en términos de
posiciones atémicas, se necesita un monocristal de tamafio adecuado, con dimensiones del orden
de 0.1 mm, y de calidad éptima, con una mosaicidad (parametro que nos indica el orden interno de
los pequefiios bloques que componen un cristal [45]) baja, conveniente para generar picos de Bragg
[46].

Técnicamente, se orienta el cristal con un gonidmetro, para alcanzar las posiciones donde
se cumple la ley de Bragg para los planos (hkl) del cristal, y asi medir el nimero de intensidades de
difraccion I(h,k,1) el mas grande posible. Estas intensidades, junto con fases a(h,k,1l)
reconstruidas con algoritmos usando solamente las intensidades medidas como fuentes de
informacidn [47], permiten calcular un mapa de densidad electrénica p(x, y, z) para la celda unidad
[48]:

p(x,y,z) =V~ Z F(h,k, l)e—Zni(hx+ky+lz)
hk,l

donde V representa el volumen de la celda unidad, y F (h, k, 1) es el factor de estructura incluyendo

las posiciones atdomicas (xj, yj,zj) para cada j-ésimo atomo en la misma celda unidad:

F(h k1) = Ef},eZHi(hxj+ky]'+le) = |F(h k,)|eiatrkD
J

Los términos f; son los factores de dispersion atémicos, aplicables para todos los elementos
de la tabla periddica y para cualquier angulo de Bragg en un experimento de difraccién realizado
con una radiacion de longitud de onda A conocida [49]. La norma del factor de estructura,
|F(h,k,1)|, es calculable directamente a partir de las intensidades de difracciéon: I(h, k, 1) =
|F(h, k, )|?. El proceso de reconstruccién de las fases a(h, k, ) es mas complejo, pero casi siempre
realizable cuando los datos de intensidades de difraccidén son de buena calidad, y medidos hasta una
resolucidn experimental adecuada [44].

Dicho de otra manera, la densidad electrdnica se calcula en cada punto del espacio del
cristal, en forma de una serie de Fourier donde los coeficientes de Fourier son los factores de
estructura F(h, k,1). Estos ultimos se extraen de las intensidades de difraccién I(h, k, 1) medidas
experimentalmente.



Una vez calculado este mapa de densidad, se interpreta como una estructura molecular.
Esta estructura incluye no solamente las coordenadas atémicas (x]-, Vi z]-), sino también los factores
de desplazamiento de los atomos en el cristal, como consecuencia de las vibraciones térmicas.
Finalmente, se reconstruye la estructura del cristal (es decir mas alla de una celda unidad aislada)
aplicando los operadores de simetria del grupo espacial al cual pertenece el cristal [44].

El ajuste entre el conjunto total de pardmetros describiendo una estructura cristalina y los
datos experimentales I(h, k, 1) se realiza minimizando una funcién D [50]:

m
2
D= Z Wy (Fczalc,r - kFozbs,r)
r=1

donde la sumatoria se calcula para m intensidades medidas. Los factores de estructura F,4;. son
calculados con el modelo estructural, mientras los factores F,,s provienen del experimento de
difraccidn. Los términos k y w son un factor de escala general para los datos de difraccion, y un
esquema de ponderacién sobre estos datos, considerando que la precisién de las mediciones
experimentales varia en funcién del dngulo de Bragg.

Un buen ajuste entre los factores de estructura calculados y observados disminuye el valor
de D. La minimizacién de esta funcidn se realiza por minimos cuadrados. El proceso nunca es lineal,
pero converge después de un nimero limitado de iteraciones del proceso (en general 20 ciclos de
minimizacién son suficientes, cuando el modelo estructural propuesto se acerca a la realidad). El
acuerdo entre la estructura resultante de la minimizacién de D y los datos experimentales se estima
con una funcién residual, la mas empleada siendo R; [24], definida por:

R. — Z“Fobsl - |Fcalc||
! 2l Fopsl

donde las sumatorias se expanden sobre las mismas m intensidades medidas que para la funcién D.

Se considera, de manera muy aproximada, que una estructura cristalina esta correctamente
refinada cuando R; < 0.05 para el grupo de reflexiones teniendo I (h, k,1) > 2a(I), donde o(I) es
la desviacién estandar sobre la medicion de I(h, k, 1) [51].

2.3.Base de Datos CCDC y Mercury

El CCDC (The Cambridge Crystallographic Data Centre) es una empresa con perfil de asociacion civil,
fundada en 1962 por Olga Kennard, instalada en Inglaterra. Su actividad principal consiste en
recopilar las estructuras cristalinas para compuestos organicos y metal-organicos reportadas en la
literatura, y editar una base de datos, conocida como CSD (Cambridge Structural Database [52]). La
CSD contiene actualmente un poco mas de 1,100,000 estructuras cristalinas.

Los programas asociados a la CSD permiten un uso racional de esta base de datos. Para el
trabajo de esta tesis, se usaron principalmente los siguientes componentes:
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e CONQUEST [53]: una interfaz grafica con la CSD en donde se inserta informacion ya sea por
medio de dibujar la estructura quimica de interés, buscando pardmetros de celda
especificos o con el cddigo de referencia CSD; permitiendo extraer datos de interés,
derivados de las coordenadas atémicas de las estructuras cristalinas publicadas. Las
busquedas se realizan con preguntas conectadas por operadores booleanos, y los
resultados pueden analizarse con las herramientas estadisticas disponibles en MERCURY
[54].

e MOGUL [55]: es un programa que provee informacidn precisa de geometrias moleculares
depositadas en la CSD. Hace un analisis estadistico para comparar la informacién de una
parte especifica de interés de una molécula, con las disponibles en la base de datos.
También sirve para validar angulos, distancias de enlace, angulos de torsién o conférmeros.

e MERCURY [54]: es un programa de visualizacidon de estructuras cristalinas, con un sub-
conjunto de programas dedicados al andlisis estadistico de los pardmetros derivados de las
coordenadas atdmicas.

La BUAP es el nodo 1514 del CCDC desde el afio 2001, y tiene por lo tanto un acceso sin restriccion
a todos los productos del CCDC.
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3. METODOLOGIA

3.1.Extraccion y recristalizacion de ingredientes farmacéuticamente activos

Se eligio el método de evaporacién de disolvente, debido a su facil implementacién, bajo costo. En
general, permite encontrar mediante prueba y error las condiciones adecuadas para cristalizar los
APls. La forma en la que se extrajeron estos medicamentos fue parte de los resultados del trabajo
de esta tesis, usando experimentos de prueba vy error.

El método consistid en pulverizar (si era necesario) la muestra de medicamento para
obtener un polvo homogéneo que se disolvié en el disolvente 1 a una temperatura adecuada, hasta
que se obtuvo la solucién mas homogénea posible. Debido a que las formas comerciales de los
medicamentos contienen excipientes y otros aditivos que pueden interferir con la recristalizacion,
se filtré la solucién hasta que fue lo mads traslucida posible, removiendo los restos sélidos, y se dejé
evaporando (a temperatura ambiente) lentamente, hasta que todo el diluyente desaparecié. Se
realizd una prueba de punto de fusidn para corroborar que lo extraido fuese el APly no el excipiente.
Si lo extraido no era el compuesto activo, entonces se cambiaba el disolvente 1 hasta encontrar el
adecuado.

Después de esta etapa de extraccidon del API, se procedid a la etapa de recristalizacion: se
tomaron los cristales y se pusieron junto al disolvente 2 en un vaso de precipitados a temperatura
ambiente, para dejarse evaporar lentamente hasta obtener cristales de mayor tamafio, y de calidad
suficiente para el experimento de difraccion en monocristal. Los disolventes o mezclas de
disolventes se reportan en la Tabla 3.1.

Molécula Presentacion Disolvente 1 Temperatura (K) Disolvente 2
Acido Tableta Isopropanol 295 Isopropanol
acetilsalicilico
Acido Salicilico Polvo Agua/Etanol 295 Etanol
Acido Tableta Dimetilformamida 323 Acetona

mefenamico

Captopril Tableta Agua/Metanol 295 Metanol
Ketoconazol Tableta Metanol 295 Metanol
Pregabalina Capsula Agua/Etanol 295 Etanol
Diclofenaco Tableta Acetona 295 Acetona

Tabla 3.1: Condiciones experimentales de extraccion y recristalizacion de los APIs.
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Se utilizaron otros disolventes organicos, principalmente los presentes en la Figura 2.2:
acetonitrilo, dietileter, etil acetato. Estos ultimos no lograron extraer de forma adecuada el
compuesto activo. Se aumentd la temperatura cuando el compuesto activo no tenia una buena
diluciéon. Las combinaciones finales de disolventes y temperatura para la obtencion de
monocristales de cada APl se muestran a continuacion:

Acido mefenamico. Se utilizé medicamento de Laboratorios Novag Infancia (tableta, 500 mg de API).
Se pesa la tableta (676 mg), se tritura en un mortero hasta quedar un polvo blanco y se disuelve en
25 ml de DMF; posteriormente, la solucidn se calienta 3 min. a una temperatura de 50 °C para ayudar
a la disolucién total del polvo en el DMF. Finalmente, el recipiente se cubre con parafiim y se deja a
temperatura ambiente hasta que evapore completamente el disolvente. Se obtienen pequefias
placas del APl que se redisuelven en acetona para cubrir nuevamente el recipiente con parafilm y
dejar que se evapore lentamente el disolvente a temperatura ambiente hasta obtener cristales
pequeios y de forma definida, adecuados para montar en el difractémetro.

Captopril. Se utiliz6 medicamento de Laboratorios Bruluart (tableta, 25 mg de API); se pesaron 5
tabletas (455 mg), se trituraron en un mortero hasta quedar un polvo blanco, este se colocé en un
vaso de precipitados en donde se agregaron 10 ml de agua, y posteriormente 8 ml de metanol.
Después de completar la disolucidn, se filtrd, y se colocd parafilm para deja evaporar lentamente a
temperatura ambiente, hasta obtener cristales.

Ketoconazol. Se utilizé medicamento de Laboratorios Novag (tableta, 200 mg). Se trituré una tableta
en un mortero hasta obtener un polvo rosa, que se colocd en un vaso de precipitados y se agregan
10 ml de metanol. Se dejé bajo agitacidon hasta completa disolucién, y se filtré. Se colocd parafilm
sobre el recipiente y se dejo evaporar lentamente a temperatura ambiente hasta obtener cristales.

Pregabalina. Se utiliz6 medicamento de Laboratorios Pfizer (capsula, 150 mg de API). Se peso la
capsula (199 mg), se disolvié en 10 ml de agua, y posteriormente se agregaron 10 ml de etanol. Se
disolvié completamente y se filtrd. La solucidén se cubridé con parafilm y se dejé a temperatura
ambiente para evaporar el disolvente. Cuando aparecieron los primeros cristales y aun no se
evaporaba completamente el disolvente, el vaso fue inclinado en un dngulo de 45° para separar los
primeros cristales (forma anhidra de la pregabalina). La solucidn restante se dejoé evaporar, para
obtener cristales de la forma hidratada de la pregabalina.

Diclofenaco (Diclofenaco sddico). Se utilizé medicamento de Productos Farmacéuticos Collins
(tableta de 100 mg de API). Se triturd una tableta en un mortero hasta obtener un polvo fino que se
disolvié en 40 ml de acetona a temperatura ambiente, y se filtré con un embudo de Blichner. La
solucidon amarillenta se deja evaporar a temperatura ambiente hasta que todo el disolvente se
agotara, para obtener pequefios cristales amarillos adecuados para la difraccion.

Acido acetilsalicilico (Aspirina). Se utiliz6 medicamento de Laboratorios Bayer (tableta de 500 mg
de API). Se triturd una tableta (610 mg) en un mortero hasta obtener un polvo fino blanco que se
disolvié en 30 ml de 2-propanol, se filtrd y se colocd un parafilm para evitar la intrusidn de particulas
exteriores. Se dejé evaporando lentamente a temperatura ambiente hasta obtener cristales
adecuados para la difraccion.
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Acido salicilico. Se disolvieron 145 mg de &cido salicilico (polvo) marca Medinatural en 5 ml de agua.
Se disolvid hasta obtener una solucion saturada. Luego, se agregaron 6.6 ml de etanol y se filtro la
disolucién para dejar evaporando lentamente, hasta obtener cristales adecuados para la difraccién.

3.2. Difraccion de rayos X en monocristal

Los experimentos de difraccidn de rayos X en monocristal se realizaron en el Instituto de Fisica “Luis
Rivera Terrazas”, en el equipo de difraccion STOE Stadivari, con micro fuente de radiacion de Ag de
la marca AXO (A = 0.56083 A) y un detector DECTRIS Pilatus-100K, colocado a 40 mm o 50 mm del
cristal. Los datos de difraccién de midieron a temperatura ambiente (295 K).

Para seleccionar cristales adecuados se utiliza un procedimiento preliminar (logrado con la
experiencia), en el que se determina tanto la matriz de orientacion como la simetria de un cristal
preliminar, colocando el cristal en el gonidmetro de precision angular de 0.001° en una orientacién
de 260 = —10°y y = —45°, en la que las rotaciones del cristal estarian en un rango de 0 < ¢ <
360°. Los barridos se realizan sobre el ultimo angulo, en el rango 170° < w < 190°. Cada imagen
de difraccién (frame) corresponde a un barrido de 1° sobre w realizado durante un tiempo de 10 o
20 segundos, mostrando los picos de difraccién, su distribucion en el espacio reciproco, y su
intensidad.

Este pre-experimento permite seleccionar un cristal adecuado para medir un conjunto de
datos completos, necesario para resolver y refinar la estructura cristalina. Las condiciones
experimentales utilizadas en esta etapa estan reportadas en la Tabla 3.2. En el caso del acido
salicilico y de la aspirina, sélo se determinaron los pardmetros de celda unidad para confirmar la
obtencidn de estos compuestos en forma pura, pero no se midieron datos de difraccién, debido a
que la cristaloquimica de estas moléculas ha sido extensamente estudiada.

. Rango de Distancia .
) Tiempo total de . Redundancia
Molécula .. Bragg cristal-detector .
exposicion (h.) media
(206) (mm)
Acido mefenamico 17.8 0-44 40 5
Captopril 25.4 0-45 40 5
Ketoconazol 22.7 0-44 40 5
Pregabalina anhidra 225 0-45 40 5
Pregabalina.H,0 21.1 0-43 40 5
diclofenaco 61 0-42 50 10

Tabla 3.2: Pardmetros utilizados en la difraccion de rayos X en monocristal.

Las intensidades de difraccidn se integraron con el software X-AREA (Version 1.88) [56] para
obtener la simetria del cristal, la indexacion de los picos de difraccidn, y las intensidades. Con base
a estos datos se resolvieron las estructuras utilizando el programa SHELXT [57], y se refinaron con
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el programa SHELXL [58], usando procedimientos estandares. La interfaz grafica para usar ambos
programas fue OLEX2 (Version 1.3) [59].

Las Tablas 3.3 y 3.4 reportan los datos cristalograficos y los pardametros de refinamiento para las
seis estructuras determinadas por DRX.

Cristal Acido Captopril Ketoconazol Diclofenaco
Mefenamico

Formula C15H15N02 C9H15N03S C25H28C|2N404 C55H58C|8N4Na4022
Peso molecular 241.28 217.28 531.42 1524.70
Tamafio del cristal | 0.34 x 0.29 x 0.43x0.15 x 0.25x0.11 x 0.18 x0.18 x 0.06
(mm3) 0.09 0.08 0.10
Grupo espacial P-1 P2:2124 P1 P-1
a(A) 6.8159(7) 6.8385(4) 10.4215(13) 9.4370(4)
b (A) 7.3183(8) 8.8308(7) 10.8460(13) 9.5675(5)
c(A) 14.4171(17) 18.0076(15) 13.2496(17) 19.1526(10)
a (%) 76.612(9) 90 67.943(9) 90.331(4)
B(°) 79.167(9) 90 79.578(10) 99.828(4)
v (°) 65.527(7) 90 65.943(9) 90.436(4)
V(A3 633.29(13) 1087.47(14) 1266.8(3) 1703.79(15)
27 2,1 4,1 2,2 1,1
Refl. medidas 12474 23231 33020 51408
(senB/A)max (A1) 0.62 0.62 0.67 0.62
Rint (%) 4.82 5.01 6.85 10.09
Datos/parametros | 2582 /173 2210/ 134 10644 / 651 6930/ 438
Restricciones 0 0 9 0
R1, WRy [I>206(/)] 4.61,11.23 4.35,11.59 4.59,9.37 4.14,9.06
R1, WR; [datos 9.24,13.25 5.41, 12.46 13.53,11.76 8.75, 10.27
completos]

Tabla 3.3: Datos cristalogrdficos para los APIs dcido mefendmico, captopril, ketoconazol y diclofenaco.

En el caso del diclofenaco, se midieron varios cristales, comprobando que este compuesto da
sistematicamente cristales maclados. Se refind la estructura considerando un cristal con dos
componentes, relacionados por la matriz[-100,01 0, 0 0 -1], con un componente participando por
16.6 % en los factores de estructura, y el otro componente con 82.4 % [60].

Para el 4cido mefenamico, el captopril, el ketoconazol y las dos formas de la pregabalina, se
obtuvieron estructuras idénticas a las reportadas anteriormente.

Sin embargo, los cristales de diclofenaco sédico dieron pardmetros de celda no reportados en
la CSD. Al refinar la estructura, se encontré que el diclofenaco estaba cristalizado con 3.5 moléculas
de agua, mientras los reportes anteriores eran para formas hidratadas con 4.75 o 5 moléculas de
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agua para cada molécula de diclofenaco. Esta nueva forma cristalina para este APl se reporté en la

seccién E de Acta Crystallographica [61].

Cristal Pregabalina anhidra Pregabalina hidratada
Férmula C3H17N02 C8H19N03
Peso molecular 159.22 177.24
Tamafio del cristal | 0.39 x0.28 x 0.07 0.44 x 0.20 x 0.08
(mm3)

Grupo espacial P2:2124 2

a (A) 6.4602(3) 9.6091(7)

b (A) 7.8150(3) 7.4749(7)
c(A) 18.6281(11) 15.9964(14)
a (%) 90 90

B(°) 90 101.486(6)
v (°) 90 90

V (A3) 940.47(8) 1125.96(17)
27 4,1 4,1

Refl. medidas 19938 11830
(senB/A)max (A1) 0.62 0.62

Rint (%) 4.72 4.42
Datos/parametros | 1921/ 168 2307/118
Restricciones 0 1

R1, WR [I>25(1)] 3.28,8.14 4.52,11.22
R1, wR; [datos 4.19, 8.63 7.68,12.78
completos]

Tabla 3.4: Datos cristalogrdficos para la pregabalina anhidra y la pregabalina hidratada.

Por otra parte, tomando en cuenta que los niveles de resolucidn de las estructuras obtenidas

en este trabajo son satisfactorios, se depositaron en la CSD. Hay que tomar en cuenta que estas

estructuras ya habian sido depositadas antes, pero al avanzar la tecnologia, la resolucion de los

datos de la celda se mejora con el paso del tiempo, y al hacer estos depdsitos se contribuye a lograr

esa actualizacion.

Acido mefenamico:
Captopril:
Ketoconazol:
Pregabalina anhidra:
Pregabalina hidratada:

DOl =10.5517/ccdc.csd.cc273s49

DOl =10.5517/ccdc.csd.cc273s5b

DOl =10.5517/ccdc.csd.cc273s6¢
DOl =10.5517/ccdc.csd.cc273s9g

DOl = 10.5517/ccdc.csd.cc273s7d
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3.3. Analisis de propension de formacion de enlace de hidrogeno

La informacidn de las estructuras refinadas se utilizé para analizar la tendencia de formacién de
enlaces de hidrégeno. Se hizo uso del software MERCURY (Versién 2020.3) con el paquete CSD-
Materials usando la instruccién Hydrogen Bond Propensities, la cual utiliza la base de datos CSD en
busqueda de coincidencias en los grupos funcionales, para establecer pardmetros (funcion
competitiva, funcidon de densidad estérica y los grupos funcionales donadores o aceptores) que,
mediante un modelo estadistico de regresion logistica, dan como resultado la propensién en formar
puentes de hidrégeno, que va desde un valor de 0 hasta un valor de 1 [62].

La probabilidad de formacién de enlace de hidrégeno, P, se determina mediante un modelo
lineal de parametros descriptivos xj, para cada i-ésimo dtomo donador o aceptor, con coeficientes
By calculados a través de la regresion logistica, y un parametro « (intercepto), definiendo una linea

base [63]:
p i
log(—1 —P) =a +Zxkﬁk

Los parametros descriptivos x;, usados en el trabajo de Galek [64] son:

e Funcidon de competicién (k.) para un par donador/aceptor c¢: muestra la relacién que hay
entre el nUmero potencial de puentes de hidrégeno formados con el par ¢ por los donadores
(D;) vy aceptores (A;) en la molécula, y el nimero potencial de puentes de hidrégeno
formados por el donador (D) y el aceptor (A4) del par c:

kc _ ZiDc + ZiAc
A+D
e Funcidn de densidad estérica (p.): tiene la funcién de mostrar cudnto pueden interferir los
atomos cercanos a un donador o aceptor a la formacidn de enlaces de hidrégeno. Contando
todos los atomos que hay alrededor del donador o aceptor hasta el siguiente
donador/aceptor (ay), y el nUmero de dtomos que conforman el camino mas directo desde
el 4tomo aceptor o donador hasta el &tomo mas lejano de la molécula (7;.), se calcula:

_Ziad

Pe= Zirc

e Categorias de grupos funcionales (I'): este parametro aplica tanto para un donador como
un aceptor o para ambos al mismo tiempo. Propiamente, I es un descriptor cualitativo y
describe la participacién de los grupos funcionales individuales en los enlaces de hidrégeno.
Asi que, para tener una nocién cuantitativa, se necesita tener una base de datos con
moléculas que tengan el grupo funcional en cuestidn, y usar la frecuencia de formacién de
puentes de hidrogeno del grupo funcional de interés como descriptor cuantitativo.
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e Funcién de aromaticidad (a.): es la relacién entre el nimero de enlaces covalentes en una
molécula que tienen un cierto grado de caracter aromatico (b,om, Para enlaces dobles,
deslocalizados, o m), y los enlaces covalentes que tienen este potencial (b.), exceptuando
los enlaces en los que termina la molécula.

a. — Zi barom
¢ Zi bc

Para verificar la validez del modelo obtenido, se considera que el modelo es dutil si al
compararse con un modelo que no usa mas descriptores que a (hipdtesis nula), se presenta una
mejoria. Se usa una prueba de razén de verosimilitud (Likelihood ratio), calculando las diferencias
entre las probabilidades de obtener los valores observados con el modelo logistico completo y las
probabilidades calculadas con solo el descriptor a, a través de una distribucion y? [63].

Para validar la importancia de cada uno de los parametros descriptivos x; propuestos, se
usa la prueba estadistica Z y la prueba de Wald, para calcular los valores de p (probabilidad de que
el valor estadistico calculado sea posible asumiendo una hipétesis nula cierta) y z (diferencia entre
el valor estadistico calculado y el parametro hipotético, en unidades de desviacion estandar,
asumiendo una distribucién normal). Las condiciones tanto de p < 0.05 como |z| > 2 aseguran una
alta significancia del parametro evaluado en el modelo [65].

La curva caracteristica operativa del receptor, o curva ROC (acronimo de Receiver Operating
Characteristics) determina que tanto las predicciones del modelo en términos de verdaderos
positivos y falsos positivos para una prueba estadistica son correctas, con base al conjunto de
estructuras extraidas de la CSD. Un ejemplo de curva ROC se presenta en la Figura 3.1.

La sensibilidad, o razéon de verdaderos positivos, es la probabilidad de que una prueba
resulte positiva cuando el enlace de hidrégeno esté presente:

. # verdaderos positivos
Sensibildad =

# verdaderos positivos + # falsos negativos

mientras la especificidad, o razén de verdaderos negativos, es la probabilidad de que una prueba
resulte negativa cuando la interaccion de enlace de hidrégeno no esté presente:

# verdaderos negativos

Especificidad =
pectf # falsos positivos + # verdaderos negativos

El drea bajo la curva ROC (AUC, por sus siglas en inglés) calcula la probabilidad de que el
modelo de regresion logistica clasifique de forma adecuada los falsos positivos y los verdaderos
positivos, con un valor que va desde 0 (predicciones siempre incorrectas) hasta 1 (predicciones
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siempre correctas) [66]. Un AUC mayor a 0.8 asegura una excelente discriminacion entre
predicciones correctas e incorrectas, mientras un AUC de 0.5 no permite discriminar entre
predicciones correctas e incorrectas.

1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5 Area under the curve (AUC) = 0.97

Sensitivity

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
1 - Specificity

Figura 3.1: Ejemplo de curva ROC y AUC [66].

3.4.Complementariedad molecular

Los datos de cada celda unitaria son clave para encontrar el modo en que se ensamblan las
moléculas dentro del cristal, por tal motivo las caracteristicas de forma son un campo que
contribuye al entendimiento de las interacciones intermoleculares necesarias para realizar dicho
ensamble (un cocristal entre una APl y la aspirina o el acido salicilico en este caso). Fue utilizado el
software MERCURY (Version 2020.3) con el paquete de CSD-Materials usando la instrucciéon
Molecular Complementarity.

Este método semi-empirico fue descrito por LaszIé Fabidan en 2009 [67]. En él se establece
que la probabilidad para que dos componentes formen un cocristal se evalla comparando
descriptores de los componentes. Esta metodologia se basa en la observacién empirica segun la cual
componentes con una tendencia a formar cocristales tienen propiedades moleculares similares. Los
parametros fueron seleccionados mediante relaciones de par en par, seleccionando aquellos con
los coeficientes de correlacidn de Spearman (p) y Pearson (r) mas altos. Los descriptores que se
usan son:
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e Lla fraccién de nitrégeno e oxigeno en las moléculas (p = 0.31,r = 0.30).

e El momento dipolar de las moléculas (p = 0.39,r = 0.28).

e Llalongitud mas corta en los pardmetros de celda unidad (S) (p = 0.22,r = 0.19).

e Larazén entre el eje de la celda mas corto (S) y el eje mas largo (L) (p = 0.40,r = 0.38).

e Larazdnentre el eje medio (M) de la celda unidad y el eje mds largo (L) (p = 0.38,r = 0.41).

Cuando las diferencias de los descriptores entre cada API y su conformador potencial son
menores al criterio establecido en el trabajo de Fabian (Tabla 3.5), se considera que existe una
complementariedad entre las moléculas, que tendran una tendencia a formar cocristales.

Criterio Relacion de | Eje mas corto | Relacion de | Magnitud de | Fraccion de
ejes M/L [S](A) ejes S/L momento Nitrégeno vy
dipolar Oxigeno
(Debye) (FNO)
A<0.31 A<3.23 A<0.275 A<5.94 A<0.294

Tabla 3.5: Criterios usados en evaluacion de complementariedad molecular.

Estos descriptores se determinaron usando los pares de moléculas en la CSD formando
cocristales, y estudiando estadisticamente los aspectos complementarios dentro de cada par
molecular. Asi, se determind qué factores predominantes se relacionaban con la polaridad de las
moléculas, y el habito de las celdas unitarias.

3.5. Analisis de superficies de Hirshfeld

Las estructuras refinadas proporcionan informacién sobre el tipo de interacciones que se
encuentran dentro de la celda unitaria, y un andlisis por superficie de Hirshfeld es adecuado para
cuantificarlas [68].

Un mapa de Hirshfeld es una isosuperficie para la funcion w(r), representando la razén
entre dos densidades electrénicas p(r) en el espacio del cristal [69]:
Ppromolécula (T‘)
w(r) =——"—"=-—
pprocristal (T‘)
La promolécula es la molécula sobre la cual se calcula la superficie de Hirshfeld, mientras el
procristal es el contenido de la celda unidad del cristal. Si se consideran densidades electrénicas
esféricas sobre los atomos, la funciéon w se escribe [69]:

Zi € molécula Pi (T)
Zi € cristal Pi (T)

w(r) =
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Para cada punto sobre esta superficie, se puede calcular d,, la distancia mas corta a un
atomo exterior a la superficie, y d;, la distancia mds corta a un atomo interior a la superficie. Estas
distancias informan sobre los contactos cortos en un cristal. Para tomar en cuenta las diferencias de
radios para los diferentes atomos, se calcula una distancia de contacto normalizada d,,,,, [70]:

vdwW vdw
p _di— d, — 17
norm —
rivdW revdW
donde r"Wes el radio de van der Waals del 4tomo interno o externo a la superficie de Hirshfeld.

Un valor de d,,,-m < 0 caracteriza un contacto mas corto que la separacidon de van der Waals
(generalmente coloreado en rojo sobre los mapas), mientras d,,n, > 0 caracteriza un contacto
mas largo que la separacién de van der Waals (generalmente coloreado en azul sobre los mapas).
Las zonas blancas del mapa corresponden a d,; - = 0. Asi, las zonas rojas en estos mapas indican
dénde las interacciones dominan, cuando por ejemplo se forma un puente de hidrégeno [71].

La curvatura de la superficie por si misma también juega un rol importante [72]. Esta puede
ser medida mediante dos factores locales de curvatura k4, k, para cada punto de la superficie, que
a su vez, se utilizan para calcular dos parametros importantes. El primero es un numero
adimensional llamado shape index (S), que mide a “cudl forma” pertenece la curva [73]:

2 K1+ K,
S=- Earctan (—

K1 — K3

El segundo parametro es un nimero adimensional llamado curvedness (C), que mide “cuanta” de la
superficie pertenece a la forma dada por S [73]:

2
C = ;ln /(Kf +Kk2)/2

Los valores de Shape index (S) que muestran diferencia solo de signo, corresponden a
valores que se manifiestan en la superficie de Hirshfeld como zonas céncavas y convexas. El valor
alto de curvedness (C) puede manifestarse con una superficie afilada, mientras que para valores
pequefios, se encuentran superficies planas, siendo asi el factor que delimita el tamafio de la
superficie, ademas de extraer informacién de cuantas moléculas se encuentran a su alrededor [74].

También se pueden graficar mapas de d; contra d,, para aislar un tipo de contacto
especifico, por ejemplo C:--H 6 O --- H, y determinar asi cuales son los contactos dominantes en un
cristal dado.

El andlisis se realizé con el software CrystalExplorer (Versién 17.5) [75], para graficar los
mapas de Hirshfeld y las graficas d; contra d,. Tener un conocimiento claro del empaquetamiento
de una molécula en el estado cristalino y de sus zonas preferidas para generar interacciones permite
estimar su potencial de interaccién con otras moléculas, es decir su potencial de cocristalizar con
un componente complementario.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las moléculas caracterizadas por DRX presentan un refinamiento primario que se encarga de
encontrar las primeras posiciones de los atomos mediante un método de espacio dual [76], mientras
un refinamiento secundario se encarga de encontrar las posiciones de los atomos no hidrogenoides
restantes mediante el método de mapa de diferencia de Fourier [77] sobre las diferencias entre los
factores de estructura calculados y factores de estructura observados. Las estructuras refinadas
muestran coeficientes R; con un valor por debajo de 0.05 (Tablas 3.3 y 3.4), lo cual es un valor que
demuestra la confiabilidad de los refinamientos.

4.1. Acido mefenamico

La Figura 4.1 representa la estructura molecular del 4cido mefenamico, determinada por DRX:

Figura 4.1: Estructura del dcido mefendmico con elipsoides de desplazamiento para dtomos no
hidrogenoides con un 50 % de nivel de probabilidad.

Los atomos estan unidos por enlaces covalentes, mientras que las interacciones
intermoleculares mas presentes son determinadas a través de estudio de los mapas de Hirshfeld.

El analisis de superficie de Hirshfeld nos proporciona un analisis cuantitativo y cualitativo
de las interacciones intermoleculares presentes en la celda del cristal, y a su vez un andlisis de la
contribuciéon de cada una de ellas en el ensamble de las moléculas mismas. Las moléculas analizadas
poseen atomos de C, H y O que generan puentes de hidrégeno caracteristicos de los ingredientes
farmacéuticos, pero también se pueden encontrar otros atomos como N, S y Cl, dando como
resultado la presencia de interacciones menos comunes.
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El acido carboxilico es el grupo funcional mas comun presente en los productos
farmacéuticos, debido a su estructura RCOOH con un donador y un aceptor de enlace de hidrégeno,
lo que lo hace perfecto para formar motivos estables a través de dimeros o de cadenas infinitas.

Entre las interacciones mas comunes estan H--C,O0--H y H--H las cuales son
fundamentales para explicar el empaquetamiento de la estructura.

a) b) c) d)

Figura 4.2: Superficie de Hirshfeld para el dcido mefendmico: a) estructura quimica, b) shape index, c)
curvedness y d) dyorm-

La Figura 4.2 (inciso a) muestra la estructura quimica del 4cido mefenamico con la estructura
tipica de un acido organico con un donador y un aceptor de hidrégeno, siendo los 4&tomos Ny O los
mas importantes para formar enlaces de hidrégeno. Los tridngulos que se ven en la figura de shape
index son indicios de interacciones del tipo 7 - T que también son caracteristicas de interacciones
interplanares tipicas de anillos aromaticos [78]. Solo se observan del lado del anillo que no presenta
los grupos sustituyentes metilo que entorpecen el apilamiento de las moléculas. Pero si presenta
una depresidn de color roja en la zona del centro del anillo que indica la interaccidn de un hidrégeno
perteneciente a otro anillo con el centro del anillo aromatico. En general, las zonas rojas convexas
representan huecos que interactian con protuberancias marcadas con zonas azules cdncavas [68].

Como indica la figura de curvedness en la Figura 4.2 (inciso c), se puede apreciar las
pequefias superficies delimitadas con el contorno azul, estas mismas dan una apariencia de
superficie plana en la misma zona en donde se encuentran los tridngulos azules y rojos mostrados
en la Figura 4.2 (inciso b), indicando que esa zona es ideal para el apilamiento de otro grupo plano,
apoyando la idea de que las interacciones de i - T son lo suficientemente significativas para ayudar
en un buen empaquetamiento. Esto ultimo es reforzado por el cdlculo del coeficiente de
empaquetamiento de Kitaigorodskii [79] de 0.67 para este cristal, que se realizé en el software
WinGx [80].

Finalmente, un analisis de los datos de d,; -, €n la Figura 4.2 (inciso d) indica la presencia
de zonas de color rojo en la superficie de Hirshfeld, revelando la existencia de contactos
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intermoleculares con distancias menores a la suma de radios de van der Waals (d, 4 <1, +14)
siendo del tipo O -+ H con una distancia de 1.705 A [81], ademas estas interacciones sugieren la
formacién de dimeros [81] de la forma RZ(8), como se ve en el diagrama de empaquetamiento que
se muestra en la Figura 4.4.

En la Figura 4.3, se muestran los tipos de interacciones intermoleculares que involucran al
hidrégeno con algln otro atomo, ademas del porcentaje que estas representan en el drea de la
superficie de Hirshfeld.

2.8 de ! 1 ! | | 2.8 de
25.2 %
2.6 2.6
2.4 2.4
2.2 2.2
2.0 2.0
1758 1.8
1.6 1.6
1.4 1.4
152 1.2
1.0 1.0
0.8 0.8
"“| Acido mefanémico ' d; **I'H[.C [ 1 | ] d;
(&) 0.60.81.01.21.41.61.82.02.22.42.62.8 () 0.60.81.01.21.41.61.82.02.22.42.62.8
2.8 de N S S 2.8 de — T
56.7% | . 12.5%
2.4 2.4
2.0 2.0
1.8 1.8
1.6 1.6
1.4 1.4
1.2 .2
1.0 1.0 /
0.8 0.8
“IH.H T ' d "*H..0 ‘ ' d
() 0.60.81.01.21.41.61.82.02.22.42.62.8 () 0.60.81.01.21.41.61.82.02.22.42.62.8

Figura 4.3: Clasificacion de interacciones intermoleculares de H en dcido mefendmico a través del porcentaje
de ocupacion de drea en la superficie de Hirshfeld.

El color de los puntos en el grafico indica la cantidad de enlaces presentes a esas distancias
de la superficie de Hirshfeld: verde > azul. Las zonas grises son partes del grafico original que han
sido eliminadas para resaltar solo interacciones especificas. El 56.7 % de estas interacciones
pertenecen a las del tipo H - H y existe una zona especifica (d,~d; = 1.2 A) en donde se forma
una linea por varios puntos que es caracteristica de un dimero ciclico unido por puente de
hidrégeno. Las interacciones H -- C representan el 25.2 %, ambas teniendo lugar a distancias

24



mayores, con d, + d; > 2.2 A, valores que coinciden con lo reportado en la literatura para
compuestos aromaticos con presencia de apilamiento [78]. Las interacciones H -+ O estdn presentes

en un 12.5 %, mostrando una serie de “picos” con valores d, + d; > 1.7 A que pueden estar
relacionados a interacciones del tipo O — H - O o bien C — H -+ O, notando que el pico superior

(de =1.0 A d; =0.7 A) representa las interacciones del 4tomo donador de enlace y el pico inferior
(d, = 0.7 A, d; = 1.0 A) es formado por la informacién del &tomo aceptor de enlace.

Figura 4.4: Diagrama de empaquetamiento del dcido mefendmico.

El siguiente andlisis utiliza un modelo de regresién logistico implementado en el software
MERCURY [54] en el médulo CSD-materials, con el paquete Hydrogen Bond Propensities, el cual
utiliza variables del entorno de los grupos funcionales (Figura 4.5) clasificAndolos en atomos
donadores (N1 y 02) y aceptores (N1, 01, 02). De todas las estructuras encontradas se utilizaron
1070 estructuras como muestra, que contienen al menos un grupo funcional idéntico al del acido
mefenamico. Si presenta algun otro atomo diferente a los listados anteriormente (S, C, Br, Cl, etc.),
que también actla como donador o aceptor, se clasifica en “otros”. Los enlaces de hidrégeno fueron
clasificados en dos categorias Verdadero/Falso, y concentrados en la Tabla 4.1, revelando que el
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57% de los dtomos donadores si presentan enlaces de hidrégeno y el 43 % restante no presentan
estos enlaces, sucediendo algo similar con la parte de aceptores de enlace.

HO2

NiH
\ Grupo amino secundario
HC CH,

Figura 4.5: Clasificacion de grupos funcionales del dcido mefendmico.

Debido a su influencia en la formacién de enlaces de hidrégeno, varios descriptores como
funcion de competicion, funcion de densidad estérica (tanto para donadores como aceptores),
categorias de grupos funcionales (también tanto para donadores como aceptores) y funcion de
aromaticidad fueron computados desde la base de datos CSD y al mismo tiempo fueron requeridos
pardmetros que midieran la influencia de estos descriptores, haciendo uso de una regresion logistica
(Tabla 4.2).

Categoria Atomos Verdadero Falso
Donadores N1 730 934
02 871 1231
otros 1478 611
53% 47 %
Aceptores 01 838 430
N1 10 950
02 59 961
otros 2172 435
53% 47 %

Tabla 4.1: Andlisis de enlace de hidrégeno del conjunto de 1070 estructuras en la CSD.

Para determinar si un descriptor tiene un efecto significativo en el modelo que propone la
regresion, se verifica que el valor de p en cada pardmetro cumpla con la condicién p < 0.05, ademas
de |z| > 2. El término “aromaticidad de aceptor” presenta un valor de p de 0.711 ademas de un
valor de |z| de 0.39, confirmando que su incorporacién al modelo no es significativa [63]. El valor
para el drea debajo de la curva ROC es de 0.907, que indica una buena relacién entre la
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Coeficientes | Estimado ol valorz | p(lzl) | Significancia | e e
estandar inferior superior

Intercepto 3.401 0.331 10262 | 1.041 3 2.759 4.059

Grupo donador-| - 4 43 0.169 | -2.555 0.01 1 -0.766 [ -0.101

carboxilo (01)

Grupo - donador- 4 5 0.146 2.39 0.016 1 0.062 0.636

otros

Grupo - aceptor- | 3 5qq 0.447 | -8034 | 9372 3 4578 | -2.794

tiol (S1)

Grupo ~aceptor- | 3 165 0.168 | -18.814 [ 5.705 3 -3.506 | -2.845

carbonilo (03)

Grupo aceptor- | 4 464 0.089 | 16327 | 6.314 3 1.289 1.641

otros

Funcion 0.028 0.01 2829 | 0.004 3 0.008 0.048

competicion

Densidad estérica -0.049 0.004 -11.936 7.594 3 -0.057 -0.041

de donador

Densidad estérica -0.039 0.003 -9.962 2222 3 -0.047 -0.031

de aceptor

Aromaticidad de | g 649 0269 | -2.385 | 0.017 1 1173 | -0.118

donador

Aromaticidad de | 5 599 0248 | -0369 | o0.711 0 -0.581 [ 0.392

aceptor

Grupo donador-

Srupo 0 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

Grupo  aceptor- 0 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

carboxilo (01)

Tabla 4.2: Coeficientes de la regresion logistica para dcido mefenamico.

sensibilidad y la especificidad del modelo, haciendo evidente que la regresién y sus elementos son

efectivos clasificando los datos para calcular la probabilidad de formacién de enlace de hidrégeno.

También es comprobado con los datos de la desviacién nula y de desviacidn residual (7975 con 5854

grados de libertad y 4343 con 5844 grados de libertad, respectivamente): al utilizarse para el cdlculo

del valor de p con una distribucién y? para cada desviacién, revelan que el modelo con solo un

coeficiente a (Intercepto en la Tabla 4.2) no es suficientemente confiable (p = 0), mientras que el

modelo con los coeficientes proporcionados para los descriptores (relacionado con la desviacion
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residual) es confiable (p = 1), describiendo las relaciones entre los descriptores y su efecto en la
tendencia a formar enlaces de hidrégeno.

El resultado indica que la probabilidad P de formacién de puente entre el hidrégeno que
esta ligado al atomo 02 (grupo carboxilo) y el &tomo O1 (grupo carboxilo) es de 0.39, ademas de la
probabilidad de 0.12 de formacidon de puente entre el hidrégeno del 4&tomo N1 y el 4&tomo O1 (ver
Figura 4.5). Ambas interacciones son de caracter intermolecular, es decir entre dos moléculas de
acido mefendmico en el estado cristalino.

Las interacciones intramoleculares también se manifestaron en el modelo, con una
probabilidad de 0.91 de formacidn entre el &tomo aceptor de O1y el hidrégeno del atomo donador
N1. Tanto las predicciones de 0.39 como la de 0.91 estan presentes en la estructura del cristal
obtenida por DRX y son mostradas en la Figura 4.4, coincidiendo en que ambas mediciones son las
gue tienen el valor mas alto de probabilidad de formacién de enlace de hidrégeno.

Finalmente, se realizé un analisis de complementariedad molecular. La formay la polaridad
son algunos de los descriptores mds importantes que utiliza el software MERCURY en el médulo
CSD-materials con el paquete Co-Crystal Design y la funcién Screen by Molecular Complementarity.
Este modulo retoma la metodologia seguida por Fabian, descrita en el capitulo anterior.

Se comparan los parametros (uno a uno) de cada molécula propuesta para formar el
cocristal, y se determina si las diferencias entre estos datos (A) son lo suficientemente pequefias
para considerarlas aptas para cocristalizar. Se usa un modelo estadistico, principalmente descrito
por el coeficiente de Pearson r y el coeficiente de Spearman p (que fueron calculados para cada
parametro en el trabajo) [67], debido a su naturaleza de relacién no lineal. Los criterios para
clasificar estas diferencias han sido integrados en el mismo software, comparando directamente la
informacidon de sus respectivos archivos Cif (Crystal information File). Los resultados de la
comparacién se muestran en las Tablas 4.3y 4.4.

Aspirina Acido mefenamico A Criterio
Relacidon de ejes 0.807 0.7 0.107 A<0.31 Si
M/L
Eje mas corto [S] 5.22 6.704 1.484 A<3.23 Si
(A)
Relacidon de ejes 0.497 0.535 0.038 A<0.275 Si
S/L
Magnitud de 0.95 0.859 0.091 A<5.94 Si
momento dipolar
(Debye)
Fraccién de 0.308 0.167 0.141 A<0.294 Si
Nitrégeno y
Oxigeno (FNO)

Tabla 4.3: Andlisis de complementariedad molecular del dcido mefendmico y la aspirina.
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Acido Acido mefenamico A Criterio

salicilico
Relacidn de ejes 0.787 0.7 0.087 A<0.31 Si
M/L
Eje mas corto [S] 3.416 6.716 3.3 A<3.23 No
(A)
Relacidn de ejes 0.368 0.536 0.168 A <0.275 Si
S/L
Magnitud de 1.566 0.855 0.711 A<5.94 Si
momento dipolar
(Debye)
Fraccion de 0.3 0.167 0.133 A<0.294 Si
nitrégeno y
oxigeno (FNO)

Tabla 4.4: Andlisis de complementariedad molecular del dcido mefendmico y el dcido salicilico.

En la Tabla 4.3 se observa que los datos encontrados en el andlisis cumplen con los criterios
para la relacién entre el 4cido mefenamico y la aspirina. Uno de los pardmetros mas importantes es
la fraccidon de nitrégeno y oxigeno, pues no solo es uno de los que tienen un coeficiente de
correlacién mas altos (p = 0.31,r = 0.30), sino también es un descriptor que tiene relacién con la
polaridad y a su vez con la solubilidad de los componentes, estableciendo una posibilidad de
interacciones intermoleculares en solucidn a pesar de que los componentes puros presentan
solubilidades diferentes. Esto es congruente con el descriptor magnitud de momento dipolar (p =
0.39,r = 0.28), que también establece la idea de que las moléculas con polaridades similares
tienden a cocristalizar.

En latabla 4.4 se encuentra informacién similar a la presentada en la tabla 4.3, solo que esta
vez es el 4cido salicilico. El pardmetro “eje mds corto” hace referencia a la celda propuesta por
Pidock [82] que establece un nuevo modelo para el empaquetamiento cristalino, y que no
necesariamente es el mismo que el de la celda unitaria. Este presenta una diferencia de 3.3 A, lo
gue hace que el modelo prediga que no se formara el cocristal. Aunque el coeficiente de correlacién
para esta variable es relativamente pequefio (p = 0.22,r = 0.19) es especialmente efectivo cuando
se estudia un empaquetamiento en la celda unitaria, trazando asi las posibles dificultades que se
pueden presentar cuando se pretenda realizar experimentos de cocristalizacion.

También debe tomarse en cuenta que la magnitud del eje menor tiene una importancia
mayor cuando se habla de moléculas planas, mas que en moléculas que no lo son, haciendo que el
fallo de un solo descriptor sea un motivo para pensar que los otros descriptores sean los
suficientemente significativos para no llegar a la conclusién de que hay un 100 % de probabilidad
gue no se produzca la cocristalizacion.
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4.2, Captopril

La Figura 4.6 representa la estructura molecular del captopril, determinada por DRX:

Q

C6

S1

Q

c7

c2 Q
¢t Grupo Tiol
g
c3

Figura 4.6: Estructura del captopril con elipsoides de desplazamiento para dtomos no hidrogenoides con un
50 % de nivel de probabilidad.

Grupo carboxilo

Grupo amido

El Captopril presenta tres clases de grupos funcionales: grupo carboxilo (R-COOH), grupo
amido (R-CO-NR3) y un grupo tiol (R-SH), cada uno con propiedades de donador y/o aceptor de
enlace de hidrégeno y propensos a formar interacciones intermoleculares e intramoleculares.

La Figura 4.7 muestra las superficies de Hirshfeld construidas en el software CrystalExplorer
(Version 17.5) [75]. La estructura quimica puede verse en la Figura 4.7 (inciso a) en donde se aprecia
la disposicién espacial de los grupos funcionales que forman dimeros ciclicos o cadenas infinitas en
el cristal. La superficie shape index en la Figura 4.7 (inciso b) no muestra “triangulos” rojos ni azules,
debido a la ausencia de ciclos aromaticos en la molécula. La superficie curvedness visible en la Figura
4.7 (inciso ¢) no muestra largas regiones planas, y en cambio, muestra una superficie con varios
valles que indican un buen empaquetamiento, idea que es confirmado por el célculo realizado del
coeficiente de empaquetamiento de 0.68 [79] a través del software WinGX.

La superficie en la Figura 4.7 (inciso d) presenta dos circulos rojos que son contactos de
menor distancia que la suma de los radios de van der Waals, los cuales son atribuidos a la zona del
grupo carboxilo y del grupo carbonilo, mientras que las zonas blancas son contactos de igual
distancia que la suma de los radios de van der Waals que son caracteristicos de contactos H -+ H.
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Figura 4.7: Superficie de Hirshfeld para captopril: a) estructura quimica, b) shape index, c) curvedness y d)
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Figura 4.8: Clasificacion de interacciones intermoleculares de captopril a través del porcentaje de ocupacion
de drea en la superficie de Hirshfeld.

La distribucién de los diferentes tipos de interacciones intermoleculares del captopril esta
concentrada en la Figura 4.8, la zona gris en cada imagen es parte del grafico original removido para
resaltar la ubicacién de un tipo de interaccion especifico. EI 55 % de las interacciones pertenecen a
H:--Henlos que d,~d; y que comienzan en aproximadamente 1.2 A, distancia correspondiente al
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radio de van der Waals del hidrégeno, 1.2 A. Las interacciones del tipo C--- H solo representan el
0.7 %, dando validez a la informacion extraida de la superficie shape index de no existir un
apilamiento del tipo plano, como muestra la Figura 4.9. El 10.3 % de la superficie esta ocupado por
las interacciones S -+ H, teniendo picos con zonas verdes tanto en (d, = 1.2 A, d;=1.8 A) como en
(d; = 1.2 A,d, = 1.8 ). Ambos coincidiendo con los radios de van der Waals de ambos atomos.
Finalmente, 33.33 % pertenece a las interacciones H--- O que son muy comunes para formar
cocristales. Sin embargo, los picos no presentan una serie de puntos dispersos, sefial de la no
presencia de dimeros ciclicos, idea que es confirmada con el diagrama de empaquetamiento
mostrado en la Figura 4.9.

Figura 4.9: Diagrama de empaquetamiento del captopril.

Para el analisis de probabilidad de formacion de enlace de hidrégeno, se usé un modelo de
regresion logistico con variables del entorno de los grupos funcionales (Figura 4.10) clasificAndolos
en atomos donadores (S1, O1) y aceptores (02, 03). De todas las estructuras depositadas en la CSD
gue presentan al menos un grupo funcional en comun, se seleccionaron 970 para este analisis.
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CH,

N1
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grupo amido

Figura 4.10: Clasificacion de grupos funcionales en captopril.

Las 970 estructuras fueron analizadas para determinar si presentaban interacciones que
calificaran como enlaces de hidrogeno (Tabla 4.5), revelando que el 54 % de las estructuras
analizadas si presentaban atomos con enlaces de hidrégeno mientras que el 46 % de las estructuras
no presentaban dtomos con enlace de hidrégeno. Estos datos nos sirven para tener un panorama
general de la cantidad de moléculas que ya presentan estos enlaces y decidir cudles son los
descriptores adecuados para utilizarse en el modelo segin sean para donadores o aceptores de
enlace. Si presenta algun otro atomo diferente a los listados anteriormente (S, C, Br, Cl, etc.), que
también actué como donador o aceptor, se clasifica en “otros”

Categoria | Atomos VERDADERO | FALSO
Donadores | S1 152 355
01 642 1018
otros 1928 903
54 % 46 %
Aceptores | S1 43 365
02 506 498
03 308 229
01 48 774
otros 1817 392
55 % 45 %

Tabla 4.5: Andlisis de enlace de hidrégeno del conjunto de 970 estructuras en la CSD.
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Coeficientes Estimado r’ror Valor z p(lz]) Significancia . |m|.te |m|t.e
estandar Inferlor superior

Intercepto 1.013 0.167 6.035 1.588 3 0.684 1.343

Grupo donador- | (o0 0.141 3.802 0 3 0.261 0.816

carboxilo (01)

Grupo donador- |, g 0.138 11.046 2.287 3 1.258 1.8

otros

Grupo aceptor =, ;¢ 0.186 -11.573 5.606 3 -2.533 -1.801

tiol (S1)

Grupo aceptor- | oo 0.125 4.203 2.626 3 0.282 0.776

carbonilo (03)

Grupo aceptor- |, g9, 0.158 -18.283 1.11 3 -3.217 -2.595

carboxilo (01)

Grupo  aceptor- 1.42 0.089 15.891 7.306 3 1.246 1.596

otros

Funcion 0.019 0.007 2.517 0.011 1 0.004 0.034

competicion

Densidad

estérica de | -0.022 0.002 -10.801 3.402 3 -0.026 0.018

donador

Densidad

estérica de| -0.029 0.002 -11.959 5.795 3 -0.034 -0.025

aceptor

Aromaticidad de | - )/, 0.263 -0.54 0.588 0 -0.658 0.376

donador

Aromaticidad de | o 0.261 3.717 0 3 -1.482 -0.458

aceptor

Grupo donador -

ol (51 0 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

Grupo aceptor- 0 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

carbonilo (02)

Tabla 4.6: Coeficientes de la regresion logistica para el captopril.
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El descriptor “aromaticidad de donador” de la Tabla 4.6 tiene un valor de |z| de 0.540, lo
gue indica que este parametro no es lo suficientemente grande para tener un impacto en el modelo,
ademas de un valor de p de 0.588, lo cual confirma la hipdtesis de que no es un pardmetro
significativo y se elimina de la regresion [63].

El drea bajo la curva ROC es de 0.862, manifestando una buena relacién entre la sensibilidad
y la especificad del modelo, ademas que una prueba con y? revela que los datos de desviacién nula
(7582 con 5469 grados de libertad) y de desviacién residual (5033 con 5458 grados de libertad) dan
como resultado valores de p = 0.01 y p = 0.99, respectivamente. Esto nos indica que el modelo
con solo un parametro «a (intercepto) no es confiable para describir las relaciones entre los demas
descriptores y su respuesta, y se acepta que los demads descriptores son necesarios para tener un
buen modelo de regresion.

Figura 4.11: Diagrama de formacion de enlaces de hidrégeno en el captopril.

El valor de probabilidad de formacién para un enlace de hidrégeno entre el donador de
enlace 01y el aceptor 02 es de 0.35 con una distancia de 1.841 A, y esta presente dentro de la
estructura cristalina. Ademas, la interaccion entre el hidrégeno del atomo donador S1 y el atomo
aceptor O3 tiene una probabilidad de formacién de puente P = 0.25 con una distancia de 2.354 A
como se ve en la Figura 4.11. Las lineas punteadas de color azul y verde son interacciones
intermoleculares visibles, mientras que las rojas marcan las posiciones de otras moléculas de
captopril pero que aun no han sido desplegadas en la interfaz grafica del programa MERCURY.
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Siendo importantes los factores de forma y de polaridad para una cocristalizacion adecuada,

se hizo el estudio de complementariedad molecular para comparar una a una las caracteristicas de

esta indole. El programa usé tres parametros de forma y dos parametros de polaridad, y los

resultados estan resumidos en las Tablas 4.7 y 4.8, cada una con su respectiva comparacion entre

aspirina y acido salicilico.

Aspirina Captopril A Criterio

Relacidn de ejes .

0.807 0.663 0.144 A<0.31 Si
M/L
(EA’S mas corto (3] 5.22 6.276 1.056 | A<3.23 Si
EfL'aC'O” de ejes 0.497 0.547 005 | A<0.275 Si
Magnitud de
momento dipolar 0.95 4.579 3.629 A<5.94 Si
(Debye)
Fraccion de
Nitrégeno y 0.308 0.286 0.022 A<0.294 Si
Oxigeno (FNO)

Tabla 4.7: Andlisis de complementariedad molecular de captopril y aspirina.
Acido Captopril A Criterio
salicilico

Relacion de ejes 0.787 0.661 0.126 | A<0.31 Si
M/L
(E/’S mas corto (3] 3.416 6.286 287 | A<3.23 Si
E/GL'aC'O” de ejes 0.368 0.546 0178 | A<0.275 Si
Magnitud de
momento dipolar 1.566 4.579 3.013 A<5.94 Si
(Debye)
Fraccion de
nitrogeno y 0.3 0.286 0.014 A<0.294 Si

oxigeno (FNO)

Tabla 4.8: Andlisis de complementariedad molecular de captopril y dcido salicilico.

Los datos para la comparacién de aspirina y acido salicilico cumplieron con todos los

requisitos. En cuanto a la parte de la forma, ambas moléculas presentan similares relaciones entre

los lados de la celda establecida para incluir toda la molécula [82]. Por otro lado, las propiedades
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polares marcan una tendencia diferente, pues la diferencia entre estos pardmetros cumple el
criterio, pero con un margen de cercania muy pequefio a la condicidn, posiblemente debido a la
presencia del atomo de S en el captopril. Por lo tanto, el andlisis por complementariedad molecular
perfila al captopril para ser un buen candidato a cocristalizar con la aspirina.

El andlisis para captopril y acido salicilico revela una mejor relaciéon con los pardmetros de
polaridad y una relacion de forma un tanto mas desfavorable que con su contraparte aspirina,
debido principalmente a que el acido salicilico es una molécula mas pequefia que la aspirina; sin
embargo, también cumple satisfactoriamente todos los criterios de analisis que propone al acido
salicilico como otro buen candidato para formar cocristales con el captopril.

4.3.Ketoconazol

El ketoconazol es una molécula de gran tamafio que cuenta con varios grupos funcionales,
entre ellos destacan el grupo imidazol y el grupo piperazina. En la Figura 4.12, los dtomos de color
rojo son de oxigeno (0), los azules de nitrégeno (N), los verdes de cloro, los elipsoides sin color son
de carbono (C) y los restantes son hidréogeno (H). Algo que es importante resaltar es que esta
molécula cuenta con una gran cantidad de aceptores de enlace, pero ningun donador de enlace, lo
que imposibilita otro tipo de analisis como el de la probabilidad de formacidon de enlace de
hidrégeno.

Figura 4.12: Estructura del ketoconazol con elipsoides de desplazamiento para dtomos no hidrogenoides con
un 50 % de nivel de probabilidad.

Las superficies de Hirshfeld del ketoconazol se muestran en la Figura 4.13, resaltando
inmediatamente la estructura quimica de gran tamafio presentada en el inciso a), mostrando la
presencia de dos moléculas independientes en la unidad asimétrica. La superficie calculada con
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dporm Muestra diversos puntos rojos distribuidos a lo largo de la molécula, pero de un color un
tanto tenue, advirtiendo que existen contactos intermoleculares que tienen una distancia menor a
la suma de sus radios de van der Waals, sin representar un gran porcentaje de la superficie del mapa.
Ademads que en su mayoria dominan las zonas blancas, indicio de que en su mayoria pueden ser
interacciones entre dos mismos tipos de atomos, generalmente interacciones del tipo H -+ H.

La superficie que proporciona informacidn acerca del empaquetamiento es la Figura 4.13
(inciso c), que en una revisién simple parece no tener una forma definida mas que por la estructura
guimica. Analizando detalladamente, se encontré que posee muchas zonas “planas” delimitadas
por las lineas azules, las cuales son perfectas para apilar moléculas una sobre la otra,
proporcionando indicios de un buen empaquetamiento. Esto se confirma por el célculo del
coeficiente de empaquetamiento de 0.67 [79], ligeramente por encima del promedio de moléculas
organicas.

Figura 4.13: Superficie de Hirshfeld del ketoconazol: a) estructura quimica, b) dorm , €) curvedness, d) shape
index.

Se averigua que no hay presencia de interacciones tipo m -+  analizando la superficie de la
Figura 4.13 (inciso d) en busqueda de triangulos rojos y azules, que no se encuentran. Se observan
distintas regiones curvas tanto de huecos (rojos) como de protuberancias (azules), sosteniendo la
hipdtesis de la existencia de interacciones muy cercanas entre atomos vecinos, dando como
resultado un buen empaquetamiento.
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Para averiguar qué tipo de interacciones mantienen el buen empaquetamiento del
ketoconazol, es necesario conocer el aporte de todas ellas a la superficie, por lo que en la Figura
4.14 se muestran las interacciones intermoleculares por separado, y cuanta superficie ocupa,
mientras la zona gris es la parte del grafico original extraida, para resaltar interacciones especificas.

[ T T T T T T T T 1717, [T TTTTTTTTTT],,[d% ,
N 3% 19 %

| Ketoconazol d |H.H H.C d

.| de L, de

6 % 11 %|

“H.N di "°|H.c d " H.O di

Figura 4.14: Clasificacion de interacciones intermoleculares del ketoconazol mediante el porcentaje de
ocupacion del drea en la superficie de Hirshfeld.

El 43 % estd ocupado por las interacciones del tipo H---H representadas por la linea
generada por puntos verdes en la zona de d;~d, = 1.2 A. Las interacciones C--- H representan el
19 % de la superficie y confirman la informacién proporcionada por la figura de shape index, de no
poseer interacciones del tipo C — H - T que ayudarian a un apilamiento adecuado. Apenas el 6 %
de la superficie de Hirshfeld estd relacionado con las interacciones N ---H a una distancia d; +
d,~2.6 A ,comun en este tipo de compuesto. Otra interaccion es la de tipo Cl--- H que cubre el 17
% de la superficie, y especialmente el pico formado por la zona verde encima de los puntos azules
que tiene una distancia caracteristica de d; + d,~3 A, ademas de otros contactos presentes a d; +
d,~2.8 A. Por ultimo los contactos de O -+ H solo representan el 11 % de la superficie a distancias
de d; + d,~2.1 A, distancia mas caracteristica de contactos C— H:--0 = C, reforzados por la
ausencia de donadores de enlace del tipo O---H — 0. Sin embargo, la figura muestra puntos

dispersos mas alla de d; + d,~2.3 A, indicando que también hay enlaces no muy cercanos entre si.
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El diagrama de empaquetamiento del ketoconazol se presenta en la Figura 4.15 mostrando la forma
en que las moléculas estan acomodadas dentro de la celda unitaria triclinica.

Figura 4.15: Diagrama de empaquetamiento de ketoconazol.

Para el andlisis de complementariedad molecular, los tres pardmetros de forma y los dos
pardmetros de polaridad del ketoconazol fueron registrados y comparados uno a uno con los de la

aspirina y el acido salicilico (Tablas 4.9 y 4.10).

No resulta sorprendente que los criterios para los pardmetros de forma no sean cumplidos,
debido a la gran diferencia que hay entre los tamafios moleculares para la aspirina, el 4cido salicilico
y el ketoconazol. Mientras que los criterios para los pardmetros de polaridad si son cumplidos,
haciendo hincapié en la diferencia de magnitud de momento dipolar de 0.34 y 0.186 Debye, que
resulta sorprendentemente baja si se toma en cuenta todos los atomos de electronegatividad alta
presentes en la molécula de ketoconazol. Aun con todo esto, resulta irrealista pensar en el
ketoconazol como coformador para un cocristal con la aspirina o el acido salicilico.
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Aspirina Ketoconazol A Criterio

Relacidn de ejes

0.807 0.486 0.321 A<0.31 No
M/L
(EA’S mds corto [3] 5.22 10.075 4855 | A<3.23 No
EfL'aC'O” de ejes 0.497 0.352 0.145 | A<0.275 Si
Magnitud de
momento dipolar 0.95 1.38 0.43 A< 5.94 Si
(Debye)
Fraccion de
Nitrégeno y 0.308 0.222 0.086 A<0.294 Si
Oxigeno (FNO)

Tabla 4.9: Andlisis de complementariedad molecular de ketoconazol y aspirina.
Acido Ketoconazol A Criterio
salicilico

Relacion de ejes 0.787 0.486 0301 | A<031 Si
M/L
(E/‘f) mds corto [S] 3.416 10.075 6.659 | A<3.23 No
E/GL'aC'O” de ejes 0.368 0.352 0016 | A<0.275 Si
Magnitud de
momento dipolar 1.566 1.38 0.186 A<5.94 Si
(Debye)
Fraccion de
Nitrégeno y 0.3 0.222 0.078 A<0.294 Si
Oxigeno (FNO)

Tabla 4.10: Andlisis de complementariedad molecular de ketoconazol y dcido salicilico.

4.4.Pregabalina anhidra

La pregabalina cuenta con dos grupos funcionales: un grupo carboxilo (-COOH) y un grupo
amino (-NH;) mostrados en la Figura 4.16, siendo el primero un excelente aceptor de enlace y el
segundo un excelente donador de enlace. Sin embargo, en el estado sdlido, esta molécula se
encuentra en forma de zwitteridn, lo cual la hace muy diferente de los APIs anteriores, cristalizados
en forma de moléculas neutras.

La estructura quimica simple de la pregabalina es mostrada en la Figura 4.17 (inciso a) con
especial énfasis en los grupos funcionales, reflejados en la superficie d,,,;, Por medio de las zonas
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rojas que estdn colocadas en la misma posicidn, mientras que en la regién de los &tomos de Hy C
se presentan zonas blancas, que revelan contactos de la misma distancia que la suma de los radios
de van der Waals.

Figura 4.16: Estructura de la pregabalina anhidra con elipsoides de desplazamiento para dtomos no
hidrogenoides con un 50 % de nivel de probabilidad.

. =
a) b)
. c) i d)
Figura 4.17: Superficie de Hirshfeld de la pregabalina: a) estructura quimica, b) dyprm, ) curvedness, d)
shape index.

En la superficie de curvedness se puede apreciar que, aunque no existe una superficie plana
extensa, si existen zonas planas que regularmente son indicios de un buen empaquetamiento. Por
medio de la superficie shape index observamos que no existen evidencias de presencia de triangulos
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rojos ni azules caracteristicos de interacciones aromaticas. El coeficiente de empaquetamiento
calculado para esta estructura es de 0.65 [79], mas bajo que los coeficientes de las anteriores
moléculas.

2.8 de 2.8 de
. 66 %
2 2.4
259 252
2 2.0
S B 158
LS 1.6
S B b B
L& S A
S B T
0% 0.8
o **I'H.H d
(A) ©0%:6:0:8:1:4:0:24:2:9:5:4:05:6:1:::872::072::22:472:62:8
238 de 2:8 de
n 2% 32%
2.4 2.4
250 2.0
1.8 1.8
1.6 1.6
1.4 1.4
T2 S 35
350 1.0
0.8 0.8
“*lH.C dl “°|H.0 d
(A) 10%:6:0:8:2::0:2::2:7::4:2:6:1::872:072:22:472:62:8 () 0.60.81.01.21.41.61.82.02.22.42.62.8

Figura 4.18 Clasificacidn de interacciones intermoleculares de la pregabalina mediante el porcentaje de
ocupacion del drea en la superficie de Hirshfeld.

El porcentaje de contribucién de cada interaccién a la superficie de Hirshfeld es desglosado
mediante la Figura 4.18. En primer lugar, las interacciones C---H solo representan el 2 % de la
superficie, por lo que no supone una gran contribucidon para interacciones intermoleculares,
mientras que el 98 % de las interacciones restantes pertenecen solo a dos grupos. Por un lado
existen las interacciones H --- H cuya interaccién mds pequeia esta registrada en aproximadamente
di~d, = 1.2 A, valor tipico para esta clase de enlaces. Por otro lado, estdn las interacciones H:-- O
que representan el 32 % de la superficie, teniendo esos picos caracteristicos a una distancia d; +
d, = 1.8 A que se relaciona con interacciones del tipo O — H---NR,. En este caso serfa, con el
nitrégeno cargado positivamente, afiadiendo nuevas formas de interaccidn que pueden verse en la
Figura 4.19 donde los dtomos de nitrégeno adquieren 3 posibles donadores de enlace (lineas rojas)
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mientras que el oxigeno que estd cargado negativamente adquiere un nuevo aceptor de enlace
(lineas azules).

El analisis de propensiéon a formar puentes de hidrégeno usé un modelo de regresion
logistico con variables del entorno de los grupos funcionales (Figura 4.20), clasificandolos en atomos
donadores (N1) y aceptores (01, 02). De todas las estructuras depositadas en la CSD, que presentan
al menos un grupo funcional comun, se seleccionaron 1070 para este analisis.

Para determinar cuales son los pardametros adecuados para realizar la regresién logistica, se
utilizaron las 1070 moléculas para examinarlas y determinar si se presentan enlaces de hidrégeno
con las condiciones anteriores, y cuales son los grupos funcionales que las tienen.

Figura 4.19: Interacciones por puente de hidrogeno en la celda unitaria de pregabalina.

Los datos encontrados se resumen en la Tabla 4.11, donde se encuentra que en los
donadores el 91 % de los atomos si presentan enlaces por puente de hidrégeno, y fueron clasificados
como verdaderos, mientras que el 9 % no tuvieron enlaces de hidrégeno por lo que se clasificaron
como falsos. Los coeficientes obtenidos por la regresion logistica se resumen en la Tabla 4.12.

Cada uno de los parametros se analizd para saber si utilizarlo dentro del modelo era
significativo, con los criterios usuales p < 0.05 y |z| > 2. La densidad estérica de donador es un
parametro que tiene un valor de |z| igual a 1.729 con p = 0.083: es un pardametro no lo suficiente
grande para tener un impacto en la regresion, por lo cual se elimina del modelo. El pardmetro
aromaticidad de donador tiene un valor de |z| de 0.903 y p = 0.366, por lo cual también se elimina
del calculo de regresion.
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ion carboxilato

02 H,C
H3
o1

H,N1"
Y jon amino

Figura 4.20: Clasificacion de grupos funcionales en pregabalina.

Categoria Atomos VERDADERO FALSO
Donadores | N1 3883 229
otros 1925 326
91% 9%
Aceptores | 01,02 4128 114
otros 1680 441
91% 9%

Tabla 4.11: Andlisis de enlace de hidrégeno del conjunto de 1070 estructuras en la CSD.

Para validar el modelo de forma general, se calcula el area bajo la curva ROC con un valor
de 0.829. Adicionalmente, se hace una prueba de y? tomando los valores de desviacién nula (4082
con 6362 grados de libertad) y de desviacidn residual (3167 con 6355 grados de libertad), dando
como resultados valores de p = 0,p = 1, respectivamente. Estos datos rechazan la hipdtesis nula
(el modelo funciona con un solo parametro, el intercepto a) y aceptan la necesidad de mas
pardmetros para que el modelo de regresion funcione de forma correcta.

Un defecto de este modelo proviene del hecho que la teoria de regresidon usada en
MERCURY no se aplica correctamente para un zwitterién. En particular, no es posible predecir la
formacién de los puentes de hidrégeno observados en la Figura 4.19, donde cada grupo amonio
forma tres puentes de hidrégeno. Las lineas punteadas de color azul y verde son interacciones
intermoleculares visibles, mientras que las rojas marcan la posicidon de otra molécula de captopril
pero que aun no ha sido desplegada en la interfaz gréfica del programa MERCURY.
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= = o

Coeficientes | Estimado r:ror Valor z p(lz]) Significancia . |m|.te |m|t.e
estandar |nfer|0r superior

Intercepto 4.654 0.179 25.922 3.744 3 4.306 5.01

Grupo

donador- -1.508 0.106 -14.121 2.801 3 -1.719 13

otro

Grupos -2.149 0.104 -20.583 3.821 3 -2.356 -1.946

aceptor-otro

Funcion 0.146 0.016 8.711 2.991 3 0.114 0.181

CompetICIOn

Densidad

estérica de -0.005 0.003 -1.729 0.083 0 -0.012 0

donador

Densidad

estérica de -0.031 0.003 -9.098 9.144 3 -0.038 -0.024

aceptor

Aromaticidad | 5 51 ¢ 0.239 0.903 0.366 0 -0.247 0.69

de donador

Aromaticidad | -, 410 0.256 -5.513 3.512 3 -1.92 -0.913

de aceptor

Grupo

donador-ion 0 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

amino (N1)

Grupo

aceptor-ion

e 0 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

(01,02)

Tabla 4.12: Coeficientes de la regresion logistica para pregabalina anhidra.

Los analisis anteriores se centraron tanto en el uso de una base de datos para desarrollar
un modelo estadistico de formacion de enlaces por puente de hidrégeno, como en la parte tedrica
de formacién de superficies que cuantifican todos los contactos intermoleculares presentes en las
moléculas dentro de la celda unitaria. La complementariedad molecular también utiliza una base de
datos para generar relaciones entre parametros, pero estd mas enfocada a parametros de formay
de polaridad, comparando tres datos de forma y dos de polaridad, buscando que estos descriptores
cumplan con ciertos criterios de diferencia. Los resultados de este analisis en la funcién “molecular
complementarity” de MERCURY son presentados en las Tablas 4.13 y 4.14, tanto para la aspirina
como el acido salicilico.

Los datos para la aspirina arrojaron una correcta complementariedad con cuatro
parametros (tres de formay uno polar) dando un 80 % de compatibilidad con la pregabalina anhidra.
Por la parte del acido salicilico, también se tiene una compatibilidad del 80 % con la pregabalina
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anhidra. Ambos casos tienen una gran diferencia de momento dipolar, y siendo el segundo

descriptor mas importante del andlisis (p = 0.39,r = 0.28), esto puede representar una desventaja

al elegirlo frente a otras moléculas que no presenten una diferencia de momento dipolar tan

marcada.

Aspirina Pregabalina A Criterio

Relacion de ejes .

0.807 0.835 0.028 A<0.31 Si
M/L
Eje mas corto [S] 5.22 6.351 1131 | A<3.23 Si
(A)
E/eL'ac'O” de ejes 0.497 0.616 0.119 | £<0.275 Si
Magnitud de
momento dipolar 0.95 24.548 23.598 A<5.94 No
(Debye)
Fraccién de
Nitrégeno y 0.308 0.273 0.035 A<0.294 Si
Oxigeno (FNO)

Tabla 4.13: Andlisis de complementariedad molecular de pregabalina y aspirina.
Acido Pregabalina A Criterio
salicilico

Relacion de ejes 0.787 0.835 0048 | A<031 Si
M/L
Eje mas corto [S] 3.416 6.351 2935 | A<3.23 Si
(A)
gfL'ac'O” de ejes 0.368 0.616 0248 | £<0.275 Si
Magnitud de
momento dipolar 1.566 24.548 22.982 A<5.94 No
(Debye)
Fraccion de
Nitrégeno y 0.3 0.273 0.027 A<0.294 Si

Oxigeno (FNO)

Tabla 4.14: Andlisis de complementariedad molecular de pregabalina y dcido salicilico.

4.5.Pregabalina hidratada

La pregabalina hidratada cuenta con dos grupos funcionales, como mencionado en el

parrafo anterior, ademas de una molécula de agua, que aumenta la cantidad de interacciones
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intermoleculares por puente de hidrégeno y cambia los datos resultantes en comparacién con la
molécula de pregabalina anhidra, como se muestra en la Figura 4.21.

012

Figura 4.21: Estructura de la pregabalina hidratada con elipsoides de desplazamiento para dtomos no
hidrogenoides con un 50 % de nivel de probabilidad.

b)

) d)

Figura 4.22: Superficie de Hirshfeld para pregabalina monohidratada: a) estructura quimica, b) d 5y, €)
curvedness, d) shape index.

La estructura quimica de la pregabalina monohidratada se visualiza en la Figura 4.22 (inciso
a), de tal forma que sean visibles las caracteristicas de las superficies que no incluyen a la molécula
de agua dentro de sus calculos. Para la superficie de d,;,;-,, S€ 0bservan puntos rojos muy marcados
que sefialan las interacciones en las que la suma de los radios de van der Waals es mayor a la
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distancia entre atomos dentro y fuera de la superficie, notablemente también se observan zonas
blancas que como se ha deducido hasta este momento son las interacciones H --- H. La Figura 4.22
(incisos cy d) da informacién del tipo de empaquetamiento de la molécula en la celda, visualizando
que en la imagen de shape index no se presentan los triangulos caracteristicos de interacciones
aromaticas ni muchas zonas curvas (especialmente azules), y ademas, la superficie de curvedness
presenta superficies no planas, por lo que se puede inferir que no hay un buen empaquetamiento,
informacién que se corrobora con el calculo del coeficiente de empaquetamiento de 0.6 [79]. Esto
contrasta con el coeficiente de su versidn anhidra (0.65), que puede deberse en gran medida a la
presencia del agua que agranda el tamanfio de la celda unitaria, sin llenar todo el nuevo espacio que
crea.

2.8 de
68 %
2.6
2.4
2.0
1.8
1.6
d 1.4
2.8 € 1.2
2.8 1.0
2:4 0.8
22 0.6
2.0 H...H d’
1.8 () 0.60.81.01.21.41.61.82.02.22.42.62.8
1.6
1.4 2.8 de
1.2 , 32%
. L.t:
-
""" | Pregabalina hidratada di 2o
(A) 0.60.81.01.21.41.61.82.02.22.42.62.8 1.8
1.6
1.4
Yl
1.0
0.8
"“IH.0 d

() 0.60.81.01.21.41.61.82.02.22.42.62.8

Figura 4.23: Clasificacion de interacciones intermoleculares de la pregabalina monohidratada a través del
porcentaje de ocupacion de drea en la superficie de Hirshfeld.

La superficie de Hirshfeld también nos muestra qué tipo de interacciones estan presentes
en la celda, por lo que se utilizan graficos en 2D para hacer de la presentacion de la informacién algo
mas facil de manejar. En el caso concreto de la pregabalina monohidratada se presenta esta
informacidn en la Figura 4.23, con presencia de dos interacciones al contrario de su version anhidra
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gue presentaba interacciones del tipo C -+ H; mientras que el 68 % de las interacciones pertenece a
las del tipo H---H, el 32 % pertenece a las interacciones O---H, mas especificamente a las
interacciones del tipo O — H---NR, con d, + d; ~ 1.8 &, con la posibilidad de aumentar tanto los
donadores como aceptores de enlace por puente de hidrégeno como en su contraparte anhidra,
solo que incluyendo a la molécula de agua dentro de estas posibilidades.

El analisis de probabilidad de formacién de puentes de hidrégeno utiliza las variables del
entorno de los grupos funcionales (Figura 4.24) clasificandolos en dtomos donadores (N1, 012) y
aceptores (06, O7). De todas las estructuras depositadas en la CSD, que presentan al menos un
grupo funcional en comun, se seleccionaron 923 para este analisis.

H,012
agua
ion amino
NI
07
J . : :
H,C N ion carboxilato
CH 06

3

Figura 4.24: Clasificacion de grupos funcionales en pregabalina monohidratada.

Los parametros necesarios para hacer la regresion logistica son encontrados a través de una
busqueda de moléculas que tienen los mismos grupos funcionales que nuestra molécula de estudio
y ademas se cuenta si ese mismo grupo funcional forma un enlace por puente de hidrégeno con
otra molécula, de tal forma que si la cumple se cuenta como verdadero, mientras que si no la cumple
se toma como un falso (Tabla 4.15). Todos estos datos se utilizaron para calcular los coeficientes de
los parametros de la regresion logistica, mostrados en la Tabla 4.16, ademas de los parametros
necesarios para verificar la validez del modelo.

Tres de los descriptores no cumplen con los valores requeridos de p < 0.05 o de |z| > 2
para considerarse significativos por lo que se eliminaron de la regresién. El drea bajo la curva ROC
es de 0.809, lo cual apenas se considera éptimo para validar la buena clasificacién de verdaderos
positivos y falsos positivos. Ademas, la informacion obtenida mediante la desviacién nula (10510
con 10121 grados de libertad) y la desviacidn residual (8348 con 10112 grados de libertad) revela
que la hipétesis nula de modelar las probabilidades de formacién de enlace de hidrégeno con un

50



solo descriptor tiene un valor de p = 0, mientras que los valores obtenidos con las desviacidn
residual confirman mediante el valor de p = 1, que son necesarios mas parametros para predecir
de forma significativa las probabilidades de formacién de enlaces por puente de hidrégeno.

Categoria | Atomos VERDADERO FALSO
Donadores | 012 2727 961
N1 4228 476
otros 2744 834

81% 19%
Aceptores 06,07 5472 255
012 1688 1071
otros 2539 945

81% 19%

Tabla 4.15: Andlisis de enlace de hidrégeno del conjunto de 923 estructuras en la CSD.

La probabilidad de formacién de enlace de hidrégeno entre el &tomo donador N1y el atomo
aceptor 06 como entre el atomo donador N1 y el &tomo aceptor O7 es de 0.97, mientras que la
probabilidad para la formacién entre el &tomo donador 012 y el aceptor O6 como entre el 4tomo
donador 012 y el 4&tomo aceptor O7 es de 0.89. Por ultimo, el modelo predice otra interaccion entre
el 4tomo donador N1y el &tomo aceptor 012 con una probabilidad de 0.72.

Los descriptores de forma y de polaridad que son requeridos para analizar la
complementariedad de la pregabalina monohidratada con la aspirina o con el acido salicilico son
mostrados en las Tablas 4.17 y 4.18.

Los parametros de forma para la aspirina y la pregabalina hidratada cumplen con los
criterios de diferencia de una forma satisfactoria, pero el descriptor de magnitud de momento
dipolar no se cumple, obteniendo un 80 % de compatibilidad. Mientras que el analisis para el acido
salicilico cumple solo dos de los cinco criterios, teniendo solo un 40 % de compatibilidad. De esta
forma este ultimo resultado es una evidencia de la importancia de la eleccién correcta del
coformador, no solo utilizando la cantidad de donadores y aceptores de enlace presentes en una
molécula, sino también tomar en cuenta si un API estd en su forma anhidra o hidratada.
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Coeficientes | Estimado Er:ror Valor z p(lz]) Significancia .L|m|.te L|m|t'e
estandar inferior superior
Intercepto 2.908 0.119 24.268 4.203 3 2.675 3.144
Grupo
donador-ion 1.545 0.104 14.749 3.114 3 1.34 1.751
amino (N1)
Grupo
donador- 0.145 0.107 1.355 0.175 0 -0.065 0.357
otros
Grupo
aceptor-agua -3.363 0.121 -27.648 2.949 3 -3.603 -3.126
(012)
Grupo
aceptor- -1.883 0.077 -24.377 2.998 3 -2.035 -1.732
otros
Funcion 0.073 0.006 12.131 7.196 3 0.061 0.085
competicion
Densidad
estérica de -0.003 0.002 -1.458 0.144 0 -0.007 0.001
donador
Densidad
estérica de -0.031 0.002 -11.669 1.817 3 -0.036 -0.025
aceptor
Aromaticidad | )¢ 0.169 -0.159 0.873 0 -0.357 0.305
de donador
Aromaticidad | ;404 0.158 -6.36 2.004 3 1316 | -0.696
de aceptor
Grupo
donador- 0 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
agua (012)
Grupo
aceptor-ion
carboxilato 0 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
(06,07)

Tabla 4.16: Coeficientes de la regresion logistica para pregabalina hidratada.
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Aspirina Pregabalina A Criterio

Relacidn de ejes .

0.807 0.868 0.061 A<0.31 Si
M/L
(EA’S mas corto [S] 5.22 6.979 1759 | A<3.23 Si
EfL'aC'O” de ejes 0.497 0.684 0.187 | A<0.275 Si
Magnitud de
momento dipolar 0.95 24.045 23.095 A<5.94 No
(Debye)
Fraccion de
Nitrégeno y 0.308 0.333 0.025 A<0.294 Si
Oxigeno (FNO)

Tabla 4.17: Andlisis de complementariedad molecular de pregabalina monohidratada y aspirina.

Acido Pregabalina A Criterio

salicilico
Relacion de ejes 0.787 0.868 0081 | A<031 Si
M/L
(EAJS ms corto [S] 3.416 6.979 3563 | A<3.23 No
EfL'aC'O” de ejes 0.368 0.684 0316 | A<0.275 No
Magnitud de
momento dipolar 1.566 24.045 22.479 A<5.94 No
(Debye)
Fraccion de
Nitrégeno y 0.3 0.333 0.033 A<0.294 Si
Oxigeno (FNO)

Tabla 4.18: Andlisis de complementariedad molecular de pregabalina monohidratada y dcido salicilico.

4.6.Diclofenaco

Este compuesto no se encuentra en forma libre en los APIs disponibles, sino en forma de sal
de sodio. Al determinar su estructura, se determind que se trataba de un hidrato no conocido hasta
la fecha, con 3.5 moléculas de agua por cada molécula de diclofenaco sédico. La descripcion de esta
estructura y el mapa de Hirshfeld estan disponibles en el articulo en acceso libre de la referencia
[61]: https://journals.iucr.org/e/issues/2020/12/00/jy2003/jy2003.pdf

El diclofenaco no se encuentra en forma neutra, sino en forma anidnica, de tal manera que
es probable que los métodos predictivos disponibles en MERCURY para estudiar la propensién de
este API para formar puentes de hidrégeno no seran muy efectivos. Por otra parte, la presencia del
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cation Na® en la celda unidad interfiere durante el proceso de regresién logistica del médulo
Hydrogen Bond Propensities de MERCURY. Debido a estas dificultades, no se realizé un estudio de
complementariedad de este API con la aspirina o el acido salicilico.

Es dificil evaluar el potencial de cocristalizacion del diclofenaco con la aspirina o el acido
salicilico. Sin embargo, algunos cocristales de este fdrmaco fueron cristalizados por otros grupos de
investigacion, usando diclofenaco en forma libre, por ejemplo con la 4,4’-bipiridina [83]

4.7.Resumen

A través de todos los estudios anteriores, se han encontrado diversos datos y evidencias de la
presencia de potenciales donadores y aceptores de enlaces por puente de hidrégeno, que son
factores claves para el disefio de cocristales, especificamente hablando de cocristales con aspirina
y acido salicilico y alguna de las cinco moléculas estudiadas; sin embargo, la sola presencia de estas
estructuras no garantiza la formacion de enlaces de hidréogeno y mucho menos la estabilizacion de
cocristales. Por tal motivo es necesario conocer la importancia del tamafio de los API y cudles
donadores y aceptores representan la mejor tendencia a formar enlaces de hidréogeno y con qué
atomos lo hacen.

A Acido Captopril | Ketoconazol | Pregabalina | Pregabalina | Criterio
mefenamico hidratada
Relacion 0.107 0.144 0.321 0.028 0.061
de ejes i i No i i A<0.31
M/L
Eje mas
corto [S] 1.4'84 1.0'56 4.855 1.1.31 1.7'59 A<3.23
o Si Si No Si Si
(A)
Relacién 0.038 0.05 0.145 0.119 0.187
de ejes S/L Si Si Si Si Si £<0.275
Magnitud
de 0.091 3.629 0.43 23.598 23.095
momento . . . A<5.94
. Si Si Si No No
dipolar
(Debye)
Fraccion
de
Nitrégeno 0'1.41 0'0.22 0'0.86 0'0.35 0'0.25 A< 0.294
, Si Si Si Si Si
y Oxigeno
(FNO)
100 % 100 % 60 % 80 % 80 %

Tabla 4.19: Comparaciones aspirina y sus diferencias de pardmetros por complementariedad molecular.
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En las Tablas 4.19 y 4.20 se muestran las comparaciones entre moléculas de los distintos
pardmetros de forma y polaridad. Los datos de las diferencias revelan que el acido mefenamico
cumple con el 100 % de las condiciones al igual que el captopril para una buena interaccién con la
aspirina, mientras que la pregabalina anhidra como su contraparte la pregabalina monohidratada
solo cumplen con el 80 %. El pardmetro que no cumple con el criterio es el de la magnitud del
momento dipolar, debido a la presencia de moléculas ionizadas y su caracter hidréfilo.

El ketoconazol cumple solo el 60 % de los criterios. El criterio de forma podria refutarse,
sabiendo que muchas moléculas grandes cocristalizan con estructuras pequefias [84]. Pero eso
aplica cuando la estructura tiene un coeficiente de empaquetamiento pequefio, que no es el caso
del ketoconazol.

Para el caso del acido salicilico, ahora una complementariedad total se da con el captopril,
mientras que el ketoconazol y el 4cido mefendmico sufren por la diferencia de tamafio del eje mas
pequefio. La pregabalina anhidra falla en la diferencia de momento dipolar pero no asi su version
hidratada, que tiene diferencias muy marcadas tanto en la diferencia de momento dipolar como en
los aspectos de forma.

A Acido Captopril | Ketoconazol | Pregabalina | Pregabalina | Criterio
mefenamico anhidra hidratada
Relacion 0.087 0.126 0.301 0.048 0.081
de ejes Si i i i Si A<0.31
M/L
Eje mas
corto [S] 3.3 2.§7 6.659 2.9?,5 3.563 A<3.93
o No Si No Si No
(A)
Relacion 0.168 0.178 0.016 0.248 0.316
de ejes S/L Si Si Si Si No A<0.275
Magnitud
de 0.711 3.013 0.186 22.982 22.479
momento . . . A<5.94
. Si Si Si No No
dipolar
(Debye)
Fraccion
de
Nitrégeno 0'1.33 0'0.14 0'0.78 0'0.27 0'0_33 A< 0.294
, Si Si Si Si Si
y Oxigeno
(FNO)
80% 100 % 80 % 80 % 40 %

Tabla 4.20: Comparaciones dcido salicilico y sus diferencias de pardmetros por complementariedad

molecular.

Las interacciones intermoleculares son las que gobiernan la forma en la que se mantienen

unidas las moléculas, por lo tanto, es deseable cuantificar cudles estan presentes en el cristal. La
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superficie de Hirshfeld nos ha servido como un método para analizar qué tipos de atomos se
mantienen en contacto con sus alrededores de forma no covalente. Como se puede ver en la Figura
4.25 el porcentaje de las interacciones del tipo H::-H va desde el 34.4 % hasta el 67.9 %, algo
esperado en moléculas con gran cantidad de atomos de hidrégeno, siendo la Unica excepcién la
aspirina. El siguiente mayor contacto es el de tipo O --- H, con porcentajes que van desde 11.4 %
hasta el 41.5 %, siendo el captopril la molécula con mayor porcentaje detrds del acido salicilico y la
aspirina, seguido por ambas versiones de pregabalina y al final por porcentajes similares el
ketoconazol y dcido mefenamico. Las siguientes interacciones con mayor presencia son las de tipo
C--- H, y finalmente se presentan otras interacciones como Cl -:- H (solo presente en el ketoconazol)
con 17.2 % de presencia o el 10.3 % de aporte a las interacciones de captopril con S--- H.

[ Otros
[__lo-C

[ H-N
Pregabalina hidratada 31.4 67.9 I:I
H-CI
i [
Pregabalina 32.1 65.5 I:I H-C
-- i
Ketoconazol | 11.4 42.8 19 17.2 u E H-O
Captopril 333 55 10.3

Aspirina 41.5 34.4 18.1

Acido mefanamico| 12.5 56.7 25.2

Acido salicilico 32.2 34.4 20.6 8.3 I
1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100
% de contribucion

Figura 4.25: Resumen de interacciones por puentes de hidrogeno de diferentes estructuras.

En la Tabla 4.21 estan resumidas las configuraciones de los enlaces de hidrégeno, siendo la
mayoria de los contactos presentes en los APIs y predichos por la metodologia usada. Sin embargo,
los valores de dicha prediccidn en algunos casos no parecen significativos. Si se analizan de forma
mas detallada los datos obtenidos, podremos darnos cuenta que en realidad la probabilidad de
formacién de enlaces de hidrégeno no solo se refiere a la formacion de algun enlace en si, sino
también al arreglo que adopta.
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El 4cido mefenamico es el Unico API que forma dimeros de la forma R2(8) al igual que la

aspirina, ademas de tener un valor similar de probabilidad de formacién de enlaces y pardmetros

similares en la geometria de los enlaces. El captopril tiene una probabilidad de formacién de 0.35

para la configuracién C}(7) y una probabilidad de 0.25 para la configuracién C(9). Para este tipo

de analisis se necesita al menos tener un donador y aceptor de enlace dentro de la molécula, por lo

que el ketoconazol queda descartado.

Molécula D—H A Probabilidad Arreglo
intermolecular
Acido 02 — H2 01 0.37 R3(8)
mefendmico
Captopril 03 — H3 01 0.35 Ci(7)
S1—-H1 02 0.25 Ci(9)
Ketoconazol No se pudo realizar la prueba por falta de donadores de enlace
Pregabalina N1-—H1B 01 0.97 CL(7)
N1 - H1A 02 0.97 Cci(7)
N1 —H1C 02 No se pudo Cct(7)
calcular
Pregabalina N1-—H1D 06 0.96 )
monohidratada
N1— H1F 07 0.96 CL(7)
012 — H12A 06 0.89 D1(2)
012 —H12B 07 0.89 Di(2)
N1 —H1E 012 0.74 Di(2)
Aspirina 01 —H1 02 0.40 R3(8)
Acido salicilico 02 — H5 01 0.26 R2(8)

Tabla 4.21: Enlaces de hidrégeno y sus configuraciones en los cristales de APl estudiados.

Las probabilidades para los enlaces de hidrégeno en pregabalina anhidra fueron de 0.97,

para dos de las tres presentes con configuracién Ci(7), pues una no fue detectada. Para la

pregabalina monohidratada se encontraron dos interacciones similares a la de su contraparte

anhidra, pero es precisamente la tercera interaccién que no es detectada la que cambia de

configuracién a una de dimeros que no son ciclicos, denotados como D (2).
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS A FUTURO

Con toda la informacién antes resumida, podemos llegar a la conclusidon de que el acido
mefenamico es el mejor candidato para la formacidn de cocristales con la aspirina debido a su 100%
de complementariedad molecular, ademas de presentar el mismo arreglo de enlaces de hidrégeno
con valores de geometria similar, aun cuando no tiene un gran porcentaje de interacciones O -+ H
(12.5 %).

El coformador menos favorable es el ketoconazol, pues tiene solo un 60 % de
complementariedad molecular, y, ademas, no se pudo realizar el andlisis de formacién de enlace de
hidrégeno lo cual ya es un mal indicio. Para las demdas moléculas se podria argumentar que el
captopril tiene una complementariedad molecular de 100 %, aunque los valores de geometria de
enlaces de hidrégeno son diferentes a los de la aspirina. La pregabalina tienen una gran magnitud
en su momento dipolar, ademas de valores de geometria también diferentes a los de la aspirina,
por lo que el orden a mejor candidato para coformador de aspirina quedaria de la siguiente forma:

Acido mefenamico > captopril > pregabalina anhidra y monohidratada> ketoconazol

Para el acido salicilico, se puede utilizar tanto el 4cido mefendmico como el captopril como
posibles candidatos para coformador. Pero viendo los parametros de geometria de enlace de
hidrégeno, se revela que el captopril tiene valores mas similares al acido salicilico, por lo que se elige
como el candidato mas apropiado, seguido del 4cido mefenamico debido a la presencia de dimeros,
comunes en la mayoria de los acidos organicos. Para la clasificacion de la pregabalina, la molécula
anhidra tiene una mejor compatibilidad (80 %) que su contraparte hidratada (en los pardmetros de
forma) que solo tiene un 40 % de compatibilidad con el acido salicilico. Por ultimo, el ketoconazol al
no poseer analisis de probabilidad de formacidn de enlaces, se hace dificil saber con exactitud si es
un buen coformador, por lo que el orden a mejor candidato para cocristalizar con el acido salicilico
gueda de la siguiente forma:

Captopril > acido mefenamico > pregabalina anhidra > ketoconazol y pregabalina monohidratada

Ahora que se conoce cudles son los candidatos ideales para formar cocristales, se puede
disefar experimentos para obtener cocristales de aspirina y acido salicilico con el 4cido mefenamico
y el captopril. Segun la Figura 2.1, las relaciones de concentraciones sugeridas tanto para la aspirina
como el acido salicilico, serian 1:1 o 2:1 (aspirina-coformador), mientras que la Figura 2.2 nos dice
que los primeros disolventes que se deberian probar serian el acetonitrilo, el 2-propanol o el etil
acetato para la aspirina, y el etanol o metanol para el 4cido salicilico.

Todos estos experimentos pueden conducir a encontrar nuevas estructuras cristalinas como
fue el caso del diclofenaco sddico en esta tesis, o a mejorar la informacion de las estructuras
cristalinas ya refinadas depositadas en bases de datos como la CSD.
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