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V. RESUMEN

El clorhidrato de moxifloxacino (MoHCI) es una fluoroquinolona de cuarta
generacion perteneciente al grupo | del Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica
(SCB). A pesar de que su solubilidad no limita su biodisponibilidad, MoHCI presenta
una alta tendencia al polimorfismo con 22 fases reportadas (Al Omari, Jaafari, Al-
Sou’od, & Badwan, 2014). Esto conlleva a que potenciales transformaciones de fase
sélida puedan ocurrir durante el proceso de manufactura, almacenamiento y/o tras

su administracion, limitando asi su seguridad y eficacia.

El presente proyecto se centra en reproducir cocristales de MoHCI previamente
sintetizados dentro del grupo de investigacién, con la finalidad de concluir su
caracterizacion mediante la evaluacion de las propiedades fisicas vy
biofarmacéuticas de estas Nuevas Fases Solidas. Los cocristales se sintetizaron
utilizando al acido DL-méalico (DLMA) y al &cido 2,4-dihidroxibenzoico (24DBA) como
agentes formadores de cocristal. Se realizaron pruebas de cribado con 3 solventes:
metanol, etanol y agua. El escalamiento de los cocristales sintetizados se realizo
mediante molienda mecanoquimica asistida con disolvente a 20 Hertz por 20

minutos.

Los difractogramas obtenidos por DRXP en las pruebas de cribado comprueban la
formacion de fases cristalinas con patrones de difraccion distintos a las materias
primas. Con ayuda de la investigacion que precede a este estudio, se determind
gue se sintetizaron los cocristales de MoHCI reportados. El analisis entre DRXP,
TGA/DSC e IR me permitié determinar que MoHCI-DLMA y MoHCI-24DBA poseen

una estequiometria 1:1.

Las pruebas biofarmacéuticas realizadas en medios de disolucidon farmacopéicos
pH 1.2, 45 y 6.5 demostraron que ambos cocristales modifican el perfil
biofarmacéutico de MoHCI. El cocristal MOHCI-DLMA limita la solubilidad de MoHCI
a un valor constante e independiente del pH, manteniendo la velocidad de disolucion
muy similar a la del farmaco. Mientras que el cocristal MoHCI-24DBA disminuye
considerablemente la solubilidad y velocidad de disolucion de MoHCI, efecto que

aumenta conforme el medio de disolucién se acerca a la neutralidad. Ambos
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resultados se atribuyen a las propiedades de las materias primas y el arreglo

cristalino de los cocristales.

Ambos cocristales modifican las propiedades fisicas de MoHCI y modifican su grado
de polimorfismo de varias maneras. El cocristal sintetizado con DLMA no presento
polimorfismo al contacto con los medios de disolucion, a diferencia del farmaco. Sin
embargo, este cocristal es propenso a polimorfismo cuando se expone a
temperaturas elevadas. El cocristal MoHCI:24DBA sufre un cambio de fase al
contacto con los medios de disolucion de pH 4.5y 6.5, de la misma forma que el
farmaco. Sin embargo, se demostr6 que el cocristal mantiene su fase soélida al
exponerse a temperatura y humedad alta, a diferencia de MoHCI que sufre

polimorfismo.
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1. INTRODUCCION

Hoy en dia la cocristalizacion se reconoce como una opcién para mejorar las
propiedades fisicas y biofarmacéuticas de los ingredientes farmacéuticos activos
(IFA). Esto se considera importante debido al gran nimero de medicamentos que
actualmente se producen en estado solido, siendo las tabletas la forma farmacéutica
mas utilizada. Sin embargo, casi el 40% de las moléculas innovadoras que se
descubren presentan insolubilidad (Sareen. S, et. al, 2012), complicando la
administracién de manera convencional. La aplicacion de la cocristalizacién se ha
enfocado en tratar de solventar este problema. En la literatura se han reportado
ampliamente algunos de los efectos que la cocristalizacion tiene sobre las
propiedades fisicas y biofarmacéuticas de los solidos. Entre estas se encuentra la
posibilidad de modificar la solubilidad, la fluidez y la velocidad de disolucion. Sin
embargo, en ocasiones los IFA presentan otro tipo de problemas relacionados al

estado solido.

El Clorhidrato de Moxifloxacino (MoHCI) siendo un farmaco que se encuentra en el
grupo | del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico, no requiere de la
cocristalizacion para la mejoria de su solubilidad. Sin embargo, tiene la
caracteristica de poseer alrededor de 22 fases polimérficas en estado sélido. Esta
es una de las principales complicaciones cuando se manipula y acondiciona para la
produccion del medicamento en la industria. Para resolver esta problematica la
busqueda de Nuevas Fases Sélidas (NFS) cocristalinas con MoHCI se ha llevado a
cabo con anterioridad en nuestro grupo de investigacion, reportando la generacion
de tres cocristales sintetizados con coformadores alifaticos e hidroxibenzoicos de
caracter acido. No obstante, se carece de estudios de escalamiento, estabilidad de
fase y propiedades biofarmacéuticas de estas NFS, siendo imperativa la evaluacion

del impacto sobre las propiedades fisicas y biofarmacéuticas de MoHCI.
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2. ANTECEDENTES

2.1 El estado sodlido

Todos los cuerpos se componen de materia ordenada en atomos y moléculas que
se organizan en uno de los tres estados fisicos; solido, liquido o gaseoso. El estado
sélido es el méas utilizado en la industria farmacéutica debido a que los principios
activos se pueden estabilizar y formular de manera mas sencilla en comparacién
con el estado liquido. Las moléculas pueden interaccionar por medio de varios tipos
de enlaces, siendo el covalente uno de los mas fuertes y los puentes de hidrégeno
uno de los enlaces débiles mas frecuentes (Cui, 2007). Estos ultimos pueden ser
modificados por la temperatura y la presion para conformarse en un determinado
arreglo molecular. Se sabe que la modificacion de dicha conformacion forma nuevas

fases con niveles de energia diferentes (Gupta, Askarkar, Joshi, & Padole, 2015).

Existen dos tipos de arreglos supramoleculares en los sélidos, los cristalinos y los
amorfos (Figura 1). Los solidos cristalinos estan formados por una estructura
definida y repetitiva denominada “celda unitaria”, la cual se considera como la
unidad minima que conforma un sdlido cristalino, representando el arreglo
intermolecular de la estructura. Esta celda se repite multiples veces hasta formar
cristales de mayor tamafo. En cambio, los amorfos se conforman de multiples

estructuras repetidas dentro de un mismo sélido, careciendo de una forma definida.
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Figura 1 Sdlidos cristalinos (izquierda) y amorfos (derecha). (Lichtenstein, L., Heyde, M., & Freund, H. J.
2012)

Dentro del grupo de los solidos cristalinos podemos identificar a otro tipo de
conformacion molecular denominada polimorfo. Estos se definen como materiales
gue comparten la misma composicion quimica pero difieren en su conformacion
molecular o estructura reticular (Rodriguez-Spong, Price, Jayasankar, Matzger, &
Rodriguez-Hornedo, 2004). Asimismo, existen los pseudopolimorfos, estructuras
gue incluyen moléculas de solvente dentro de la conformacion cristalina (Giron,
Mutz, & Garnier, 2004). Debido a que los polimorfos difieren en sus interacciones
débiles como fuerzas de Van der Waals o los puentes de hidrégeno, poseen niveles
de energia diferentes modificando las propiedades fisicas del material como la
solubilidad, la estabilidad quimica, el punto de fusion, la densidad, etc. (Hilfiker,
2006).

Los materiales cristalinos que se conforman por varios componentes se clasifican
como se observa en la Figura 2. Los solvatos, sales y cocristales se consideran
cristales multicomponentes debido a que dentro de la red cristalina podemos

encontrar atomos pertenecientes a varios compuestos diferentes.
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Figura 2 Clasificacion de los tipos de fases que conforman el estado sélido de la materia. (Modificado de
Newman, A., Wenslow, R. 2016).

2.1.1 Sales farmacéuticas

Una sal farmacéutica esta formada por un IFA en su forma ionizada y un contraion
molecular o atomico. Debido a esta caracteristica, las sales siempre tienen una
relacion molar definida y previsible. Asimismo, una de las limitaciones que presentan
por su naturaleza es el requerimiento de un farmaco ionizable. La selecciéon del
mejor contraidén para un IFA se efectia mediante pruebas de cribado con varios
candidatos, siendo los mas utilizadas el sodio (Na*) en el caso de los farmacos
acidos y el clorhidrato (CI") para los basicos o alcalinos (Vioglio, Chierotti, & Gobetto,
2017).

La formacion de sales farmacéuticas es una herramienta muy comuan para la mejora
de la solubilidad de un farmaco (Serajuddin A., 2007). Se ha reportado que la
solubilidad de la sal del farmaco depende del producto de solubilidad del IFA vy el

contraion. Sin embargo, la mejora en la solubilidad se debe a la modificacién en la
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velocidad de disolucion del farmaco debido a alteraciones del pH en el
microambiente (Kawakami, 2012). Algunas ventajas que aporta la formacién de
sales incluyen la modificacién de propiedades fisicas como el flujo y el aumento en
la pureza o estabilidad del farmaco. En cambio, una desventaja que presentan las
sales es la modificacion del pH del medio de disolucion por la liberacion de
moléculas de contraion. Este efecto incluso puede disminuir considerablemente la
solubilidad del farmaco, dependiendo de la naturaleza del medio en el cual se
disuelve. Se ha reportado que las sales que utilizan al ion clorhidrato suelen
presentar una ligera disminucién de la velocidad de disoluciéon en jugo gastrico

debido al efecto del ibn coman (Kawakami, 2012).

2.1.2 Polimorfismo

El polimorfismo ocurre en el estado sélido cuando una molécula presenta varios
arreglos cristalinos sin modificar su naturaleza quimica. Este fendmeno tiene mucha
relevancia en la industria farmacéutica ya que implica una posible modificacion de
las propiedades de un IFA. Para garantizar la calidad y el contenido de un
medicamento, es importante identificar cualquier tipo de polimorfismo desde etapas
tempranas del desarrollo farmacéutico, ademas de buscar un método robusto que
evite la transformacion de fase de la molécula (Horosanskaia, Seidel-Morgenstern,
& Lorenz, 2014). Por lo tanto, desarrollar los métodos adecuados es un reto dentro

de la industria.

Los dos tipos de polimorfismo mas comudn son el conformacional y el de
empaguetamiento (Sarma, Chen, Hsi, & Myerson, 2011). Cuando los cristales
comparten la misma celda unitaria, pero difieren en la conformacion de las
moléculas presentes en la red cristalina se denominan polimorfos conformacionales.
Mientras que en el polimorfismo de empaquetamiento ocurre un efecto de rigidez
entre las moléculas, por lo que difieren en el tipo de celda unitaria que conforma al

cristal; por ejemplo, monoclinica y tetragonal.
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2.1.3 Ingenieria de cristales

El término ingenieria de cristales es conocido por ser el estudio de la formacién de
estructuras cristalinas en un arreglo determinado. Muchas veces el objetivo de la
aplicacion de esta disciplina es determinar la manera de producir un determinado
cristal con una propiedad de interés en particular. En general, se utiliza en conjunto
la quimica supramolecular, elucidando la manera en la que los enlaces débiles
(puentes de hidrégeno, enlaces coordinados, fuerzas de Van der Waals,
interacciones n—n) van a interactuar para formar patrones subestructurales mejor
conocidos como sintones (Desiraju, 2007). En general, los sintones
supramoleculares pueden encontrarse en dos tipos de conformacion (Figura 3), los
homosintones cuando las interacciones son entre dos unidades estructurales

iguales y los heterosintones cuando estas son diferentes.

b)

Figura 3 Sintones supramoleculares, a) homosinton y b) heterosinton (Duggirala, Perry, Aimarsson, &
Zaworotko, 2016).

Las moléculas por medio de la ingenieria de cristales se van a conformar de acuerdo
a los sintones que se originen por medio de las interacciones débiles antes
mencionadas. En la Figura 4 se observa un ejemplo de la aplicacién de este
principio, donde se ensambla una molécula por medio de la repeticion de varios
sintones. Una caracteristica deseable de los sintones es su capacidad de formar

varios tipos de estructuras cristalinas, denominandolos como robustos (Desiraju,
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2003). Es importante identificar estos sintones ya que se generan en multiples

moléculas cristalinas y facilitan la elucidacion de las propiedades de los productos.

0-----H-0
O~ o)
O—H----- Ensamblando una estructura

cristalina
--H-0 O----- H-0 0----- H-0 O---
7 / /4
/ Y/ /
---0 O—H----- (o] O—H----- o O—H---

Figura 4 Ensamblaje de una molécula por medio de sintones. Modificado de (Desiraju, 2003).

2.1.4 Cocristales farmacéuticos

Actualmente la definicion de un cocristal puede variar entre autores pero coincide
en una caracteristica fundamental, se entiende que son materiales cristalinos
compuestos por al menos dos componentes en una estequiometria dada y que los
materiales de partida son sélidos a temperatura ambiente (Schultheiss & Newman,
2009). Los cocristales farmaceéuticos se sintetizan por interacciones entre un IFA'y
un compuesto cocristalizante, denominado formador de cocristal o agente
coformador. Los formadores de cocristal son moléculas de bajo peso molecular que
poseen grupos funcionales capaces de compartir puentes de hidrogeno. Estos
compuestos deben ser seleccionados a partir de la lista de la FDA - GRAS
(Generally Recognized As Safe) y pasar por un proceso de seleccion para

considerarlos adecuados.

Esta forma solida es utilizada en la industria farmacéutica para modificar de manera
favorable diversas propiedades de un farmaco; punto de fusién, solubilidad,
disolucién, estabilidad o habito cristalino (Shan & Zaworotko, 2008). Se le considera
como una herramienta util que no modifica la identidad de un farmaco y conlleva la

formacioén de enlaces débiles.
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2141 Formadores de cocristal

Uno de los pasos previos a la sintesis de un cocristal consiste en seleccionar una
molécula adecuada como formador. Las propiedades mas relevantes para la
seleccion de los formadores son: el reconocimiento de interacciones
intermoleculares, el pKa de las moléculas, los grupos donadores y aceptores de
puentes de hidrégeno (Qiao, N. et al., 2011). Asimismo, debemos de estudiar la
estructura del farmaco y determinar cudles son los grupos funcionales que pueden

dar lugar a puentes de hidrégeno con un formador adecuado.

Como se menciond con anterioridad, los formadores son seleccionados a partir de
la lista GRAS. Estas moléculas son evaluadas posteriormente con herramientas
como la Base de Datos Estructurales de Cambridge (CSD). Esta plataforma
almacena los datos cristalograficos de muchos formadores y farmacos, siendo util

para la elucidacion de interacciones intermoleculares estables (Orpen, 2002).

La seleccion previa de los formadores reduce el nimero de posibles moléculas en
gran manera facilitando la realizacion de las pruebas de cribado de NFS. En éstas
se define la capacidad de un par de moléculas de sintetizar el cocristal deseado,
ademas de evaluar el rendimiento al final de la reaccion. Desde el descubrimiento
de este tipo de formas sdlidas se han utilizado diversos métodos de cribado como;
la formacién de pasta (RxS) y la molienda asistida por disolvente (RxM) (Douroumis,
et al., 2017).

21.4.2 Sintesis de cocristales

Las técnicas mas utilizadas en la sintesis de cocristales se basan en la aplicacion
de una energia mecanica, favoreciendo la interaccién entre ambos farmaco y
formador. Asimismo, otras técnicas consisten en disolver ambos compuestos en un
sistema que favorezca la cristalizacion de una nueva fase sélida. Como se mencioné

anteriormente, existen 3 técnicas que son utilizadas ampliamente: RxS, molienda
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asistida por disolvente (RxM) y cristalizacion (RxC) (Shan & Zaworotko, 2008). Otro
tipo de técnicas mas avanzadas son: La extrusion por fusion (Hot melt extrusion),
cocristalizacion por antisolvente, granulacion por alto corte (High shear) y

cristalizacion con ultrasonido (Shan & Zaworotko, 2008).

La RxS consiste en la formacion de una pasta, compuesta por el farmaco y el
formador con una pequefia cantidad de disolvente. En general, es una técnica que
no ocupa mucho tiempo o recursos. Un inconveniente de utilizar esta técnica es la
escala a la cual se considera funcional, produciendo cantidades muy pequefias del
solido de interés. Debido a esto, se requieren otras técnicas con mayor rendimiento
como la molienda. A grandes rasgos la molienda funciona de la misma manera que
una RxS, con un aumento en la cantidad de energia que se aplica al sistema. En
este caso la cantidad de solido cambia, siendo una de las opciones mas utilizadas
para la sintesis de cocristales a gran escala. Dentro de la molienda podemos
encontrar dos tipos: humeda o seca (Douroumis, Ross, & Nokhodchi, 2017). La
primera no utiliza disolvente durante el proceso de sintesis, favoreciendo la
formacion de fases sdlidas con baja energia de activacion. En cambio, al agregar
disolvente al proceso aumentamos la interaccion de ambos compuestos y
facilitamos la nucleacion de sintones con una mayor energia de activacion
(Douroumis et al.,, 2017). En la industria farmacéutica ambas técnicas son
aceptables, siendo el criterio de seleccion la capacidad de producir la fase solida de

interés.

2.14.3 Ventajas de los cocristales farmacéuticos

La cocristalizacion como herramienta para mejorar las propiedades farmacéuticas
de un IFA, posee varias ventajas en comparacion con otras alternativas que
actualmente son utilizadas. La facilidad de crear estas fases solidas sin generar o
romper enlaces covalentes en el estado solido, permite la busqueda de métodos
mas ecoldgicos para su sintesis. La generacién de cocristales permite la innovacion

de farmacos ya utilizados comiunmente dentro de la industria, mejorando su vida

21



media, posologia, estabilidad o propiedades biofarmacéuticas (Schultheiss &
Newman, 2009). También esta investigando la posibilidad de disefiar NFS por medio
y ajustar las propiedades del IFA a conveniencia de la industria o el paciente
(Aakeroy, 2015).

En la literatura podemos encontrar ejemplos del uso de la cocristalizacién para la
resolucion de caracteristicas indeseables en farmacos de uso comudn. En el afio
2009 Karki et al., reportaron la modificacion de las propiedades fisicas del
paracetamol, mejorando la capacidad del solido para ser comprimido al formar
cocristales con coformadores que facilitaran la formacion de capas dentro del
arreglo cristalino. De la misma forma, en el 2013 Aher et al., observaron el mismo
efecto a partir de la cocristalizacion de la cafeina con acido oxalico. La NFS
sintetizada presentd mejores propiedades mecanicas que las materias primas de

partida, ademas de disminuir el grado de higroscopicidad de la cafeina.

2.2 Caracterizacion fisica de soélidos

La caracterizacion de un farmaco en estado sélido es un proceso de suma
importancia. En general, la caracterizacion fisica nos permite identificar las
propiedades que un compuesto posee de manera intrinseca, siendo clave para la
evaluacion del grado de pureza de una molécula. Dentro de las técnicas utilizadas
comunmente podemos clasificarlas de la siguiente manera; espectroscopicas,
microscopia y térmicas (L. Yu, Reutzel, & Stephenson, 1998). Las técnicas
espectroscopicas mas utilizadas son Infrarrojo (IR), difraccion de rayos X de polvos

(DRXP) y resonancia magnética nuclear (NMR).

Otra técnica muy utilizada es el Termogravimétrico, la cual se encuentra agrupada

en la categoria de analisis térmicos.
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2.2.1 Infrarrojo (IR)

La espectroscopia de infrarrojo nos permite observar las vibraciones de los grupos
funcionales presentes en la estructura de una molécula, asi como evaluar las
interacciones intermoleculares de una sustancia, obteniendo un patrén o espectro
especifico para cada molécula en particular. Esta “huella” de cada molécula nos
ayuda a elucidar cambios en los enlaces débiles por la interaccion con otras
sustancias o impurezas que se puedan encontrar, de manera que es una excelente
herramienta para comprobar la identidad de una sustancia (Chapman, 1963). La
aplicacion de esta técnica en el area farmacéutica es muy versétil (Figura 5) debido
a su bajo costo, corto tiempo de analisis y el hecho de que no se destruye la muestra

post — analisis (Kalinkova, 1999).

( )
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— Polimorfismo
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Espectroscopia IR
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.. )
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Figura 5 Aplicaciones de la espectroscopia de infrarrojo dentro del ambito farmacéutico. Modificado de
(Kalinkova, 1999).
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Dentro del espectro electromagnético (Figura 6) el intervalo de andlisis para
infrarrojo va desde los 2500 a los 6897 nm de nimero de onda y se le conoce como
infrarrojo medio. Cabe destacar que dentro de la region de infrarrojo se pueden
identificar otras &reas de medicién como el infrarrojo cercano o lejano. Sin embargo,

para llevar a cabo el analisis se requieren de otros instrumentos especializados.

700 nm 2500 nm 6897 nm 25,000 nm 50,000 nm
14,286 cny 4000 cm! 1450cm™’! 400 cm™! 200 cm!
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Figura 6 Espectro electromagnético de la region visible (abajo), espectro electromagnético de la region
infrarrojo (arriba). Modificado de (Rodgers et al., 2008).

Las moléculas pueden ser analizadas por medio de esta técnica debido a que
generan un movimiento vibracional que modifica el momento dipolar de los enlaces
quimicos. Los dipolos dentro de una molécula se originan cuando existen
diferencias de cargas parciales entre los atomos que la conforman. En la Figura 7
se observa como el dipolo de una molécula compuesta por dos atomos diferentes
va cambiando, estos movimientos son detectados dentro del espectro de IR y nos

ayudan a determinar qué tipo de interacciones ocurren dentro de una molécula.
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Figura 7 Cambio de un dipolo en una molécula diatomica heteronuclear. Modificado de (Stuart, 2004).

La radiacion IR detecta dos tipos de movimientos de los enlaces quimicos conocidos
como tensién y flexiéon. La tension se relaciona con el cambio en el espacio entre
las moléculas, la flexion se refiere al cambio en los angulos entre los enlaces de
éstas. En la Figura 8 se ilustra la manera en que estos movimientos pueden ocurrir

en una molécula como lo es el formaldehido (izquierda) o el agua (derecha).

= 00 40N
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H N ¥

Tension Flexion Tension

Figura 8 Tipos de vibraciones moleculares detectadas por el espectro IR. Modificado de (Stuart, 2004).

2.2.2 Difraccion de Rayos X de Polvos (DRXP)

La Difraccion de Rayos X de Polvos se utiliza para el analisis de muestras en estado
solido, determinando su identidad mediante la estimacion de la fase solida en la cual
se encuentra. Estos analisis nos permiten obtener la fase cristalina de un
compuesto. El equipo se encarga de medir el desplazamiento angular (2 6) de los
rayos X que inciden sobre el polvo (Figura 9). Los compuestos cristalinos son una
agrupacion periodica ordenada de atomos. Por lo tanto, cuando un haz de radiacion
cuya longitud de onda es la misma que la distancia interatomica ocasiona la difusion
de este. El detector de rayos X se encarga de registrar todas las interferencias que
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se generan. La acumulacion de estas produce un espectro de difraccion que seré
Unico para cada compuesto. Cada estructura cristalina presenta un propio espectro
de difraccion, siendo una huella dactilar con la cual se le puede identificar. Esta
técnica nos permite determinar la existencia de polimorfos, asi como comprobar la

sintesis de la fase sdlida de interés de un compuesto determinado.

—————
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Fuente de 4 3 Detector
rayos X O Qde rayos X
f

Se -
S ————

Figura 9 Funcionamiento del equipo de Rayos X de Polvos, desplazamiento y deteccion de estos. Modificado
de (Dann, 2000).

Una de las ventajas de esta técnica es la rapidez del andlisis, al no tener que darle
un tratamiento previo a la muestra solida y poder recuperarla posteriormente. Sin
embargo, no se considera una técnica que pueda determinar la pureza de un
compuesto ya que un contenido de impureza menor al 5% no es detectable (Dann,
2000). Asimismo, solo es posible comprobar una fase cristalina mediante la
comparacion del difractograma con una referencia, por lo cual se deben utilizar otras

técnicas de caracterizacion para complementar los resultados.

2.2.3  Analisis termogravimétrico (TGA)

Dentro del analisis térmico utilizado para la caracterizacion fisica de farmacos en la
industria, una de las técnicas mas utilizadas es el andlisis termogravimétrico (TGA).
Un TGA se obtiene a partir de la medicién del cambio en masa con respecto a la

temperatura a la cual se expone un sélido. Este analisis nos permite obtener

26



informacién importante acerca de los enlaces intermoleculares del compuesto (Xu,
Li, Whitely, & Pan, 2005). Asimismo, nos da una idea de la estabilidad y la pureza
de este. Comunmente el TGA se acopla a otro tipo de analisis como la calorimetria
diferencial de barrido (DSC), analizando el cambio en el flujo del calor que esta
siendo aplicado al farmaco. El resultado del andlisis se modifica para obtener los
puntos de inflexion en el termograma. Esto se hace mediante la determinacion de

la primera derivada del cambio en la masa contra el cambio en la temperatura.

Una vez graficado el TGA se pueden determinar varios factores que ayudan a
caracterizar un sélido. En primer lugar, la cantidad de humedad o agua contenida
en su estructura es cuantificable. La temperatura a la cual se descompone un soélido
es una caracteristica intrinseca, siendo parte de las pruebas de identidad que se
realizan a los farmacos (Xu et al., 2005). Cuando se obtiene un resultado acoplado
con DSC se incluyen otras propiedades de interés como el punto de fusion, el punto
de ebullicion y el flujo de calor para todas las reacciones que ocurren durante el
analisis. Como se mencioné anteriormente los enlaces intermoleculares se pueden
determinar mediante esta técnica, debido a que se observa a qué temperatura se
separan los diferentes componentes del sélido es posible relacionar la fuerza de los

enlaces con la energia necesaria para romperlos.

Los efectos que la temperatura tiene sobre el farmaco pueden ser variados. Se
dividen en dos categorias: efectos fisicos y efectos quimicos. Los efectos fisicos
estan relacionados con los cambios de estado, siendo principalmente sublimaciones
0 vaporizaciones. En cambio, los efectos quimicos conllevan la degradacion total de

la molécula o la descomposicion parcial (Charlsey, 1992).

Existen aspectos importantes a considerar antes de hacer un TGA. Para evitar
efectos sobre el flujo del calor se debe tener cuidado en el tamafio de la muestra a
analizar y el gradiente de la temperatura. También, el tamafio de particula, la
aglomeraciéon del solido y el recipiente que contiene al mismo son factores que

afectan los resultados obtenidos.
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2.2.4 Resonancia magnética nuclear (RMN)

La resonancia magnética nuclear es de suma importancia cuando se pretende
caracterizar un sélido. En general, proporciona informacién sobre la composicién
atomica del farmaco, siendo de gran interés el analisis en los &tomos de hidrégeno
y carbono. La técnica consiste en identificar el ambiente quimico electrénico que
existe alrededor de cada uno de los &tomos de la molécula. Las sefales obtenidas
se representan como desplazamiento quimico y la intensidad de estas. Las
diferentes fases cristalinas de un sélido pueden generar ambientes quimicos Unicos
alrededor de los atomos de éste, obteniendo un espectro diferente para cada fase
(Gupta et al., 2015). Por ello, se le considera una herramienta muy util para la

identificacion de polimorfos en la industria farmacéutica.

2.3 Caracterizacion biofarmacéutica de solidos

2.3.1 Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico (BCS por sus siglas en inglés) es marco
de referencia cientifico utilizado para clasificar a los IFA de acuerdo con su
solubilidad acuosa y permeabilidad intestinal (Yu et. al., 2002). Se compone por 4
grupos clasificados dentro de un grafico, en el eje horizontal encontramos el
volumen requerido para disolver la dosis mas alta y en el eje vertical se encuentra
la permeabilidad como se ilustra en la Figura 10. Los farmacos se dividen de la

siguiente manera:

e Grupo |: moléculas con alta solubilidad y permeabilidad, con alta
biodisponibilidad.
e Grupo II: moléculas con baja solubilidad y alta permeabilidad, tienen una

absorcion limitada por la velocidad de disolucion.
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e Grupo lll: moléculas con alta solubilidad y baja permeabilidad, la absorcién
se ve limitada por la permeabilidad.
e Grupo IV: moléculas con baja solubilidad y permeabilidad, con muy baja

biodisponibilidad.

100 =
2 I Il
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LDU
= * Alta solubilidad * Baja solubilidad
E * Alta permeabilidad * Alta permeabilidad
©
3+
B
3 1] vV
©
£
= * Alta solubilidad * Baja solubilidad
a- * Baja permeabilidad * Baja permeabilidad
0.1
1 100,000

Volumen requerido para disolver la dosis mas alta (mL)

Figura 10 Sistema de clasificacion Biofarmacéutico. Modificado de (Mehta et al., 2017).

Este sistema nos permite identificar varias caracteristicas relevantes que podrian
alterar la absorcion oral como la posologia y la frecuencia de administracion.
También, es una herramienta muy util para identificar las modificaciones que se
requieren para mejorar su biodisponibilidad. En general, las moléculas que se
administran por via oral tienen como prerrequisito cumplir con una buena solubilidad
para permitir la absorcion (Amidon-Gordon et al., 1995). Sin embargo, cuando una
molécula se encuentra clasificada dentro del grupo IV presenta un gran dilema para

la industria farmacéutica.

También, el BCS toma en cuenta la velocidad de disolucién de las moléculas al
clasificarlas por el porcentaje disuelto en 30 minutos de prueba. Siendo relevante la
clasificacion bajo los 3 parametros mencionados, con la finalidad de predecir el

comportamiento in vivo del farmaco.
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2.3.2 Solubilidad

Se define como la cantidad maxima de un compuesto que se puede disolver en un
volumen de disolvente especifico a una temperatura determinada (Lerner & Lerner,
2004). En fisicoquimica la solubilidad se define como la concentracion en la cual
una fase en solucion se encuentra en equilibrio con su fase sdélida, bajo temperatura
y presion establecida (Babu & Nangia, 2011). La solubilidad aparente se define
como aquella que se alcanza en un momento determinado donde aparentemente

se llega al equilibrio o sobresaturacién, siendo un fenémeno termodinamico.

De manera esquematica, este proceso ocurre a traves de tres etapas (Figura 11):
Inicia con el desprendimiento de una molécula del soluto, posteriormente el
disolvente forma cavidades y finalmente la cavidad del disolvente engloba a la
molécula del soluto. La solubilidad puede verse afectada por varios factores, fisicos

y quimicos.
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Figura 11 Proceso de solubilizaciéon de una molécula (Florence & Attwood, 2015)

En el BCS utiliza el valor de solubilidad de las moléculas para clasificarlas dentro de

los grupos antes mencionados. Sin embargo, este valor es determinado bajo
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condiciones especificas. En general siempre se utiliza el valor de solubilidad minimo
para la dosis maxima del farmaco, a 37°C en un medio de pHen elrangode 1 a 8
(Martinez, M. N., & Amidon, G. L., 2002). Los farmacos que se encuentran en el
grupo | del BCS son aquellos que pueden disolver su dosis maxima en menos de

250 mL de medio acuoso.

2.3.3 Permeabilidad

Una molécula se considera permeable al tracto gastrointestinal de acuerdo con la
facilidad con la que atraviesa este 6rgano. Los farmacos que se encuentran dentro
del grupo | del BCS se absorben en mas del 90% de la dosis administrada. En
términos matematicos la permeabilidad se determina al multiplicar el coeficiente de
difusion en la membrana por el coeficiente de particion de la molécula, dividido por
el grosor de la membrana (Gao, Yu, Dahan, & Miller, 2012). Sin embargo,
actualmente no se comprenden completamente los mecanismos por los cuales se
puede modificar la permeabilidad de un determinado farmaco. Asimismo, se
desconocen los efectos que tienen sobre la permeabilidad los métodos para la

mejora de la solubilidad que comunmente se utilizan en la industria farmacéutica.

Debido a la complejidad de los métodos para determinar la permeabilidad, se han
llegado a generar polémicas sobre la correcta clasificacion de los farmacos en el
BCS. En el 2014 Zur y colaboradores realizaron una evaluacion del farmaco
Codeina, el cual se compar6 con metoprolol como una referencia para clasificarlo
en el Grupo Il por el valor de su coeficiente de particion. Sin embargo, al realizar
otro tipo de pruebas de permeabilidad in vitro e in vivo se demostrd que la Codeina

era altamente permeable y debia de clasificarse dentro del Grupo | del BCS.

31



2.3.4 Disolucidn

La disolucion se define como un proceso cinético que determina el tiempo que tarda
una molécula en cambiar de estado sélido a ser parte de una solucion. Este proceso
depende de la solubilidad de dicha molécula, siendo un factor importante que limita
la biodisponibilidad de un farmaco que es administrado por medio de la via oral
(Qiao, Wang, Schlindwein, Davies, & Li, 2012).

Con la finalidad de evaluar el comportamiento in-vivo de los farmacos o
medicamentos, se establecieron las pruebas de disolucion. Estas también fueron
disefiadas para el control de la calidad de los medicamentos (Dokoumetzidis &
Macheras, 2006). Hoy en dia se utilizan comunmente dentro del departamento de
Control de Calidad o Investigacion y Desarrollo en la industria Farmacéutica. Dentro
de la investigacion se hace uso de este tipo de pruebas como indicadores sobre el
comportamiento del farmaco en contacto con medios que simulan el ambiente del
tracto gastrointestinal. También, las pruebas de disolucién se realizan variando el
pH del medio de disolucion. Esto nos proporciona informacion sobre los efectos que

ocurren en la molécula al modificar su grado de ionizacion.

Dentro de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) podemos
consultar los parametros a los cuales realizar las pruebas de disolucion de un
determinado farmaco. Asimismo, en otros paises existen organismos que regulan'y

establecen dichos parametros como la FDA en Estados Unidos.

Una de las pruebas de disolucibn para la evaluacion de farmacos es la
determinacién de la velocidad de disolucién intrinseca. Esta prueba tiene varias
aplicaciones como el estudio del efecto del pH o surfactantes sobre el perfil de
disolucién de un farmaco o la evaluacion de la relacion entre la forma cristalina y la
velocidad de disolucion (L. X. Yu, Carlin, Amidon, & Hussain, 2004). La prueba se
realiza utilizando un disco denominado aparato de Wood. En este, se comprime el
farmaco de manera que solo una cara del comprimido tiene contacto con el medio
de disolucién. Esto nos permite observar un fendmeno relacionado con la velocidad

de disolucion de una molécula sin llegar al punto de saturacién. Esta condicion es
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denominada como “sink” donde la cantidad de medio es 10 veces mayor a la
necesaria para la saturacion (Mehta et al., 2017). Esta condicién nos permite

descartar la concentracion de farmaco presente en el medio.

En este proyecto el uso del aparato de Wood se modificé para ser utilizado de
manera invertida en conjunto con el aparato 2 de la USP (paletas). Esto es
denominado como método de disco fijo (Issa & Ferraz, 2011) y fue necesario debido
a la rapida disolucién del comprimido de MoHCI, la cual provoca desprendimiento y

rotura de este en el aparato de Wood convencional.

Otra prueba importante es la disoluciéon de polvos, la cual se realiza para la
determinacion de la solubilidad de un farmaco. Asimismo, se utiliza cuando una NFS
presenta un cambio de fase durante la evaluacion de sus propiedades
biofarmacéuticas. Esta prueba es sometida bajo condiciones no “sink”, lo que
permite observar el momento en el cual el cambio de fase ocurre. EI método
convencional para determinar la estabilidad de fase es a través del analisis por
DRXP de las muestras de sélido obtenidas al final del experimento. Principalmente,
la prueba provee informacion importante sobre el comportamiento de la NFS a un
determinado pH bajo condiciones de saturacion. Este tipo de disolucion se ve
afectada por varios factores como el tamafio de particula, la temperatura y el pH
(Sugano et al., 2007).

Un farmaco administrado en una forma de liberacion inmediata se clasifica como de
rapida disolucion en el BCS cuando mas del 85% de la dosis se disuelve en 30
minutos. Las pruebas se llevan a cabo con el Aparato | de la USP con 100
revoluciones por minuto (rpm) o con el Aparato Il a 50 rpm, en un volumen de 900
mL o menos con los siguientes medios de disolucién: 1) medio acido en una
concentracion 0.1 N HCI; 2) Buffer de pH 4.5; 3) Buffer de pH 6.8. De otra forma el

farmaco se considera de disolucion lenta (Yu et al., 2002).

33



2.4  Clorhidrato de Moxifloxacino

El clorhidrato de Moxifloxacino (MoHCI) es un antibiético de amplio espectro que se
encuentra dentro del grupo de las fluoroquinolonas, siendo parte de la cuarta
generacion. Es comercializado bajo el nombre de Avelox® por la compafiia Bayer.
Originalmente, fue aprobado por la FDA en 1999 como un agente antimicrobiano
para el tratamiento de la sinusitis aguda bacteriana (Miller, 2008). Posteriormente,
se reconocié su efectividad para padecimientos del tracto respiratorio como la
neumonia adquirida en la comunidad (NAC), exacerbaciones agudas de bronquitis
cronica (EABC) y sinusitis aguda (SA). El tratamiento con Moxifloxacino tiene una
duracion de 5 a 10 dias con una administracion de 400 mg cada 24 horas (Caballero,
Cardenas, Gurucharri, Rodrigo, & Honorato, 2000). En México se comercializa en
varias formas farmacéuticas, siendo administrado principalmente por la via oral en
forma de tabletas de liberacion inmediata. Desde el afio de 2014 se comercializo
una nueva presentacion de MoHCI en forma de tabletas con recubrimiento entérico
por la compaiia TEVA®, donde reportan aplicaciones para varios padecimientos

del tracto respiratorio y el tracto genital superior femenino (Jernberg, E., 2008).

Las marcas que se utilizan comunmente en territorio nacional incluyen a
medicamentos de patente como Avelox® y medicamentos genéricos de varios
laboratorios como Pisa®, Aurax® o Merck®. El tratamiento utilizado tiene un costo
aproximado de 1,600 pesos si se adquiere de patente y de 600 pesos si se adquiere
un genérico. También, la aplicacion de MoHCI se ha extendido a la aplicacion de
una solucion oftadlmica para el tratamiento preventivo postcirugia debido a su
excelente actividad contra bacterias gram positivas y gram negativas de importancia

en infecciones oculares (Stroman, D., 2015).
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2.4.1 Farmacocinética

La absorcién de MoHCI después de ser administrado de forma oral es casi completa
en el tracto gastrointestinal. El farmaco no se ve afectado por el metabolismo de
primer paso, ocasionando que la biodisponibilidad sea del 90% o mas (Al Omari,
Jaafari, Al-Sou’od, & Badwan, 2014). La concentracion maxima (Cmax) en plasma
posterior a una dosis de 400 mg se alcanza en 1.5 horas, con una media de 2.5
mg/mL (Stass, Dalhoff, Kubitza & Schihly, 1998). Se ha confirmado que la Cmax€s
independiente de la dosis (Sullivan et al., 1999). Una vez absorbido se une a las
proteinas plasmaticas en un 30 a 50%, siendo acumulado en saliva, capilares,
mucosa del seno maxilar y tejido bronquial en concentraciones incluso mayores que

la plasmatica.

El metabolismo de MoHCI ocurre principalmente por medio de la conjugacion, donde
se obtienen dos metabolitos inactivos denominados M1y M2. El primero es producto
de la sulfonacion del farmaco, esta reaccion es mediada en el cuerpo por una familia
de enzimas denominadas sulfotransferasas. Estas enzimas se encargan de sustituir
un grupo sulfo en la amina secundaria de la estructura de MoHCI, facilitando la
eliminacién de este por las heces. En cambio, M2 es producto de la glucoronidacion
del farmaco, reaccion mediada por las glucoronosiltransferasas. En general, las

enzimas se encargan de afiadir a la molécula un grupo

El compuesto sin modificar y los metabolitos son eliminados por heces y orina de
manera completa, sin una acumulacién importante en el cuerpo (Al Omari et al.,
2014). La vida media de eliminacion se ha estimado que se encuentra entre 8 a 16

horas posteriores a la administracion.

2.4.2 Farmacodinamia

El Clorhidrato de Moxifloxacino posee un efecto bactericida, se sabe que tiene

mayor actividad contra bacterias grampositivas del tracto respiratorio. La molécula
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se une con la DNA girasa y las topoisomerasas bacterianas Il y IV. Tiene un efecto
directo sobre la replicacion, traduccion, reparacion y por consiguiente la muerte
bacteriana (Saravolatz & Leggett, 2003). Esta accion sobre ambas proteinas provee
a MoHCl una mayor actividad bactericida, evitando a su vez la resistencia bacteriana

de mejor manera que otras fluoroquinolonas.

Hoy en dia el uso de MoHCI ha sido mas comun para el tratamiento de neumonia
adquirida en la comunidad (Forsingdal Hardlei et al., 2015). Los microorganismos
gue se relacionan con esta enfermedad incluyen bacterias Gram negativas, Gram
positivas e incluso cepas de S. pneumoniae multirresistentes. Debido a esto, el
empleo de MoHCI se ha considerado empirico y debe ser cauteloso para evitar la

generacion de resistencia bacteriana (Saravolatz & Leggett, 2003).

2.4.3 Propiedades fisicas

El Clorhidrato de Moxifloxacino, también Ilamado acido 7-[(4aS,7aS)-
1,2,3,4,4a,5,7,7a-octahidropirrolo[3,4-b]piridin-6-il]-1-ciclopropil-6-fluoro-8-metoxi-
4-oxoquinolin-3-carboxilico por la IUPAC, es un compuesto anfotero que posee una
amina secundaria, y un grupo acido carboxilico en su estructura (Figura 12). A su
vez, estos grupos ocasionan que el MoHCI posea 2 pKa’s con valores de 6.4 (acido
carboxilico) y 9.5 (amina). (Al Omari, et al., 2014).

OH

Figura 12 Estructura quimica de MoHCI, sefialando los grupos que ocasionan su comportamiento anfotérico.

Se considera un compuesto que pertenece al grupo | de la BCS, debido a su alta

solubilidad en agua (1.3 mg/mL) permitiendo disolver la dosis necesaria para el
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tratamiento, en 250 mL de agua. Sin embargo, este comportamiento es de
esperarse cambie en proporcién dependiendo del pH de 1.2 a 6.8 (Al Omari et al.,
2014). También, se ha calculado el coeficiente de particion del compuesto con un
valor de 0.832 y una absorcion en el tracto gastrointestinal del 90%, confirmando su

alta permeabilidad (Al Omari et al., 2014).

Debido a los diversos grupos funcionales que posee en su estructura, MoHCI tiene
la posibilidad de presentar 4 isomeros estructurales (Figura 13)(Cruz & Hall, 2005).
El compuesto aprobado desde 1999 ha sido el isomero S,S - MoHCI, considerando

a los otros como impurezas.
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Figura 13 Los posibles isémeros de MoHCI. Modificado de (Cruz & Hall, 2005).

MoHCI posee alrededor de 22 polimorfos (Anexo 1. Polimorfos de MoHCI) en estado
sélido (Al Omari, Jaafari, Al-Sou’od, & Badwan, 2014), complicando la manipulacion
del compuesto. Dentro de las modificaciones en el arreglo molecular cristalino de
MoHCI, la mas comun es la solvatacion del sélido. En la Figura 14 se observa el

difractograma de ambas formas de MoHCI. En la parte superior, la forma anhidra
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presenta picos de mayor intensidad entre 5°y 15° 2 theta. En cambio, en la forma
hidratada (parte inferior) del farmaco ocurre un cambio en la intensidad de los picos,
aumentando en la zona de 25° a 30° 2 theta. El andlisis por Difraccion de Rayos X
de Polvos ayuda a discernir entre los polimorfos de MoHCI. Sin embargo, debido a
la falta de reportes de difractogramas en la literatura, es dificil determinar los

cambios que ocurren con los otros polimorfos de MoHCI.

6000
Anhydrous form

5000 ~

b

- -1

3000

intensi

2000
10001

Z Theta

8000
7000
6000
5000

Hydrate

Intensity
5
8
1

:

2000

:

(]
-

T T T T T

5 10 15 20 25 30 35
2 Theta

Figura 14 Difractograma obtenido de la forma anhidra y la forma hidratada de MoHCI. Modificado de
(Grunenberg et al, 1998).

2.4.4 Reto farmacéutico

Como se mencion6 en el subcapitulo anterior, MoHCI posee un gran nimero de

polimorfos. Esta propiedad es un factor importante al momento de formular un

38



medicamento, ya que conlleva una menor tolerancia de la fase sdlida a la
manipulacion durante el desarrollo farmacéutico. Las principales razones por las
cuales MoHCI cambia de fase sélida son la humedad relativa y la temperatura (Julio
et al., 2015).

Se han investigado diversos métodos de fabricacion que pudiesen mantener la
estabilidad de fase de MoHCI, sin embargo, se han reportado bajos rendimientos y
aumento en el costo de manufactura. Asi mismo, la producciéon de MoHCI industrial
conlleva a la formacion de isémeros que son dificiles de separar (Biswas, Bose, &
Kumar, 2006), siendo la purificacion un proceso necesario que provoca la reduccion

del rendimiento de la reaccion.

En la literatura se pueden encontrar otros métodos que evitan la formacion directa
de los isdmeros, al agregar la sal de HCI como paso final de sintesis. Sin embargo,

esto también provoca un aumento en el costo y tiempo de produccion.

2.5 Nuevas formas soélidas de Clorhidrato de Moxifloxacino

Estudios previos dentro del grupo de investigacion demostraron la posibilidad de
generar NFS de MoHCI mediante la reaccion de cristalizacion (RxC) con varios
coformadores, dentro de los cuales se encuentran los propuestos en este proyecto;
acido DL-malico, acido D-tartarico y acido 2,4-dihidroxibenzoico (MX2011004759A).

Las NFS fueron caracterizadas fisicamente mediante técnicas como DRXP,
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y TGA. Con estas técnicas se determino la
relacion estequiométrica entre los materiales de partida, ademas de establecer el
disolvente con el cual es posible sintetizarlas. Sin embargo, la RxC hace uso de
grandes cantidades de disolvente para la sintesis de cocristales. Por lo tanto, se
consideré la busqueda de métodos mas amigables con el medio ambiente para la

generacion de estas NFS, como la formaciéon de pasta (RxS) y la molienda
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mecanoquimica. También, se consideré la modificacion del disolvente utilizado en
la sintesis de estos cocristales, por lo que se realizara un cribado con etanol y agua

desionizada.

Se determiné que la estequiometria de los cocristales sintetizados era de 1:1
MoHCl:.coformador. Los estudios concluyeron con este resultado, por lo que es
relevante evaluar la modificacion de las propiedades fisicas y biofarmacéuticas de
MoHCI. Por lo cual, ademas de reproducir y caracterizar las fases previamente
reportadas, se plante6 realizar una caracterizacién biofarmacéutica. Esto con la
finalidad de evaluar el impacto de la cocristalizacion sobre el perfil biofarmacéutico
de MoHCI.

Adicionalmente, se considera relevante la evaluacion de la estabilidad de fase de
cada una de las NFS en comparacion con MoHCI. Procurando la deteccion de
cualquier transformacion de fase que presenten los sélidos que se utilizan en este

proyecto.
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3 JUSTIFICACION

La busqueda de NFS que permitan mantener estable la fase solida de MoHCI
durante un proceso de manufactura econdmico y rentable, es primordial para la
reduccién del costo de produccion. Asi mismo, la mejora de sus propiedades
biofarmacéuticas reduciria la posologia que actualmente se utiliza para los
tratamientos vigentes.

El reto farmacéutico que presenta MoHCI ha sido abordado por el grupo de
investigacion, identificAndose la formacion de cocristales con diversos agentes
formadores de cocristal, tales como acidos hidroxibenzoicos y acidos de cadena
alifatica. Sin embargo, los estudios previos concluyeron en una etapa temprana de
la investigacion, por lo que es necesario realizar una caracterizacion profunda que
busque reproducir las nuevas fases solidas, determinar su composicion, realizar una
caracterizacion del solido y por ultimo evaluar el desempefio biofarmacéutico que la
cocristalizacion genera sobre MoHCI. Cabe sefialar que el numero de estudios
encaminados al desarrollo y caracterizacion de cocristales a partir de sales

farmacéuticas son contados en la literatura cientifica.

En el presente proyecto se aborda el estudio de sales cocristalinas a partir del
clorhidrato de moxifloxacino con tres moléculas formadores de cocristal (acido DL-

Malico, acido D-tartarico y acido 2,4-dihidroxibenzoico).
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4 OBJETIVO GENERAL

e Sintetizar y caracterizar fisica y biofarmacéuticamente cocristales de MoHCI
utilizando al 4cido DL-malico (DLMA), acido D-tartarico (DTA) y al acido 2,4-

dihidroxibenzoico (24DBA) como agentes formadores de cocristal.

5 OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar la sintesis de las fases sélidas previamente reportadas (2.5),
utilizando las técnicas de RxS y RxM.

e Determinar la relacion estequiométrica de las fases solidas correspondientes.

e Caracterizar las fases obtenidas mediante difraccion de rayos X de polvos
(DXRP), infrarrojo (IR) y analisis termogravimeétrico (TGA).

e Evaluar las propiedades biofarmacéuticas mediante pruebas de solubilidad,
disolucion de polvos y disolucién intrinseca.

e Evaluar la estabilidad indicativa y de fase, de cada uno de los sodlidos
obtenidos.

e Evaluar si las NFS sufren una transformacion de fase ocasionada por las

condiciones de experimentacion, temperatura o disolventes utilizados.

6 HIPOTESIS

El uso de &acido malico, acido tartarico y acido 2,4-dihidroxibenzoico como
coformadores permitira la formacion de Nuevas Fases Sélidas con propiedades

fisicas y biofarmacéuticas modificadas con respecto a MoHCI.
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7 MATERIALES Y METODOS

Los reactivos y disolventes utilizados para la realizacion de este proyecto se

presentan en la siguiente tabla:

Tabla 1 Reactivos y disolventes utilizados para la elaboracion de este proyecto.

Compuesto Compafiia Lote #CAS
Acido DL-Malico Aldrich® MKBGO0103V | 6915-15-7
Acido D-Tartarico Aldrich® 10804DD 147-71-7
Acido 2,4-Dihidroxibenzoico Aldrich® 30398PJ 89-86-1
Alcohol estearilico IND IND IND
Clorhidrato de Moxifloxacino** Senosiain® IND IND
Etanol JT.Baker® V82C23 64-17-5
Fosfato monobasico de sodio Aldrich® SLBM6715V | 7558-70-8
Fosfato dibasico de sodio Aldrich® SLBM8152V | 7558-79-4
Hidroxido de sodio Sigma Aldrich® | MKBQ8944V
Metanol JT.Baker® TO7C18 67-56-1
Sol. de Acido clorhidrico 0.1 N IND IND IND

* IND: Informacién no disponible
** Farmaco donado por la empresa Senosiain®

La Tabla 2 resume los equipos utilizados para los analisis y estudios realizados en

el proyecto:
Tabla 2 Equipos utilizados para la realizacion de este proyecto

Equipo Marca Modelo No. De serie
Balanza analitica Ohaus® Adventurer TM 1084 1225060407
Bomba de vacio Vacuubrand® IND 26860115
Destilador de agua Elga Purelab® Option-R7BP OR07D227538BP
Difractometro de Bruker® D2 Phaser 2" gen. IND
rayos X
Disolutor VARIAN Varian® VK 7010 1-6996-0404
Espectrofotometro Varian® Cary 50 EL0404350
UV-visible
Equipo Personal J-KEM® Scientific IND IND
Reaction Station
FTIR Thermo Fisher IND IND

Scientific®
Molino mezclador Retsch® MM 400 128210105
Parrilla térmica de Thermolyne SP46925 1069020320744
agitacion magnética Cimarec®
TGA-DSC TA SDT® Q600 IND
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7.1 Cribado de las NFS por RxS

Se coloco la cantidad de cada materia prima dependiendo de la estequiometria
determinada para cada cocristal con un total de 50 mg en un vial de 3 mL. Se
agregaron 50 pL de disolvente a la mezcla y se mantuvo una agitacion continua por
45 minutos. Los polvos resultantes se analizaron por DRXP como cribado de nuevas

fases para determinar la identidad de la fase sélida.

7.1.1 Cribado de la NFS MoHCI-DTA por RxC
Se utilizé la reaccidn cristalizacién para el cribado de la NFS de MoHCI-DTA. Se

agregaron 1 y 2 ml de MeOH en un vial de 10 ml. Se satur6 el medio con
aproximadamente 2 g de DTA. Se mantuvo el medio bajo agitacion constante por
10 minutos. Se fue agregando MoHCI (240 mg) poco a poco a la solucion, hasta ver
la formacion de un precipitado. Al cabo de 10 minutos se formé un gel, el cual se
filtrdo y lavdé con MeOH. Finalmente, el sdlido se sec6 a 37°C por 12 horas y se

analizé por DRXP.

7.1.2 Determinacion de la estequiometria en los cocristales

Basados en el reporte presentado anteriormente dentro del grupo de investigacion,
se demostré que la estequiometria mas comun para la sintesis de cocristales con
MoHCI es 1:1 farmaco coformador. Por lo tanto, se utilizé esta proporcién como la
inicial para todos los cocristales. En algunos casos cuando se le considerd
necesario, también se evaluaron proporciones con exceso de materia prima 2:1y
1:2.

7.2 Molienda asistida por disolvente

Se utilizé un molino Retsch® para la sintesis de las NFS por medio de molienda. Se
utilizaron contenedores y postas de acero inoxidable. Se agreg6 la cantidad
determinada de acuerdo con la estequiometria molar de los componentes,
afiadiendo 50 uL de disolvente a la mezcla. La sintesis se realiz6 a 20Hz por 30
minutos. Los polvos obtenidos se analizaron por DRXP, TGA e IR.
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7.2.1 Escalamiento

Para el escalamiento de las NFS se utilizaron contenedores de acero inoxidable de
1000 mg cada uno. Bajo condiciones de 20 Hz por 30 minutos de reaccion,
agregando 200 uL de disolvente en el caso de la fase MOHCI — DLMA y 250 uL en
el caso de la fase MoHCI — 24DHB. Los polvos obtenidos se analizaron por DRXP,
TGA e IR.

7.3 Caracterizacion fisica

Se realizaron pruebas de caracterizacion fisica para las materias primas y las NFS,
por medio de las técnicas de DRXP, TGA, IR.

7.3.1 Difraccion de Rayos X de Polvos (DRXP)
La Difraccidon de rayos X de polvos se realizo en dos equipos distintos, obteniendo

dos tipos de difractogramas que se identifican de la siguiente manera: Difractograma
de Polvos por Incidencia (DRXP-I) y Difractograma de Polvos por Transferencia
(DRXP-T). Ambos equipos miden el desplazamiento del angulo 26 en un rango de
2 a 40°. Los experimentos se efectuaron a temperatura ambiente y el tiempo de
obtencion varia dependiendo de la calidad del difractograma obtenido en cada caso

en particular.

7.3.2 Analisis termogravimétrico (TGA) acoplado a Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC)
Se colocaron aproximadamente 2 mg de muestra en charolas abiertas de aluminio.

Ambos termogramas (DSC y TGA) se adquirieron simultaneamente utilizando una
rampa de temperatura de 10°C/min, en el rango de 25 — 400°C y con un flujo de

nitrégeno de 100 mL/min.

7.3.4 Infrarrojo
Las muestras se analizaron con un espectrofotdmetro Nicolet 6700 de la marca

Thermo Fisher Scientific® en un rango de 4000 a 1000 cm-?.
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7.4  Preparacion de soluciones buffer

Todas las soluciones buffer fueron preparadas con agua destilada y desionizada.
Asimismo, al término de la preparacion se desgasificaron todas las soluciones y se
almacenaron a 4°C hasta su uso. Se prepararon las cantidades necesarias de buffer
para las pruebas y siempre se procuré no utilizar medios de disolucién con una

antigliedad mayor a 1 mes.

7.4.1 Solucién de HCI 0.1 N

Para la elaboracion de esta solucion se utilizaron aproximadamente 4 mL de HCL
concentrado para un volumen de agua destilada de 500 mL. Es importante
mencionar que primero se agrega el agua desionizada al vaso de precipitados
donde se prepara la solucion y posteriormente se va agregando gota a gota la

soluciéon concentrada de acido. Finalmente se afora la solucién a 500 mL.

7.4.2 Solucion de NaOH 0.1 M
Se disolvieron 4 g de hidroxido de sodio en 500 mL de agua desionizada,
manteniendo la solucion bajo agitacion por 20 minutos. Posteriormente, se afor¢ la

solucion a 1 L y se almacend en un frasco Pyrex® de 1 L.

7.4.3 BufferdepH 1.2

Se utilizé un litro de agua desionizada, a la cual se le agregaron 1.9 mL de acido
clorhidrico concentrado. Se ajusto el pH a 1.2 con la solucion de hidroxido de sodio.
La solucion fue degasificada por 20 minutos. Posteriormente se almacené en un

frasco Pyrex® de 1 L.

7.4.4 Buffer de acetatos pH 4.5

La solucién fue preparada a una concentracion 0.3 M. Se agregaron 8.82 g de
acetato de sodio a 600 mL de agua desionizada, manteniendo bajo agitacion por 15
minutos. Posteriormente, se agregaron 10.9 mL de &cido acético en una campana
de flujo laminar y se aforé la solucién a 1 L. Se degasifico y almaceno la solucion en

un frasco Pyrex® de 1 L.
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7.4.5 Buffer de fosfatos pH 6.5

La solucion se preparé agregando 28.71 g de fosfato sodio dibasico heptahidratado
a 500 mL de agua desionizada, manteniendo bajo agitacion por 20 minutos.
Posteriormente, se agregaron 26.58 g de fosfato de sodio monobdsico hidratado a
la solucién, manteniendo la agitacion por otros 20 minutos. Se agregaron 400 mL
de agua desionizada, se ajust6 el pH a 6.5 y la solucién se afor6 a 1 L. Se almacend

en un frasco Pyrex® de 1 L.

7.5 Método de cuantificacion

Para los estudios biofarmacéuticos se seleccionaron 3 medios acuosos, de pH 1.2,
4.5 y 6.5. El método de cuantificacion consiste en la elaboracion de curvas de
calibracion en el medio correspondiente, utilizando un espectrofotometro UV-Carry®

con un rango de medicién entre 200 a 500 nm de longitud de onda.

Se realiz6 un barrido para cada medio con la finalidad de evaluar la longitud de onda
Optima para realizar la cuantificacion de MoHCI. Posteriormente, se preparé una
solucion stock de 200 ug/mL de MoHCI en medio de pH 1.2 y se prepararon curvas
de 5 puntos con las concentraciones; 4.75 ug/mL, 9.50 pg/mL, 19.0 ug/mL, 28.5
ug/mL y 47.5 ug/mL. Las curvas se elaboraron en dias distintos, se evalud la
linealidad para cada una y el error relativo entre 3 curvas seleccionadas. El
coeficiente de variacion (CV) se calcul6 de acuerdo con la NOM — 177-SSA1-2013,
obteniendo el error relativo que existe entre el factor respuesta de cada punto de las

curvas de cuantificacion. El CV se calcul6 de acuerdo con la siguiente formula;
DE
CV = ? x 100

También se prepararon las curvas de cuantificacion de MoHCI en pH 4.5y 6.5. En
ambos casos se utilizaron 6 puntos, con las concentraciones 4.75 ug/mL, 9.50
ug/mL, 19.0 pg/mL, 28.5 png/mL, 47.5 ng/mL y 66.5 ng/mL. Se agrego un punto de

cuantificacion extra a la curva para asegurar la interpolacibn de los datos
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experimentales. También se utilizaron soluciones stock de 200 ug/mL de MoHCI,

preparadas con el medio correspondiente.

7.6 Determinacion de la solubilidad de las NFS

La solubilidad de las NFS se determiné en una estacion de reaccién personalizado
J-KEM® Scientific bajo las condiciones de 90 rpm a 37°C. Se utilizaron tubos de
disolucion de polvos adaptados para contener un volumen de 10 mL. Se agregaron
4 mL del medio de disolucién (el que se pretenda evaluar) en cada tubo con un
agitador magnético y se adiciono la cantidad de sélido suficiente para la saturacion.
Las muestras se tomaron a 1, 6, 24 y 48 horas. La toma de muestra se realiz6 con
una jeringa, limitando el volumen maximo de esta a 500 uL. Se filtré el volumen
extraido y se almacenaron los solidos obtenidos para posterior analisis de polvos.
Finalmente, del medio remanente se tomaron 10 uL y se diluyeron en un matraz
aforado de 5 mL. El resto de la muestra se devolvié al tubo del experimento. Las
diluciones se midieron en un espectrofotometro UV-Carry. El estudio se realiz6 por

duplicado.

7.7 Determinacion de la velocidad de disolucion intrinseca

Debido a la alta solubilidad de MoHCI se utilizd6 una adaptacion del aparato de
Wood, en conjunto con el Aparato Il de la USP (Cordoba Villalobos, 2011). En la
Figura 15 se observa que dicho cambio consiste en invertir la matriz de manera que
se encuentre en el fondo del vaso de disolucion. Esto permite que el farmaco
comprimido no se fragmente al contacto con el medio, manteniendo un area
constante a lo largo de la prueba. Esta metodologia fue utilizada en todas las

pruebas de disolucion realizadas.
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Figura 15 Modificacion del aparato de Wood que fue utilizada en las pruebas de disolucion intrinseca de
MoHCl y las NFS.

La evaluacion de la velocidad de disolucién intrinseca se realizé por medio del uso
de un disco estacionario. En primer lugar, se elaboraron comprimidos con el sélido
de interés en una matriz del aparato de Wood, empleando una prensa hidraulica
con una presion de 60 Kg/cm? por 30 segundos. Posteriormente, para evitar que el
comprimido se fracture hacia el interior de la matriz por la accion de la gravedad o
la humedad, se rellenaron las matrices con alcohol estearilico fundido a 60°C. Se
cubrieron las matrices con plastico auto adherible y se introdujeron en los vasos de
disolucion. Finalmente, se agregd el medio de disolucion cuidadosamente para

rellenar cada uno de los vasos.

Todas las pruebas se realizaron con 700 mL del medio de disolucion (el que se
pretenda evaluar) a 37°C. La agitacion del sistema se hizo con las paletas (USP 1)
a 50 rpm. Las muestras se tomaron en intervalos establecidos de tiempo; 1, 3, 5,
7, 10, 13, 16, 20, 25, 30, 35, 40 minutos. En el caso de las pruebas que duraron

mas de 35 minutos se especifican las modificaciones en cada resultado.
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7.8 Disolucién de polvos

Las disoluciones de polvos se realizaron en la estacion de reaccion personalizado
J-KEM® Scientific a 37°C utlizando una velocidad de agitacion de
aproximadamente 90 rpm. Se utilizé un solo tubo por experimento con un volumen
de 4 mL de medio &cido a pH 1.2 y una muestra de 130 mg de sdélido. El experimento
daba inicio cuando se suspendia el sélido en el medio de disolucién. La toma de
muestras se realiz6 bajo los siguientes tiempos: 1, 3,5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 20, 25,
30, 35, 40 y 45 minutos. Las muestras fueron de 1 mL, se filtraron (Whatman® #3)
y se tomaron 20 uL que se diluyeron en un matraz aforado de 10 mL con medio
acido a pH 1.2. Posteriormente, el volumen restante de muestra filtrada se devolvia
al tubo. Finalmente, todas las muestras solidas obtenidas se secaron en el filtro
sobre una toalla de papel a temperatura ambiente y se almacenaron en bolsas para

los analisis posteriores.

7.9 Evaluacion de la transformacion de fase

En todas las pruebas biofarmacéuticas se recupero solido con la finalidad de evaluar
si ocurre una transformacion de fase de las NFS y el MoHCI. Para la prueba de
solubilidad y disolucion intrinseca se utilizaron cantidades grandes de cocristal para
obtener los resultados correspondientes. Sin embargo, se recuperaron cantidades

pequefas de sélido filtrado.

En la prueba de solubilidad, todas las muestras obtenidas fueron filtradas con un
Whatman® #3 y el solido fue secado a temperatura ambiente por 24 horas para su

posterior andlisis por DRXP.

En el caso de la prueba de disolucién intrinseca, como se menciond en la seccidn
7.10 se elaboraron comprimidos de 0.5 cm?. Al final del experimento se dejaron

secar las matrices del aparato de Wood y se raspé la superficie del comprimido que

50



estuvo en contacto con el medio de disolucion. El sélido recuperado fue almacenado

para ser analizado posteriormente por DRXP.

7.9.1 Pruebas complementarias para la evaluacién del grado de polimorfismo.

Las pruebas adicionales para evaluar el polimorfismo en las NFS se realizaron en
viales utilizando 20 mg de sélido (MoHCI, MoHCI.DLMA o MoHCI.24DBA), en
contacto con 50 uL de disolvente (agua, metanol o etanol). Todas las muestras se
mantuvieron en agitacion durante 35 minutos. Posteriormente, se dejaron secar a

temperatura ambiente para poder ser raspadas y analizadas por DRXP.

7.10 Prueba de estabilidad indicativa

Se prepararon viales con 30 mg de muestra solida, de cada una de las NFS y MoHCI
por duplicado. Se etiquetaron de acuerdo con las condiciones especificas de

humedad y temperatura, las cuales se mencionan a continuacion:
Condiciéon A: Temperatura de 40°C en seco.

Condicién B: Temperatura de 50°C en seco.

Condicién C: Temperatura de 40°C con humedad relativa del 75%.

Todas las muestras se prepararon por duplicado y se enviaron a Laboratorios
Senosiain S.A de C.V, donde se mantuvieron en camaras de atmosfera controlada
durante un mes bajo las condiciones mencionadas. Una vez transcurrido el lapso

se recibieron y evaluaron por DRXP.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Caracterizacion fisica de las materias primas

8.1.1 Difraccion de Rayos X de Polvos (DRXP)

Se analizaron las materias primas en el equipo de DRXP antes de iniciar los
experimentos. Ademas de analizar cada materia prima sin modificaciones,
posteriormente las materias primas se sometieron al proceso de RxS agregando 50
uL de disolvente, agitando por 45 minutos. Todas las muestras se analizaron por
DRXP. Este andlisis ayudo a descartar la formacion de un polimorfo o alguna fase
soélida por el simple contacto de las materias primas con el disolvente. Eliminando
este tipo de variacion podemos asegurar que la comparacion de resultados sera

mas precisa.

En la Figura 16a se presentan los difractogramas de MoHCI y el producto
MoHCI+MeOH. Resulta relevante sefialar que algunos de los picos de la materia
prima de MoHCI se mantienen en el producto obtenido después de ser expuesto a
MeOH. Sin embargo, se observo la presencia de picos que no estan en la materia
de partida. Esto sugiere que MoHCI sufrié una transformacion de fase mediada por
el MeOH. Previamente, se reportd que MoHCI se transforma hacia el solvohidrato
cuando se expone a metanol (Martinez-Alejo et al., 2014). Un andlisis visual
comparativo del patréon de DRXP indica que el solido obtenido en este trabajo

corresponde a la misma fase sélida.
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Figura 16 Analisis de DRXP-T de MoHCI (a) y de las materias primas (b) antes y después del experimento de

formacion de pasta con MeOH (RxS).

De igual forma se realizo el experimento control con los coformadores DLMA, DTA
y 24DBA adicionando la cantidad de MeOH mencionada anteriormente. Se
obtuvieron los difractogramas que se muestran en la Figura 16b. Se observé en
primer lugar que DLMA no sufri6 cambio alguno por el contacto con MeOH. En
cambio, el DTA presentd una alteracion en la intensidad de los picos observados,
sin la presencia de nuevos picos. Finalmente, en el experimento con 24DBA se
observo lo que parece la aparicion de un pico nuevo a 26° 2-theta y diferencias en
la intensidad de sus picos. Esto indica que los cristales de 24DBA sufrieron una

transformacion de fase por la accion del disolvente utilizado.

8.1.2 DSC/TGA

Esta prueba nos permite observar el comportamiento de los solidos con respecto al
aumento de la temperatura. Es posible determinar si el compuesto se encuentra

hidratado, solvatado, sufre descomposicion o si tiene alguna impureza.

El analisis de MoHCI se observa en la Figura 17a. En el experimento se colocaron
1.42 mg de masa inicial y se evalud la pérdida de peso desde 25 a 400°C. Se
observo una pérdida inicial de 2.812% entre 50 y 125°C, la cual corresponde a la

presencia de agua dentro de la estructura cristalina del sélido. Esta pérdida equivale
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a 0.6 moléculas de agua, de acuerdo con la literatura se considera un hemihidrato
(Martinez-Alejo et al., 2014). La pérdida correspondiente al MoHCI se observé que
comienza a 240°C y continta después de los 400°C por lo que no se presenta en
este grafico. Se estima que esto ocurre debido a que se mantuvo una masa de

sélido sin volatilizarse.
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Figura 17 Analisis térmico de las materias primas. TGA (a) y DSC (b)

En la Figura 17b se presenta el andlisis de DSC de MoHCI. Se observo el primer
evento térmico a aproximadamente 250°C, este se relaciona al punto de fusion de
MoHCI (240-248°C)(Sadeek, EI-Shwiniy, & El-Attar, 2011). Esto se comprueba con
el TGA, observando una pérdida de masa relacionada a la evaporacion del liquido.
Posteriormente, el segundo evento térmico que se observa a 300°C se correlaciona

al TGA como una pérdida de masa mas gradual conforme aumenta la temperatura.

En el caso del cocristal MOHCI-DLMA se colocaron 2.105 mg en el equipo y se
evalud el cambio en la masa bajo las mismas condiciones de temperatura. En la
Figura 17a se presentan los resultados. Se observé una Unica pérdida de masa del
98.84% a 148°C, siendo concluyente el analisis en cuanto a la pureza del reactivo
y su estado anhidro. Para corroborar este resultado, se analizé el DSC en la Figura

17b donde se observa un primer evento térmico a 150°C, temperatura a la cual
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funde el DLMA. El segundo evento térmico a 240°C corresponde a la evaporacion

del sélido, observando la pérdida total de masa en el TGA.

Para el caso del DTA se utilizaron 8.14 mg de sélido, se establecieron las mismas
condiciones que en las pruebas anteriores. Se presentd una Unica pérdida de masa
a 200°C, es relevante mencionar que sélo se pierde el 95.4% de la masa total del
solido. Esto es debido a sélido remanente que no es volatilizado por la temperatura.
En el DSC (Figura 17b) el primer evento térmico ocurre a 180°C, temperatura que
corresponde al punto de fusién del DTA. Posteriormente se observan variaciones
en el flujo de calor que se pueden correlacionar al TGA como la volatilizacion del

compuesto fundido.

Finalmente, para el andlisis de 24DBA (Figura 17a) se colocaron inicialmente 2.581
mg del soélido y se establecieron las mismas condiciones de temperatura.
Primeramente, se observo una pérdida de masa del 5% que corresponde a la
presencia de agua en el sdélido. Esta pérdida equivale a 0.49 moléculas de agua,
indicando que el sélido es un hemihidrato. La segunda pérdida de masa equivale al
94.77%, la evaporacion del 24DBA. En la Figura 17b se observd que el primer
evento térmico a 100°C se correlaciona con la evaporacion del agua contenida en
el solido. Posteriormente, el segundo evento térmico ocurre a 210°C, a esta
temperatura el coformador sufre un cambio de estado sélido a liquido y al mismo

tiempo se relaciona a la evaporacion que se observa en el TGA.
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8.2 Cribado de nuevas fases de las NFS

En la Tabla 3 se resumen los resultados de sintesis de las NFS, el detalle de los

resultados se presenta en las secciones siguientes.

Tabla 3 Resumen de resultados de la sintesis de los cocristales bajo las diferentes condiciones evaluadas

Cocristal MeOH EtOH H.O
MoHCI-DLMA \/ x x
MoHCI-24DBA \/ x x
MoHCI-DTA x x x

8.2.1 DLMA y 24DBA

Se procedio a la reproduccion de las NFS tomando como base las condiciones
establecidas anteriormente. Se procurd la obtencién de difractogramas con una
resolucién adecuada, aumentando el tiempo de analisis de la muestra en caso de
ser necesario. Se realizé una molienda con mortero previamente al analisis de
estos, homogeneizando los polvos para evitar favorecer una conformacion en

particular.

Se seleccionaron los disolventes; agua, metanol y etanol para realizar las pruebas
de cribado de NFS. Es importante la seleccion del mejor disolvente con el cual las
fases pueden sintetizarse. En la Figura 18 se muestran los resultados obtenidos del
cribado de las nuevas fases sodlidas del cocristal MOHCI-DLMA para cada caso con
MeOH (a), EtOH (b) y H20 (c).

El la Figura 18a se presentan los resultados de las pruebas de cribado de nuevas
fases realizadas con metanol. Se observo que en la proporcion 1:1 (IFA:coformador)
desaparecen picos importantes que caracterizan a las materias primas. Asimismo,
la aparicion de nuevos picos que se relacionan con la sintesis del cocristal. Es

importante determinar la proporcion correcta para la optimizacion de la sintesis de

56



la NFS. Por ello, se procurd experimentar con las proporciones 2:1 y 1:2

IFA:coformador respectivamente. Sin embargo, en ambas condiciones es claro el

exceso de materia prima. Por lo tanto, es posible sintetizar el cocristal MOHCI:DLMA

utilizando metanol en una proporcién 1:1.
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Figura 18 Andlisis de DRXP-I del cribado de nuevas fases del cocristal MoHCI-DLMA con los disolventes
MeOH (a), EtOH (b) y agua desionizada (c). Por ultimo, se observa la comparacion de los resultados de la
RxS y la RxM para sintetizar el cocristal en proporcion 1:1(d).

Para el caso de etanol, se presentan los resultados en la Figura 18b. En el

difractograma de la reaccion se observo la presencia de ambas materias primas,

siendo descartada la formacién de una NFS. En este caso no es necesaria la
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experimentacion con proporciones, debido a la nula interaccion de ambas materias
primas. Esto puede ser causado por el disolvente, al no proveer una buena
solubilizacion de ambos compuestos. Limitando la interaccion y formacion del

cocristal.

En la Figura 18c se observa el resultado de la reaccién de MoHCI-DLMA al utilizar
agua desionizada como disolvente. En este caso si se realizaron los experimentos
de las 3 proporciones distintas entre IFA:coformador, por conveniencia de este
disolvente siendo el mas ecoldgico y seguro de las opciones. En los difractogramas
se observo que no ocurre interaccion entre las materias primas en las condiciones
establecidas, ya que los picos caracteristicos de ambas materias primas se
mantienen. Esto indica que no es posible sintetizar este cocristal utilizando agua

desionizada.

Debido a que la NFS MoHCI-DLMA solo se pudo sintetizar con MeOH, se procedi6
a escalar y caracterizar esta fase. En primer lugar, se hizo una prueba con 100 mg,
una vez confirmada la formacién del cocristal se procedio a escalar a 750 mg. Esto
se realizd con la finalidad de obtener la cantidad suficiente de muestra para la
evaluacion de las propiedades biofarmacéuticas, la NFS se reprodujo por medio de
molienda mecanoquimica asistida por disolvente. Esta técnica nos permite obtener
hasta 1 gramo de la NFS por experimento. Como se menciond anteriormente, la
reaccion se llevé a cabo a 20 Hz por 30 minutos agregando 200 uL de MeOH. En la

Figura 18d se presentan los resultados de DRXP.

Podemos observar que comparando el resultado de la sintesis por RxS y por
molienda, se obtuvo un patrén similar. Se observé un aumento en la intensidad de
los picos en el producto de la sintesis por molienda. Es importante destacar que

este efecto se relaciona a una mejor sintesis del cocristal.

Una vez comprobada la sintesis del cocristal MoHCI-DLMA por medio de molienda
mecanoquimica, todas las pruebas posteriores hardn uso del cocristal sintetizado

por esta técnica.
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Los resultados de la evaluacion de cribado de NFS de las pruebas realizadas con
24DBA se presentan en la Figura 19. Al evaluar el difractograma obtenido al utilizar
MeOH (a) se observaron sefales que podian pertenecer a ambas materias primas,
como el pico que se encuentra a 14° 26 o la serie de picos entre 25y 28° 20. Esto
nos condujo a evaluar las otras proporciones 2:1 y 1:2 MoHCI-24DBA
respectivamente. Con la finalidad de descartar la presencia de picos
correspondientes a las materias primas en el difractograma obtenido de la
proporciéon 1:1. En el resultado de la proporcion 2:1 se observan los picos
caracteristicos de MoHCI que se encuentran entre 5y 10° 26, esto nos indica un
exceso de IFA en la reaccion. Mientras tanto, en la proporcién 1:2 se encuentra el
pico caracteristico de 24DBA a 14° 26, indicando el exceso de coformador en la
reaccion. Estos resultados nos ayudaron a concluir que la proporcion correcta para

la sintesis del cocristal es 1:1.
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Figura 19 Andlisis de DRXP-I del cribado de nuevas fases del cocristal MoHCI-24DBA con los disolventes
MeOH (a), EtOH (b) y agua desionizada (c). En el (d) se observa la comparacion de los resultados de la

reaccion de RxS y la RxM para sintetizar el cocristal.

Se procedié a realizar el experimento con EtOH (Figura 19b) con las mismas
condiciones que se han utilizado anteriormente. Al evaluar el grafico obtenido de la
RxS se identificd claramente las sefales de las materias primas. Esto descarto la
formacion de una NFS indicando que el disolvente no propicia la interaccion entre
ambos. Por lo tanto, el EtOH no es adecuado para la formacion del cocristal MoHCI-
24DBA.

Posteriormente, se evalué la posible sintesis de la NFS con el uso de agua
desionizada como disolvente. En la Figura 19c se presentan los difractogramas

obtenidos de las pruebas de DRXP. Se observo que se sintetizd una NFS en la
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proporcion 1:1, ya que present6 picos de difraccion diferentes a los de las materias
primas. Sin embargo, al variar la proporcion de materia prima no se observan
claramente los excesos de estas. En ambos casos (2:1y 1:2) se presenta un exceso
de MoHCI, siendo incongruente el resultado. Por lo tanto, se descarto la formacién

de una NFS al utilizar agua desionizada como disolvente.

Con los resultados obtenidos se selecciond al MeOH como el disolvente adecuado
para la sintesis del cocristal MoHCI-24DBA en una proporcién 1:1. Bajo estas
condiciones se procedid a escalar y caracterizar la NFS. En la Figura 19d se
presenta la comparacion entre los difractogramas de los polvos obtenidos por RxS
y molienda. Se observo la aparicion de los picos caracteristicos de la NFS en ambos
casos, asegurando que es posible la sintesis de la NFS por ambos métodos. Con
ello, se confirma el uso de la técnica de molienda como herramienta para el

escalamiento de esta fase.

8.2.2 Con el coformador DTA

En la Figura 20 se presentan los resultados de los experimentos con el coformador
acido D-tartarico. Se inicio utilizando al MeOH como disolvente (a) con una
proporcion 1:1 entre las materias primas. En el difractograma se observo la
presencia de picos correspondientes al coformador principalmente. Debido a que se
observo la desaparicion de las sefales correspondientes al MoHCI, inferimos que
esta ocurriendo una interacion entre ambas moléculas y la posible sintesis de una
NFS. Se procedié con la evaluacion de las otras proporciones 2:1 y 1:2. Los
resultados obtenidos no fueron acertados, la presencia de las sefales de las
materias primas se observa en ambas proporciones descartando la formacion de
una NFS. Finalmente, se evalu6 una proporcién no convencional de 1.5:1, donde
se observo el mismo comportamiento y la presencia de los picos correspondientes
a ambas materias primas. Debido a esto se descart6 la posibilidad de sintetizar esta

NFS por medio de la RxS utilizando metanol como disolvente.
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Se procedio a evaluar la sintesis de la NFS MoHCI-DTA utilizando EtOH (Figura
20b). La proporcion de cada materia prima fue modificada debido a que inicialmente
se observé un cambio en el patron de difraccion del experimento 1:1. Sin embargo,
en todos los resultados posteriores se observan los picos de las materias primas,
indicando que existe un exceso 0 que incluso no se esta llevando a cabo la
cocristalizacion. Por lo tanto, se descarta el EtOH como disolvente para la sintesis
del cocristal MOHCI-DTA.

Finalmente, en la Figura 20 (c) se presentan los resultados obtenidos de los
experimentos utilizando agua desionizada como disolvente. En este caso se
evaluaron 3 proporciones molares entre las materias primas debido al cambio en el
patron de difraccion de la RxS 1:1. Sin embargo, como se observo en los resultados
gue se obtuvieron al experimentar con EtOH, el cambio detectado no es relevante
para confirmar la formacion de la NFS MoHCI-DTA. Solo se observan dos picos
diferentes a 5y 12.5°26 de muy baja intensidad. Por lo tanto, se descarta también

al agua desionizada como disolvente para obtener esta NFS.

Debido a que ningun disolvente puesto a prueba durante el cribado de la NFS
MoHCI-DTA fue exitoso en la sintesis de la fase, se descarta el escalamiento bajo
estas condiciones. Se decidi6 no continuar con la busqueda de condiciones
adecuadas para la sintesis de esta fase, y avanzar en la caracterizacion de las otras

ya obtenidas.
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Figura 20 Andlisis de DRXP-T del cribado de nuevas fases del cocristal MoHCI-DTA con los disolventes
MeOH (a), EtOH (b) y agua desionizada (c).

Debido a que no se pudo obtener la NFS sin presencia de materia prima por medio
de la RxS, se procedi6 a utilizar la RxC. Se obtuvo un sélido con una consistencia
parecida a un gel (Figura 37), el cual después de 24 horas se filtro utilizando un
Whatman® #3. El polvo obtenido se evalu6é por DRXP (Figura 38). Se comparo el
difractograma obtenido de los productos de ambas reacciones. Se observé que
MoHCI-DTA se obtiene con mayor pureza por medio de la RxC. En el caso de la

RXS, se obtuvieron combinaciones de cocristal con las materias primas.

Se procedio a lavar el sélido obtenido de la RxC con MeOH para observar el efecto
sobre la pureza del cocristal obtenido. En la Figura 39 se presenta el difractograma
de los polvos obtenidos de la RxC con 1 mL, 2 mL y 2mL con lavado. Se observo

gue al aumentar el volumen de la reaccion se obtiene un sélido con presencia de
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coformador. También, observo claramente el exceso de DTA en el difractograma
del producto lavado. Por ello, se dedujo que el lavado del producto no tiene un efecto
sobre su pureza. La cantidad obtenida de cocristal al final de la RxC fue de
aproximadamente 25 mg.

Debido a que se obtuvo un rendimiento del 10% en la RxC no se consideré viable

continuar con los experimentos de esta NFS.

8.3 Caracterizacion fisica de las NFS sintetizadas

8.3.1 MoHCI-DLMA

Posteriormente, se realizo el analisis térmico de la NFS. Se colocaron inicialmente
2.612 mg del solido y se procedio con el experimento. Se obtuvo el TGA presentado
en la Figura 21a. Se observaron tres pérdidas de masa, la primera comienza desde
los 40°C se debe al agua presente en el solido, con un 2.031% que equivale a 0.67
moléculas de agua. La pérdida paulatina de masa se debio a que la muestra no se
secO a peso constante de manera adecuada. La siguiente pérdida a 190°C se debe
al DLMA con un 22.83% que es equivalente a 0.91 moléculas. Finalmente se
observa la pérdida de masa correspondiente al MoOHCI, siendo una descompaosicién
incompleta como se menciono anteriormente. En el caso del DSC presentado en la
Figura 21b, se observd que no ocurren claramente los eventos térmicos de la NFS.
Sin embargo, el cambio en el flujo de calor comienza a aproximadamente 200°C,

temperatura a la cual comienza la descomposicion del cocristal en el TGA.
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Figura 21 Caracterizacion fisica del cocristal MoHCI-DLMA y las materias primas, analisis de TGA (a) y
andlisis de DSC (b).

Otra técnica utilizada para la caracterizacion de las NFS fue la espectrofotometria
de infrarrojo. En el caso de la fase con DLMA los resultados se muestran en la
Figura 22. En el espectro de MoHCI (color naranja) podemos identificar las bandas
de absorcion que corresponden a los grupos funcionales mas representativos, como
el H20 (3530 cmt), O—H (3200 cm), *NH2 (2524 cm'!), O=C (1658 cm!) y COOH
(1709 cm?). En el caso de DLMA, se detecta el estiramiento del grupo OH en la
zona de 3000 a 3500 cm™. Asimismo, los acidos carboxilicos se pueden detectar a
1682 cm™. Para la NFS se observa que ocurre un cambio en las bandas de
absorcion de las materias primas. Comparando a MoHCI con el cocristal, se
identificd que la banda de absorcién del grupo COOH (1709 cm?) sufrié un ligero
cambio a 1713 cm. También, ocurrié un cambio importante en la zona de 3000 a
3500 cm donde se observé la desaparicion de la banda correspondiente al H2O
(3530 cm!). Mientras que al comparar DLMA, se observé una modificacion en la
banda de absorcién del grupo O=C (1682 cm™) la cual se desplaz6 a 1624 cm™.
Todos los cambios observados en las bandas de las muestras analizadas son
indicativos de una interaccion entre los grupos funcionales que componen a las

materias primas, confirmando la presencia de una NFS.
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Figura 22 Caracterizacion fisica del cocristal MoHCI-DLMA y las materias primas por medio de Infrarrojo.

8.3.2 MoHCI-24DBA

Para el analisis térmico se colocaron 1.681 mg y se analizé la muestra de 25 a
400°C, el resultado se observa en la Figura 23a. Desde 40°C se observé la pérdida
inicial de masa, correspondiente la humedad absorbida que se encuentra en la
materia prima y la NFS. Este cambio de masa equivale a 1 molécula de agua. Si
revisamos la caracterizacion de las materias primas, ambas presentan una alta
higroscopicidad. Por lo tanto, el agua presente en los analisis fue absobida del
medio ambiente. Este resultado se confirm¢ al analizar el DSC de los sdlidos (Figura
23b). Se observé que el primer evento térmico del TGA se presenta también en el
DSC del coformador y el cocristal. En ambas graficas se presenté un cambio
paulatino en el flujo de calor desde 50°C. Posteriormente, se observé otra pérdida
a los 175°C de 25.28% que equivale a 1 molécula de 24DBA. Esto nos ayud6 a
confirmar la proporcion correcta de la NFS como 1:1. En el DSC del cocristal se
observo el segundo evento térmico comienza a los 174°C, lo cual coincide con la
pérdida de masa observada en el TGA. Finalmente, se observo la pérdida de masa

y el cambio en el flujo de calor que corresponde a la descomposicién de MoHCI.

66



a) b)

N
N
)y

MoHCI
—— 24DBA
MoHCI-24DBA

e

T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400
T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

N
S
!

o
@
L

o
)
L

o
N
L

Peso (%)
IS
h

MoHCI
40 —— 24DBA
MoHCI-24DBA

Flujo de calor (W/g)
5
!

204

04

N A o ®
PR

o

Figura 23 Caracterizacion fisica del cocristal MoHCI-24DBA y las materias primas, analisis de TGA (a) y
andlisis de DSC (b).

En la Figura 24 se muestran los espectros de IR de la NFS MoHCI-24DBA vy las
materias primas. Como se menciono¢ anteriormente, MoHCI present6 varias bandas
relevantes en 3200, 2524, 1658 y 1709 cm™ para los grupos O—H, *NHz, O=C y
COOH respectivamente. En cambio, para el 24DBA se pueden identificar los grupos
funcionales en los siguientes nimeros de onda; 2849 cm* (O-H), 1616 cm(Ph) y
1705 cm (COOH). En el caso de la NFS se observaron modificaciones en las
bandas reportadas, la zona de 3000 a 3500 cm™ de ambas materias primas se ve
modificada. Mientras que las bandas de los grupos *NH2 (2,524 cm™) y COOH (1709
cm?) se ven desplazadas a 2300 cm™ y 1658 cm! respectivamente. Al comparar el
espectro de 24DBA con la NFS, se observo un ligero cambio en la banda del grupo
Ph de 1616 cm™ a 1619 cmt. También, se identificé una modificacién en la sefial
del grupo O—H (1436 cm™) el cual se desplazé a 1440 cm™. Todos estos cambios

indicaron la interaccion entre las materias primas, lo cual afirmé la presencia de una
NFS.
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Figura 24 Espectros de IR de MoHCI-24DBA y materias primas.

8.4 Evaluacion biofarmacéutica

La evaluacion biofarmacéutica de las NFS sintetizadas contemplo la determinacion
de la solubilidad y la disolucién intrinseca en diferentes medios que emularan
condiciones especificas del tracto gastrointestinal. Estos experimentos se realizaron
con la finalidad de obtener un perfil biofarmacéutico de las NFS. En general, la
industria farmacéutica también los utiliza como un parametro de control de calidad

gue debe cumplirse previo al inicio de la formulacién de un medicamento.

Se realizd la validacion de ciertos parametros del método de cuantificacion de
MoHCI de acuerdo con lo establecido en la NOM 177. Posteriormente, se realizaron
los estudios mencionados en cada uno de los medios de disolucion. También, se
busco probar la especificidad del método de cuantificacion para los formadores de
cocristal, evaluando los espectros de absorcién y la interaccion con el farmaco. Lo
anterior con la finalidad de comparar ambos perfiles de disolucién y determinar si
se liberan en la misma cantidad al momento de tener contacto con el medio de

disolucion.
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8.4.1 Espectros de absorcion

Con el fin de cuantificar la cantidad de MoHCI en solucién derivado de los estudios
de disolucién y solubilidad, se desarroll6 un método de cuantificacion por
espectroscopia Uv-Vis. Aunque el método es rapido y directo, no es necesariamente
selectivo para mezclas de analitos, particularmente si estos presentan espectros de
absorciéon superponibles. Debido a esto, el primer objetivo del estudio fue verificar
si los espectros de absorcién de los agentes coformadores utilizados en la
generacion de cocristales de MoHCI (i.e., DLMA y 24DBA) podian interferir para

realizar una cuantificacion selectiva de MoHCI.

La Figura 25a muestra el espectro de UV-Vis de MoHCI (5 ug/mL), DLMA (60 pg/mL)
y 24DBA (4 pg/mL). MoHCI muestra un espectro de absorcion significativo en el
rango de 200 — 400 nm, con un maximo de absorbancia a 295 nm. El coformador
DLMA presenta un maximo de absorcion a 215 nm y su absorbancia es nula a
longitudes de onda mayores a 250 nm. En el caso del espectro de 24DBA, éste
presentd una absorbancia significativa en el rango de 200 a 315 nm, con maximos

de absorcién a 210 nm, 255 nmy 290 nm.
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Figura 25 a) Espectro de absorcion UV-vis de MoHCI (5 pg/mL) en presencia de DLMA (60 zg/mL) y 24DBA (4
ug/mL) en el medio de disolucién de solucion de acido HCI pH 1.2, b) Comparacién del espectro de absorcion

de MoHCI (en los medios de disolucién de solucion de HCI pH 1.2, buffer de acetatos pH 4.5 y buffer de fosfatos
pH 6.5).
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Las concentraciones definidas para el experimento se obtuvieron de evaluar de
manera individual a cada analito. Observando la intensidad de la sefial con respecto
a su concentracion. Se seleccionaron las concentraciones que reportaron una
absorcion muy similar con la finalidad de facilitar la comparacion de los resultados

en la curva que se realiz6 posteriormente.

Los resultados obtenidos fueron alentadores ya que muestran que es posible
realizar una cuantificacion selectiva de MoHCI en muestras que contengan a DLMA
si se utilizan longitudes de onda mayores a 250 nm. Sin embargo, en aquellas
muestras que contengan a MoHCI y 24DBA solo se puede cuantificar
selectivamente a MoHCI a longitudes de onda superiores a 320 nm, aunque esta
zona no corresponda a maximos de absorcion de MoHCI. Esto puede ocasionar
errores en la deteccion del espectrofotometro, debido a que el compuesto presenta

una sefial mas débil.

Debido a que la evaluacion biofarmaceéutica se realizd en medios de disolucion de
pH 1.2, buffer de acetatos pH 4.5 y buffer de fosfatos pH 6.5, se evaluo si el cambio
en el pH modificaba el espectro de absorcion de MoHCI (Figura 25b). El analisis
permite observar que el espectro de MoHCI varia dependiendo del medio utilizado.
Por ejemplo, el espectro a pH 1.2 y 4.5 tienen la misma forma, aunque se nota un
ligero cambio en la intensidad y longitudes de onda de maxima absorcién. Sin
embargo, la mayor diferencia se muestra a pH 6.5 donde se observan variaciones
significativas en el espectro a longitudes de onda mayores a 300 nm. El maximo de
absorciéon a 340 nm no se tomo en cuenta para la cuantificacién debido a que se

pretendié seguir la metodologia previamente reportada por E. Fitz en el 2012.

Los resultados indicaron que era necesario realizar una curva de cuantificacién de
MoHCI que sea especifica para cada medio a utilizar. Se decidi6 utilizar 320 nm
como longitud de onda de cuantificacibn de MoHCI. A pesar de no encontrarse en
los maximos de absorcion, se tenian datos que afirmaban la cuantificacion de
MoHCI con este método (E. Fitz, 2012).
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Un experimento adicional fue verificar si la presencia del coformador en el medio de
disolucién (i.e., DLMA, 24DBA) modificaba la absorbancia de MoHCI a 320 nm. Para
esto, a una solucion con MoHCI de concentracion determinada se le adicionaron
alicuotas conteniendo al coformador, de forma tal que la concentracién del
coformador en la celda se incrementara gradualmente mientras que la
concentracion de MoHCI se mantuviera constante. En la Figura 26 se muestran los
espectros de absorcién UV-Vis derivados de estos experimentos. Tal como se
puede observar, la absorbancia de MoHCI a 320 nm no se ve modificada por la
presencia y concentracion de ambos agentes coformadores, lo cual garantiza la

exactitud en las mediciones de MoHCI a dicha longitud de onda.
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Figura 26 Titulacion sobre soluciones de MoHCI disuelto en solucién pH 1.2. a) Titulaciones con 24DBA,; b)
titulaciones con DLMA.

Es relevante resaltar el maximo de absorcion de 24DBA observado a 265 nm, el
cual coincide con un minimo de absorcion de MoHCI. Esta caracteristica se utilizo
para desarrollar un método indirecto de cuantificacion de 24DBA en muestras que
contenian simultdneamente a ambos compuestos. Se siguidé un procedimiento
basado en la ley de Lambert-Beer, considerando la férmula: Absorbancia = abc;
donde a corresponde a la absortividad molar de la muestra a la longitud de onda

deseada; b corresponde al ancho de la celda de UV (1 cm), y ¢ que se refiere a la
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concentracion de la muestra. La determinacion indirecta de 24DBA se realiz6 como

se describe a continuacion:

Determinar la absortividad molar de 24DBA y de MoHCI, ambos a 256 nm.

b. Realizar la cuantificaciéon de MoHCI en la muestra problema a 320 nm (zona de
absorbancia especifica para MoHCI).

c. A partir del dato de concentracion de MoHCI medido a 320 nm, determinar la
absorbancia te6rica que dicha concentracion de MoHCI presenta a 256 nm. Esto
se realiza con la férmula de Lambert-Beer, considerando que en este punto ya se
conoce la absortividad molar de MoHCI a 256 nm (paso a), y la concentracion (paso
b).

d. La absorbancia teérica de 24DBA en la muestra problema se puede entonces
calcular por medio de la substraccion de la absorbancia teérica de MoHCI a 256
nm a la absorbancia total de la muestra a 256 nm (Abs25EM™ = Absi>SU + Abs235nm

e. Determinar la concentracion de 24DBA a partir de la absorbancia calculada.

8.4.2 Meétodo de cuantificacion de MoHC|

Siguiendo la metodologia establecida en la seccion 7.9, se obtuvieron los datos que
se presentan en la Tabla 4. Las pruebas de linealidad se realizaron a partir del
calculo del Factor Respuesta de cada concentracion, en cada uno de los triplicados.
Podemos observar que la linealidad en los 3 medios de disolucién fue adecuada ya
gue presentd valores mayores a 0.99 de Factor de correlacion. Sin embargo, se
presentd un ligero aumento en el coeficiente de variacion conforme aumenta el pH,
ocasionando que sea mayor al 2% establecido en los parametros de validacion de
la NOM-177.
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Tabla 4 Valores obtenidos de la validacion de las curvas de cuantificacion de MoHCI en los medios acuosos
depH1.2,45y6.5.

PARAMETRO DE PH 1.2 PH 4.5 PH 6.5
VALIDACION

FR ‘ 0.0248 0.0239 0.0209

DE ‘ 0.0004 0.0006 0.0005

R2 ‘ 0.9999 0.9958 0.9999

cVv ‘ 1.610% 2.31% 2.89%

Abreviaturas: FR — Factor de retencién. DE — Desviaciéon estandar. R? — Coeficiente de correlacion. CV — Coeficiente de

variacion.

Con estos resultados se asegurd lo siguiente del método de cuantificacién de MoHCI

en el medio de disolucion de pH 1.2:

e Eslineal — El Coeficiente de correlaciéon es de 0.999

e Es preciso y reproducible — El coeficiente de variacion es menor al 2%

En el caso de los medios de disolucion de pH 4.5y 6.5 solo aseguramos la linealidad
y precision de los métodos. Esto se debié a que el coeficiente de variacion supera
el 2% que establece la NOM 177.

Para los experimentos posteriores se realizé una curva de cuantificacion especifica
para el dia en que se llevan a cabo las pruebas, asegurando que la cuantificacion

de MoHCI es correcta.

8.4.3 Pruebas de solubilidad

Las pruebas de solubilidad al equilibrio se realizaron en medios de pH 1.2, solucién
amortiguadora de acetatos pH 4.5 y de fosfatos pH 6.5 a 37°C. Para esto, se
tomaron alicuotas de las muestras a determinados tiempos y se filtraron utilizando
filtro Whatman® #3 El liquido filtrado se diluyé apropiadamente para realizar la
cuantificacion por UV-Vis, mientras que el solido se recuperd para su analisis por
DRXP.
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Las solubilidades de MoHCI, MoHCI-DLMA y MoHCI-24DBA en los tres medios
analizados se muestran en la Figura 27. En medio de HCI pH 1.2, MoHCI presento
una solubilidad de 12 mg/mL." Por su parte, MoHCI-DLMA mostré una solubilidad
promedio de 12.9 mg/mL. A su vez, la solubilidad de MoHCI-24DBA fue de 7.5
mg/mL. Las solubilidades de estas fases sdlidas a pH 1.2 contrastan con la alta
solubilidad reportada para el cocristal MoHCI-4HBA (37.8 mg/mL). (Martinez-Alejo
et al., 2014).
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Figura 27 Resultados de las pruebas de solubilidad realizadas en los 3 medios de disolucion para MoHCl y los
cocristales. Los valores mostrados corresponden a t=1h de iniciado el experimento. 37 °C, n=3, +DE.

Con respecto alos resultados en pH 4.5, la solubilidad de MoHCI fue de 47.5 mg/mL.
Por su parte, dicha propiedad en MoHCI-DLMA fue de 12.1 mg/mL, mientras que
MoHCI-24DBA tuvo una solubilidad de 3.3 mg/mL.

En medio de pH 6.5, la solubilidad de MoHCI, MoHCI-DLMA y MoHCI-24DBA fue de

54 mg/mL, 12 mg/mL y 0.15 mg/mL respectivamente. Estos resultados demostraron

' La solubilidad de MoHCI también se analizé a 25 °C, dando un resultado de 8.5 mg/mL.
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la capacidad de la cocristalizacién para modificar la solubilidad de un IFA, y que esto
ocurre en diferentes niveles dependiendo del pH del medio evaluado. No es posible
definir el impacto de este efecto en el presente proyecto ya que depende del
resultado al que se pretende llegar. Nosotros no pretendiamos aumentar o disminuir
la solubilidad de MoHCI, sino comprobar la posibilidad de hacerlo a través de la

cocristalizacion.

En el caso de MoHCI, la solubilidad mostré ser pH dependiente, observando un
aumento congruente entre el pH y la solubilidad. En cambio, la cantidad de MoHCI
en solucion producida por MoHCI-DLMA mostro valores similares en los tres medios
de disolucién probados, sugiriendo la generacién de un sistema cuya solubilidad es
independiente al pH. En contraste, la solubilidad de MoHCI-24DBA mostro ser
también pH dependiente. Sin embargo, en este solido se observa un efecto contrario
con respecto al de MoHCI, ya que la solubilidad disminuyé a medida que el pH
aumento. Estos resultados pueden ser relevantes para el disefio de sistemas
avanzados de liberacion de farmacos, los cuales en ocasiones buscan una
liberacién controlada de farmacos que no se vea modificada por las condiciones
fisiol6gicas intrinseca de un organismo vivo (e.g., pH del medio). Sin embargo, la
particularidad es que este tipo de comportamiento se obtuvo en una etapa de
preformulacion a través de la modificacion del estado sélido, lo que indica que la
cantidad en solucidon esta limitada por parametros termodinamicos (solubilidad).
Adicionalmente, demuestra la necesidad de realizar estudios de caracterizacion

biofarmacéutica que contemple diferentes medios de disolucion.

El analisis de los sdlidos aislados durante los experimentos de solubilidad se
muestra en la Figura 28. Con respecto a MoHCI, se observé que el patron de rayos
X fue similar en todos los medios, y que coincide con el de la materia prima de
partida. Esto indic6 que la fase sélida no sufre una transformacion por la exposicion

al pH de los diferentes medios de disolucién.
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Figura 28. Analisis de DRXP-I de las muestras obtenidas de las pruebas de disolucién de MoHCI (a), MoHCI-
DLMA (b), MoHCI-24DBA (c), realizadas en medio de disolucion pH 1.2 a 37°C. Todas las muestras fueron
obtenidas a 1 hora de iniciado el experimento.

Con respecto a los resultados de MoHCI-DLMA, el patron de DRXP de estos se
muestra en la Figura 28b. Se observé que el patron de los sélidos recuperados en
los 3 medios es diferente al del cocristal de partida, lo que indicé que el cocristal
sufre transformacion de fase mediada por los medios de disolucién. Es de destacar
gue el patrén de los solidos obtenidos en los medios con pH 1.2 y 4.5 son similares
y coinciden con el patron de MoHCI, lo que indicé que el cocristal se transforma
hacia MoHCI. En el caso del sélido obtenido a pH de 6.5, el andlisis mostré un nuevo

patron de DRXP que es diferente al de las materias primas.

La Figura 28c presenta el patron de los solidos recuperados de los experimentos
con MoHCI-24DBA. El patrén del sélido a pH 1.2 coincidié con el del cocristal de

partida, lo que indicé que la fase es estable en fluido géastrico simulado. En cambio,
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las muestras de pH 4.5y 6.5 presentaron un nuevo patrén de DRXP que es diferente
al del cocristal de partida y a las materias primas. Esto indicé que se transforma en

una nueva fase solida inducida por el pH del medio.

No se realizaron estudios para conocer la identidad de las NFS aisladas de los
experimentos de MoHCI-DLMA en pH 6.5, y del sélido obtenido de MoHCI-24DBA
en pH 4.5y 6.5, ya que se delimitaron los objetivos del presente proyecto, pero es

sin duda una incAgnita relevante.

Los cambios en solubilidad de MoHCI con respecto al cambio en el pH del medio
pueden ser explicados considerando las especies en solucion. La molécula de
moxifloxacino tiene dos pKa asociados, uno a 5.69 atribuido al &cido carboxilico, y
el otro a 9.42 asociada a la amina heterociclica (Al Omari et al., 2014). Por lo tanto,
las especies en solucion con respecto al pH son tres, las cuales se ejemplifican en
la Figura 29a. La primera (acido neutro, amina protonada, HMo*) predomina a
valores de pH menores a 6.4. La segunda especie (acido en forma anionica 'y amina
protonada, i.e., forma zwiteridénica), predomina en valores intermedios a los dos
valores de pKa. La ultima especie (carboxilato y amina neutra) predomina a valores
de pH superiores a 9.42. De estas especies, son relevantes las primeras dos ya que
son las que se generan durante el transito del farmaco en el tracto gastrointestinal.
Cabe sefialar que estas especies en solucidon determinan la solubilidad dependiente
del pH. La primer especie descrita presenta una mayor solubilidad que la especie
zwiterionica, tal como se ejemplica en el diagrama mostrado en la Figura 29b. El
diagrama utilizado corresponde a un estudio realizado con ciprofloxacino, ya que
ambos compuestos presentan un comportamiento muy similar en solucion (Florence
A. 2004). La mayor solubilidad observada a pH de 4.5 con respecto a pH 1.2 puede
atribuirse al efecto del idbn comun (i.e., i6n cloruro, presente en el sélido y en el medio
de disolucién). Sin embargo, la mayor solubilidad observada a pH 6.5 no es posible
explicarla al momento, ya que no existié transformacion de fase soélida, por lo que la
solubilidad deberia ser en teoria la misma que la determinada a pH de 4.5. Una
posibilidad es que no se haya alcanzado el equilibrio durante la determinacion de la

solubilidad, ya que ese pH se encuentra muy cercano al valor de pKa y
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probablemente también al valor de pHmax (pH de transicién sélido-sélido entre la sal
y el zwiterion). Este fendmeno se ha observado en estudios de solubilidad de
diversas sales, tal como se muestra en el diagrama de la Figura 29c. Esta figura
corresponde a el diagrama de solubilidad de la papaverina reportado por Serajuddin
en el 2007. En este articulo de discute el comportamiento que algunas sales
presentan cuando su solublidad no sigue un comportamiento ideal con respecto al
cambio en el pH. Esto ocurre por la asociacion de las especies en el medio, por lo
gue se produce una solucién supersaturada del farmaco. Estas desviaciones en la
solubilidad ya han sido observadas con otros farmacos zwitterionicos con aminas
presentes en su estructura (Bergstrom K. et. al., 2004). Por lo tanto, esto puede
estar ocurriendo con MoHCI. Sin embargo, se requieren de mas estudios para

comprobar qué es lo que ocasioné el cambio en la solubilidad del farmaco.
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Figura 29 a) Diagrama de especiacion de MoHCI, utilizado para ilustrar como cambian las especies presentes
en el medio de disolucién conforme cambia el pH de este; b) Diagrama de solubilidad de las diferentes especies
existentes en solucién para ciprofloxacino -con un comportamiento semejante a MoHCI-, se observa como las
formas ionizadas de la molécula presentan un mayor grado de solubilidad que la especie zwiterionica.
(Madificado de Florence A. 2004); y c) Estudio realizado sobre el cambio en solubilidad del clorhidrato de
papaverina en un rango de pH de 1 a 7, donde se observa la supersaturacion cerca del pHmax y €l efecto del ion
comun en un pH bajo. La linea punteada muestra el perfil de solubilidad tedrico que se determind basandose
en la solubilidad intrinseca del farmaco neutro y su pKa, la desviacion positiva indica una agregacion del solido.
(Maodificado de Serajuddin A., 2007).
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8.4.4 Pruebas de disolucién intrinseca

En la Figura 30 se presenta la comparacion de los perfiles de disolucion intrinseca
entre las NFS y MoHCI. Las constantes de disolucion intrinseca calculadas se
muestran en la Tabla 5. En el caso del medio de HCI (Figura 30a), se observé que
los tres sdlidos presentaron una cinética lineal. MoOHCI-DLMA demostré una mayor
constante de disoluciébn en comparacién con el valor obtenido de MoHCI (2.09
mg/cm?*min y 1.85 mg/cm?*min, respectivamente). En cambio, MoHCI-24DBA
disminuyd la constante de disoluciéon a 0.49 mg/cm?*min.

Tabla 5 Resumen de los resultados obtenidos de las pruebas biofarmacéuticas de MoHCl y las NFS en los

diferentes medios empleados a 37°C. n=3, +DE.

Fase sdlida Constante de disolucion Solubilidad (mg/mL)
intrinseca (mg/cm? min)
pH 1.2 pH45  pH6.5 pH 1.2 pH 4.5 pH 6.5

MOHCL ‘ 1.85+0.18 5.97#0.21 5.97+0.14 12.01+0.48 47.49+2.3 53.97+3.3
MOHCL-DLMA ‘ 2.09+0.13 7.64+#1.5 6.2+0.16 12.9+0.89 12.1+0.9  11.92+0.98
MOHCL-24DBA ‘ 0.49+.05 6E2+8E3  0.1+3E®  7.51+0.23 3.28+0.15  0.15+0.09

En la Figura 30b se presentan los perfiles de disolucion intrinseca de MoHCl y las
NFS en medio de acetatos pH 4.5. Las velocidades de disolucion de MoHCI, MoHCI-
DLMA y MoHCI-24DBA fueron de 5.97 mg/cm?min, 7.64 mg/cm?min y 0.069
mg/cm?min, respectivamente. La tendencia en disolucion fue similar a la observada
en el medio de HCI, siguiendo el orden de MoHCI-DLMA> MoHCI>MoHCI-24DBA,
aunque es de resaltar que la velocidad de disolucion de MoHCI-24DBA fue 86 veces

menor que la de MoHCI.

La disolucion intrinseca en medio de fosfatos pH 6.5 se muestra en la Figura 30 —
c. Se observé una pequefia diferencia entre la velocidad de disolucién de MoHCI y
MoHCI-DLMA. EIl cocristal MoHCI-24DBA se mantuvo como la fase de menor

velocidad de disolucién (0.10 mg/cm?min).
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Figura 30 (a) Comparacion del perfil de disolucién intrinseca de MoHCI y las NFS en medio de pH 1.2, (b) en
solucion amortiguadora de pH 4.5y (¢) en solucién amortiguadora de pH 6.5 Media = D.E. n=3. T = 37 °C.

Al término de los experimentos de disolucién intrinseca, la cara del comprimido
expuesto al medio de disolucién se raspo para analizarlo por DRXP. El analisis de
estos se muestra en la Figura 31. En el caso de MoHCI (Figura 31a), el patron
mostro diferencias en las intensidades de los picos, pero no se aprecia la aparicion
de picos nuevos. Esto indicé que la fase es estable en los tres medios de disolucién.
En el caso de los sélidos de MoHCI-DLMA (Figura 31b), el patron observado
corresponde al del cocristal de partida. Este resultado es contradictorio con respecto

a los resultados observados previamente en el andlisis de los sdlidos de solubilidad,
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donde se observo transformacion de fase de esta muestra. Una posibilidad por la
cual no se observo la transformacién de fase en la muestra de disolucion es que se
haya “raspado de mas el comprimido”, por lo que predominé el patron de difraccién
del cocristal (que no estuvo en contacto con el medio de disolucién) por encima del
patrén de MoHCI (sélido que se transforma). En el caso del sélido analizado a partir
de los pellets de MoHCI-24DBA (Figura 31c), solo se observé un nuevo patrén de
difraccion en el sélido a pH 4.5. Dicho patron es similar al que se observo en el
experimento de solubilidad a dicho pH, que corresponde a una fase de composicion
e identidad desconocida. A pH de 6.5 se observé el patron del cocristal de partida,
aunque durante el estudio de solubilidad se confirmé que esta NFS sufrio
transformacion de fase en dicho medio. La razén por la cual no se observé dicha

transformacion puede deberse a un excesivo raspado durante la toma de muestra.
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Figura 31. Andlisis de DRXP-I de las muestras obtenidas de las pruebas de disolucién intrinseca de MoHCI (a),
MoHCI-DLMA (b), MoHCI-24DBA (c), realizadas en medio de disolucién pH 1.2 a 37°C. Todas las muestras
fueron obtenidas al término del experimento.
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En general se observo que el perfil biofarmacéutico de MoHCI incrementa conforme
aumenta el pH (su solubilidad y velocidad de disolucién aumentan). En el caso de
los cocristales es claro que el rendimiento biofarmacéutico del IFA es modificado
considerablemente, particularmente con respecto a la fase de MoHCI-24DBA cuya

disminucién en solubilidad y disolucion fue muy contrastante.

8.4.5 Disolucién de polvos

Los experimentos de disolucion de polvos se realizaron bajo condiciones no-sink
solamente en medio de HCI pH 1.2. Los estudios se realizaron sin replicas para
optimizar recursos y poder mostrar solo el comportamiento en disolucion. Se
tomaron muestras a diferentes tiempos de muestreo y se filtrd con papel Whatman®
# 3. El sdlido se analiz6 por DRXP y el filtrado se diluyé apropiadamente para su
cuantificacion por UV-Vis.

En la Figura 32 se presentan los resultados de la prueba de disolucion de polvos de
las 3 fases solidas. El perfil de MoHCI muestra que la concentracion se mantiene
constante durante todo el experimento (15 — 20 mg/mL). Por su parte, MoHCI-DLMA
mostro valores cercanos a 40 mg/mL en los primeros minutos del experimento;
posteriormente la concentracion disminuy6 a valores entre 30 y 35 mg/mL después
de 20 minutos y se mantuvo sin cambios significativos hasta el final del experimento.
En el caso de MoHCI-24DBA, las concentraciones alcanzadas fueron de

aproximadamente 5 mg/mL durante practicamente todo el experimento.

Debido a la gran cantidad de materia prima necesaria para este experimento, solo
se realizé un ensayo. Los resultados de la prueba fueron incongruentes con los
observados en las pruebas de solubilidad, ya que se alcanzan concentraciones
mucho mayores que las reportadas al equilibrio de la reaccion. Por lo tanto, se
dedujo que el perfil observado no es concluyente y se requieren de mas repeticiones

para determinar el comportamiento en solucién de estos cocristales.
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Figura 32 Prueba de disolucién de polvos de MoHCl y las NFS en medio acido pH 1.2.

Para las muestras obtenidas de la disolucion de polvos de MoHCI se obtuvieron los
difractogramas que se presentan en la Figura 33a. Solo se incluye el andlisis de las
muestras tomadas a los siguientes tiempos: 1, 9, 11, 15, 25, 30 y 60 minutos para
fines comparativos. El patron de DRXP se mostro inalterado, de forma similar a los
observados durante la determinacion de la solubilidad y disoluciéon. En el caso de
MoHCI-DMLA (Figura 33b), el patron de DRXP correspondio al de MoHCI, debido a
la transformacion de fase mediada por el medio de disolucién. Es importante sefialar
gue, aungue la transformacion de fase se observo de forma inmediata en el solido
(desde el minuto 1), el perfil de disolucion mostré6 mayores concentraciones durante
los primeros minutos en comparacion a los valores observados a los ultimos minutos
del experimento. Esta supersaturacion ha sido objeto de estudio en los ultimos afios
en fases sdlidas que sufren transformacion de fase mediadas por el medio de
disoluciéon. Ejemplos de estas son las fases amorfas y fases cocristalinas. Si se
prolonga la supersaturacion producida por la transformacién de fase durante un
tiempo considerable puede conferir una ventaja significativa en biodisponibilidad
(Kuminek G., et. al., 2016).
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En el caso de MoHCI-24DBA (Figura 33c) no se observaron cambios en el patron
de difraccion, lo que indico que el sélido no sufre una transformacion de fase al ser

expuesto a medio de disolucion de pH 1.2.

a) b)

60 min

[ h
Ll |
_#ﬁj Ll Aa MWJ\NWMMW‘WWW DLMA
o min -
o LMJ‘JQMVMJMVW"V\W%M
| ‘ﬁ‘ 25 min

I 1
EERP T NARREUAD S AN SRR AP 45min_,
,

1\
RN W R uum“hwu’l\/wwmw’/mw&wwx.m,w mna S \\AMMW,_N'\_JW . 20min
i | 15 min ) 1 A .
N bl A ‘/\/\/W\—AW"U’\\W/\’/\»/AWVWM,Aux— _.,,‘JLJ L AP e A A A WW.SJ\%,M
1o n 11 min | i Hil f
S Aa Nanen i MM e MJ‘MJ( Lo N A A A 4.min
I ‘ min Bl A Moo / 1-3min
N A M N‘Mﬂ'x«‘\wrW«j»\ e e R S S S
\ i
Vol | ) MoHCI-DLMA
‘\L.J ‘ML"\.J \kau’w"\/ﬂ‘wﬁ“\vuw 1 min { “
| ! MoHCl “LJ 1 ! MoHCI
0o I I . NS WY A SUND, U SIS V| AUV Vo NS PPN SR S
LI e M AN L WO r . . . . . . .
r T T T T T T 1 5 10 15 20 25 30 35 40
5 10 15 20 25 30 35 40
2 Theta 2 Theta

Lo 24DBA

I A A ) M/\-f\ﬂ\_ 55 min
A i) NAL A AT et et ARSI WA 8 20

I I
, | I | 5 min
e A A p N A A perrond

ANV R
, h
A | H
Mwwmw A At A mtianhnd v A 1 min
0
A | I MoHCI-24DBA
M AN N A it A
| “ | MoHCI
i L_/‘ SREBE WA “‘Amw"xﬂ_,\/\”m_,ﬂ/“vu

5 10 15 20 25 30 35 40
2 Theta

N A

NSV U

Figura 33 Andlisis de DRXP-I de las muestras obtenidas de las pruebas de disolucién de polvos de MoHCI (a),
MoHCI-DLMA (b), MoHCI-24DBA (c), realizadas en medio de disolucién pH 1.2 a 37°C. Todas las muestras
fueron obtenidas al término del experimento.
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8.4.6 Cuantificaciéon del coformador 24DBA

La cuantificacion del coformador en las pruebas de disolucion fue objetivo que se
consideré como una posibilidad a lo largo del proyecto. Esto con la finalidad de
observar el comportamiento de ambas especies en solucién y comparar su
velocidad de disolucion. A pesar de que se establecieron las condiciones y curvas
de cuantificacién del coformador DLMA, no se le pudo cuantificar. Esto se debi6 a
gue la concentracién obtenida en las pruebas de disolucion y solubilidad fue muy
baja. Por lo que no fue posible detectar la presencia del coformador con el

espectrofotometro.

En el caso del coformador 24DBA ocurrié lo mismo en las pruebas de disolucion y
solubilidad. La concentracion de esta molécula fue tan baja que no era posible
discernir entre la sefial de farmaco y coformador con el espectrofotometro. Sin
embargo, al analizar las muestras obtenidas de la prueba de disolucion de polvos
se pudo identificar la sefial del coformador. Por lo tanto, se procedi6 a cuantificar al
24DBA en la prueba de disolucién de polvos del cocristal MOHCI-24DBA (Figura 34).
Se observo que ambas moléculas comparten un perfil de disolucion similar. Esto es
lo esperado ya que el cocristal se compone por farmaco:.coformador en una
proporcion 1:1. Por lo tanto, al comparar la cantidad de moles disueltos en la
solucion de ambas moléculas, deberiamos obtener un valor muy similar. En este
caso, se observa una ligera diferencia que puede estar siendo ocasionada por el
tratamiento matematico de los datos. También, se debe considerar el efecto de la
desviacidn estandar de los datos. La cual no se toma en consideraciéon por que el

ensayo de disolucion de polvos sélo se realiz6 una vez.

El comportamiento observado en la Figura 34 demuestra la congruencia con la que
se disuelven ambos farmaco:coformador en una prueba de disolucion de polvos.
Pudimos observar claramente como la concentraciéon de ambas moléculas fluctia
de la misma forma. Esto es relevante ya que se han reportado muy pocos casos en
los que se cuantifican ambos componentes del cocristal de manera simultanea. Lo
cual, nos ayuda a comprender mejor como interactian ambos componentes en

solucién.
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Figura 34 Cuantificacion del coformador 24DBA en la prueba de disolucién de polvos del cocristal MoHCI-
24DBA en medio de pH 1.2. n=1. 37°C.

8.5 Pruebas de estabilidad indicativa

La estabilidad indicativa se evalué a 3 condiciones, variando la temperatura y
humedad relativa a la cual se incuban las muestras. Las condiciones utilizadas se

presentan en el capitulo 7.14.

Los polvos se prepararon de manera individual y por duplicado para cada prueba,
se analizaron por DRXP una vez que fueron sometidos a las condiciones

establecidas.

En la Figura 35a se presentan los analisis de estabilidad indicativa de MoHCI. Se
observan los difractogramas de la materia prima y las 3 condiciones a las cuales se
expusieron los soélidos. Se observo que MoHCI sufre una transformacién cuando es
expuesto a dos condiciones; 40°C y 40°C/75% HR. Se desconoce la NFS a la cual
se transforma el soélido, por lo que se requieren estudios posteriores para

identificarlo. MoHCI no sufrié una transformacién de fase al ser expuesto a 50°C.
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El patron de DRXP de MoHCI-DLMA (Figura 35b) y MoHCI-24DBA (Figura 35c) se
observaron sin cambios bajo las condiciones de estudio. Esto indicé que las fases
sélidas no sufren una transformacion de fase bajo las condiciones de estrés y

humedad probadas.
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Figura 35 Pruebas de estabilidad indicativa por DRXP-I de MoHCI (a), cocristal MoHCI-DLMA (b) y cocristal
MoHCI-24DBA (c).

8.6 Estudios de estabilidad de fase solida en diferentes disolventes de
relevancia farmaceéutica.

Como complemento a las pruebas anteriores, se evalud la posible transformacion
de fase por el contacto con disolventes. Se seleccionaron los disolventes utilizados
durante la fase de cribado por la idoneidad de estos para interactuar con los

conformadores y ocasionar una transformacion de fase.
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Los resultados de las pruebas complementarias de estabilidad de fase para MoHCI
se presentan en la Figura 36a. La prueba con MeOH nos ayudd a confirmar que
moxifloxacino sufre una transformacion de fase a un hemihidrato. Esto se dedujo al
comparar de manera visual el difractograma obtenido y los resultados reportados

previamente (Martinez-Alejo et al., 2014).

En los difractogramas de las pruebas con metanol y agua se observaron cambios
en los picos de MoHCI. En ambos casos, en la zona de 25 a 30° 26 se observo un
aumento en la intensidad de los picos. En el caso de la prueba con etanol, se
observé la modificaciéon de los picos de 5 a 10°26 esto implica que MoHCI sufre una
transformacion de fase al contacto con etanol. En cambio, el patron de difraccién
gue se obtuvo de la prueba con agua desionizada no sufrio modificaciones. Por lo
tanto, se asume que MoHCI no sufre una transformacion de fase por el contacto con

agua desionizada.
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Figura 36 Pruebas complementarias de transformacién de fase por DRXP-I de MoHCI (a), MoHCI:DLMA (b) y
MoHCI:24DBA (c). Todas realizadas con MeOH, EtOH y H20. Los sdlidos fueron obtenidos después de 30
minutos de la RxS.

La prueba complementaria de estabilidad de fase para el cocristal MOHCI-DLMA se
presenta en la Figura 36b. En el caso de la prueba con MeOH, se observo la
disminucion en intensidad de algunos picos en la zona de 5 a 10° 26. Asimismo, en
la zona de 20 a 30°26 se observaron cambios en la intensidad de algunos picos.
Debido a que no se observé la aparicion de picos que correspondan a las materias
primas, el cocristal no sufre una transformacion de fase al contacto con MeOH.
Analizando la prueba con agua desionizada se observo la aparicion de los picos
caracteristicos de MoHCI (5 a 10°26), indicando la transformacion de fase del

cocristal a las materias primas.

90



Finalmente, el difractograma de la prueba con EtOH no presenté cambios que
indiquen una transformacion de fase. Por ello, se dedujo que el cocristal MoHCI-

DLMA mantiene su fase sélida al contacto con EtOH.

Los andlisis de las pruebas complementarias con MoHCI-24DBA (Figura 36c),
indicaron que no ocurre un cambio de fase cuando se expone a los disolventes
utilizados. En este caso también se observé una mejoria en la estabilidad de fase
en comparacién con MoHCI (Figura 36a), el cual presentd polimorfismo al contacto

con algunos disolventes.

8.7 Resumen de estabilidad de fase de MoHCI y los cocristales

Como se establecio en los objetivos especificos del proyecto, se evalud el impacto
de la cocristalizacion sobre la estabilidad de fase de MoHCI. Para comprender mejor
dichos resultados, se elaboré la siguiente tabla donde se resume lo obtenido en los
diferentes estudios que abordaron esta caracteristica. Se colocaron las condiciones
evaluadas en la parte superior de esta y la fase sélida en la parte lateral izquierda.
Para indicar que la fase no sufrié transformacion al término de la prueba se utilizaron
estrellas. Cuando la fase si presenta transformacién, pero esta es una disociacion
a las materias primas de partida, se utiliza un triangulo y, cuando la fase presento

una posible transformacion a una NFS diferente (e.g. hidrato) se utilizé un circulo.

Es importante mencionar que los resultados reportados a cada pH son de las
muestras obtenidas de la prueba de solubilidad, estas se seleccionaron debido a

gue se obtuvo una buena cantidad de sélido para analizar y se realizé por triplicado.
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Tabla 6 Resumen de los resultados de estabilidad de fase de MoHCI y cocristales bajo las condiciones

evaluadas

pH pH pH o o 400_
1.2 45 6.5 MeOH | EtOH | H,O | 40° | 50 7EHR

el Y @ @ @ % O O k ©
moHcova A A A Y Y A 0 @ O
woen K @ @ Sk Sk Sk Kk k ok

* . 5 A Tansformacion de
Sin trasformacion de fase fase a materias primas

Fase solida

. Posible NFS

Analizando los resultados obtenidos de MoHCI se establecié que el farmaco
mantiene estable su fase solida solo en tres condiciones: En medio de disolucion
pH 1.2, en contacto con etanol y cuando se expone a 50°C sin humedad relativa.
Bajo las demas condiciones evaluadas el farmaco sufrié una transformacion de fase,
lo cual puede deberse por un cambio quimico (en las pruebas de estabilidad
indicativa) o la generacion de posibles NFS o polimorfos. Se considera necesario
realizar analisis adicionales que permitan determinar la identidad de estos solidos

obtenidos.

En el caso del cocristal MOHCI-DLMA observamos que en todas las pruebas que
involucran contacto con un medio acuoso o humedad relativa, el sdlido sufrio
transformacion de fase mediada por el disolvente, generando las materias primas
de partida. En cambio, si las fases se someten a una temperatura de 40 o 50°C en
el experimento, el sélido sufri6 un cambio a una posible NFS. La fase sdlida del
cocristal solo se mantuvo en todo momento cuando fue expuesta al contacto con

metanol o etanol.

Con base en los resultados anteriores podemos establecer que la diferencia de
comportamiento entre MoHCI y MoHCI-DLMA es que el ultimo no sufre un cambio
de fase al contacto con metanol.
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En el caso del cocristal MOHCI-24DBA se observo un comportamiento muy distinto
al del farmaco. Este cocristal mantuvo su fase solida en casi todos los experimentos.
Los resultados sugieren que el cambio en pH ocasiona que este cocristal presente
una transformacion de fase mediada por el disolvente a una posible NFS, dicho
efecto se obtuvo en las pruebas realizadas con medio acuoso de pH 4.5y 6.5. Se
desconoce la identidad de esta NFS sdlida generada, por lo que también se

requieren estudios adicionales para este cocristal.

Los resultados obtenidos de MoHCI y MoHCI-24DBA demostraron claramente la
modificacién del comportamiento del farmaco ocasionado por la cocristalizacién. El
cocristal no sufre un cambio de fase al contacto con disolventes o una temperatura
y humedad relativa alta. Por lo tanto, la cocristalizacion es un método por el cual se
puede reducir la probabilidad de que un farmaco presente un cambio no deseado

en la fase soélida.

Finalmente, se debe mencionar la diferencia en el comportamiento entre ambos
cocristales, lo cual se debe solamente al tipo de coformador utilizado. Los resultados
obtenidos por Martinez-Alejo en el 2014, resaltan la importancia en la seleccion de
esta molécula cuando sintetizamos un cocristal. En el articulo se reporta que la
solubilidad y velocidad de disolucién intrinseca de MoHCI aumentan al utilizar el
coformador 4-HBA (Martinez-Alejo et al., 2014). En la presente investigacion se
encontroé el efecto contrario. Una razon por la que esto puede haber ocurrido es por
el empaquetamiento cristalino de los sélidos, el cual afecta el grado de solubilidad
y velocidad de disolucion de los cocristales. Bajo este panorama el
empaqguetamiento del cocristal con el coformador DLMA mantiene un perfil
biofarmacéutico similar al de MoHCI. Mientras que el empaquetamiento del cocristal

con 24DBA dificulta la interaccidon de los componentes con el medio de disolucién.
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9 CONCLUSIONES

Se caracterizaron cocristales de Clorhidrato de Moxifloxacino que fueron
sintetizados con solo dos de los coformadores propuestos, el &cido DL-malico y el
acido 2,4-dihidroxibenzoico. Es importante mencionar que se requieren estudios

posteriores a este proyecto para sintetizar el cocristal con el acido D-tartarico.

La técnica de formacion de pasta nos permitié sintetizar ambos cocristales. Mientras
gue el escalamiento es posible por medio de molienda asistida por disolvente en
una cantidad de 500 mg por contenedor. Los cocristales obtenidos presentan
propiedades fisicas y biofarmacéuticas modificadas con respecto a MoHCI. La fase
MoHCI-DLMA presento un aumento en la velocidad de disolucion y la solubilidad de
MoHCI, mientras que la fase MoHCI-24DBA las disminuyo. Las dos fases
presentaron propiedades fisicas distintas, lo cual se relaciona con el tipo de

coformador utilizado.

Algunas observaciones adicionales para resaltar son:

e Se confirmd la sintesis de dos cocristales de MoHCI utilizando la misma
proporcion molar farmaco-coformador establecida anteriormente en el
grupo de investigacion. También, se descubrié que la RxS puede ser
utilizada como técnica de cribado y que es posible escalar estos
cocristales por medio de molienda mecanoquimica asistida con
disolvente.

e Los resultados de la caracterizacion fisica de los cocristales sintetizados
por medio de las técnicas establecidas, comprobd que la cocristalizaciéon
puede ser utilizada para manipular varias propiedades fisicas del
farmaco, como su punto de fusion, degradacion térmica e
higroscopicidad.

e Con los resultados obtenidos de las pruebas biofarmacéuticas se
comprobé que la cocristalizacion tiene potencial para ser utilizada como

herramienta para adaptar el perfil biofarmacéutico de un farmaco a las
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necesidades tecnoldgicas de la industria farmacéutica o terapéuticas que
tenga el paciente. Sin embargo, el efecto que la cocristalizacion tendra
sobre las propiedades de un farmaco no es predecible. Como se observé
en el proyecto, los dos cocristales presentaron propiedades
biofarmacéuticas distintas. Lo cual, nos reafirma la importancia que tiene
el tipo de coformador y sus propiedades fisicoquimicas al momento de
sintetizar un cocristal.

Las pruebas de transformacion de fase demostraron que la
cocristalizacion es una herramienta (til para la modificacion de la
estabilidad de fase de un farmaco. Se observd que los cocristales se
comportaban de manera particular con respecto a la presencia de
temperatura, humedad y disolventes. Sin embargo, se requieren mayores
pruebas para comprobar la posible generacién de polimorfos de uno de
los cocristales. Por lo tanto, si bien se percibe una tendencia a estabilizar
al MoHCI cocristalizado, no es posible todavia afirmar que la
cocristalizacion con DLMA o 24DBA evita la formacion de fases

polimorficas de MoHCI.

10 PERSPECTIVAS

Establecer las condiciones Optimas de sintesis y escalamiento del cocristal
MoHCI-DTA.

Estudiar las condiciones a las cuales se pueden cristalizar las NFS
sintetizadas, con la finalidad de obtener monocristales que faciliten la
determinacién del empaquetamiento cristalino para apoyar un analisis mas
detallado a los resultados obtenidos.

Determinar la identidad de los sélidos en que se transformaron MoHCI-DLMA

y MoHCI-24DBA durante los experimentos de solubilidad.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Polimorfos de MoHCI

Tabla 7 Polimorfos de MoHCI, su sintesis y las técnicas utilizadas para su caracterizacién. Modificada de (Al
Omari, Jaafari, Al-Sou’od, & Badwan, 2014).

MoHCI basico)

Polimorfo Preparacion Caracterizacion
Forma | Se suspende el hidrocloruro de | DRXP, FT-IR, DSC,
(Forma moxifloxacina y/o sus hidratos | microscopica.
cristalina del en un disolvente polar adecuado.

anhidro de El pH se ajusta en un rango de 7 - 8

con NaOH o NH40H a 25-30°C.

La mezcla de reaccion se extrae con
solventes de cloro o éster
adecuados, el solvente es
completamente destilado a presion
reducida por debajo de 60°C.
La mezcla de reaccion se enfria a
25-35°C, el producto es tratado con
un solvente organico adecuado
como ceto solvente, el producto se
aisla por filtracion y opcionalmente
se lava con agua, y luego se seca
para obtener la forma I.

Forma | La forma anhidra es la unica | DRXP, DSC, TGA,
(Anhidro modificacion cristalina conocida en | 3 CNMR, Raman, FT-IR,
cristalino). el estado de la técnica. microscopica.
Forma Il La forma anhidra se suspende en | DRXP, DSC, TGA,
(Monohidrato | medio acuoso y se mantiene la | 3 CNMR, Raman, FT-IR,
cristalino) agitacion hasta que se hidrate. | microscépica.

También se puede disolver en

etanol con o sin presencia de agua.

El agua se destila y el producto es

secado en condiciones humedas

para obtener cristales de prisma o

aguja.
Hidrato La forma anhidra cristalina o el | DRXP
cristalino monohidrato de MoHCI o una

mezcla, se colocan en un ambiente

con humedad controlada del 60% -

80% HR a 30°C por 18 y 16 h

respectivamente.
Amorfo MoHCI cristalino se disuelve en un | DRXP, FT-IR

disolvente organico. Se somete a
secado por aspersion y se continla
secando el producto.
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Forma A MoHCI se suspende en un solvente | DRXP, FT-IR, DSC.
(cristalina) orgénico, el cual es tratado con HCI
seco. El producto se seca bajo
condiciones controladas para
obtener la forma A de MoHCI con
un contenido de humedad del 2%.
Forma X MoHCI se somete a un reflujo | DRXP.
(Anhidro aezotrépico en un disolvente
cristalino) organico. Se enfria, filtra y seca.
Forma Y MoHCI se disuelve en disolventes | DRXP.
(Anhidro alcohdlicos utilizando calor. Se
cristalino) ajusta el pH enunrango entre 7.5y
8.5 con wuna solucion acuosa
alcalina. Se vuelve a ajustar el pH
por debajo de 0.5 con HCI acuoso a
una temperatura de <15°C. La
reaccion se mantiene por un periodo
de 30 a 60 minutos. Se seca el
producto.
Forma Il MoHCI se somete a un reflujo DRXP, DSC, TGA,
(Anhidro aezotrdpico con ésteres de cadena | '3CNMR, Raman, FT-IR,
cristalino) corta o un disolvente organico microscopica.

alifatico o aromatico. La reaccion se
enfria bajo agitacion hasta la
formacién de un sélido cristalino.
Se seca el solido.

Nueva forma

cristalina

MoHCI se disuelve en un a mezcla
de MeOH/H20O con calentamiento y
reflujo. Se agrega acetonay la
solucion se calienta a 40-45°C. Se
enfria a 15-25°C, se filtra y se seca.

DRXP, FT-IR.

Forma

cristalina de
MoHCI base

MoHCI se suspende en medio
acuoso de pH >11 ajustado con
NaOH. La solucion se lava con
tolueno y se justa el pH a 8.0-8.2
con HCI. La reaccion es extraida
con cloruro de metileno y la fase
organica se seca a presion
reducida. El solido obtenido se
recristaliza con acetonitrilo.

DRXP, DSC, TGA,
I3CNMR, Raman, FT-IR.

Forma A
(Hidrato
cristalino)

MoHCI se suspende en un
disolvente seleccionado. Pueden
ser mezclas de alcoholes con un
contenido promedio de agua de
0.01% vy 2.5% en peso. Se

DRXP, DSC, TGA,
IBCNMR, Raman, FT-IR.
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mantiene en reflujo, se enfriay se
aisla la forma.

Forma B El mismo procedimiento que la | DRXP, DSC, TGA,
(Anhidro forma A, pero con la forma aislada | *CNMR, Raman, FT-IR.
cristalino) se forma una pasta con un solvente
alcohdlico y reflujo. El producto tiene
un contenido de humedad entre
0.01 y 2.5% del peso. La forma es
aislada.
Forma IV MoHCI se disuelve un solvente DRXP, 13CNMR, FT-IR.
(Anhidro organico, se enfria y mantiene por
cristalino) 2 horas la reaccion. Se extrae el
disolvente con vacio y el residuo se
suspende de nuevo en el mismo
disolvente. Se enfria la mezcla a 0-
10°C. Los cristales formados se
separan por filtracion. Se lava y se
seca el producto obtenido hasta
obtener un peso constante.
Forma al MoHCI se suspende en una mezcla | DRXP, DSC
(Hidrato de agua y HCI concentrado. Se
cristalino) disuelve a una temperatura de
100°C y se enfria a 20°C. E sdlido
formado se filtra y lava con agua,
se seca con presion reducida a
95°C. Se obtiene la forma con un
contenido de agua de 3.64%.
Forma a2 MoHCI se suspende en N-metil-2- DRXP, DSC
(Hidrato pirrolidinona y agua a 130°C. Se
cristalino) enfria la mezcla a 20°C. El solido
obtenido se filtra, lava con acetona
y seca a presion reducida a 60°C.
Se obtiene la forma con un
contenido de agua de 4.02%.
Forma IV MoHCI se suspende en MeOH y
(monohidrato | agua. Se ajusta el pH a 1.0-2.0 con
cristalino) HCI concentrado a 25°C. Se enfria
a 5°C. El solido obtenido se filtra y
seca a 60-65°C.
Forma Moxifloxacino basico es suspendido | DRXP, DSC.
B (Monohidrato | en una mezcla de metanol y agua.
cristalino) y Se afaden HCl y EDTA, se calienta
Forma la mezcla a 34-38°C por 1 hora. Se
v (Anhidro enfria a 0-5°C por 1 hora. Sefiltra'y
cristalino) se lava con MeOH frio. El sélido se

calienta de nuevo con metanol y
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agua a 55°C para obtener una
solucidn traslucida. Se enfria
lentamente a 40-45°C (20-25°C
para la forma y) se afiade HCI (solo
para la forma p). Se enfria
lentamente a 0-5°C se mantiene
por 1 h, se filtra y lava con metanol
frio y agua tres veces (para forma y
solo con metanol). Se seca a 50-
55°C por 2 horas (80-85°C para la
forma y). Se tamiza y seca el
producto con vacio a 45°C por 30
horas (80°C y 36 h para la forma vy)

Forma F

MoHCI se suspende en agua y
etanol, se calienta a 75-85°C bajo
agitacion. Se filtra y se lava con
etanol. Se agrega etanol por gotas
al solido a 70-80°C, se enfria
lentamente a 20-30°C. Se cristaliza
por 120 minutos, se filtra y se lava
con etanol absoluto. Se afiaden
etanol absoluto y HCI al cristal
hamedo. Se agita a una
temperatura de 40-50°C por 1 a 2
horas. Se enfria a 10-20°C bajo
agitacion por 2 a 3 horas. Se lava
con etanol absoluto, se seca por
vacio para obtener un contenido de
agua menor al 1%.

DRXP, FT-IR. DSC, TGA

Hidrato
cristalino

MoHCI anhidro se disuelve en un
disolvente organico mezclado con
agua, se calienta a 50 — 150°C. El
pH se ajusta a 1-2 y se mantiene
bajo agitacion por 5 a 60 minutos.
Se deja enfriar para obtener
cristales.

DRXP.

Forma C
(Cristalina)

MoHCI se agita en presencia de MeOH
y trietil amina a 25-30°C. La masa de
la reaccion se concentra parcialmente.
Se afiade mas MeOH y el pH se ajusta
a 1.0-2.0 utilizando HCI gaseoso en
metanol a 20-25°C. El contenido es
enfriado a 0-5°C y se mantiene por 2
horas. El sélido resultante se filtra 'y
lava con MeOH. Se seca bajo vacio a
80-90°C.

DRXP, FT-IR, Raman.
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Anexo 2. Analisis de DRXP de los polvos obtenidos de la RxC de MoHCI-
DTA

Producto
después de
24 horas

Producto de
reaccion

Figura 37 Solido obtenido al final de la reaccion cristalizacion de MoHCI-DTA. Se observo una consistencia
parecida a un gel (derecha). Después de 24 horas el producto precipité y se obtuvo un sobrenadante de

coloracion anaranjada (izquierda).
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Figura 38 Comparacion del analisis de DRXP de los sélidos obtenidos de la RxC y la RxS de MoHCI-DTA.
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Figura 39 Comparacion de los andlisis de DRXP del sélido obtenido de la RxC de 1 mL, 2 mL y 2 mL con

lavado de MeOH.
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