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1. OBJETIVO

1. OBJETIVO

Identificacion y caracterizacion de tres polimorfos del farmaco azitromicina,
empleando técnicas espectroscépicas y meétodos fisicoquimicos, para determinar

el mas estable.

1.1HIPOTESIS

Si modificamos las condiciones experimentales bajo las que cristaliza el antibiotico
azitromicina, como temperatura, presion, disolvente, etc. se podran obtener
diferentes polimorfos. Por lo tanto, es posible elegir las condiciones que nos
permitan obtener el polimorfo deseado ya que cada forma presenta propiedades

fisicas y quimicas diferentes.
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2. ANTECEDENTES

El término «polimorfismo», se deriva del griego “poly, ToAv” (mucho/muchos) y
“morphé, popédn” (forma).*

Histéricamente, Klaproth en 1788 reporta por primera vez el polimorfismo,
identificando dos formas distintas para el carbonato de calcio. En 1821, se
describen dos formas cristalinas para el fosfato de sodio, y en 1832 por primera
vez se estudia la cristalinidad para una sustancia organica, la benzamida. En el
area farmacéutica, la historia del polimorfismo comienza en 1967, cuando Aguiar
y colaboradores inician los estudios del palmitato de cloranfenicol como una
sustancia policristalina. Los autores demostraron la existencia de diferentes
estructuras cristalinas que no sélo mostraban diferentes cinéticas de disolucion,

sino que también involucraban diferentes parametros de biodisponibilidad.?

El polimorfismo es un area actual de investigacion dada su gran relevancia en la
Ingenieria de Cristales, Quimica Supramolecular y Desarrollo de nuevos
medicamentos.

Existen dos tipos de polimorfismo: enantiotropico y monotropico; en el caso de los
polimorfos monotrépicos, la transicion exotérmica sélido-solido de la forma
metaestable a la estable s6lo ocurre en una direccidn y no es reversible; sin
embargo en los polimorfos enantiotropicos esta transicion es reversible. (figura
2.1).

Los polimorfos presentan las mismas propiedades en estado liquido o gaseoso,
pero se comportan de forma distinta en estado solido. El polimorfismo se define
como la capacidad de una sustancia de existir en dos o mas formas cristalinas que
tienen diferentes arreglos y/o conformacién de las moléculas en el cristal, lo que
repercute en sus propiedades fisicoquimicas, por ejemplo: la densidad, la dureza,
su tendencia higroscopica, la velocidad de solubilizacién, la estabilidad térmica o
el comportamiento en suspension, hecho que puede dar lugar a diferencias
importantes en la eficacia de un producto farmacéutico, ademas de requerir
diferentes condiciones y parametros de formulacion, proceso y estabilidad, tanto

del farmaco como de los excipientes. Estos cambios pueden ser ventajosos en las
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formulaciones farmacéuticas, al poder seleccionar el farmaco que presenta

mejores propiedades tecnolégicas.?

Sélidos Organicos Moleculares
| |
Amorfos Cristalinos
[ l
Polimorfos Solvatos/Hidratos
Monotrépicos  Enantiotropicos Reversible  No reversible

Figura 2.1 Mapa conceptual de los Sélidos Organicos Moleculares®

El nimero de polimorfos en el que un compuesto es capaz de cristalizar es
variable. Asi, a mayor flexibilidad molecular, mayor nimero de posibilidades de
conformacion. La flexibilidad molecular se refiere a la capacidad molecular para
adoptar distintas formas en sucesivos instantes que depende de ciertas
condiciones experimentales. La eficacia del farmaco depende de la solubilidad en
la sangre o en el tracto gastrointestinal. La solubilidad y la velocidad de disolucién

pueden variar entre varias formas cristalinas.

Los estudios acerca del polimorfismo permiten concluir que tanto compuestos
organicos como inorganicos pueden cristalizar en diferentes formas sélidas.

En el polimorfismo diferentes interacciones inter e intramoleculares se encuentran
presentes, tales como interacciones de Van der Waals, puentes de hidrégeno,
interacciones TETL por mencionar algunas que podran generar distintos arreglos

cristalinos, pero que tendran la misma compaosicion quimica.
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Las diferentes formas cristalinas de un mismo compuesto presentan propiedades
fisicoquimicas y farmacotécnicas variables, que pueden modificar el desarrollo de
un producto, pero que a su vez representan una alternativa para mejorar la
biodisponibilidad de un farmaco, ya que las formas amorfas, los polimorfos
metaestables y los solvatos presentan una solubilidad significativamente mayor.

El fendmeno del polimorfismo tiene importantes implicaciones en la industria
farmacéutica: en primer lugar, puede afectar a la estabilidad quimica del principio
activo, ya que al tener propiedades fisicas diferentes, los polimorfos pueden ser
mas o menos inertes a diferentes condiciones de humedad y temperatura. La
aplicacion farmacéutica de un principio activo en una Unica forma polimorfica
depende de una serie de factores: que el polimorfo en cuestion sea
suficientemente estable, soluble y que no cambie de forma a las condiciones de
procesado y fabricacion del comprimido sin experimentar ninguna transformacion
polimérfica. Por tanto, para poder evaluar estos factores es necesario conocer el
namero de polimorfos del principio activo, la estabilidad relativa de todos ellos y si
la formas metaestables pueden ser estabilizadas. La solubilidad y la velocidad de
disolucion son factores cruciales en la eleccion de una forma cristalina para la
formulacion de un farmaco. Estos dos factores tienen un papel importante en la
determinacion de la biodisponibilidad de una sustancia. La absorcion fisiologica de
una forma sélida suele implicar la disolucion del solido en el estbmago, siendo a

menudo su velocidad y extension los factores limitantes en dicho proceso.

El polimorfismo se presenta como un gran desafio al sistema internacional de
patentes. Debido al hecho de que diferentes modificaciones cristalograficas de una
sustancia corresponden a diferentes estructuras cristalinas con propiedades
potencialmente diferentes, el descubrimiento y la preparaciéon de nuevas formas
cristalinas ofrece una oportunidad de reivindicacibn de una invencion que,

potencialmente, puede ser reconocida con la concesion de una patente.’

El polimorfismo es muy comdn en los farmacos, en donde el 90%

aproximadamente son moléculas organicas pequefias, de peso molecular por
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debajo de 600 gmol™ y entre el 56 al 87% tienen mas de una forma sélida

incluyendo los solvatos.*

La mayoria de los medicamentos se administran en formas de dosificacion oral,
siendo las formas orales las mas populares, frecuentemente almacenadas en
forma de sodlidos que se disuelven antes de su uso ya que en general la
estabilidad quimica de una molécula en la forma sélida es mucho mayor que en

solucion.t

El polimorfismo farmacéutico es la capacidad de los principios activos para
adoptar diferentes conformaciones espaciales. Estas variaciones en las formas del
empaquetamiento molecular tienen su origen en las condiciones fisicoquimicas
especificas en las que se realiza la sintesis en el laboratorio. Su importancia
trasciende el tema de las aplicaciones terapéuticas por sus repercusiones
farmacocinéticas y afecta al mundo de la industria, donde genera un numero
importante de patentes y conflictos derivados de ellas.

Un polimorfo puede presentar algunas propiedades indeseables respecto a sus
otras formas posibles, que pueden imposibilitar la adecuada preparacién industrial
de los medicamentos. Aspectos como el grado de solubilidad, fluidez,
compresibilidad e higroscopicidad pueden imposibilitar operaciones tecnoldgicas

de compresibilidad, pulverizacién/molienda, liofilizacion, secado, etc.

Las formas polimérficas de un farmaco pueden tener diferentes propiedades
quimicas y fisicas, incluyendo el punto de fusion, la reactividad quimica,
solubilidad aparente, velocidad de disolucién, Opticas y mecanicas, la presion de
vapor y la densidad. Estas propiedades pueden tener un efecto directo sobre la
capacidad de proceso y/o fabricacién del principio activo y el medicamento, la
disolucion y biodisponibilidad. Por lo tanto, el polimorfismo puede afectar la

calidad, seguridad y eficacia del medicamento.
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La biodisponibilidad es la cantidad de farmaco que pasa inalterada al torrente
sanguineo para posteriormente fijarse a sus receptores diana y ejercer la accion

farmacolégica.*

Como ya se menciond anteriormente las propiedades de estado solido de un
farmaco pueden tener una influencia significativa en la solubilidad de éste, esto
conlleva a que las formas polimorficas difieran en su estructura interna en estado
sélido. Un farmaco que existe en varias formas polimorficas pueden tener
diferentes solubilidades acuosas y velocidades de disolucién.> Uno de los
propdsitos principales en la caracterizacion de las formas polimorfas de un
compuesto en la industria farmacéutica es para identificar la forma
termodinamicamente mas estable de un ingrediente farmacéutico activo (API) y
para asegurar su forma reproducible en produccién, evitando cambios de
biodisponibilidad. El principal factor que influye en diferencias de la
biodisponibilidad es la solubilidad de las formas polimorfas.®

Por otro lado, la azitromicina (9-desoxo-9-aza-9-homoeritromicina A) es un
antibiotico macrélido (figura 2.2) sintetizado por primera vez por S. Djokic y G.
Kobrehel.” ® ® A partir de eritromicina, el primer paso de la sintesis consiste en la
formacion y aislamiento de la oxima de eritromicina A. Esta oxima, por un
reordenamiento de Beckmann forma el respectivo iminoéter, que con borohidruro
de sodio, se reduce a azaeritromicina A. Esta amina secundaria es sometida a una
metilacion reductiva para obtener finalmente la azitromicina. Mediante el
procedimiento reportado por Djokic y Kobrehel, para aislar la azitromicina
sintetizada, se recuperé una forma amorfa y altamente higroscépica.” Debido a
esta alta higroscopicidad, el compuesto era inestable e inadecuado para la
elaboracion de preparados farmacéuticos.
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Figura 2.2 Estructura quimica de azitromicina. Formula condensada: C3sH7,N,01,

Desde la década de 1970, PLIVA (Empresa farmacéutica, con sede en Zagreb,
Croacia) con su equipo de investigacion, dirigido por el Dr. Slobodan Djokic, habia
estado trabajando en el area de los antibiéticos macrélidos. En 1981, su equipo de
investigadores, Gabrijela Kobrehel, Zrinka Tamburasev y Gorjana Radobolja-
Lazarevski, sintetizaron un nuevo antibiotico llamado azitromicina, el primer
miembro de una nueva clase de antibioticos macrolidos, llamados azalidos. La
azitromicina dihidrato se obtuvo de la molécula de eritromicina y se demostro que
tiene propiedades superiores, fue patentada en 1981, y mas tarde fue sintetizada
por los cientificos de Pfizer. En 1986 el laboratorio PLIVA y el laboratorio Pfizer
firmaron un acuerdo de licencia que le di6 los derechos exclusivos a Pfizer para la
venta de la azitromicina en el oeste de Europa y Estados Unidos. PLIVA llevo la
azitromicina al mercado en Europa central y oriental bajo el nombre de marca de

Sumamed en 1988, y Pfizer bajo el nombre de Zithromax en 1991.*°

Debido a sus excepcionales propiedades terapéuticas, la azitromicina ha
revolucionado el tratamiento con antibidticos y se convirti6 en uno de los

medicamentos de mayor éxito en todo el mundo. Desde sus primeros ensayos, la
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azitromicina resulté ser un antibiético muy eficiente, con actividad antibacteriana
amplia y mejorada con una baja incidencia de efectos secundarios

gastrointestinales en comparacién con otros antibiéticos similares.

En 1993 Gingras B. y Jensen J.!* citan que la azitromicina, es un analogo de la
eritromicina con un &tomo de nitrégeno que se inserta en el anillo de los
macrolidos. Como resultado, existe una mayor penetracién del farmaco en los
macrofagos, fibroblastos y neutréfilos, lo que conlleva a una ampliacion desde 1.5
horas de vida media de la eritromicina a 68 horas para azitromicina™*. Se acumula
en el higado, el tejido renal, del bazo y pulmonar ** y poco a poco se filtra al
torrente sanguineo durante un periodo de una semana. En 1987 se lleva a cabo la
farmacocinética y estudios in vivo con azitromicina, con una vida media
prolongada y excelente distribucién tisular'®, se absorbe bien tras la administracién
oral en ratones, ratas, perros y monos cynomolgus. Este compuesto mostré una
eliminacién uniforme, larga vida media y se distribuyd excepcionalmente bien en
todos los tejidos. En modelos de ratones, fué 10 veces mas potente que la
eritromicina y otros cuatro antibioticos contra una infeccién anaerébica producida
por Fusobacterium necrophorum. La azitromicina es el primer azalido en el
mercado y muestra la mejor actividad antibacteriana entre los miembros de su

familia.

En comparacién con la eritromicina, las propiedades benéficas de la azitromicina
se derivan del aumento de la biodisponibilidad oral, vida media mas larga, mayor
concentracion intracelular y una mayor actividad antibacteriana.**

Se sabe que en solucién la azitromicina (en el anillo de aglicona) puede existir en
dos conformaciones importantes denominadas plegada hacia afuera y plegada
hacia adentro.™

La conformacion plegada hacia afuera se basa en la estructura cristalina de la
eritromicina A dihidrato yodhidrato®®, y la conformacién plegada hacia adentro se

basa en la estructura cristalina de diritromicina®’.
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En la literatura se indica que, la conformacion que adoptan los antibiéticos en

solucién depende solamente de la polaridad del disolvente!® *°

en el que se
disuelve, por lo que la conformacion plegada hacia afuera es tipica de disolventes
polares, como H,O [u=1.85 D] 6 (CH3),CO [u=2.88 D], mientras que la
conformacién plegada hacia adentro es tipica de disolventes de baja polaridad,

como CHCI3 [p=1.01D].

Los resultados de Lazarevski*® apoyan aparentemente que la azitromicina en el
cristal conserva la conformacion de solucion, por lo tanto, la estructura cristalina
final parece ser condicionada por el disolvente (polaridad) en el cual este
antibiético se cristaliza, por lo tanto, conociendo la polaridad del disolvente, se

puede deducir qué pseudopolimorfo se obtendra.

Con el fin de obtener una forma estable de azitromicina el laboratorio farmacéutico
Pfizer comenzé una busqueda de formas pseudopolimérficas. ElI primer
pseudopolimorfo reportado en patente US 4474768, se debi6 a G.N. Bright®® y
correspondié con una forma de monohidrato. Este pseudopolimorfo resultd ser
altamente higroscopico y por lo tanto no era apropiado para elaborar
composiciones farmacéuticas. No obstante, el 31 de julio de 2001, D.J.M. Allen y
K.M. Nepveux®, reportaron una forma dihidratada, que a pesar de no ser lo
suficientemente estable a la humedad era lo suficientemente estable para la
elaboracion de comprimidos y suspensiones, que son las presentaciones

comerciales regulares.

En busquedas posteriores, el laboratorio Pfizer?® reporté un nuevo proceso para
obtener azitromicina monohidrato con contenido de agua de 2.26 % y del que
argumentaban que no era higroscépico. El 28 de agosto de 2003, Pfizer public6*
datos de rayos X cristalograficos de un monohidrato de azitromicina hemi-etanol,
con un contenido de agua entre 2 a 5 % y el contenido de etanol entre 1 a 4 %,
que eran diferentes a los anteriormente reportados®’. Esta patente fue concedida
el 20 de diciembre de 2005, con numero US 6977243*. Sin embargo,
independientemente de que otros dieciséis pseudopolimorfos adicionales se

-10 -
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registraron en esta misma patente solo se reclamé la forma G, que es una forma
sesquihidrato aislado a partir de mezclas de metanol-agua o agua-acetona. Mas
tarde, utilizando ésta misma patente reclamaron®? el 30 de mayo de 2006 un

monohidrato hemi-n-propanol y el 18 de diciembre de 2007?%

el pseudopolimorfo
monohidrato hemi-etanol; todo esto, a pesar de que en la solicitud de la patente
original del 28 de agosto de 2003, se habian reclamado?® de forma simultanea 9

de los pseudopolimorfos inventados.

Otros dos laboratorios Teva Pharmaceutical Industries Ltd.?® y Biochemie S.A.%’
recuperaron monohidratos de soluciones etanol-agua y argumentaron que eran
nuevos y estables. Las caracteristicas estructurales de estas formas sélo fueron

apoyadas por los patrones de difraccion de rayos X por el método de polvo.

R. Gandhi y su equipo de colaboradores® en un estudio de hidratos de
azitromicina reportaron haber encontrado dos pseudopolimorfos, un monohidrato
preparado a partir de una solucion de etanol-agua y un polimorfo inestable anhidro
preparado al mantener una muestra comercial en pentoxido de fosforo durante la
noche. Determinaron que ambos polimorfos eran altamente higroscépicos y se
transformaban por hidratacién a una forma dihidratada, que resulto ser el polimorfo

mas estable entre ellos.

Montejo-Bernardo®® y colaboradores realizaron y reportaron un estudio
cristalografico de azitromicina monohidrato, a partir de las condiciones
experimentales de la patente US 4474768 del laboratorio Pfizer?® obtuvieron un
monohidrato higroscépico, de la patente US 6245903 del laboratorio Apotex®
prepararon un monohidrato isopropanol clatrato, de la patente US 6365574 del
laboratorio Teva®® prepararon un monohidrato etanolato y de la patente WO
0100640 del laboratorio Biochemie®’ prepararon un monohidrato estable. Con
estas muestras, Montejo-Bernardo determiné y comparé® los perfiles de difraccion

de rayos X de polvo de los cuatro monohidratos preparados. Ademas, cristalizé el
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2. ANTECEDENTES

monohidrato estable reportado por el laboratorio Biochemie?’ y determiné el patrén

de monocristal por difraccion de rayos X de este pseudopolimorfo.

Con el fin de encontrar otras formas polimérficas, que podrian resultar ser mas
estables que las formas existentes, se inicid6 el presente estudio utilizando
diferentes tipos de solventes y condiciones fisico-quimicas para cristalizar nuevos

polimorfos de azitromicina.
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Cualquier propiedad fisica o quimica puede, a priori, variar entre los polimorfos de
un material, dado que éstos consisten en diferentes estructuras cristalinas. Asi,
cualquier técnica que mida las propiedades de un material sélido puede, en
principio, ser utilizada para la detecciébn del fendbmeno de polimorfismo y
caracterizar las diferencias entre las estructuras polimoérficas. Algunas técnicas
son mas sensibles a estas diferencias en la estructura cristalina o en el entorno
molecular y por tanto son mas adecuadas. Tradicionalmente, los distintos
polimorfos se han caracterizado mediante diversas técnicas, como difraccion de
rayos X (DRX), Analisis termogravimétrico (TGA), espectroscopia vibracional,

resonancia magnética nuclear (RMN) en estado solido y microscopia.

La difraccion de rayos X para monocristal conduce a la elucidacion estructural de
las moléculas en la red cristalina y por lo tanto proporciona la informacién clave
para la identificacién de los polimorfos. De hecho, el criterio definitivo para la
aceptacion de la existencia de polimorfismo es la demostracion de estructuras
cristalinas no equivalentes. Sin embargo, un factor limitante de esta técnica es la
necesidad de disponer de monocristales de un tamafio adecuado para el andlisis.
Por otro lado, la técnica de difraccion de rayos X por el método de polvo permite
distinguir fases sdlidas partiendo de muestras microcristalinas.

Los métodos de andlisis termogravimétrico y en particular la Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC), son los principales métodos utilizados en los
estudios de polimorfismo ya que proporcionan datos Utiles tanto para la
identificacion como para la caracterizacion de las especies polimorficas. La técnica
de DSC mide la potencia calorifica absorbida o generada por una muestra
mientras se le aplica una diferencia de calor entre la muestra y una de referencia
gue es medida como una funcién de la temperatura. La respuesta térmica mas
relevante en este contexto es la fusion ya que cada polimorfo presenta diferente
punto de fusién. La fusion es un proceso termodinamico y depende Unicamente de

la temperatura a una presion determinada.
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La técnica de TGA permite determinar la pérdida de masa de una muestra al ser
sometida a un programa de calentamiento en una atmdsfera determinada (aire o
nitrogeno). Esta técnica es util en el estudio de hidratos y solvatos, también
denominados pseudopolimorfos. Los meétodos espectroscopicos vibracionales
incluyen la espectroscopia de infrarrojo (IR) y Raman. Estas técnicas se
complementan, ya que la espectroscopia de IR permite observar los modos
vibracionales que cambian el momento dipolar, mientras que la espectroscopia de
Raman lo hace con los modos vibracionales que cambian la polarizabilidad. Los
espectros vibracionales son especialmente sensibles al entorno molecular y a las

conformaciones y por tanto, pueden distinguir diferentes formas polimorficas.

La resonancia magnética nuclear en estado solido esta siendo usada cada vez
con mayor frecuencia en la identificacion de polimorfos. Es una técnica no
destructiva y analiza toda la muestra simultAineamente, eliminando el
inconveniente de analizar s6lo una porcion de la muestra. Esta técnica es util en el
estudio del polimorfismo ya que pequefios cambios en la conformacion y/o en la
estructura local electrénica ocasionan diferencias de desplazamientos quimicos
apreciables. Diferentes formas cristalinas pueden dar lugar a diferentes

desplazamientos quimicos de algunos atomos de carbono.

Es necesario mencionar también que diferentes formas sdlidas poseen diferentes
propiedades Opticas (indice de refraccion, color, angulo de extincion y dispersion
optica) que pueden determinarse a través de métodos 6pticos cristalograficos. La
termomicroscopia es especialmente util en la observacion de fendmenos inducidos
de manera térmica, como fusiones transformaciones polimoérficas, desolvataciones

y sublimaciones. 3
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3.1 EQUIPO EMPLEADO PARA LA CARACTERIZACION DE LOS
POLIMORFOS
CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Se aplicé calorimetria diferencial de barrido, con un equipo marca Mettler Toledo,

modelo 821°, con STAR software version 8.1.

ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

El analisis termogravimétrico se llevo a cabo con un equipo marca Mettler Toledo,

modelo 851°, con STAR software version 8.1.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR)

Los espectros se registraron es un espectrofotometro FT-IR, marca Bruker,

modelo tensor 27.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (solido)

La RMN se realizé en un equipo Varian Unity 75.4 MHz para *3C en estado sélido,

por la téecnica CPMAS, velocidad de giro entre 4-6 KHz, rotor de 7 mm.

DIFRACCION DE RAYOS X DE POLVO (DRX-Polvo)

El andlisis de difraccion de rayos X por el método de polvo se realiz6 con el
difractémetro SIEMENS D5000, utilizando radiacién Ka de Cu (A=1.5406 A; a 35
kV, 30mA).

DIFRACCION DE RAYOS X DE MONOCRISTAL (DRX-Monocristal)

Los datos de los cristales se recogieron a 293 (2) K utilizando los difractometros
Siemens P4/PC con radiacion de Cu y Bruker P4 con radiacion de Mo. La

estabilidad del cristal fue monitoreada por reflexiones de medicidén estandar.
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3.2 PREPARACION DE LOS POLIMORFOS DE AZITROMICINA

a) Azitromicina dihidratada

El dihidrato de azitromicina puede ser preparado a partir de azitromicina
monohidrato y también a partir de la azitromicina anhidra, el procedimiento
consiste en disolver algan polimorfo de azitromicina en metanol (5 ml/g) a 25°C y
con agitacion se agregd lentamente agua (3 ml/g) y se dejoé agitando durante 3
horas, la suspension formada se filtré y el precipitado se lavé con una solucion de
metanol-agua al 50%, se secO al vacio y se pes0, obteniéndose el polimorfo

dihidrato en rendimiento de 79 %. Punto de fusién 126 <.

b) Azitromicina cristalina recuperada de una solucién etanol-agua

En un matraz de una boca con 50 ml de etanol absoluto se calenté a 40°C con
agitacion. Se agreg6 40 g de azitromicina dihidrato en porciones, mientras se fue
logrando disolucién completa de ella. Se suspendié el calentamiento y se agregé
de manera goteada 9.2 ml de agua agitandose por 18 horas. Se formé un
precipitado blanco que se filtré y el sélido aislado se lavo con 30 ml de una mezcla
de agua-etanol (1:1.2). Se seco6 al vacio 1 hora sin calentar. Se obtuvo 20.9 g de
cristales blancos con punto de fusion de 134-136°C.

C) Azitromicina cristalina recuperada de una suspension de hexano

250 g de azitromicina dihidrato se suspendieron en 830 ml de hexano (3.32 ml/g
de azitromicina) y con una agitacién vigorosa se calent6 la mezcla hasta reflujo del
hexano (60-62<C) durante 90 minutos. Enseguida se e nfrio la mezcla a 25° C y se
obtuvo una suspension la cual se filtré y el filtrado se lavé con 175 ml de hexano,

obteniéndose 214.6 g de azitromicina anhidra, con punto de fusién 186<C.
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3.3 CALCULOS TEORICOS

Los calculos de densidades potenciales se realizaron utilizando el método Hartree

Fock, con una base 3-21-G del paquete Spartan version 8.°

Una vez establecido que los atomos estan implicados en puentes de hidrégeno,
responsables de la estabilizacién de la celda cristalina, se procedié a calcular la
fuerza de cada uno de los puentes de hidrogeno para cada sinton, usando el

mismo método de célculo.
El calculo para cuantificar la similitud de empaquetamiento molecular entre las

estructuras de los cristales se realizd utilizando el programa asistente de forma

sélida Mercury 3.0
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Con el fin de caracterizar los nuevos polimorfos se hicieron analisis de estas
formas cristalinas por DSC, TGA, FT-IR, RMN de sdlido, rayos X de polvo y
difraccion de rayos X de monocristal, que se compararon con la forma dihidratada,
gue también se determind en el presente trabajo, y con otros datos de la literatura.
Los espectros correspondientes para cada caso se muestran en el anexo 1.

En la espectroscopia infrarroja observamos que la banda correspondiente al grupo
carbonilo en el polimorfo dihidrato se ubica en 1720.4 cm™, en la zona de
hidroxilos muestra dos bandas, una ancha con picos en 3559.9 cm™, 3492.2 cm™y
3254 cm™ aproximadamente, en 2970.7 cm® y en 1667.6 las bandas
correspondientes a una amina terciaria protonada.; para el polimorfo monohidrato
la banda que corresponde al grupo carbonilo se localiza en 1726.52 cm™, una
banda ancha en la zona de hidroxilos con un valor de 3372.88, otra banda intensa
en 2968.73 cm™ asfi como otra banda en 1647.51 cm™ corresponden a una amina
terciaria protonada ; en el caso del polimorfo anhidro se observa la banda para
carbonilo en 1727.5 cm™, las bandas en 2970.1 cm™y 1630 cm™ correspondientes
a una amina terciaria protonada, las bandas correspondientes a los hidroxilos en
3388.0 cm™ y 3595.4 cm™. Los espectros se realizaron utilizando el método de

pastilla en KBr en la regién de 4000 — 400 cm™. (Figura 5.5, Anexo 1).

Para el caso del analisis termogravimétrico (TGA) se peso6 la muestra, en paneles
de alimina abiertos, calentando en un intervalo de 25 a 190C, con rampa de
calentamiento de 10°C/min. Se determind el % de pé rdida 6 ganancia de peso a
diferentes temperaturas de inflexion. Se observd en el termograma para el
polimorfo dihidrato una pérdida de masa del 4.4004 % que equivale a 0.2246 mg,
lo que sugiere una pérdida de agua (figura 5.2a, Anexo 1). En el polimorfo
monohidrato durante el andlisis hubo tres pérdidas que suman una pérdida de
4.8170% que equivalen a 0.2537 mg (figura 5.2b, Anexol). El polimorfo anhidro
solo muestra una pérdida de masa de 1.8485 % que equivale a 0.1582 mg (figura
5.2c, Anexol).
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En el analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC) se realizaron dos
pruebas una con capsula con orificio y capsula sin orificio, el rango de
temperatura fue de 25 a 190 C, con rampa de calentamiento de 10 T/min., se
determinaron las temperaturas de transicion. Para el polimorfo anhidro, cuando la
muestra se analiza con capsula con orificio comienza a fundir en 186.84C y con
capsula sin orificio comienza en 184.84<C (figura 5.4, Anexol). En el caso del
polimorfo monohidrato la muestra comenzé a fundir en 136.14C con cpsula con
orificio y 144.41<C con capsula sin orificio, (figu ra 5.3, Anexol). Y para el polimorfo
dihidrato con cépsula con orificio comenzé a fundir en 109.7C y 126.46<C con

capsula sin orificio, (figura 5.1, Anexol)

Los resultados experimentales de resonancia magnética nuclear por el método de
sélido de **C para el polimorfo dihidrato muestran un valor de 182.34 ppm vy
180.973 ppm correspondiente al grupo carbonilo y 37.956 ppm para los metilos
sustituidos en la amina, (figura 5.13a, Anexol). El polimorfo monohidrato muestra
dos sefales para el grupo carbonilo en 182.34 y 181.4 ppm y para el grupo amina
muestra una sefial en 39.324 ppm, (figura 5.13b, Anexol). En el anhidro a
diferencia de los otros dos polimorfos solo se observa una sefial para el grupo
carbonilo en 182.768 ppm y para la amina una sefial en 38.726 ppm. (Figura
5.13c, Anexol)

Los resultados de difraccion de rayos X por el método de polvo se determinaron
en un intervalo angular de 2 a 60° 26, a una velocidad de 1° (2 6/min) en un
intervalo de tiempo de 58 minutos. Las intensidades mas representativas para el
polimorfo dihidrato se localizan en valores 26 de 7.9(11.21), 9.2(9.502), 9.9(8.962),
11(7.341), 13(6.779), 15.5(5.679), 16.7(5.400), 17.5(5.056), 18.8(4.735),
20(4.480), 20.9(4.256), 21.6(4.116) (figura 5.12a, Anexol). El polimorfo
monohidrato muestra las intensidades mas representativas en valores 26 de
6.8(11.22), 9.9(8.978), 11.2(7.866), 12.5(7.055), 14(6.318), 14.5(5.955), 15(5.754),
17(5.177), 18.9(4.648), 20(4.438), 20.4(4.327), 20.8(4.216) (figura 5.12b, Anexol).

El polimorfo anhidro muestra las intensidades mas representativas en valores 26
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de 8.5(10.58), 11.2(8.506), 12.2(7.151), 13(6.856), 13.8(6.434), 15.1(5.884),
17(5.227), 17.9(5.026), 18.9(4.749), 19.3(4.603), 20.3(4.376), 20.2(4.017) (figura

5.12c, Anexol).

Con la difraccion de rayos X por el método de monocristal se determind la

estructura de las moléculas, el sistema cristalino y los parametros de la celda

unitaria.

La Tabla 4.1 muestra la comparacién de los resultados del estudio por difraccién

de rayos-X de monocristal de los tres polimorfos.

Tabla 4.1 Valores de los parametros de la estructura cristalina para los polimorfos de azitromicina.

Dihidrato Monohidrato Anhidro
Férmula Csg H76 N2 O14 C39 H77 N3 O13.50 Csg H72 N; O1p
Peso molecular 785.01 790.04 748.98
Descripcion de cristal/color Prisma/sin color Prisma/sin color | Prisma/sin color
Sistema cristalino ortorrombico Monoclinico tetragonal
Grupo espacial P2,2:2 P2 P4,2,2
a(A) 14.749 (1) 16.270(2) 14.452 (1)
b(A) 16.889 (1) 16.300 (2) 14.452 (1)
c(A) 17.855 (1) 18.51 (2) 41.645 (2)
a 90 90 90
B 90 109.378(11) 90
y 90 90 90
Volumen (A%) 4447.61 4633.04 8697.99
Z 4 4 8
T (K) 293 (2) 296(1) 293(2)
F (000) 1720 1732 3280
Pea (8 €M) 1.172 1.133 1.144
i (mm™) 0.726 0.084 0.686
Tamafio del cristal (mm?) 0.20x 0.20x0.04 0.6x0.4x0.2 0.4x0.2x0.2
Reflexiones colectadas 3337 14560 3412
Unica reflexion (Rint) 3337 8458 3412
GOOF onF2 0.933 1.060 0.954
R1 (1> 20(1)) 0.0503 0.0954 0.0811
wR2 (todos los datos) 0.1214 0.1417 0.1405
mayor diferencia de
caracteristicas del plano 0.220/-0.227 0.431/-0.280 0.175/-0.194
(e A3
Tipo de radiacién CuKa MoKa CuKa
Tipo de dispositivo de medicion Siemens P4/PC Bruker P4 Siemens P4/PC
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El polimorfo cristalino dihidrato preparado en este estudio se analiz6 por
calorimetria diferencial de barrido (DSC), a una velocidad de calentamiento de 10
T/min. ElI termograma mostré un unico proceso endot érmico, con un punto de
inicio en 126 T +/- 1 € (figura 5.1a), que corres ponde aproximadamente con los
datos reportados en la literatura.?* Cuando por DSC fue analizado este polimorfo,
en una capsula con orificio, se observo solo un proceso endotérmico localizado en
109 € +/- 1 T (figura 5.1b), que probablemente co rresponde con la pérdida de
agua de hidratacién. La falta de una endoterma, correspondiente a la de fusion del
compuesto puede explicarse teniendo en cuenta que por la pérdida de agua de
hidratacion se genera una inestabilidad del cristal y una transicion al estado
amorfo. Esta explicacion se hizo evidente mojando la muestra dentro de la capsula
después de la fusion y de nuevo la exploracion en una capsula cerrada, donde se
observé una sola endoterma situada en 126 C. La en doterma situada en 109 T
corresponde a moléculas de agua que se perdid, corroborando esta informacién
por un analisis TGA barrido en el intervalo de 250-190 T en el que se observo
(figura 5.2a) una pérdida de peso de 4.4% que corresponde aproximadamente con

el peso de dos moléculas de agua.

La forma azitromicina, aislada de la solucion de etanol-agua, fue analizada por
DSC a una velocidad de calentamiento de 10 T/min y utilizando una capsula sin
orificio. S6lo se observa una endoterma con un inicio en 144.41 < (fig. 5.3a).
Cuando el termograma se repite, pero usando una capsula con orificio, la
aparicion de la endoterma se encuentra a 136 C (figura 5.3b). El correspondiente
TGA de este nuevo polimorfo muestra una pérdida de peso de 0.2537 mg en el
rango de 25-190 T (figura 5.2b), que puede ser atribuido a la pérdida de dos
moléculas de agua y una de etanol. Este comportamiento, en relacién con los
pseudopolimorfos de azitromicina etanol-agua, es similar a la reportada por

Bright?°, aunque no coinciden con otros resultados en la literatura.?®
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La forma de azitromicina aislada de la suspension de hexano, fue analizada por
DSC a una velocidad de calentamiento de 10 C/min y usando una capsula sin
perforar. En este termograma se observd una endoterma con un inicio en 184.84
T (figura 5.4a). Cuando el experimento se realiz0 usando una capsula con orificio
el proceso endotérmico se efectud a 186.84 C, casi a la misma temperatura que
el observado utilizando la capsula sin orificio (figura 5.4b). Esta observacion
sugiere que el nuevo compuesto no libera agua o moléculas de disolvente. Para
corroborar esta observacion, un analisis de TGA se realizo a una velocidad de
barrido de 10 T/min en el intervalo de 25-400 €. Los resultados mostraron una
pérdida de peso de 0.1582 mg equivalente a 1.8% en el intervalo de 80-150 €
(figura 5.2c) y que fue interpretado como una pérdida de humedad, corroborando
las evidencias de que el nuevo compuesto corresponde con una forma anhidra y

cristalina.

A partir de los datos calorimétricos anteriores se deduce que el polimorfo
recuperado de la soluciébn de etanol-agua corresponde con una forma que
contiene una proporcion de dos moléculas de agua y una de etanol por dos
moléculas de azitromicina y lo llamaremos polimorfo monohidrato. En el caso del
polimorfo recuperado de la suspensién de hexano, corresponde con una forma

cristalina anhidra y lo llamaremos polimorfo anhidro.

El espectro FT-IR de la forma aislada de la solucién de agua-etanol (figura 5.5b,
anexo 1) muestra en la region de O-H un estiramiento en aproximadamente 3372
cm™ una banda ancha que se puede explicar por los puentes de hidrégeno
establecidos por cada uno de los O-H de las dos moléculas de azitromicina no
equivalentes en la celda unitaria de este pseudopolimorfo. El N-H se protona para
todos los polimorfos, y se encuentra alrededor de 2968 cm™ y 1647.5 cm™. El
carbonilo C=0 presenta un estiramiento en la banda de 1726.52 cm™, indicando
que la proximidad del carbonilo al protén del hidroxilo de una molécula de
azitromicina que es huésped de una molécula de agua es diferente de la molécula

de azitromicina que aloja una molécula de etanol. (Ver Tabla 5.1)
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Tabla 5.1 Absorciones representativas de FT-IR de los polimorfos aislados

IRvcm?
Lactona -N*-H -N- /OH
Anhidro* 1727.5 2970, 1630.0 3595.4, 3383.0
Monohidrato* 1726.52 2968, 1647.5 3372.88
Dihidrato* 1720.4 2970.7,1667.6 | 3559.3, 3490.2, 3254

*Los espectros de infrarrojo se encuentran en el Anexo 1

La forma cristalina anhidra establece interacciones similares, pero los puentes de
hidrogeno con las moléculas de agua de hidratacion se sustituyen por las
interacciones con los atomos de las moléculas vecinas. Por ejemplo, el puente de
hidrégeno Og-H en esta molécula se ha establecido con Og en el resto de ribosa
de una molécula vecina. Entonces, el espectro FT-IR de la forma anhidra (figura
5.5¢, Anexol) es similar a la del dihidrato, con pequefios cambios en algunas
bandas dependiendo de los puntos fuertes de las interacciones de puentes de
hidrégeno. Sin embargo, en este caso el carbonilo de la lactona establece un solo
puente de hidrogeno y entonces la banda de estiramiento del C=0 se localiza en
1727.5 cm™. (Ver Tabla 5.1)

La estructura cristalina obtenida por difraccion de rayos X para monocristal de la
forma dihidrato que se determind por primera vez por Djokic nos muestra una
estructura ortorrémbica, con grupo espacial P2,2,2; y parametros de celda que
coinciden con los reportados’. Los datos obtenidos de las colecciones de datos se
muestran en la Tabla 5.2. Para determinar la configuracién absoluta del polimorfo
dihidrato se tomo de referencia la asignacion de los centros estereogénicos para la

eritromicina®.

En la figura 5.6, se muestra la estructura del polimorfo dihidrato con la siguiente
configuracion absoluta 2R, 3S, 4R, 5R, 8R, 10R, 11R, 12S, 13S, 14R. En la

posicion 11 se encuentra sustituida a través de un enlace B-glucosidico el azucar

-23-



5. DISCUSION DE RESULTADOS

B-D-desosamina y en la posicién 13 de la macrolactona se encuentra sustituido el

azucar o-L-cladinosa. Figura 5.6

S HiG

T8 HO, \ __CHs

Ng 9 N
5‘ Hac,m_)ﬂ! Ao
o CH;
‘7!4._4/ \ RS .

11"

Figura 5.6 Estructura de rayos X de la forma dihidratada de azitromicina determinada en el
presente estudio, que coincide con el reportado7 por Djokic y colaboradores, teniendo como base la
configuracién absoluta de la eritromicina®. Configuracion absoluta 2R, 3S, 4R, 5R, 8R, 10 R, 11R,
12S, 13S, 14R.

La estructura obtenida por difraccion de rayos X para monocristal para el polimorfo
aislado de la solucion de etanol-agua corresponde con un cristal monoclinico, con
grupo espacial P2; y nos indica que esta forma tiene dos moléculas de
azitromicina, dos moléculas de agua de hidratacion y una molécula de etanol para
la unidad asimétrica. Los datos obtenidos de las colecciones de datos se muestran
en la Tabla 5.2 y en la figura 5.7 se muestra la estructura molecular de este

polimorfo.
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Tabla 5.2 Valores de los pardmetros de la estructura cristalina para los polimorfos de azitromicina.

Dihidrato Monohidrato Anhidro
Férmula C3g Hy6 N; O14 C39 Hy77N; O13.50 Csg H72 N, Oy,
Peso molecular 785.01 790.04 748.98
Descripcion de cristal/color Prisma/sin color Prisma/sin color Prisma/sin color
Sistema cristalino ortorrémbico Monoclinico tetragonal
Grupo espacial P2,2,2; P2 P4,2,2
a(A) 14.749 (1) 16.270(2) 14.452 (1)
b(A) 16.889 (1) 16.300 (2) 14.452 (1)
c(A) 17.855 (1) 18.51 (2) 41.645 (2)
a 90 90 90
B 90 109.378(11) 90
y 90 90 90
Volumen (A% 4447 .61 4633.04 8697.99
VA 4 4 8
Pean (g €M) 1.172 1.133 1.144
R1 (1> 26(1)) 0.0503 0.0954 0.0811
Tipo de dispositivo de medicion Siemens P4/PC Bruker P4 Siemens P4/PC

Figura 5.7 Estructura de rayos X del pseudopolimorfo aislado de la solucién de etanol-agua de
azitromicina, con la correcta configuracion absoluta. La unidad asimétrica muestra dos moléculas
de azitromicina unidas por una molécula de agua a través de puentes de hidrogeno. La molécula
de la izquierda hospeda una molécula de etanol, la molécula de la derecha hospeda una molécula
de agua.
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La Unica estructura cristalografica de rayos X disponible para el polimorfo aislado
de etanol-agua se puede encontrar como publicacion complementaria No. 211997,
en el Cambridge Crystallographic Data Centre, determinado por J. Montejo-
Bernardo y col.?°. Laboratorios Pfizer, en la patente US 7309782, sélo reporta los
parametros cristalograficos, pero no reporta las coordenadas de la estructura
cristalina. Con el fin de hacer una comparacion del monohidrato obtenido por

nosotros con el obtenido por Montejo-Bernardo y col.?

, Se usO el programa
Mercury (3.0), que cuantifica similitud en el empaquetamiento molecular entre
estructuras cristalinas. Por este medio se encontré que la estructura de Montejo-
Bernardo fue construida con una configuracién absoluta diferente®. En nuestro
caso, la configuracién absoluta se determina teniendo en cuenta la estructura de la
forma dihidratada que se determind con base en la configuracion asignada por
Djokic y Kobrehel, y que se basa en la configuracién absoluta de la eritromicina®,
como se habia comentado anteriormente.

Entonces, la configuracién absoluta correcta es la que se muestra en la figura 5.7.
En el trabajo publicado por Montejo-Bernardo y col.?’, la molécula de etanol se
encuentra desordenada por lo que no fue posible determinar su posicion de este
disolvente asi como las posibles interacciones que presentaria con la molécula de

azitromicina.

En nuestro caso, hemos sido capaces de establecer la posicion del etanol
huésped y las moléculas de agua de hidratacion, que nos permiten conocer las
interacciones de puentes de hidrogeno que establecen con las moléculas de
azitromicina hospederas. Ademéas, hemos sido capaces de conocer la
organizacion de estas moléculas en la red cristalina y podemos conocer asi los
puentes de hidrégeno establecidos por las moléculas, permitiéndonos de esta
forma saber si el polimorfo que presentamos se ha reportado anteriormente o es

una nueva forma estructural.

De la estructura espacial mostrada en la figura 5.7 se observa que el polimorfo

obtenido a partir de la solucién de etanol-agua muestra dos tipos de moléculas de
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azitromicina en la unidad asimétrica y que haremos referencia a ellas como
moléculas Ay B.

La molécula A, es hospedera de una molécula de disolvente (etanol), cerca del
centro del macrociclo lactona, que se estabiliza por un puente de hidrégeno
intramolecular con el protdn del hidroxilo O4-H a una distancia de 2.7 A 'y con el
oxigeno del hidroxilo O.0-H a una distancia de 2.8 A, ambos hidroxilos forman
parte del anillo macrociclo. El arreglo formado por estos puentes de hidrogeno es
de tipo homodromico y estabilizandose por una energia de -7.58 Kcal/mol. El

sinton formado se representa en la figura 5.8a.

La molécula B, es hospedera de una molécula de agua, situada también cerca del
centro del macrociclo lactona, y también se estabiliza por puentes de hidrégeno
intramoleculares con los grupos correspondientes del hidroxilo O0-H a una
distancia de 2.73 A y el proton del hidroxilo O4-H a una distancia de 2.95 A. En
este sintdén también se observa un arreglo de tipo homodrémico que se estabiliza

con una energia de -4.69 Kcal/mol. (Figura 5.8b)

4 H
. "/\" -"A\ v .r-"'g?- 8] //\.\1—"
s ) 5 i Pt A
1 S S : H &
< H” _|'-_ -?> < .—’H q s
D.-:] ﬂ J_,.‘-";::I 10 0‘1 D‘ i
| H I | H
wp o e el
molecula A molecula B

Figura 5.8 Se muestran los sintones que forman a) la molécula A con etanol y b) la molécula de
azitromicina B, con agua. La energia de estabilizacion es de -7.58 y -4.69 Kcal/mol
respectivamente.
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En nuestro caso, como se puede observar en la figura 5.9 encontramos que cada
una de las moléculas A y B, hospedan una molécula diferente que adopta
conformaciones similares y la molécula huésped ocupa exactamente la misma
posicion relativa en la molécula hospedera (etanol o agua). Esta similitud de los
conférmeros se estableci6 por nosotros usando el programa Mercury y

cuantificando la similitud en el empaquetamiento molecular entre ellos®".

Figura 5.9 Se muestra el estudio conformacional realizado para comparar la similitud de
conformaciones de la molécula A que hospeda una molécula de etanol, con la molécula B que
hospeda una molécula de agua. Ambas moléculas forman parte del polimorfo monohidrato
obtenido en el presente trabajo.

El alojamiento del huésped en la molécula de azitromicina se ve facilitado por las
regiones de electrodonador y electroaceptor del macrociclo de lactona del
hospedero, tal que el proton del hidroxilo O4 y el hidroxilo O del hospedero
(figura 5.10) establecen puentes de hidrogeno con O, en el caso donde el
huésped es agua y con hidroxilo Oz en el caso donde el huésped es etanol.
Estas propiedades de electrodonador del macrociclo de lactona se puede observar
en el mapa de potencial electrostatico mostrado en la figura 5.10. La nube
negativa alrededor del macrociclo es la regién en la que se fija el huésped, en el
interior de una canasta plegada. Este comportamiento se observa que es similar
en ambos casos, de agua y de etanol (ver figura 5.10). En a) las superficies
electrostaticas en las moléculas vacias son de color azul en algunas partes de la
region del macrociclo, indicando la presencia de donadores de puentes de

hidrogeno, donde las densidades de potenciales negativas predominan, y también
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hay zonas rojas que indican la presencia de aceptores de puentes de hidrégeno,
donde la superficie de potencial electrostatico negativa potenciales sobresale. En
b) la superficie de potencial electrostatico ha cambiado y ahora los aceptores de
puentes de hidrégeno y los donadores estan ubicados en diferentes zonas del

macrociclo.

a)

Figura 5.10 Superficie de potencial electrostatico de las moléculas A (lado izquierdo) y B (lado
derecho) para el polimorfo obtenido de la solucion etanol-agua. Molécula A hospedera de una
molécula de etanol y molécula B hospedera de una molécula de agua. En la parte superior se
muestran las moléculas A y B sin solutos, en la parte inferior se muestran las moléculas con los
solutos huéspedes. Estas dos moléculas se unen a través de una segunda molécula de agua
mediante puentes de hidrégeno.

Con respecto a los puentes de hidrogeno intermoleculares que mantienen la celda
cristalina, una segunda molécula de agua O,,, establece puentes de hidrogeno con
las moléculas A y B. Con la molécula A a través de su Nyg del grupo dimetilamina

de la azucar D-desosamina y con la molécula B a través de su hidroxilo O103H de
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su L-cladinosa. Estos dos puentes de hidrogeno constituyen uno de los sintones
que estabilizan la formacion cristalina. (Figura 5.11). Ademas, el hidroxilo Osg de la
L-cladinosa de la molécula A es un hidrogeno enlazado con el hidroxilo O35 de la
L-cladinosa de una molécula B vecina, formando un segundo sinton que estabiliza
la red cristalina (figura 5.11). Este esquema se mantiene a lo largo del eje a
formando un liston con la secuencia A-O,,-B-A hasta que la molécula A gira otra
vez y crece nuevamente en el sentido correcto a lo largo del eje a. Entonces la
secuencia A-O,,-B-A se repite a lo largo del eje b generando la estructura
supramolecular de la red cristalina. A lo largo del eje c este liston se repite

infinitamente.

2204 \
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Figura 5.11 Red cristalina del polimorfo monohidrato, obtenido a partir de la solucion de etanol-
agua, donde se indican los dos tipos de conférmeros de azitromicina A y B y las energias
calculadas de cada uno de los sintones formados que estabilizan la red cristalina. La energia
calculada para el sinton | es de E= -10.07 Kcal/mol y para el sintén Il es Ea= -3.26 Kcal/mol y la
Eb= - 7.86 Kcal/mol.

Con el fin de estimar las energias de los puentes de hidrégeno que constituyen los
sintones que forman la red cristalina, se realizaron calculos quimico cuanticos. Los

valores obtenidos se muestran en la figura 5.11. Asi, el conformero A es
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estabilizado por un sintdn N2g-Ou2-O103 (Sinton 1) y especificamente por el puente
de hidrégeno O,,~-N,g, a continuacién su energia calculada es E, = -3.26 kcal/mol.
El conférmero A esta enlazado al conformero B a través de un sintdn Oj3s-O3g
(Sinton 1), su energia calculada es E =-10.07 kcal/mol, que nos da una fuerza total
de E = -13.33 kcal/mol (ver figura 5.11). Para el conféormero B la energia de
estabilizacion se obtiene por la suma del puente de hidrégeno Ozg-O13g igual a E =
-10.07 kcal/mol y el puente de hidrégeno O103-O2y igual a E, = -7.86 kcal/mol que
suma E =-17.93 kcal/mol. Esta es la energia de estabilizacién de cada conférmero
en el listdbn supramolecular. La energia de estabilizacién calculada para el motivo
A-O,,-B-A resulto de E =-31.26 kcal/mol (figura 5.11).

Tal como se ha mencionado anteriormente, en la literatura se han descrito varios
monohidratos aislados a partir de soluciones de etanol-agua. Entre ellos, tres
monohidratos han sido reportados por Pfizer, uno altamente higroscopico debido a
Bright?%; otro supuestamente estable debido a Allen y Nepveux®, y otro debido a
Li®®®. Ademas, Gandhi y colaboradores?® informaron de una forma higroscépica
gue fue identificada por DSC, TGA, KFT, XRD, HSM, SEM y FT-IR. El laboratorio
Teva Pharmaceutical Industries patentd una forma que argumenté era estable®, y
el laboratorio Biochemie S.A. patent6?’ también una forma supuestamente estable.
Entre todos los monohidratos reportados y patentados, solo Pfizer determind vy
reportd los datos cristalograficos para uno de sus monohidratos® y J. Montejo-
Bernardo y colaboradores® utilizando el método patentado por Biochemie S.A.?’
obtuvieron una forma monohidratada, de la cual determinaron la estructura por
rayos X por el método de monocristal (Datos cristalograficos depositados en forma
de publicacién complementaria No. 211997 en CCDC). El resto de los informes
sobre monohidratos aislados de soluciones de etanol-agua, apoyan la elucidacion
estructural de sus polimorfos principalmente en rayos X por el método de polvo.
Con base en esto J. Montejo-Bernardo y colaboradores®®, compararon y
demostraron que los patrones de la difraccion de rayos X de polvo de los
monohidratos de Teva, Biochemie y Pfizer eran similares, y mencionaron que

estos datos pueden ser indexados para dar celdas casi idénticas como los
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encontrados por el método de monocristal, llegando a la conclusion de que todos
estos datos de difraccion de rayos X por el método de polvos deben generar
patrones de rayos X de monocristal similares, con datos de parametros

estructurales similares.

En la Tabla 5.3 se comparan los parametros de las estructuras cristalinas
disponibles de los polimorfos aislados a partir de soluciones de etanol-agua, por

Montejo-Bernardo?®, por Pfizer Inc® y el obtenido en el presente estudio.

Tabla 5.3 Valores de los parametros de la estructura cristalina para azitromicina aislada de
soluciones de etanol-agua.

usarrie |, Morideterate | e
20.Dic.2005 | ' Pe 2
Sistema cristalino | Monoclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P2 P2 P2
a(A) 16.4069(8) 16.1578(4) 16.270(2)
b(A) 16.2922(8) 16.1144(5) 16.300 (2)
c(A) 18.3830 18.3107(4) 18.519 (2)
B 110.212(2) 109.436(1) 109.378(11)
z 4 4 4
Peay (g €M) 1.13 1.133
R 0.0688 0.0625 0.060
Volumen (A®) 4495.9(2) 4632.9(11)

En la patente US 7309782 Pfizer reporté dieciséis formas cristalinas diferentes
gue fueron agrupadas en tres familias isomorficas diferentes que se definen como
aquellas formas que cristalizan con el mismo grupo espacial, con pequefias
variaciones de los parametros de celda. Dado que cristalizan con diferentes

disolventes organicos pueden tener diferente composicion elemental, originada por
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las diferencias en la composicién quimica, aunque relacionado quimicamente con
las estructuras. Se establecidé que no es posible concluir similitud en la estructura
de moléculas cristalinas sélo por las similitudes en el grupo espacial y/o
pardmetros de las celdas®®. No obstante, estos autores sostienen que los
isomorfos muestran analogos pero no iguales patrones de DRX de polvos y
diferencias claras que se pueden observar en los espectros de RMN de sélido.
Eso significa que los grupos espaciales iguales y/o parametros de la celda no
garantizan las mismas estructuras cristalinas, por el contrario, misma difraccion
de rayos X y mismo espectro de RMN de solido muy probablemente corresponden
con similares grupos espaciales y parametros de celda. Entonces, por
comparacién de la difraccion de rayos X de polvos de los monohidratos
patentados por laboratorios Teva Pharmaceutical Industries Ltd?°, Biochemie
S.A.%, Pfizer Inc.?®®, y Apotex® Inc., Montejo-Bernardo concluyé que todos ellos
son los mismos polimorfos®, y en consecuencia el patrén de la difraccién de rayos
X de monocristal de los cristales analizados seria similar a las formas reportadas

por estos laboratorios.

Por otra parte, diferentes patrones de DRX de polvos y diferentes espectros de
RMN de sélido pueden corresponder a estructuras diferentes, independientemente
de que se muestren mismos parametros de celda y similares grupos espaciales®
(formas isomorficas).

Tabla 5.4 Comparacién experimental y calculada de DRX de polvo representativos de 26 para los
polimorfos aislados de soluciones de etanol-agua.

Experimento 20

Polimorfo monohidrato

. . 6.23 | 11.24 | 11.50 | 14.0 | 14.68 | 14.86 | 16.17 0 16.62 | 17.11 0 17.74 | 21.05 0
obtenido experimentalmente

Calculado para el polimorfo

obtenido* 6.29 | 11.21 | 11.51 | 14.0 | 14.68 | 14.90 | 16.16 0 16.66 | 17.15 | 17.35 | 17.74 | 21.08 0

Obtenido por Laboratorio

6.20 | 11.2 | 11.40 | 14.0 | 14.70 | 14.80 | 16.20 0 16.60 | 17.20 | 17.30 | 17.70 | 21.00 0
Pfizer/US7309782B2

Calculado a partir de los datos

obtenidosdeMontejozg’* 6.36 | 11.39 | 11.64 | 0 | 14.50 | 14.84 | 16.03 | 16.37 | 16.80 0 17.31 | 17.73 | 20.72 | 21.31

*Calculado mediante el uso de Mercury 3.0, a partir de los datos experimentales de monocristal obtenidos en
el presente estudio. **Para Montejo y col.? a partir de datos cristalograficos No. 211997 depositados en
CCDC.
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Los resultados experimentales de la Difraccion de Rayos X por el método de polvo
se muestran en las figuras 5.12. (Anexo 1).
La comparacién de los patrones de rayos X de polvo reportados por Pfizer para el

monohidrato®®®

, con los obtenidos experimentalmente en el presente estudio, con
el calculado a partir de la cristalografia reportada por Montejo-Bernardo, y el
calculado obtenido a partir de nuestra estructura de monocristal de la forma
polimdrfica encontrada en el presente estudio, manifiestan ciertas diferencias. En
la Tabla 5.4 se comparan los angulos 26 para el intervalo entre 5y 21; y desde
donde puede ser claramente observado que ambos patrones muestran ligeras

diferencias.

Para la RMN de sélido, Pfizer asign6 como sefiales representativas de la forma
monohidrato a dos desplazamientos quimicos en 179.5 ppm y 178.6 ppm, y 5
picos en 10.1, 9.8, 9.3, 7.9 y 6.6 ppm, y sefiales de etanol en 58.0 +/- 0.5 ppm y
17.2 +/- 0.5 ppm. En nuestro caso estas sefiales se encuentran en 182.34y 181.4
ppm y en 12.995, 12.567, 12.140, 10.687, 9.49 ppm (ver figuras 5.13. Anexo 1),
gue son grandes diferencias con los desplazamientos reportados de Pfizer.
Ademas, el resto de las sefales también mostro diferencias significativas con el de
Pfizer (ver Tabla 5.5), especialmente las correspondientes con el metilo sustituido
en el macrociclo lactamico, que no se reportan 6 encontraron por Pfizer (ver Tabla
5.5).

Tabla 5.5 Desplazamientos representativos de los polimorfos aislados a partir de una solucién de
etanol-agua.

Desplazamiento en ppm

Cc=0 Cc=0 C. C, Css Co | G C; | EtOH

Monohidrato 182.34 |181.40 | 108.31/ |97.88/| 82.0/ |79.38}77.53 | 72.33|54.96/
Presente estudio 106.25 101.21 | 82.21 16.07
Laboratorio 179.5 | 178.6 [105.5/103.4| 94.9 | 79.1 |78.1|77.9 |77.02 58.0/
Pfizer/US7309782B2 17.2

Ca corresponde al carbén anomérico de D-Desosamina y L-Cladinosa. El metilo sustituido en el macrociclo
lactamico en el presente estudio se encuentra en: (Cz3) 9.5/10.0, (Cig) 13/13.2, (Ci7) 12.4/12.6, (C24)
14.2/15.0, (C1s) 20.3, (C21) 23.0/23.6, (C22) 27.0 ppm.
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Estos resultados sugieren que el polimorfo cristalino aislado de la solucién de
etanol-agua en el presente estudio podria ser diferente a los publicados en la
literatura.

En relacion con el polimorfo aislado de la suspension de hexano, el patron de
rayos X de monocristal muestra que en efecto, tal como se dedujo de los datos
calorimétricos, los cristales corresponden con una forma anhidra. Se muestra un
sistema cristalino tetragonal con un grupo espacial P4,2,2. En la Tabla 5.2 los
datos cristalograficos obtenidos se comparan con los valores de los parametros
obtenidos para el dihidrato, y para el aislado de la solucion de etanol-agua. En la

figura 5.14 se muestra la estructura molecular.

Figura 5.14 Estructura de rayos X del polimorfo de azitromicina aislado de la suspensién de
hexano.

Para el polimorfo anhidro, en la unidad asimétrica s6lo hay un tipo de conférmero.
Este conformero es similar a los encontrados para el polimorfo de etanol-agua,
esto no cambia independientemente de que molécula interactia con el macrociclo

de azalactona de la molécula hospedera. Esto se puede observar en la figura 5.15
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en donde se encuentran superpuestos los dos conformeros de azitromicina-
huésped agua (polimorfo monohidrato, molécula B) y con azitromicina—huésped

azitromicina (polimorfo anhidro)

Figura 5.15 Superposicion de conférmero del polimorfo monohidratado (molécula B, azitromicina-
huésped agua) con el conformero Unico del polimorfo anhidro (azitromicina- huésped azitromicina),
recreado por el programa Mercury v3.0

Las superficies de potencial electrostatico de la molécula para el polimorfo
anhidro, son similares a las obtenidas previamente para la azitromicina sola sin
solutos interactuando (figura 5.16). Las caracteristicas de electrodonador del
macrociclo lactona se mantienen, y entonces la zona de interaccién esta ocupada
por una molécula vecina B de azitromicina colocada cerca del macrociclo en una
direccién positiva del eje a. En el caso anterior (el polimorfo etanol-agua), las
interacciones de la molécula houésped (soluto 6 moléculas de agua) fueron con

O10 Y el protén del hidroxilo O3 de la molécula hospedera.

Ahora, en el caso anhidro, la molécula de azitromicina vecina B establece puentes
de hidrégeno a través de su hidroxilo O,7 con el carbonilo Oy5 y el hidrégeno del
hidroxilo O4 del macrociclo de lactona de la molécula hopedera A. No obstante,
cabe sefalar que O4 de la molécula hospedera interactia con el hidroxilo O,7 de la

molécula huésped independientemente de que pertenece a otra molécula de
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azitromicina, agua o etanol. Esta interaccion constituye el sinton 1ll. En el mismo
eje a, en direccidn negativa, la molécula hospedera A con su hidroxilo Oy
establece puentes de hidrogeno con el carbonilo O;5 y con el hidrégeno del
hidroxilo O, de una molécula huésped vecina C. Entonces, se trata de nuevo del
sinton 111, pero ahora esté estructurado en el sentido inverso con otra molécula C.

En ambos casos la direccion de los puentes de hidrogeno es homodrémica.

Figura 5.16 Superficie de potencial electrostatico del polimorfo cristalino anhidro. En a) se muestra
una sola molécula sin interacciones, entonces las densidades electrostaticas cubren parte de la
regién del macrociclo y muestran un color rojo muy fuerte, lo que indica un potencial electrostéatico
negativo, caracteristica de aceptores de puentes de hidrogeno. En b) una molécula vecina de
azitromicina ha ocupado el nicho en el macrociclo y entonces la superficie de potencial
electrostatico se ubica en diferentes zonas alrededor del macrociclo y las intensidades han
cambiado.

A lo largo del eje b la molécula A establece puentes de hidrégeno con las
moléculas de D y E, donde el hidrogeno del hidroxilo Oz de la molécula A
establece en un lado un puente de hidrégeno con el hidroxilo de Og de cladinosa
de la molécula D, y en el otro lado del hidroxilo O,g del resto de la cladinosa de la
molécula A establece un puente de hidrogeno con el hidroxilo O3 de la molécula E.

Este tipo de interaccion se expresa como sinton V.

Estas interacciones forman una red compacta estructurando una red
supramolecular similar a una hoja infinita. La red supramolecular se forma por la

superposicion de ldminas a lo largo del eje c.

Las caracteristicas de las distancias intermoleculares, angulos y energias de
puentes de hidrogeno se muestran en la figura 5.17.
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E=-19.94 Kcal/mol E=-3.32 Kcal/mol

Figura 5.17 Red cristalina del polimorfo obtenido a partir de la suspension de hexano, donde se
indican los puentes de hidrégeno intermoleculares que estabilizan la red cristalina. También se
muestran los dos tipos diferentes de sintones y las energias calculadas de cada uno de los
sintones formados que estabilizan la red cristalina.

Siendo este el caso, cada molécula esté fijada en una posicién espacial por una
energia de (-3.32 X 2 = -6.64; -19.94 X 2 = -39.88; TOTAL = 46.52) — 46.52

kcal/mol (ver los valores de energia de cada sinton en la figura 5.17).
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6. CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES

6.1 Se aislaron y caracterizaron dos polimorfos de azitromicina.

6.2 A partir de una solucién de etanol-agua se aislé un polimorfo al que se le
denominé monohidrato, después de haber sido comparado con otros
polimorfos reportados en la literatura y en base de datos de patente, se
encontré algunas diferencias importantes con ellos, lo que sugiere que es

una forma nueva, siendo su punto de fusion de 136°C.

6.3 Se logro aislar de una suspensiéon de hexano una forma cristalina anhidra

con punto de fusion 186 T al cual se le llamo poli morfo anhidro.
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Figura 5.1 Calorimetria diferencial de barrido para el dihidrato a) usando una capsula sin perforar; b) usando una capsula

perforada
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Figura 5.2 a) Analisis Termogravimétrico para el polimorfo dihidrato.

-45 -



—————— Step -4.8170 % mg
N e . E———— -0.2537
Step +0.7987 % Step -0.5678 % B
-42.1124e-03 mg -20.9008e-03 mg Step -3.4454% 5.1
TG
40 60 80 100 120 1 140
FAE . | ' N . 1 1 I i 1 1 1 | .
| L | T | T T | I T T L] T T 1 L B | T L I | LI | T T | T L B T | ]
0, jn 2 3 4 5 8 7 mgmin®-
|9 = :llllruuurnuu:u-u-."...,“"l”““"""“”””“ ’ .iuz
Integral -0.10 mg uml“”
normalized -1.94 % 4 -0.04
Onset 124 15°C
Peak 144 .48 °C -0.06
Endset 18385 °C
loTe ‘;ﬂ ﬂ? 3:1 1?0 ﬂl.'ﬂ 1","‘9&*" 1?\‘.!
|I.III||'III-|IIIIJ|I.III|F‘III|II'III|iIl1!|
0 1 2 3 5 , 8 7
B - RS
Extrapol. Peak 138.00°C
Peak Value -052°C
normalized  -99,13e-03 k*Cg*-1
Peak 146.80 *C
100 120 140 160
1 L 1 L 1 i |1
1] ) | ) | | ] L] l T | | | | ] | ] L] 1
4 5 [

Figura 5.2. b) Analisis Termogravimeétrico para el polimorfo monohidrato.
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Figura 5.2. c) Analisis Termogravimétrico para el polimorfo anhidro.
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Figura 5.3 Calorimetria Diferencial de Barrido para el polimorfo monohidrato a) usando una capsula sin perforar; b)
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Figura 5.4 Calorimetria Diferencial de Barrido para el polimorfo anhidro a) usando una capsula sin perforar; b) usando
una capsula perforada.
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Figura 5.5 a) Espectro experimental de IR del polimorfo dihidratado.
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Figura 5.5 b) Espectro experimental de IR del polimorfo monohidrato
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Figura 5.5 c) Espectro experimental de IR del polimorfo anhidro.
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Figura 5.12 a) Difraccion de Rayos X de polvo para el polimorfo dihidrato.
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Figura 5.12 b) Difraccion de Rayos X de polvo para el polimorfo monohidrato.
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Figura 5.12 c) Difraccidon de Rayos X de polvo para el polimorfo anhidro.
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Figura 5.13 a) Espectro experimental de Resonancia Magnética Nuclear de sdlido para el polimorfo dihidrato.
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Figura 5.13 b) Espectro experimental de Resonancia Magnética Nuclear de sdlido para el polimorfo monohidrato.
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Figura 5.13 c) Espectro experimental de Resonancia Magnética Nuclear de solido para el polimorfo anhidro.
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