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Resumen

Titulo: Andlisis Estructural de un Nuevo Polimorfo de la Rifaximina: Caracterizacion y
Comparacién Supramolecular con los Polimorfos Alfa y Beta*

Autor: Juan José Almeida Calderon**

Palabras Claves: Rifaximina; Cristalografia; Farmacologia; Difraccion de Rayos X;
Polimorfo.

Descripcion:

La Rifaximina es un antibiotico oral, semisintético, utilizado para el control de bacterias
Grampositivas y Gramnegativas en cualquier tipo de sistema, sea aerobico o anaerdébico. En
este trabajo de investigacion se llevard a cabo el estudio estructural de un polimorfo no
reportado de la Rifaximina y su comparacion con los polimorfos alfa y beta reportados para
este compuesto, relacionando las caracteristicas fisicoquimicas y supramoleculares de estos.

Fue requerido el uso de Espectroscopia Infrarroja ATR para caracterizar adecuadamente los
grupos funcionales presentes en el arreglo cristalino. Se realiz6 la obtencion de datos del
farmaco utilizando la técnica de Difraccion de Rayos X en polvo para la adquisicion del patrén
de difraccion en el equipo D8 Advance con longitud de radiacion kal A=1,5406A en el rango
de 4° a 70,0° (20), se realizo el indexado de los m&ximos de difraccion en el patron de
difraccion del material donde se calcularon las constantes de celda haciendo uso del programa
PreDICT, el célculo del grupo espacial de la celda unidad fue realizado en el programa
EXP02014 requerido de igual manera para la resolucion estructural del farmaco por medio del
método de recocido simulado. La obtencion de los factores de confiabilidad se realiza
utilizando el programa TOPAS, ajustando los valores de constantes de celda y angulos ideales.

La medicion de la solubilidad del material a diferentes concentraciones fue planeada mediante
Espectroscopia UV-VIS a diferentes concentraciones, variando el pH del ambiente. Fue
indispensable el uso de técnicas complementarias como Termogravimetria y Calorimetria
Diferencial de Barrido para identificar la cantidad de moléculas de agua presentes y el punto
de fusion del polimorfo.

*Trabajo de Grado
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director Dr. José Antonio Henao.
Codirector: Dr. Robert Antonio Toro
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Abstract

Title: Structural Analysis of a New Rifaximin Polymorph: Characterization and
Supramolecular Comparison with Alpha and Beta Polymorphs*

Author: Juan José Almeida Calderén**

Key Words: Rifaximin; Crystallography; Pharmacology; X-Ray Diffraction; Polymorphism.

Description:

Rifaximin is an oral, semisynthetic antibiotic used for the control of Gram-positive and Gram-
negative bacteria in any type of system, either aerobic or anaerobic. In this research work, the
structural study of an unreported polymorph of Rifaximin and its comparison with the alpha
and beta polymorphs reported for this compound will be carried out, relating their
physicochemical and supramolecular characteristics.

The use of ATR Infrared Spectroscopy was required to adequately characterize the functional
groups present in the crystalline arrangement. Data acquisition of the drug was performed using
the Powder X-Ray Diffraction technique for the acquisition of the diffraction pattern in the D8
Advance equipment with radiation length kal A=1.5406A in the range of 4° to 70.0° (26), the
indexing of the diffraction maxima was performed on the diffraction pattern of the material
where the cell constants were calculated making use of the PreDICT program, the calculation
of the unit cell space group was performed in the EXPO2014 program required in the same
way for the structural resolution of the drug through of the simulated annealing method.
Obtaining the reliability factors is performed using the TOPAS program, adjusting the values
of cell constants and ideal angles.

The measurement of the solubility of the material at different concentrations was planned by
UV-VIS spectroscopy at different concentrations, varying the pH of the environment. The use
of complementary techniques such as Thermogravimetry and Differential Scanning
Calorimetry was indispensable to identify the amount of water molecules present and the
melting point of the polymorph.

*Bachelor Thesis
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director Dr. José Antonio Henao.
Codirector: Dr. Robert Antonio Toro
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Introduccion

La Rifaximina es un antibiotico oral, semisintético, utilizado para el control de bacterias
Grampositivas y Gramnegativas en cualquier tipo de sistema, sea aerébico o anaerobico. La
Rifaximina actta principalmente ligdndose a la subunidad beta ARN polimerasa dependiente
del ADN de la bacteria, lo cual inhibe la sintesis de ARN y conlleva a que la bacteria detenga
su crecimiento celular M. Este farmaco es utilizado principalmente para tratar la diarrea del
turista, aunque también, es ampliamente recomendado para prevenir episodios de encefalopatia
hepatica. Bacterias tales como la Helicobacter pylori, Salmonella Typhi, entre otras, son
capaces de vulnerar las barreras primigenias del sistema inmunologico encargadas de
discriminar entre patdgenos y antigenos, ocasionando que la bacteria alojada colonice el tracto

gastrointestinal del individuo.

La sintesis de la Rifaximina toma como compuesto de partida la Rifamicina SV [,

compuesto heterociclico semejante al hidrégeno que forma el compuesto cristalizado.

En el presente trabajo de investigacion se llevara a cabo el estudio estructural de un
polimorfo no reportado de la Rifaximina y su comparacion con los polimorfos alfa y beta

reportados para este compuesto, relacionando las caracteristicas supramoleculares de estos.
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1. Planteamiento del Problema

El polimorfismo es un fendmeno del estado solido importante en la industria
farmacéutica dado que puede afectar las propiedades fisicoquimicas, bioldgicas y
farmacéuticas de un ingrediente farmacéutico activo (IFA) o medicamento. El estudio del
polimorfismo es una herramienta utilizada para obtener informacion sobre el estado solido de
un dado IFA y/o medicamento. Por otro lado, este fendmeno también se ha convertido en un
campo de estudio para la mejora de propiedades intrinsecas del estado sélido de los farmacos

y el desarrollo de nuevos productos mediante la ingenieria de cristales.

La rifaximina presenta un gran nimero de polimorfos reportados, siendo los polimorfos
alfa (a) y beta () aprobados por la FDA en 2010, bajo el nombre de Xifaxan, para ser utilizados
para su comercializacion. El polimorfo gama (y) tiene una baja cristalinidad, ya que gran
cantidad del material es amorfo, generando efectos farmacéuticos adversos, por lo que la
comercializacion de esta forma cristalina es restringida. La mayoria de las modificaciones
cristalinas de la rifaximina presentan variacion en los grados de hidratacion provocando
diferencias significativas en las solubilidades y velocidades de disolucion. Dada la importancia
del estudio de la formacion de un nuevo polimorfo de la rifaximina y su adecuada
caracterizacion estructural, con el fin de conocer sus nuevas propiedades, se plantea realizar un
estudio comparativo de la nueva estructura cristalina de este IFA con las estructuras
comercializadas y de esta manera conocer: ¢Qué diferencias estructurales y supramoleculares
presentara el polimorfo no reportado en comparacion con las estructuras alfa y beta de la

rifaximina?
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1.1. Hipdtesis

Se podra establecer la estructura de nuevo polimorfo de la rifaximina y se encontrara la

relacion supramolecular de sus formas comercializadas alfa y beta.

2. Justificacion de la Problematica

La seleccion de una forma sélida de un IFA para el desarrollo de una formulacion esta
relacionada con algunas propiedades fisicoquimicas de estos materiales tales como solubilidad,
velocidad de disolucién y estabilidad entre otros. La rifaximina presenta una variedad de
polimorfos caracterizados, y las diferentes formas cristalinas de este IFA difieren
principalmente en la cantidad de moléculas de agua presentes en la red cristalina y, en
consecuencia, estos cristales presentan propiedades fisicoquimicas unicas e independientes
entre si (solubilidad y biodisponibilidad). En la actualidad los polimorfos aceptados para la
distribucion y comercializacién del farmaco son la estructura alfa y/o beta, debido a que estas
representan las redes cristalinas mas estables termodinamicamente [4l. La aparicion de un nuevo
polimorfo de rifaximina requiere una adecuada caracterizacion estructural para asi determinar
si presenta algunas propiedades fisicoquimicas adecuadas y apropiadas para la elaboracion de

una formulacién farmacéutica.

3. Antecedentes
Los antecedentes de la Rifaximina se denotan desde el afio 1959 con la sintesis de la
rifamicina explicada por Sensi y su equipo !, primogénitos en la sintesis de compuesto de

rifamicina con el grupo funcional caracteristico imidazopiridina o rifamicinas SV. En 1982
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Marchi et al [®1 formuld un método para la preparacion y cristalizacion de rifamicina en adicion
del grupo imidazol usando solventes adecuados, siendo esta la primera sintesis patentada para
la rifaximina. Transcurridos tres afios de este descubrimiento, en 1985, Cannata y su equipo ']
compartié otro método méas novedoso para la cristalizacion de Rifaximina, pero no se menciond
las posibles estructuras diferentes de rifaximina, luego de transcurridos 20 afios sin ningun
trabajo relevante en el campo de la rifaximina, en 2005 el equipo de investigacion dirigido por
Viscomi [ present6 3 patrones de difraccion correspondientes a los polimorfos o, B, v, y su
indice de disolucion, propiedad que es fundamental para categorizar la rifaximina en el grupo
IV, conocidos por ser compuestos con bajo indice de disolucion y permeabilidad. Poco tiempo
después en 2006 Viscomi ! extendié su estudio en la poca cristalinidad que presenta el
polimorfo y ofreciendo una alternativa para cristalizar este material partiendo de los polimorfos
alfa y beta. A inicios del 2009 Jahagirdar junto a su equipo de investigacion % desarroll6 las
primeras sales y mezclas de enantiomeros de rifaximina, aumentando significativamente la
retencion del farmaco en el tracto gastrointestinal. Si bien, ya el polimorfo y de rifaximina era
bien conocido por su comportamiento pobremente cristalino, no seria sino hasta 2009 que
Kothakonda [**'y su equipo de la universidad de Montreal desarroll6 un método novedoso para
formar pastillas de amorfo de rifaximina estable, el cual es el principal objetivo de
investigacion de los predecesores de la rifaximina, para el cual en el mismo afio Rao [*%
desarroll6 una patente que explica la formacion de rifaximina cristalina partiendo de su fase
amorfa y viceversa, siendo un precursor importante para el inicio de la comercializacion de la
rifaximina en fase amorfa. En 2011, tres polimorfos mas de la rifaximina serian cristalizados
por Gushurst y su equipo 2%, se trata de los polimorfos ¢, 1y 1 en el cual los polimorfo n y ¢
presentan una gran cantidad de contenido amorfo, de manera diferente al polimorfo 1, siendo
este altamente cristalino. Los polimorfos mencionados junto a € y k (en desarrollo) son los

diferentes arreglos estructurales conocidos de la rifaximina. Hasta el dia de hoy se ha probado
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la eficacia de la rifaximina como tratamiento para diferentes patdgenos incluido el SARS-CoV-
2 1 por lo que el desarrollo de nuevas formas polimdrficas de la rifaximina sigue en auge y
resulta un campo de investigacion prometedor el cual esta a la espera de una estructura
altamente soluble con una biodisponibilidad aceptada que cumpla con las funciones

farmacoldgicas que ofrecen las estructuras o y .

4. Marco Teoérico

4.1. Estado Cristalino

La gran variacion de compuestos que pueden formar estructuras solidas, y en especial,
estructuras cristalinas, genera una amplia cantidad de posibles arreglos con diferentes
distribuciones sistematicas en su ordenamiento. Un cristal de un elemento o compuesto puede
ser definido como la construccion estructural de atomos, moléculas o iones, los cuales forman
una red cristalina [*°. Es posible definir una red cristalina como la formacion de un patron
utilizando las especies implicadas, esta red es usada como punto de referencia para representar
las posiciones de los elementos que forman la estructura, a esta red se le conoce como celda

unidad (ver Figura 1).

Figura 1. Empaquetamiento estructural Rifaximina Alfa Anhidro. CCDC 886511.
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Las diferentes celdas unidades en la cuales pueden cristalizar los materiales se dividen
en 4 grupos, primitiva (P), centrada en las caras (F), centrada en el cuerpo (I), y ubicada en el
eje (A, B o C). La celda primitiva (P) solo tiene un punto de red en la celda unidad, por lo cual,
solo se presenta un elemento de simetria traslacional caracteristico de la repeticion de esta celda
en toda la estructura cristalina. En la celda centrada en las caras (F), presenta cuatro puntos de
red en cada celda unidad, a diferencia de la celda centrada en el cuerpo (1), la cual tiene dos
puntos de red por celda unidad. Para estas redes se pueden generar diferentes sistemas
cristalinos los cuales varian debido a las relaciones presentes en sus parametros de red. Los
siete sistemas cristalinos son triclinico, monoclinico, ortorrombico, romboédrico, tetragonal,

hexagonal y cubico.

4.2. Polimorfismo

El término polimorfismo, proviene etimoldgicamente de las palabras griegas poli:
muchas y morf definida como formas y se refiere, en el campo de la cristalografia, a la
capacidad que posee un compuesto (organico o inorganico) para cristalizar en mas de un arreglo
cristalino en el estado solido. El primer uso de la palabra polimorfismo en cristalografia se
atribuye a Mitscherlich (1822) el cual diferenci6 las estructuras para las sales de arseniato y
fosfato 161, Diversos cientificos han complementado esta definicion siendo los més destacables
McCrone (1965) otorgando una definicion plausible para este, segun McCrone un polimorfo
es “una fase cristalina solida de un determinado compuesto resultante de la posibilidad de al
menos dos diferentes arreglos moleculares del mismo en estado solido”. Otras definiciones
para este termino fueron descritas por Reinke (1993) y Dunitz (1995), quienes enfocaron este
término a un estudio en auge para su época. En la quimica supramolecular el polimorfismo se

define segin Reinke como “el fendmeno en el que las estructuras supramoleculares, con
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diferentes propiedades fisicas bien definidas pueden formarse, por especies quimicamente
uniformes tanto en estado liquido como s6lido”, mientras que Dunitz otorgd una definicion
mas concreta:

“si un cristal es una supermolécula, entonces las modificaciones polimérficas son
superisomeros y el polimorfismo es una especie de superisomeria”. Estas definiciones fueron

sumamente acertadas, dando una base para el inicio del estudio en quimica supramolecular.

En la industria farmacéutica, el polimorfismo es importante debido a que puede afectar
las propiedades fisicoquimicas y farmacéuticas de los principios farmacéuticamente activos y
excipientes. Por ejemplo, el acetaminofén (Figura 2) puede cristalizar en tres formas cristalinas
conocidas como polimorfos I, I1'y I11. El polimorfo 1 171 (monoclinico), es usado como farmaco
debido a su facilidad para la elaboracion de tabletas mientras, que el polimorfo Il [8
(ortorrdbmbico), aunque presenta mejores propiedades fisicoquimicas no es adecuado para la

elaboracion de tabletas; el polimorfo 111 es una fase metaestable.

.

Polimorfo | Polimorfo 11
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Figura 2. Polimorfos del acetaminofén, polimorfo | izquierda y polimorfo Il derecha.

Los polimorfos de un principio activo pueden presentar diferentes propiedades
fisicoquimicas y/o farmacocinéticas otorgando caracteristicas fisicas bien definidas en los
materiales [*l. Estudios recientes han comprobado que compuestos totalmente cristalinos
tienden a ser més lipofilicos, hidrofébicos e insolubles en el sistema del consumidor, lo que
conlleva a limitaciones en la biodisponibilidad. Una solucién valida para esta problematica es
la implementacion de formas amorfas o metaestables las cuales poseen solubilidades mas altas

y tasas de disolucidon favorables.

Las diferencias que pueden tener los polimorfos de un material van desde la capacidad
de formar enlaces entre ellos hasta la orientacion en que se encuentran en comparacion con otra
unidad molecular del mismo compuesto. A principios del siglo XIX la estructura molecular se
concebia como puramente topoldgica o estereoquimica, conceptos que intentaban definir los
tipos y la cantidad de atomos que constituyen las moléculas o cristales y la forma en la cual se
unen estas especies 2%, Para cierto tipo de farmacos, sus polimorfos difieren, principalmente,
en el arreglo de las moléculas en el estado sélido, interacciones intermoleculares e

intramoleculares, y la presencia de moléculas de agua en sus redes cristalinas, entre otros.

4.3. Rifaximina

Las rifamicinas fueron sintetizadas y aisladas en 1959 por Sensi y su equipo de
investigacion como una mezcla de complejos de diversos congéneres de este 21, Los
compuestos a base de la rifamicina, farmac6foro mostrado en la Figura 3, abarcan un amplio

espectro de antibidticos focalizados en patdgenos Grampositivos y, en menor medida, bacterias
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Gramnegativas. Los diferentes farmacos semisintéticos que utilizan como reactivo primario la
rifamicina son: la rifampicina; rifabutina; rifapentina; y la rifaximina, el farmaco de interés

para este trabajo de grado.

Figura 3. Rifamicina, perteneciente a la familia de las ansamicinas naftalénicas.

La rifaximina es un farmaco antimicrobiano de baja absorcion (1% de compuesto si se
suministra oralmente, la cual puede aumentar su tiempo de retencion agregando
microparticulas al farmaco ?2) con una alta accion in vitro frente a bacterias Grampositivas,
Gramnegativas y anaerobias. Los rangos de concentracién minima para que el farmaco inhiba
el 90% de los patogenos bacterianos estd entre 32 a 64 ug/ml 1. Diferentes estudios
cristalograficos 61 han confirmado que este principio activo presenta una variedad de
polimorfos y grados de hidratacién. Estudios in vitro han demostrado diferentes tasas de
solubilidad para los polimorfos a, B, v, 6, € y, estudios in vivo realizados en canes, dilucidaron
diferentes patrones farmacocinéticos mostrando una mayor biodisponibilidad sistémica para
los polimorfos y y § 24, En la Tabla 1 se muestran los parametros cristalograficos y la cantidad

de moléculas de agua para los diferentes polimorfos de la rifaximina, exceptuando el polimorfo
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v el cual presenta una estructura cristalina pobremente definida.

Tabla 1. Constantes de celda para los diferentes polimorfos de la rifaximina.

Rifaximina o Rifaximina Rifaximina o Rifaximina &
# CCDC 886509 886513 886515 -
Formula Cs3Hs2N3O11 - Ca3H57N3O14 Cs3HssN3O13 CazHssN3Oi2
Hidratacion 0 3 4 1
Grupo espacial P2, P2, P2, P2,
a(4) 14.401(4) 13.796(8) 13.7595(1) 13.475(8)0
b (4) 19.662(4) 19.944(4) 20.2557(1) 20.629(1)
c (4) 16.153(4) 16.607(6) 16.3472(1) 15.997(7)
L(°) 111.00(3) 92.180(10) 106.706(1) 107.223(1)
z 4 4 4 4
Volumen (4 %) 4268.6(17) 4566.1(19) 4363.8 4247.4(7)

4.4. Quimica Supramolecular

Actualmente la quimica supramolecular es denotada aun como una joven disciplina que
data de los afios 1960, donde se han expuesto diferentes conceptos y sistemas los cuales
recuerdan a lo afrontado en los principios de la quimica convencional donde se ampliaba la
perspectiva en términos académicos y cientificos. El estado del arte para la quimica
supramolecular empieza en 1810 donde Sir Humphry Davy descubri6 el hidrato de cloro, para
que posteriormente en 1823, Michael Faraday dilucidara la formula de este compuesto.
Estudios recientes de investigadores galardonado con el premio nobel tales como el
descubrimiento de canales de agua y la caracterizacion de canales catidnicos y anionicos,
muestran como la quimica supramolecular es un campo de analisis de interés que esta tomando

fuerza para resolver inconsistencias estructurales y cristalogréaficas.

El término de quimica supramolecular fue propuesto por el ganador del Premio Nobel

en 1987, Jean-Marie Lehn, el cual trabajo en quimica molecular y sus ensambles
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intermoleculares. La quimica supramolecular se le conoce cologuialmente como la quimica
después de la molécula, de ahi su nombre. Originalmente la quimica supramolecular fue
concebida en términos de interacciones no covalentes entre un hospedador y una especie
receptora %1, La quimica supramolecular toma inspiracion significativa de la naturaleza,
debido a que toma como base las interacciones entre pequefias moléculas y la forma en que
estas se unen en ensambles moleculares, estas interacciones van desde enlaces de hidrogeno,

hasta interacciones hidrofobicas y electroestaticas 261,

4.4.1. Hidratos

Una de las particularidades de la molécula de agua es la capacidad de ordenarse
sisteméaticamente entre si 0 con otras moléculas y formar solvatos conocidos principalmente
como hidratos. Aproximadamente un tercio de los ingredientes farmacolégicamente activos o
API son capaces de formar estructuras cristalinas hidratadas. Estos materiales son importantes,
como por ejemplo, para conocer y controlar el equilibrio entre el material anhidro y su
estructura cristalina hidratada para favorecer la formacion del material deseado entre otros.

El agua es el tipo de compuesto que mayoritariamente esta presente en compuestos
organicos con propiedades farmacoldgicas ?71. Algunos procesos utilizados para la
manufacturacion de compuestos farmacoldgicos utilizan el agua como, por ejemplo: medio de
sintesis, purificacion, recristalizacion del material y elaboracion de una formulacion utilizando
métodos humedos entre otros. La cantidad de moléculas de agua en una estructura cristalina
determina en gran parte la estabilidad del farmaco 28], un farmaco anhidro presentara una
estabilidad menor debido a que su energia libre de Gibbs es mayor, por lo que, el compuesto
hidratado sera menos soluble. En compuesto farmacéuticos pueden estar presentes la clase de

hidratos conocidos como hidratos de sitio aislados, en el cual los enlaces de hidrdégeno que
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involucran las moléculas de agua es homomolecular por lo que, las moléculas de agua nunca
estaran en contacto con otras moléculas de distinta naturaleza (heteromolecular).

Cada compuesto organico reacciona de diferente manera a la formacion de hidratos en
su arreglo estructural por lo que, una generalizacion para predecir la adicion de hidratos en el
cristal no es posible ?°1 aunque estudios cristalograficos % han confirmado que ciertos grupos
funcionales como el COOH son causales de una afinidad mayor a la formacion de estructuras

hidratas.

4.4.2. Enlace de Hidrogeno.

El concepto de enlace de hidrdgeno abarca una amplia cantidad de investigadores por
lo que este término no puede ser atribuido a una sola persona %, el primero en hablar de este
concepto se estima que fue Alfred Werner, que sugirio que las propiedades de las moléculas
en sales de amonio pueden ser explicadas asumiendo que el proton “recae” entre la molécula
de amoniaco y el anién, lo que llam6 como una situacion de enlace de segunda valencia. El
concepto que se tiene del enlace de hidrdgeno actual concibe a este como una relacion entre un
donador y un receptor que puede combinarse en diferentes maneras siguiendo la terminologia
tradicional derivada por Jeffrey (1997), o desde un punto de vista diferente, se pueden clasificar
como enlaces homonucleares, lo que se refiere a enlaces entre mismas especies, 0
heteronucleares, entre diferentes especies, y a su vez estos se dividen entre enlaces
homomoleculares, definidos como enlaces a una misma molécula o grupo quimico ordenado y
heteromoleculares, entre diferentes grupos quimicos. En la Figura 4, se explica las diferentes

formas en las que se pueden presentar este tipo de enlaces.
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Figura 4. Diferentes formas del Enlace de Hidrdgeno.
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La caracteristica principal para la formacién de uno o mas enlaces de hidrdégeno que

hace la diferencia entre otras interacciones donor-aceptor, es la unién por un protén entre el

enlace hidrégeno-donor y la interaccion hidrégeno-aceptor. En palabras mas técnicas el

concepto de enlace de Hidrdgeno formulado por Pimentel y McClellan 21 en 1960 resulta muy

Ilamativo, en su libro titulado The Hydrogen Bond definen un enlace entre una especie Ay B

donde [A-H--B] existe entre un grupo funcional A-H y un atomo o grupo de atomos de B

heteromolecular o homomolecularmente cuando hay evidencia de una formacion de enlace por

asociacion o quelacion y hay evidencia que un nuevo enlace A-H a B envuelve especificamente

el atomo de hidrogeno ya unido a la especie A.
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4.4.3. Interacciones

En general, la quimica supramolecular comprende las interacciones como efectos de
enlace no covalente, siendo un término que abarca un enorme rango de efectos de repulsiéon y

atraccion 331,

Las interacciones n- 0 conocidas también como interacciones apiladas - &, ocurren
entre anillos arométicos donde la regla principal de la quimica estructural predomina, una
especie rica en electrones se ve favorecida por la interaccion frente a otra que posee una pobre
densidad electrénica. En un cristal de un determinado compuesto aromatico ocurren dos
principales interacciones nt- @, la primera donde dos anillos benzoicos se encuentran de frente,
esto es conocido como interaccion n- m cara-cara, pero también es posible que el anillo
aromatico, que se encuentre en un hipotético plano, interaccione heteromolecularmente con
una especie en un plano perpendicular, esto se conoce como interaccioén borde-cara, en la

figura 5 se ejemplifica este comportamiento.

Figura 5. Tipos de interacciones nt- @, en la izquierda la interaccion n- 7 cara-caray a la

derecha interaccion borde-cara.
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4.5. Solubilidad en Equilibrio

La solubilidad en equilibrio de un compuesto se define como la maxima cantidad en la
que una sustancia puede ser completamente disuelta a una presion y temperatura dada para un
solvente definido siendo asi un ensayo termodinamicamente valido cuando se cumple el

equilibrio entre el sélido y la solucidn en saturacion.

La solubilidad de un determinado compuesto genera indicios fundamentales para el
indice de control y la absorcion farmacol6gica como también de su disponibilidad en el sistema
(341, Para los farmacos de solubilidad baja en agua, como la rifaximina %, la disolucion en
fluidos gastrointestinales es un factor limitante para la presencia in vivo después de la ingesta
del farmaco, por lo que estos medicamentos tienden a ser considerados como placebo, es decir,

su retencion no es muy alta en el organismo de ahi su clasificacion.

La rifaximina pertenece a la clase de farmaco IV debido a su baja solubilidad en agua,
pero diferentes estudios enfocados en solubilidad [ demuestran una alta disolucion en

solventes organicos tales como etanol, dimetilformamida y DMSO.

5.6. Técnicas Analiticas

5.6.1. Espectroscopia Ultravioleta.

La mayoria de los estudios enfocados en solubilidad para compuesto de baja
permeabilidad se realizan mediante espectroscopia ultravioleta siendo una de las técnicas

espectrofotométricas més eficaces en comparacion a diferentes procedimientos para el control
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de procesos de disolucion. El principio de la técnica 571 es la excitacion electrnica entre niveles
energéticos procedentes de la muestra irradiada con una longitud de onda especifica

considerando el espectro UV desde los 10 a 400 nm y la luz visible desde los 400 a 800nm.

La ley de Lambert-Beer describe la relacion linear entre la absorbancia del haz de luz
y la concentracién de las especies irradiadas, esta igualdad se muestra en la ecuacion 1 siendo
| la intensidad de luz después de ser incidida la muestra I, es la intensidad antes de irradiar, k
hace referencia a al coeficiente de absorcion o absorbancia molar, | es la longitud de la camara
o la distancia que atraviesa la luz desde el emisor hasta el receptor, y ¢ la concentracion de la

sustancia absorbente.

I = Iye™ "¢ Ecuacion 1. Ley de Lambert Beer.

4.6.2. Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia IR 8 mide las vibraciones moleculares asociadas al cambio de
momento dipolar en la molécula debido a irradiacion de baja intensidad en la muestra. Para el
estudio de farmacos (y compuestos organicos en general), con capacidad para la formacion de
hidratos, se utiliza mayormente la region cercana del infrarrojo entre 700 a 2500 cm™ debido a
que intensidades mayores pueden provocar vibraciones de grupo OH procedente de las
moléculas de agua. En la region de infrarrojo cercano se presentan las vibraciones por
estiramiento de los grupos OH, CH, NH y SH por lo que este estudio es fundamental con esta

técnica para la caracterizacion de compuestos farmacoldgicos como la rifaximina.
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4.6.3. Ensayos Termoquimicos.

Para una comprension de la estabilidad térmica de la rifaximina es necesario
complementar la investigacion con estudios térmicos como calorimetria diferencial de barrido
(DSC) y andlisis termogravimétrico (TGA). La calorimetria diferencial de barrido es el método
més extendido para el andlisis térmico en el &rea farmacéutica, el principio basico de este
ensayo es el calentamiento de la muestra para asi observar la diferencia de energia de los
posibles eventos que se puedan presentar en un rango de temperatura y tiempo determinado
[391, Usualmente el rango tipico para estudios de calorimetria de barrido es de aproximadamente
120 °C a 600 °C. Estudios en DSC son muy comunes para diferentes ambitos, desde

caracterizacion de polimeros hasta farmacologia.

La informacion obtenida en cada experimento termogravimétrico (TGA), es una serie
de mediciones de pérdida o ganancia de masa, tiempo y temperatura resultantes de cambios
quimicos y fisicos presentes en cada muestra sometida a un calentamiento constante o
condiciones térmicas programadas. Este analisis representa un complemento de los resultados
obtenidos por diferentes técnicas desde espectroscopia IR, UV-VIS hasta ensayos

supramoleculares como redes energéticas o superficies de Hirshfeld.

4.6.4. Difraccion de Rayos X por Polvo (XRPD)

Los rayos X son un tipo de radiacion ionizante la cual es emitida por una fuente
altamente energizada que comunmente esta constituida de un metal de transicion, los metales
méas comunes van desde el cobre al molibdeno, para que ocurra el fendmeno de difraccion es

necesario, primeramente, conocer como los rayos X incididos interaccionan con la muestra y
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la informacion que se obtiene de esto. Al emitir rayos X de una fuente es comun encontrarse
con un espectro energético, de este solamente es importante la radiacion Koy cuando se habla
de difraccion, debido a que esta es la mas intensa por lo que es la que conforma mayormente
las bandas en un patrén de difraccion. En la Figura 6 se muestra el espectro de emision para

un haz de rayos X.

Ko,

Intensity
=
o

Asw Kp

Wavelength, A

Figura 6. Esquema tipico para un espectro de emisién de rayos X, que indica la presencia de
un ruido de fondo y tres longitudes de onda: Ka, Ko, y Kp. La flecha vertical muestra la

longitud de onda mas corta posible 91,

Cuando un haz es incidido sobre una superficie plana ocurre el fenémeno de difraccion,
este mismo puede ser descrito por la ecuacion de Bragg, esta fue propuesta por W.L. Bragg en
1912 y dictamina el principio para la difraccion de rayos X en términos de la reflexion del haz
por las redes que se forman internamente en la muestra ¥4, Los planos de red son planos
cristalogréaficos caracterizados por un triplete que recibe el nombre de indices de Miller, los
cuales se denotan por las letras hkl. En realidad, los rayos X no son reflejados, pero si son
dispersados por los enlaces electronicos de los &tomos. De ahi se obtiene la famosa ecuacion

de Bragg, el principio basico de esta se muestra en la Figura 7.
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2d.sin 8 = nA

Figura 7. llustracion de la geometria usada para la derivacion de la ley de Bragg.

Utilizando el vector obtenido, la longitud de onda emitida por la fuente, las constantes
de celda y los valores reciprocos de hkl los cuales se muestra en la Tabla 2, es posible derivar
una expresion que relacione la ley de Bragg con un angulo 20 para la reflexion de cada plano

cristalografico 421,

Tabla 2. Relaciones entre los espacios directos y reciprocos

Sistema a* b* c*
1 1
Ortogonal at == b* = — ==
a b
H ! R R 1
exagona T a sen(y) ~ bsen(y) c=c
onoclinico a=— sen(f) b* = 5 = csen(d)
Triclinico . _ bc sen(a) . _ac sen(f) . _ ab sen(y)

% v ¢ %
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Con esta informacion podemos obtener diferentes patrones de polvo ya sea para
moléculas altamente ordenadas como para compuestos que exponen un comportamiento mas
amorfo o policristales.

La implementacion de XRPD es primordial por lo que este estudio otorga un diagrama
molecular inicial del arreglo cristalino presente en el compuesto sin la necesidad de cristalizar
el material. Al intentar cristalizar un compuesto organico complejo como la rifaximina, es
posible obtener un polimorfo no esperado de este, debido a que este tipo de farmacos presentan
un comportamiento cristalino metaestable. En la Figura 8 se muestra un patrén de polvo para

un polimorfo de la rifaximina.

s 20/l deag

Figura 8. Patron de difraccién de rayos X polvo (XRPD) del polimorfo y de la rifaximina.

4.6.5. Difraccion de Rayos X por Monocristal

El fendbmeno de difraccion puede ocurrir en cualquier tipo de muestra, aunque se debe
asegurar que la interferencia entre las ondas que ocurren como resultado de la interaccion entre
los electrones presentes en los &tomos de una superficie y los rayos emitidos (sin ningin cambio
energético). Si se favorece esto la difraccion puede ocurrir en un periodo de tiempo especifico
dispersando los diferentes planos cristalograficos separados por una distancia similar a la

longitud de onda similar a la radiacién emitida, de aproximadamente 100 pm, como ocurre en
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cristales. En la Figura 9 se muestra un ejemplo de dispersion de luz para un monocristal.

Figura 9. Proyeccidn estereogréafica para un cristal octaédrico.

Utilizando la ley de Bragg es posible obtener una imagen de las posiciones en las cuales
el haz de rayos X fue dispersado o, en otras palabras, lugares presentes en el compuesto
cristalino con un orden de arreglo atdbmico que ocasiona una configuracion de difraccion
méaxima, a esto se le conoce como patron de difraccion, donde cada méximo o reflexion,
representa un angulo especifico que conlleva una lugar de separacion de planos atdmicos d, en
el cristal, por lo que diferentes arreglos estructurales conllevan a diferentes patrones de
difraccion Unicos para cada especie variando una serie de constantes presentes en la forma
simétrica mas reducida para la especie conocida también como celda unidad. Cuando se
requiere caracterizar compuestos o arreglos estructurales es usual la implementacion de
difraccion de rayos X a un cristal singular descomponiendo su patrén de difraccion, obteniendo
diferentes valores en los ejes de la celda unidad (a, b, ¢) y en la disposicion espacial de los
angulos para este arreglo (a, B, y) Obteniendo asi una imagen Gnica para este compuesto 3, la
cual otorga una comparativa clara de las diferentes reflexiones ocasionadas por la incidencia

de una serie de haces de rayos X al material en cuestion.
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4.7. Redes de Energia y Superficies de Hirshfeld.

En los ultimos afios, la quimica orgénica del estado sélido ha tenido un gran impacto
debido a la relacion entre las interacciones que se presentan en la estructura cristalina con las
propiedades fisicas de un material potencialmente activo, para esto, el estudio de redes de
energia ofrece una perspectiva innovadora del compuesto a caracterizar, siendo un ensayo
indispensable al momento de comparar estructuras similares entre si, pero con ligeras
diferencias en sus arreglos moleculares, como es el caso de los polimorfos de un compuesto
organico. Las redes de energias permiten visualizar la arquitectura molecular de estructuras
cristalinas 4. Estudios complementarios como las interacciones representadas en las
superficies de Hirshfeld permiten la visualizacion del comportamiento intermolecular de los
compuestos en diferentes entornos “°1. Haciendo uso de refinamientos en el volumen de cristal,
optimizacion del espacio intercristalino, en especifico ligeros vacios intermoleculares, es
posible reflejar el comportamiento del potencial farmaco a desarrollar. En esencia, las
superficies de Hirshfeld se diferencian de otros sistemas de representacion cristalina por la
cuantificaciéon ofrecida de estos en sus tamafios y formas moleculares, lo que se define

comunmente como esféricos fusionados de VVan de Waals ¢!,

La globularidad y la asfericidad de una molécula son términos que emergen con el
estudio de las superficies de Hirshfeld, la globularidad 1 (G) es una medida del grado en que
el area superficial difiere de una forma esférica ideal de igual volumen, por lo que, entre menor
sea el valor de globularidad mas complejo y estructurado seré el compuesto. La asfericidad 18
(©) es una medida de la anisotropia molecular y esté en el rango de 0 a 1, respectivamente de
menos a mas comprimida la estructura, haciendo referencia a los momentos de inercia de la

molécula. La combinacion de la globularidad y la asfericidad otorgan informacion sobre la
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figura molecular de las especies en el cristal. Las superficies de Hirshfeld garantizan que
cualquier espacio en el cristal, desde intersecciones moleculares o vacancias por solventes
indefinidos, sean visualizados en el diagrama superficial *], esto resulta de gran utilidad para
resolver diferencias sutiles debido a la omision por desorden molecular del solvente en

estructuras con caracteristicas similares, como es el caso de los polimorfos.

Las superficies de Hirshfeld ofrecen una serie de informacion que se resume en la tabla
3. El indice de forma es la propiedad mas util en la que se grafican huecos complementarios o
también conocidos como vacios electronicos, en color rojo, y las abolladuras o espacios con
gran densidad electrénica, en color azul. La curvatura es una funcion de la raiz cuadrada de la
estructura superficial donde se ven largas regiones de color verde, lo que significa un
ensanchamiento relativo, separado por bordes de color azul obscuro indicando una curvatura
eficiente en la molécula. La combinacion de las distancias externas e internas mas cercanas al
nucleo desde la superficie de Hirshfeld otorgan otro tipo de grafico conocido como esquema
por distancias de contacto normalizadas o “dnorm”, el cual usa la combinacién de colores rojo,
blanco y azul para distinguirse de otros diagramas superficiales, cuando los contactos o
interacciones son menores que la separacion de Van de Waals o “vdW” se denota un area en

color rojo mientras que en un contacto mayor a este valor mostrara una superficie de color azul.

Tabla 3. Resumen de diferentes funciones de distancia y curvatura graficadas por Superficies
de Hirshfeld %, donde ki y k2 son las curvaturas principales y r'®" se refiere al radio atdmico

de Van de Waals para cada especie (interna o externa).
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Funcion

Simbolo y Definicion

Rango cartografico

Distancia desde un punto en la
superficie hacia el nucleo més
cercano fuera de la superficie

Distancia desde un punto en la
superficie hacia el nacleo mas
cercano dentro de la superficie

indice de forma, S, medida del
tipo de forma molecular
expresada

Curvatura, C, medida de la
cantidad de la forma molecular

Distancias de contacto
normalizada

S =—tan"1(
Tl'

C

dnorm =

2
—1 /kz k3/2
p n ki + k3z/

vdWw vdW
di T de —Te

d.

vdW

TV

ky + k;
ki —k;

dw
=

)

Rojo para distancias cortas y
entre verde a azul para largas
distancias

Rojo para distancias cortas y
entre verde a azul para largas
distancias

-1.0 para formas concavas, 0
para la superficie minimay +1.0
para convexas

-4.0 para superficies planas 0.0
para unidades esféricas y +0.4
para singularidades

Rojo para distancias menores
que la suma del radio vdW, y
entre blanco y azul para
distancias mayores al radio vdW

Otra forma de representar las superficies de Hirshfeld son los graficos de huellas

dactilares los cuales otorgan una gran informacién inmediata debido a que su representacion

se da en dos dimensiones, muy util cuando se visualiza en papel impreso o en un monitor, esta

gréafica dactilar se crea a partir de la unién de las distancias internas y externas mas cercanas

hacia el nucleo que parten desde la superficie de Hirshfeld que esencialmente formarian un

pixel por cada coordenada atémica superficial, yendo desde el color azul, lo que representaria

puntos bajos o baja presencia, hasta verde a rojo, representando una gran cantidad de puntos.

Este diagrama dactilar es una herramienta Unica para la diferenciacion de polimorfos de un

determinado compuesto 5,



ANALISIS ESTRUCTURAL NUEVO POLIMORFO DE LA RIFAXIMINA 35

5. Objetivo General

Caracterizar un posible polimorfo de rifaximina y establecer una comparacion
supramolecular con las formas polimorficas alfa y beta.

6. Objetivos Especificos.

1. Comparar la solubilidad en equilibrio del material con los polimorfos a.y f.

2. Analizar por medio de técnicas vibracionales y termoquimicas el nuevo
polimorfo de la rifaximina.

3. Resolver el arreglo cristalino del nuevo polimorfo de rifaximina haciendo uso
de programas especializados en técnicas estructurales.

4. Comparar estructural y supramolecularmente el nuevo polimorfo de rifaximina

contra las estructuras o y  reportadas en la literatura.

7. Metodologia.

7.1. Solubilidad Mediante Espectroscopia UV VIS

Para el andlisis de solubilidad por Espectroscopia UV-VIS, se registr6 la absorcion de
la muestra y se determind la solubilidad en diferentes solventes mediante el uso de la Ley de
Lambert-Beer. La preparacion de las diferentes muestras se realizé utilizando una disolucién
1/100 como punto maximo disminuyendo su concentracion gradualmente, se dejé sedimentar
la muestra por 24 horas y luego se separ6 por decantacion, se tomé de 3 a 6 alicuotas de la
solucion en saturacion y se midio la absorcion en un espectrofotometro EVOLUTION 220 de

ThermoScientific, esto hasta que se formé una curva favorable para su comparacion.
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7.2. Analisis Mediante Técnicas Vibracionales y Termogravimétricas.

7.2.1. Obtencién del Material

La materia prima de rifaximina cristalina fue proporcionada por una empresa
farmacéutica nacional, el material fue estudiado sin someterlo a recristalizacion o algun otro

proceso quimico.

7.2.2. Obtencion de Espectros Infrarrojo

Mediante espectrometria IR se determind los posibles cambios para el momento dipolar
de los diferentes grupos funcionales, relacionando asi los posibles cambios estructurales
presentes en el material. Los espectros se registraron con el método de reflexion total atenuada
(ATR) en el espectrometro ALPHA 1l FT IR, de los grupos de investigacion: Grupo de
Investigacion en Compuestos Organicos de Interés Medicinal (CODEIM) y el Grupo de

Investigacion en Quimica Estructural (GIQUE).

7.2.3 Analisis Térmico Mediante Termogravimetria y Calorimetria Diferencial de Barrido

Se determind la estequiometria de los hidratos formados, las transiciones de fase y el
punto de fusién por medio del analisis de pérdidas de masa en los termogramas obtenidos y la
diferencia de calor que fue emitida por el polimorfo de rifaximina. Los analisis térmicos se
realizaron en el equipo TA Instrument Q10 de la Escuela de Ingenieria Quimica de la

Universidad Industrial de Santander.
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7.3. Caracterizacion Estructural del Nuevo Polimorfo Mediante Técnicas de Difraccion

de Rayos X

7.3.1. Registro de Datos por Difraccion de Rayos X de Polvo.

La muestra fue sometida a molturacion con parafina en un mortero de agata para el
montaje por medio de llenado frontal en un portamuestras de polimetilmetacrilato (PMMA).
El patron de polvo se midio utilizando el equipo Bruker D8 ADVANCE con geometria Da
Vinci ubicado en el laboratorio de Rayos X del Parque Tecnoldgico Guatiguara-UIS. Los
patrones fueron registrados a temperatura ambiente usando radiacion Kal A=1,5406A, en el
rango de 4° a 70,0° (20) con un paso de 0,02035° (20) a 0,6s/paso, con condiciones de voltaje
40 kV y amperaje de 30mA. El difractometro cuenta con un detector LynxEye con una apertura
de 2,93°, una rejilla divergente de 0,6 mm, dos ventanas soller axiales, una primaria y otra

secundaria de 2,5° cada una y un filtro de niquel.

7.3.2. Indexado de Reflexiones, Calculo de Grupo Espacial y Descomposicion del Patron.

Se realizo el estudio comparativo de las reflexiones presentes en el patron de difraccion
de polvo haciendo uso, en primera estancia del programa PREDICT (Blanton, 2019) que utiliza
el algoritmo DICVOL14, donde se obtuvo informacion acerca de las constantes y angulos de
celda del polimorfo, como también del volumen que ocupa el arreglo cristalino. Con el
programa EXP0O2014 (Altomare et al, 2013) se resolvio el grupo espacial haciendo uso de los
valores obtenidos anteriormente para las constantes de celda, volumen y posible estructura
molecular en el cristal. La descomposicion del patréon de difraccion se realiz6 mediante el

método de Rietveld obteniendo valores favorables para el material, hasta obtener una estructura
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cristalina acorde.

7.3.3. Resolucién de la Estructura Mediante Difraccion de rayos X de Monocristal.

Los cristales fueron inspeccionados en un microscopio de luz polarizaday se selecciond
las especies con mejor calidad para el registro de datos de difraccion por monocristal. Este
registro de datos se llevé a cabo a temperatura ambiente usando el difractometro Rigaku
XTALab P200-DS, ubicado en el Laboratorio de Rayos X del Parque Tecnolédgico Guatiguara-
UIS. El equipo trabaja con un tubo de Cobre con radiacion CuKa A=1,5418 A y un
monocromador de grafito. Las imagenes se registraron utilizando un goniémetro Euleriano de
3 circulos equipado con un detector de &rea Rigaku Pilatius 200K. EI programa CrysAlisPro
(Baker, 2013) fue utilizado para la reduccion e integracion de los datos obtenidos resolviendo
la estructura por métodos directos utilizando el programa ShelXT (Sheldrick, 2015) y refinando
la estructura cristalina por el método de minimos cuadrados en el programa ShelXL (Sheldrick,

2008).

7.4. Comparacion Supramolecular con los Polimorfos Alfa y Beta

Después de la resolucion de la estructura, se utilizd el programa CrystalExplorer
(Spackman, 2021) para representar las diferentes interacciones presentes en los
empaguetamientos cristalinos, obteniendo las figuras del indice de forma, curvatura, esquemas
por distancias de contacto normalizado, y graficos de huellas dactilares; representando las
diferentes fuerzas que intervienen en la estructura. Usando el programa CrystalExplorer se
representd las redes de energia en el material, lo cual representd una herramienta fundamental

para la visualizacion de las interacciones energéticas por medio de diagramas cilindricos donde
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se represento la fuerza de cada interaccion en el cristal.

8. Resultados
8.1.Caracterizacion por espectroscopia ATR-IR

El material presenta el espectro ATR-IR mostrado en la Figura 10.
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Figura 10. Espectro IR para el nuevo polimorfo de Rifaximina.

En este espectro se pueden destacar las bandas en 1221 cm™ correspondiente a la
tension del grupo fenol, en 941cm™ correspondiente a flexion en el plano del grupo C-H
aromatico y en el area comprendida desde 1650 cm™ hasta 1550 cm™ correspondiente a la
flexion nitrogeno hidrogeno de la amina secundaria de la rifaximina, también en el area desde
3500 a 3100 cm™ donde se suelen dar sobretonos de los grupos OH caracteristicos de la

molécula de rifaximina, también es posible observar acentuaciones pequefias como la mostrada
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en 1733cm™ correspondiente al grupo éster. En la tabla 4 se muestran las principales bandas

con su respectivo movimiento resonante.

Tabla 4. Interpretacion del espectro ATR-IR para la rifaximina.

Modo vibracional Frecuencia en Frecuencia esperada
espectro (cm™) (cm?)
OH, flexion fuera del plano 545 720-590
C-H aromatico, flexion fuera del plano 875 900-670
C-H aromatico, flexion dentro del plano 941 1225-950
C-O alcohol primario, estrechamiento 1046 1050
C-O-C éter, ensanchamiento asimétrico 1097 1150-1050
C-N amina, ensanchamiento 1155 1190-1130
C-O fenal, flexién 1336-1221 1410-1310; 1200
C-N amina terciaria, ensanchamiento 1318 1360-1310
C=C aromético, ensanchamiento 1594 1600-1500
N-H amina secundaria, flexién 1650 1650-1550
C-O éster 1733 1725-1705
C-H sp3, ensanchamiento 2900 3000-2800
C-H grupo vinilo fuera del anillo 2975 3100-3000
OH hidroxilo, tensién 3347 3500-3100
OH agua, flexion - 3600-3200;600-300

8.2.Anélisis por Difraccion de Rayos X de Polvo

La comparacion del patron de difraccion de polvo de la muestra con los patrones
calculados a partir de los datos de monocristal reportados del base de datos CSD (Figura 11),
no se encontrd coincidencia en las posiciones de los maximos de difraccion, por lo tanto, se
puede descartar la presencia de algunas de estas fases en la muestra. Por otro lado, al comparar
el patron de polvo registrado con el patron calculado de la forma e-rifaximina hemihidrato
determinada por datos de polvo de sincrotron en el articulo de Braga et. Al 21 (color rojo,
figura 12) y el reportado para el polimorfo ¢ (Color azul, Figura 12), se encontro que estos

son similares.
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Figura 11. Patron de difraccion de la muestra comparados con los reportados en la base de

datos CSD.
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Figura 12. Patrén de difraccion de la muestra comparado con el patron calculado de la forma
e-rifaximina hemihidrato determinada por datos de polvo de sincrotron en el articulo de

Braga et. Al %! (color rojo) y el reportado para el polimorfo «.
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El analisis de la estructura determinada por Braga y colaboradores usando datos de
sincrotrén, revelan algunas inconsistencias. En el arreglo cristalino del nuevo polimorfo de -
rifaximina se observo una serie de errores estructurales tales como:

a) La molécula de agua (014, Figura 13a), presenta un contacto corto con el
hidrogeno del metilo del carbono o de la amida, generando la formacién de un enlace formal;

b) El carbonilo del metil éster también presenta un enlace hidrégeno-oxigeno
irregular, debido a un contacto corto como se ilustra en la Figura 13b.

c) En el fragmento de pirido-benzimidazol, la estructura reportada presenta un
hidrégeno adicional en uno de los &tomos de nitrégeno y un metino terminal cuando deberia

corresponder a un grupo metilo (ver Figura 13c).
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Figura 13. Inconsistencias estructurales en el polimorfo de e-rifaximina reportado en el

articulo de Braga et. al.
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Dado que la estructura presenta algunos errores en la determinacion, y en vista de la
importancia de la adecuada caracterizacion estructural de los principios farmacéuticos, se llevo

a cabo la re-determinacion de la estructura de la forma e-rifaximina hemihidrato.

8.3.Indexado

El indexado del patron experimental se llevé a cabo usando el programa DICVOL
mediante la interfaz grafica PreDICT. El indexando de un total de 56 picos de difraccion
sugiere que el material cristaliza en un arreglo cristalino de monoclinico con constantes de
celda a=16,094(7) A, b= 20,86(2) A, ¢=13,561(6) A, p= 107,07(4)° y V= 4353(5) A3, con

figura de méritos asociada de M= 10,3 y F0)= 30,9 (0.0141, 46).

8.4. Determinacion del grupo espacial

La determinacion del grupo espacial del polimorfo de rifaximina se realiz6 usando el
programa EXP0O2014 a través del analisis de las ausencias sistematicas para el calculo de una
serie de grupos espaciales adecuados para el disefio molecular en cuestion. El grupo espacial

seleccionado fue el P2; (4) para el sistema monoclinico.

8.5. Descomposicion del Patron de Difraccion (WPPD)

Se realizo el ajuste punto a punto del patron de difraccion mediante el programa TOPAS
con los parametros obtenidos del proceso de indexado y el grupo espacial determinado. En la
figura 14 se observa el resultado del ajuste, en color azul se observa el patron experimental,

en color rojo el patron calculado y en gris la diferencia entre ambos patrones. Se puede observar
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que todos los méaximos de difraccion registrados estan contenidos en el patron calculado,

indicando que la celda obtenida en el indexado corresponde a la estructura del material.
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Figura 14. Descomposicion del patrén de polvo completo para la rifaximina.

Adicionalmente, los valores de los factores de confiabilidad mostrados en la tabla 5 se
encuentran en los rangos internacionalmente aceptados corroborando que la celda determinada

es la que mejor representacion de la estructura del polimorfo.

Tabla 5. Valores obtenidos para la descomposicion del patron polvo completo.

Factor de confiabilidad Valor obtenido Valor aceptado
Residual de perfil esperado 0.88 i
(Rexp) '
Residual de perfil ponderado 499 % menor 10 %
(Rwp)
Residual de perfil (Rp) 2.81 % -

Bondad de ajuste (GOF) 4.80 Cercanoal
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8.6. Resolucidn y anlisis estructural

La estructura del polimorfo e-rifaximina hemihidrato se determin6 utilizando el método
de “recocido simulado” mediante el programa EXPO2014. Como resultado se obtuvo una
estructura con funcion de costo de “12,183” lo cual indica que la estructura obtenida es una
aproximacion adecuada del polimorfo en estudio. Se realizaron 12 ensayos de determinacion
estructural de 10 corridas cada uno con un tiempo promedio de 76 horas por corrida. En el
primer ensayo se model6 sin restricciones geométricas mientras que en los otros se llevaron a
cabo con restricciones de &ngulos de torsion, angulos de enlaces, “antichoque” (distancia
minima entre dos moléculas) y orientacién preferencial. EI mejor resultado corresponde a la
estructura determinada haciendo restriccion de los angulos de torsion de los grupos metil éster

y metoxilos, orientacién preferencial del plano 001 y antichoque: H-H, H-O, H-C, O-O y C-0.

El refinamiento de la estructura se llevd a cabo mediante el método de Rietveld
utilizando el programa TOPAS. Los pardmetros de confiabilidad mostrados en la tabla 6

sugieren que la estructura determinada es la mas adecuada para el material.

Tabla 6. Parametros de confiabilidad del refinamiento de la estructura e-rifaximina

hemihidrato determinada.

Factor de confiabilidad Valor obtenido Valor aceptado
Residual de perfil esperado 108 i
(Rexp) '
Residual de perfil ponderado 9.34 % menor 10 %
(Rwp)
Residual de perfil (Rp) 7.07 % -

Bondad de ajuste (GOF) 8.63 Cercanoal




ANALISIS ESTRUCTURAL NUEVO POLIMORFO DE LA RIFAXIMINA 46

La unidad asimétrica de la e-rifaximina hemihidrato consta de dos moléculas
cristalograficamente independientes de rifaximina (molécula 1 y 2) y una molécula de agua
como se muestra en la Figura 15; los errores observados en la estructura determinada por Braga
y colaboradores no se observan en la determinacion en este estudio. La estructura cristalina se
encuentra gobernada por enlaces de hidrogenos (Tabla 7) e interaccione H:-'m. En el

empaquetamiento estan presentes 8 enlaces de hidrégenos intramoleculares mostrados en la

Figura 16.
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Figura 15. Unidad asimétrica de la estructura de e-rifaximina hemihidrato.

Tabla 7. Enlaces de hidrogenos presentes en la estructura de la e-rifaximina hemihidrato.

D-H---A D-H(A) H--ARA) D---AA) D-H---A(°)

. 06-H3:--05 1.00 2.07 2.5941 110

o C23-H20---011 1.10 2.25 2.8361 111

= C34-H41---010 1.10 2.16 2.7285 109

8 C38-H48---N1 1.10 2.39 3.0263 116

2 C57-H65:--017 1.10 2.52 3.0765 110

S C66-H72:--022 1.10 2.59 2.9934 101

= C75-H85---024 1.10 2.46 2.8928 102
C83-H101---026  1.10 1.85 2.5794 120

Continuacion Tabla 7.
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D-H---A D-H(A) H--AR) D---AA) D-H---A(°)
N1-H1.--026 1.02 2.50 3.5202 177
013-H4---025 1.00 1.88 2.5373 120
C18-H13---09 1.10 2.12 3.0953 147
S C43-H43C---023  0.97 1.93 2.8328 153
= C36-H44---020 1.10 2.14 2.8972 124
8 C56-H61---07 1.10 2.59 3.6031 153
2 C61-H67---020 1.10 1.72 2.8065 169
= C73-H81.--018 1.10 2.22 3.0542 131
= C86-H86B---012  0.97 2.39 3.2774 152
C86-H86C---021  0.97 2.43 2.8286 104
C79-H96---024 1.10 2.14 2.7528 113
C84-H102---012  1.10 2.38 3.3422 145

Los enlaces de hidrégenos intermoleculares mas frecuentes son los descritos por el

simbolo grafo S(5) seguido del S(6).

/s -
(5) (¥
S(S)TJ); / e
@ H4 ‘
e /‘5(6) A \" ~5(8)
- S’
S(6) }.\.
05 s, S(5)
H3
Molécula A Molécula B

Figura 16. Enlaces de hidrogenos intramoleculares presentes en la e-rifaximina hemihidrato.

Las moléculas empaquetan en forma de dimeros de moléculas cristalograficamente
independientes conectadas por el fuerte enlace de hidrogeno N1-H1---026 (Figura 17). Este
contacto origina que los anillos estén orientados con la geometria “cara a cara desplazada”

como se observa en la mayoria de los polimorfos de la rifaximina.



ANALISIS ESTRUCTURAL NUEVO POLIMORFO DE LA RIFAXIMINA 48

Figura 17. Arreglo estructural de los dimeros de moléculas de rifaximina.

La geometria cara a cara desplazada observada en los anillos de seis miembros presenta
ligeras diferencias comparada con la disposicion espacial mostrada para esta forma cristalina
en el articulo de Braga y colaboradores (Figura 18). Este resultado refleja que la estructura
determinada en este estudio posee algunas diferencias que representan un mejor modelo

estructural para el polimorfo e-rifaximina hemihidrato.
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a-Rifaximina B-Rifaximina hidrato

d-Rifaximina dihidrato e-Rifaximina hemihidrato

e-Rifaximina hemihidrato en este estudio

(b)
(a)

Figura 18. (a) Orientaciones espaciales de los anillos de 6-miembros en los polimorfos

reportados por Braga y colaboradores y, (b) de la estructura determinada en este estudio.

Los dimeros estan conectados entre si a lo largo del eje a por los enlaces de hidrégenos
no convencionales y generando una especie de red
bidimensional que se extiende por el plano ac de la celda (ver figura 17). A lo largo del eje ¢
los dimeros se conectan a través de enlace de hidrégeno bifurcado C86-H86B---012, C84-
H102---0O12 y el enlace generando cadenas que se extiende de forma paralela
al eje ¢ (ver Figura 19); a lo largo de b se unen por los enlaces C86-H86C---O21 y O13-

H4..-025 (Figura 19).

La molécula de agua forma un anico enlace de hidrégeno no convencional y finito con

la molécula 2 de rifaximina como se muestra en la Figura 21.
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Figura 19. Enlaces de hidrogeno C86-H86B---012, C84-H102---012 y C43-H43C---023

paralelos al eje c. Los &tomos de hidrogenos fueron removidos para mayor claridad.

Figura 20. Enlaces de hidrogeno C86-H86C---021 y 013-H4---025 en la estructura de la ¢-

rifaximina hemihidrato.
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Figura 21. Enlace de hidrogeno de la molécula de agua.

51

En el articulo de Braga y colaboradores, los autores indican que en todas las formas

cristalinas hidratadas estudiadas de la rifaximina (polimorfos a y ), existe un “nicho”, un lugar

comun en las estructuras donde las moléculas de agua pueden acomodarse de forma "suelta".

Este criterio fue utilizado para intentar localizar la molécula de agua en las formas 6 y € debido

al hecho de que las estructuras se resuelven a partir de los datos del polvo y resulta mucho mas

dificil modelar la posicion de la molécula de agua.

En la estructura determinada en este estudio la molécula de agua queda contenida entre

las dos moléculas cristalograficamente independiente de rifaximina mientras que en la

reportada por Braga et. al. estd conectada a una de las moléculas cristalograficamente

independientes. La posicion de la molécula de agua obtenida en la estructura determinada varia

con respecto a la reportada por Braga tal como se muestra en la Figura 22.
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e-Rifaximina hemihidrato
determinadc en este estudio

e-Rifaximina hemihidrato reportado
por Bragay colaboradores

Figura 22. Posiciones de las moléculas de agua en la estructura de e-rifaximina hemihidrato

reportada por Braga y colaboradores y en este estudio.

La estructura también revela la presencia de una interaccion C-O---x y varias del tipo
C-H---n (Tabla 8); las interacciones 7 se representan con los centroides de los anillos. Estos
contactos cortos contribuyen a la formacion de los dimeros de las moléculas de rifaximinay a

su vez mantienen unidos los dimeros a lo largo del eje ¢ como se muestra en la Figura 23.

Tabla 8. Parametros geométricos de las interacciones C-O---n 'y C-H- - m presentes en la

estructura de e-rifaximina.

Y-X:--Cg X---Cg (A) X(H,0)-Perp  y(®) X-H---Cg X:--Cg Y-X, Pi (°)
| A) () (A)

C54-019---Cg5' 3.9841 3.870 13.74 73 3.8036 3.71
C13-H6---Cg1' 2.68 2.13 37.36 71 2.5385 45
C56-H61---Cgl’ 2.93 2.45 33.02 150 3.9173 43
C72-H78---Cg2" 2.15 1.81 32.53 94 2.4853 29
C76-H90---Cg4" 2.78 2.75 8.41 128 3.5596 37
C79-H96---Cg3" 2.74 -2.32 32.39 90 2.9556 5

Cadigos de simetria: i: x, y,-1+z; ii: X, y z. La geometria de los contactos es definida por los siguientes parametros: X---Cg =
distancia H---Cg/O---Cg; y = dngulo entre el vector Cg-H/ Cg-O y la normal del anillo; X-Perp = distancia perpendicular del
H/O al aplano del anillo; X-H---Cg = angulo X-H-Cg; X-Y ---Cg = angulo X-O-Cg; X---Cg = distancia de X a Cg; X-Y,n =

&ngulo del enlace X-H/X-O con el plano .
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Figura 23. Interacciones C-O---n y C-H-- -7 presentes en la estructura de e-rifaximina

hemihidrato.

Figura 24. Cintas en zigzag de moléculas de rifaximina que se extiende a lo largo del eje b.
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En la estructura determinada de e-rifaximina hemihidrato, los enlaces de hidrdgenos y
las interacciones C-O---n y C-H---m originan el arreglo cristalino en forma de cintas en zigzag
que se extienden a lo largo del eje b de manera similar a la reportada por Braga y colaboradores

(ver Figura 24).

8.7.Analisis supramolecular del polimorfo e-rifaximina hemihidrato

El volumen total de las superficies de Hirshfeld para las moléculas es 21452 A3,
correspondiente al 98,5% del volumen de la celda, lo que indica que las moléculas se
empaquetan con pocos intersticios. La superficie de Hirshfeld (HS) del compuesto con
mapeado con dnorm revela la presencia de importantes interacciones moleculares (Figura 25).
Se observan dos puntos rojos muy intensos y complementarios correspondientes a los enlaces

de hidrégenos e interaccion mostrados anteriormente.

El indice de forma es sensible a pequefios cambios en la superficie y se diferencia por
el color azul que indica "protuberancias" asociadas con los atomos de hidrégenos donados de
una interaccién intermolecular (o cualquier otro atomo donado) y el color rojo que representa
"agujeros" asociados con los aceptores; Las areas amarillo-rojas indican interacciones
intermoleculares débiles. En las superficies de indice de forma se observan las manchas en
forma de triangulos caracteristicos de las interacciones 7 -m en una de las caras de los anillos
indicando la presencia de estos contactos y las cuales también son responsables de las

orientaciones espaciales de los anillos de 6-miembros mostradas en la Figura 18.

La superficie de curvatura muestra poca planaridad, sin embargo, en las caras de los

anillos de las moléculas de rifaximina se observan zonas planas donde se producen las
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interacciones x- - -7 indicando el apilamiento cara-cara paralelo de las moléculas.

Superficie de Hirshfeld Indice de Forma Curvatura

Molécula 1

&

Interacciones 71 Area plana

Molécula 2

@ S

Interacciones 71t

Agua
C70-H76---024 021---024, 021---H105

ey 6 6

C79-H96---024

Figura 25. Superficies de Hirshfeld, indices de forma y curvatura del e-rifaximina

hemihidrato.

La molécula de agua presenta la mancha roja intensa del enlace de hidrégeno C79-
H96---024 mostrado en la Figura 20. Adicionalmente, se observan otras interacciones cortas
originadas por otros contactos del atomo 024 del agua con los atomos de oxigeno del grupo
metoxilo y del metil éster de la molécula 2 de rifaximina (azul, verde y naranja, Figura 25);

también estan presentes contactos con los atomos de hidrdgeno del agua con estos grupos.
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El andlisis de las huellas dactilares (Figura 26) muestra que las moléculas
cristalograficamente independientes presentan los mismos contactos siendo los de mayor
contribucion las interacciones H---H y O---H debidas a las fuerzas dispersivas y a los enlaces
de hidrogeno (convencional y no convencional) respectivamente. Las distribuciones de los
porcentajes de las interacciones son un poco similares en cada una de las moléculas, sin
embargo, los contactos O---O en la molécula 1 son mucho menores (0,6 %) que los observados
en lamolécula 2 (1,3 %) debido al mayor nimero de interacciones presentes con el atomo 024

de la molécula de agua que posee un valor de 10,5 % de estos contactos.

Los graficos de huellas dactilares indican que la estructura esta dominada por fuerzas
de van der Waals con 65,4%, 62,4 % y 74,5 % de interacciones H---H mientras que en las
moléculas de rifaximina las interacciones O---H/ H---O representan el 22,6 % y 23,9 %. Por
otro lado, los contactos C---H/H---C (que involucran las C-H:--x), contribuyen de forma
importante con el 4,9% y 6,0 %. Los contactos C---C (incluyendo las interacciones n--m) y

C---O muestran una pequefia contribucion en la superficie.
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¢

0---C/C---02,0% C---H/H-~-C0.1%
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Figura 26. Huellas dactilares para cada fragmento de la unidad asimétrica del e-rifaximina

hemihidrato, donde se muestran las contribuciones de cada contacto posible al area de la

respectiva superficie de Hirshfeld.
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8.8.Comparacion del e-rifaximina hemihidrato con los polimorfos a y p de rifaximina

La comparacion de la forma e-rifaximina hemihidrato con los polimorfos a y B de

rifaximina se llevé a cabo usando los archivos contenidos en la base de datos CSD con

cédigo ZEFMUU (forma o) y ZEFNEF (forma B trihidratado).

Las huellas dactilares de los polimorfos o y B (Figuras 27 y 28 respectivamente), en

promedio poseen distribuciones de las interacciones similares entre ellas indicando que

también deben presentan similitudes en las interacciones intermoleculares. Por esta razon, estas

formas cristalinas de la rifaximina son las aceptadas por la FDA (Food and Drug

Administration, por sus siglas en inglés) para la produccion de medicamentos, ya que poseen

comportamientos de solubilidades similares sin provocar riesgos secundarios.

O HXONBDOIHRONDO®

‘ lowaazrsseezeet
H-H: 61,9%

TODO: 100% O-H: 23,0%

i oA €

DmOoONDOBONDD®

D BONDOINRONDD®

—&am—a—z;—&e—e—@—z—e—e—ﬂl

0-0:1,2%

N-H: 1,0%

C-0:1,9%

OdDowONBOBON

PEXONBOHRONDOD®

C-N:0,6%

DOONBDNBONDO®

ODHXONDNRONDOD®

O-N: 0,6%

Figura 27. Huellas dactilares di (distancia VVan der Waals interna) vs de (distancia VVan der

Waals externa) para el polimorfo o de rifaximina.
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Figura 28. Huellas dactilares di (distancia Van der Waals interna) vs de (distancia VVan der

Waals externa) para el polimorfo B de rifaximina trihidratado.

Al comparar estos porcentajes de interacciones con el promedio obtenido para las
moléculas de rifaximina de la forma ¢ (Figura 29), se observa una distribucion analoga para
las tres estructuras. Esto sugiere que las interacciones intermoleculares de la estructura
determinada en este trabajo también deben ser similares y, por lo tanto, puede ser que algunas

de sus propiedades fisicoguimicas también presenten similitudes.
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g-rifaximina hemihidrato

o % 2% 0% A 50% % % a0% Y 100%

mH-H mO-H mC-H wC-C mO-C mN-C mO-O mN-O

a-rifaximina

o % 2% 0% A 50% % % a0% Y 100%

mH-H mO-H mC-H »nC-C mO-C mO-O mN-H msN-O

B-rifaximina trihidrato

o % 2% 0% A 50% % % a0% Y 100%

EH-H m0-H m0-0 mC-H aC-C mC-O mN-H aN-O
Figura 29. Comparacion de los promedios de porcentajes de las interacciones presentes en

los polimorfos e-rifaximina hemihidrato, a-rifaximina y f de rifaximina trihidrato.

8.9.Ensayo de solubilidad

Antes de realizar los ensayos de solubilidad se llevé a cabo la caracterizacion del
material mediante métodos térmico y difraccion de rayos X de monocristal. Estos analisis se
realizaron debido a que la rifaximina, indiferentemente del polimorfo presente, es higroscépico

y tiende a modificar su arreglo cristalino durante el tiempo de almacenamiento.
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8.9.1 Andlisis térmico TGA-DSC

La curva obtenida por termogravimetria mostrado en la figura 30, presenta informacion
de gran importancia sobre la estructura de la rifaximina en estudio. La pérdida de masa de
4.606 % observada desde 35 hasta 100° C corresponde a la pérdida de moléculas de agua
presentes en la estructura cristalina. La proporcion de perdida por deshidratacion corresponde
a dos moléculas de agua. Posteriormente, el diagrama presenta una reduccion de masa
considerable la cual se asume a la descomposicién del material en una temperatura de 215° C

aproximadamente.

ool paleans, sy

gt

Figura 30. Diagrama térmico obtenido por termogravimetria de la muestra de rifaximina.

En la figura 31 se muestra el termograma obtenido por DSC, donde el material muestra
una pérdida de agua en el rango de 25 hasta 100° C aproximadamente con un pico endotérmico
méaximo en 96,70° C. En la figura también se puede deducir el punto de fusion del material el
cual fue de 214,85° C, temperatura donde se present6 la Ultima transicién endotérmica del
diagrama. En el trabajo de Kogawa y colaboradores ! se muestran los resultados por DSC para
diferentes mezclas de los polimorfos a y B de la rifaximina, en la cual se muestran transiciones

endotérmicas entre 60-100° C similares a la obtenida en la muestra en estudio de rifaximina.
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Figura 31. Termograma DSC de la muestra de rifaximina en estudio.

8.9.2. Analisis por difraccién de rayos X de monocristal

En la muestra luego del almacenamiento de 5 a 6 meses se observo la presencia de
monocristales en forma de placas. Algunos cristales se inspeccionaron bajo un microscopio de
luz polarizada y se selecciond un cristal para el registro de datos de intensidad en el
difractémetro de rayos X de monocristal. Los datos se registraron a temperatura ambiente en
un difractémetro Rigaku XTALAB usando radiacion MoKa. con el difractdmetro operando a

50 KV y 40 mA.

La integracion y reduccion de datos indican que el material presenta una estructura
cristalina monoclinica con grupo espacial P2; y parametros de celda a= 13,738(4) A, b=
20,240(6) A, c= 16,335(9) A, p= 106,54(4)°, V= 4354(3) A%y Z= 4. La unidad asimétrica
(Figura 32) es consistente con la formula molecular C43Hs:N3O11°2(H20). La estructura del
material corresponde al polimorfo 6-rifaximina dihidratado y coincide con la reportada en la

base de datos CSD con codigo ZEFNOP (ver Tabla 9).
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Figura 32. Unidad asimétrica del polimorfo &-rifaximina dihidratado presente en la muestra.

Tabla 9. Comparacion de los parametros cristalinos de la muestra comparados con el

reportado en la base de datos CSD con cddigo ZEFNOP.

0-RIFAXIMINA

Muestra MUESTRADE 5 inpaTo
(Codigo: ZEFNOP)
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico
a (A) 13,738(4) 13,760(0)
b (A) 20,240(6) 20,256(0)
¢ (A) 16,335(9) 16,347(0)
Constantes de celda o
unidad () %0 %0
B () 106,54(4) 106,71(0)
v (©) 90 90
Volumen (A3) 4354(3) 4363,798
Grupo espacial P21 P21

Las transformaciones de fase de la rifaximina han sido documentadas y son promovidas

por la ganancia o perdidas de moléculas de agua como se ilustra en la Figura 33.
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Figura 33. Relacion entre varias formas cristalina de la rifaximina. (€l

Los resultados obtenidos por el anlisis térmico y difraccion de rayos X de monocristal
sugieren que, en la muestra, luego del almacenamiento, hay presencia de varias fases cristalinas
de la rifaximina por lo tanto, no se realizd el ensayo de solubilidad dado que el resultado

corresponderia a una mezcla de fases del principio activo y no Unicamente de la forma .
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9. Conclusiones

La estructura del polimorfo de rifaximina obtenida en este estudio corresponde al
polimorfo & hemihidrato que anteriormente ha sido reportada por Braga y colaboradores,

presentando un patron de difraccion en polvo idéntico al reportado en la literatura.

El arreglo cristalino reportado por Braga y colaboradores presenta una serie de
inconsistencias estructurales resueltas en este estudio, obteniendo asi una mejor resolucion de

la estructura para el polimorfo ¢ de rifaximina hemihidrato.

La estructura del e-rifaximina hemihidrato se encuentra gobernada por enlaces de
hidrdgenos, interacciones C-O---n, C-H--'my m - 7.

Las moléculas cristalograficamente independientes de rifaximina empaquetan en forma
de dimeros conectados por enlaces de hidrogenos y contactos C-H---ny @ ' que se extiende
paralelos al eje b. A su vez los dimeros se unen a través de enlaces de hidrégeno e interacciones

C-H---malo largo de los ejescy a.

El andlisis supramolecular a través de las Superficies de Hirshfeld y los graficos de
huellas dactilares indican que la estructura esta dominada por fuerzas de van der Waals con
65,4%, 62,4 % y 74,5 % de interacciones H---H mientras que en las moléculas de rifaximina

las interacciones O---H/ H---O representan el 22,6 %y 23,9 %.

Los porcentajes de contribucion de las interacciones de las moléculas de rifaximina de
la forma € con y los polimorfos a y P, presentan una distribucion andloga para las tres

estructuras. Esto sugiere que las interacciones intermoleculares de la estructura determinada en
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este trabajo también deben ser similares a las formas oy By, por lo tanto, puede ser que algunas

de sus propiedades fisicoquimicas también presenten similitudes.

Las técnicas de andlisis térmico TGA-DSC y difraccion de rayos X de monocristal
confirman la presencia de varias fases cristalina de rifaximina luego de un tiempo de

almacenamiento, por lo cual no fue posible realizar el estudio de solubilidad.
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