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Glosario
Cg: Centroides
CSD: Base de datos de Cambridge
DRX: Difraccion de rayos X
DRXP: Difraccion de rayos X de polvo
DSC: Calorimetria diferencial de barrido
HS: Superficies de Hirshfeld
IR: Espectroscopia Infrarroja
PDF: Powder Diffraction File
PFA: Principio farmacéutico activo

TGA: Analisis termogravimétrico
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Resumen

Titulo: Caracterizacion estructural por Difraccion de Rayos X de muestras policristalinas a
temperatura ambiente del polimorfo I del Crisaborole”

Autor: Sofia Guzmén Soto™

Palabras Clave: Crisaborol, Polimorfismo, Difraccion de rayos x de polvo, Anélisis

supramolecular

Descripcion: En el presente trabajo se reporta la caracterizacion estructural del polimorfo I del
Crisaborol a temperatura ambiente. El estudio se llevo a cabo mediante técnicas de difraccion de
rayos X de polvos (PXRD) , complementada con andlisis espectroscopico infrarrojo (IR),
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y termogravimetria (TGA). Estos métodos permitieron
identificar las fases solidas obtenidas, registrar los patrones de difraccion y realizar la validacion
de las estructuras cristalinas y analisis supramolecular. El andlisis realizado mediante
espectroscopia infrarroja confirmo la identidad del polimorfo I, mostrando concordancia con los
perfiles esperados para este solido.

Los célculos cristalograficos permitieron establecer que el compuesto cristaliza en el grupo
espacial P1 con parametros de celda a= 6.4955(3), b=6.9214(3), c=15.0353(7), 0=84.928(4)
B=77.903(5), y=65.095(2), V=599.48(A%).

El analisis supramolecular revel6 la existencia de interacciones de hidrégeno del tipo O-H---O y
contactos C—H---N, ademas de interacciones n—m entre los anillos aromaticos, que en conjunto
estabilizan el empaquetamiento cristalino. Estas interacciones se visualizaron y confirmaron
mediante el analisis de superficies de Hirshfeld y los mapas asociados de huellas digitales, que

evidencian el predominio de contactos H---H, H---O y C---C en la red cristalina.

* Trabajo de Grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: José Antonio Henao Martinez. Doctor en Quimica. Codirector:
Robert Antonio Toro Hernandez. Doctor en Quimica.
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Abstract

Title: Structural characterization by X-ray diffraction
polycrystalline samples at room temperature of Crisaborole polymorph I
Author: Sofia Guzman Soto™

Key Words: Crisaborol, Polymorphism, X-ray powder diffraction, Supramolecular analysis

Description: This work reports the structural characterization of Crisaborole polymorph I at room
temperature. The study was carried out using powder X-ray diffraction (PXRD) as the main
technique, complemented by infrared spectroscopy (IR), differential scanning calorimetry (DSC),
and thermogravimetric analysis (TGA). These methods enabled the identification of the solid
phase obtained, the registration of diffraction patterns, and the validation of the crystal structure
together with the supramolecular analysis.

The analysis performed by infrared spectroscopy confirmed the identity of polymorph I, showing
full agreement with the expected spectral features for this crystalline phase. Crystallographic
calculations established that the compound crystallizes in the triclinic system, space group PI, with
unit cell parameters a = 6.4955(3) A, b = 6.9214(3) A, ¢ = 15.0353(7) A, a = 84.928(4)°, B =
77.903(5)°, ¥ = 65.095(2)°, and V = 599.48 A3.

Supramolecular analysis revealed the presence of O—H- - -O hydrogen bonds and C—H: - -N contacts,
in addition to m—r interactions between aromatic rings, which collectively stabilize the crystal
packing. These intermolecular forces were visualized and confirmed through Hirshfeld surface
analysis and the corresponding fingerprint plots, which demonstrated the predominance of H---H,

H---0O, and C---C contacts in the crystalline lattice.

* Degree Work
* Faculty of Sciences. School of Chemistry. Academic program. Director: José Antonio Henao Martinez. PhD in
Chemistry. Co-director: Robert Antonio Toro Hernandez. PhD in Chemistry.
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Introduccion

El polimorfismo es la capacidad de algunas sustancias de cristalizar en dos o més fases
cristalinas en las que los componentes tienen diferentes disposiciones o conformaciones
espaciales. Este fendmeno es de particular importancia en la industria farmacéutica ya que pueden
influir en la eficacia, biodisponibilidad y toxicidad del fairmaco. Por lo tanto, el estudio y la
caracterizacion de estos polimorfos desempefian un papel importante en la eficacia, seguridad y
calidad de los productos farmacéuticos.

El Crisaborol, es un medicamento antiinflamatorio no esteroideo que se usa para el
tratamiento de la dermatitis atopica. Este acta inhibiendo la enzima fosfodiesterasa 4 (PDE4)
reduciendo la degradacién del monofosfato de adenosina ciclico (Lee et al., 2018). Al ser un
medicamento relativamente nuevo (2016) se hace necesario la investigacion de sus estructuras
polimorficas a temperatura ambiente. Estas estructuras se pueden identificar y caracterizar por
medio de diversas metodologias, sin embargo, la técnica mas utilizada es la Difraccion de Rayos
X (DRX). Las técnicas de difraccion permiten detectar las formas amorfas, solvatos e hidratos de
un principio farmacéutico activo (PFA) y estos resultados se archivan en bases de datos
cristalograficas que son herramientas ampliamente utilizadas para la identificacion solida de PFAs;
adicionalmente, la informacion cristalografica es til para la comprension tedrica de la accion

biomolecular de los farmacos y el disefio de farmacos modernos basados en la estructura.
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1. Planteamiento del problema

El polimorfismo cristalino es un fendmeno comun en la industria farmacéutica, donde un
mismo compuesto puede existir en diferentes formas cristalinas, conocidas como polimorfos. Este
fenomeno es significativo, para el 2007 presentaba el 80-90% de los compuestos organicos
reportados y en al menos en uno de cada dos compuestos farmacéuticos evaluados (Stahly, 2007).
La existencia de multiples polimorfos en los fArmacos puede influir en sus propiedades criticas,
como la solubilidad, la estabilidad y propiedades fisicas como el punto de fusion y comportamiento
térmico, lo que a su vez afecta su eficacia y seguridad (Byrn, 1999), por lo tanto, la caracterizacion
polimorfica del (PFA) es indispensable. Sin embargo, la caracterizacion de estas formas cristalinas
puede verse obstaculizada por la falta de patrones de polvo de alta calidad en las bases de datos
como la Powder Diffraction File (PDF) y/o reportes estructurales en la base de datos de Cambridge
(CSD).

La determinacion estructural de un PFA puede realizarse a diferentes temperaturas o segiin
conveniencia, sin embargo, al comparar los patrones de difraccion de polvo calculados entre bajas
temperaturas y temperatura ambiente los picos de difraccion caracteristicos sufren
desplazamientos en las posiciones 20. Estos desplazamientos son consecuencia de los cambios en
los parametros de red debido a la contraccion o expansion térmica del cristal. Cuando la
temperatura disminuye, los &tomos vibran menos y el reticulo cristalino se contrae, lo que produce
un aumento en el angulo de difraccion (0), desplazando los picos hacia la derecha (mayores valores
de 20). Por el contrario, al aumentar la temperatura, se incrementa la amplitud de vibracién
atomica, lo que conduce a una expansion de la red cristalina y a una disminucion del angulo 0,
desplazando los picos hacia la izquierda (menores valores de 20). Dado que estos cambios son

generalmente anisotropicos y dependientes de la temperatura, los patrones de difraccion calculados
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a partir de estructuras determinadas por DRX de monocristal a bajas temperaturas suelen diferir
de los patrones obtenidos a temperatura ambiente. Por lo tanto, estos desplazamientos pueden
llevar a errores en la identificacion de fases cristalinas cuando se emplean patrones de difraccion

de rayos X en polvo registrados a temperatura ambiente.

2. Justificacion

Actualmente existe un proyecto conocido como Grant-in-Aid (GiA), una iniciativa por
parte del ICDD (International Centre for Diffraction Data) en la que se incentiva a los
investigadores de todas partes a caracterizar patrones de DRX de buena calidad y a temperatura
ambiente, para asi ser utilizados en futuras investigaciones como referencia o para la identificacion
de farmacos, muestras forenses y otro tipo de andlisis. Sin embargo, muchos de los compuestos
farmacéuticos no cuentan con su estructura publicada y algunas de las que se han reportado
presentan deficiencias (Kaduk et al., 2014)

Por otro lado, cuando se determina la estructura de un PFA mediante difraccion de rayos
X de monocristal, frecuentemente se utilizan datos obtenidos a bajas temperaturas. En contraste,
los patrones de polvo se generan a temperatura ambiente. Al realizar la identificacion de un PFA
a temperatura ambiente utilizando un patroén calculado a partir de datos de monocristal a bajas
temperaturas se pueden observar desplazamientos no lineales en las posiciones de los picos de
difraccion. Estos desplazamientos son consecuencia de la expansion térmica y pueden ocasionar
errores en la identificacion.

En el caso del Crisaborol, no se encuentran reportes de patrones de difraccion en la base
de datos de polvo (PDF), mientras que la base de datos de monocristal (CSD) solo se han

documentado dos reportes estructurales de los polimorfos I y II a bajas temperaturas, lo que
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dificulta su adecuada identificacion al compararlos con patrones obtenidos a temperatura
ambiente. Por lo tanto, es importante llevar a cabo la medicion de un patron de difraccion de alta

calidad para el polimorfo I del Crisaborol y determinar su estructura a temperatura ambiente.

3. Objetivos

3.1. Objetivo General

Determinar a temperatura ambiente la estructura cristalina del polimorfo I del Crisaborol
3.2. Objetivos Especificos

Caracterizar y determinar la estructura del polimorfo I del Crisaborol.

Realizar el analisis supramolecular del polimorfo I del Crisaborol.

Realizar la comparacion estructural y supramolecular del Crisaborol reportada a baja

temperatura y la obtenida a temperatura ambiente.

4. Marco tedrico

4.1. Polimorfismo

Hay multiples definiciones de polimorfismo, en la modernidad McCrone (1965) lo define
como “Una fase cristalina solida de un compuesto en especifico, resultado la posibilidad de al
menos dos ordenamientos diferentes de las moléculas de ese compuesto en estado solido”. Del
mismo modo muchos investigadores han proporcionado definiciones relacionadas con Ia
composicion de los materiales y categorizacion de las estructuras quimicas. Por ejemplo (Reinke
et al., 1993) define el polimorfismo como “el fenomeno donde se pueden formar estructuras
supramoleculares con diferentes propiedades fisicas bien definidas a partir de especies

quimicamente uniformes, tanto en estado liquido como s6lido”. El término polimorfo se usa para
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describir compuestos que poseen la misma estructura quimica, pero que presentan variaciones en
su estructura cristalina. Para tener una definicion clara de polimorfo es importante tener en cuenta
su clasificacion como sales hidratos solvatos o cocristales (Figura x).

Figura 1
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Nota. Adaptado de Polimorfos, sales y cocristales: ;Qué hay en un nombre?, por Aitipamula et
al., 2012.
4.2. Polimorfismo en productos farmacéuticos
En la industria farmacéutica el polimorfismo se define como la capacidad de un principio
farmacéutico activo (PFA) de adoptar diferentes ordenamientos espaciales. Estas diferencias se
originan en condiciones fisicoquimicas y termodinamicas particulares durante la sintesis en el
laboratorio y la cristalizacion del sélido una vez que ha sido sintetizado (Maria & Garland, 2007).
La deteccion de la cantidad de polimorfos de los PFA esté relacionada con su estructura
quimica ademas de ser crucial ya que las diferentes formas polimorficas tienen propiedades fisicas
y farmacéuticas unicas las cuales ejercen una influencia importante en la estabilidad, solubilidad

y velocidad de disolucion de la materia prima (Byrn et al., 1999).
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Un ejemplo emblematico de polimorfismo dentro de la industria farmacéutica se observa
en el Ritonavir (Norvir®) (Bauer et al., 2001). En el proceso de sintesis de este medicamento
surgi6 una complicacion notable cuando se present6d un polimorfo adicional no identificado en la
preformulacion, el polimorfo recién identificado hacia que el farmaco se disolviera

inadecuadamente, lo que disminuia su eficacia (Tabla 1).

Tabla 1

Distintas | Etanol/Agua | 99/1 [mg/mL] 90/10 [mg/mL] 75/25 [mg/mL]
Polimorfo I 90 234 170
Polimorfo II 19 60 30

solubilidades de los dos polimorfos de Ritonavir en distintas mezclas de etanol/agua

El laboratorio de Abbott enfrent6 serios desafios a la hora de distribuir fondos para manejar
la apariencia de la nueva forma de cristal. La eliminacion de las cépsulas blandas de Norvir® en
1998 fue causada por el problema con el polimorfo II, que afect6é a los pacientes con VIH que
dependian del inhibidor de la proteasa. Durante el periodo de tiempo indicado, los pacientes debian
realizar una transicion temporal a una version liquida del medicamento (Snider et al., 2004).

Por lo anterior, es fundamental la preformulacion de un PFA ya que su investigacion y
caracterizacion ayuda a seleccionar la forma del polimorfo con las mejores propiedades deseadas
y asi pasar a la etapa de formulacion (Burger & Lettenbichler, 2000). Ahora bien, La
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) (US Food and Drug
Administration, 1987) exige una comprension total de los polimorfos de una sustancia

farmacologica particularmente si esta compromete su biodisponibilidad.
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4.3. Caracterizacion espectroscopica

4.3.1. Espectroscopia infrarroja (IR)

La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica analitica fundamental para la
caracterizacion de compuestos quimicos, que se basa en la interaccion de la radiacion infrarroja
con la materia. Esta técnica se centra en transiciones de baja energia que provocan cambios en los
estados vibracionales y rotacionales de las moléculas.

El espectro infrarrojo se divide convencionalmente en tres regiones: IR cercano (14000—
4000 cm™), IR medio (4000—400 cm™) e IR lejano (400—-10 cm™) (Smith, 2011).

En el contexto farmacéutico, el IR medio es particularmente 1til para la caracterizacion de
polimorfos, debido a que diferentes disposiciones cristalinas de un mismo principio activo generan
cambios en las vibraciones asociadas a enlaces de hidrégeno, lo cual se traduce en desplazamientos
de bandas o en variaciones en la intensidad relativa de las absorciones, lo que permite diferenciar
polimorfos incluso cuando la composicion quimica es idéntica (Byrn et al 1995)( Brittain, 2009).

En cuanto a la instrumentacion, un espectrometro IR basico se compone de una fuente de
radiacion infrarroja, un sistema optico con divisor de haz y selector de longitudes de onda, un
soporte para la muestra y un detector. Una de sus configuraciones principales es la transformada
de Fourier (FTIR), esta emplea un interferometro de Michelson para registrar simultaneamente
todas las frecuencias. Los espectrometros FTIR ofrecen ventajas significativas, ya que presentan
mayor sensibilidad, mejor relacion sefial/ruido, tiempos de adquisicion mas rapidos y la
posibilidad de realizar correcciones como la sustraccion de fondo (Griffiths & de Haseth, 2007).

4.4. Analisis térmico
Segun (Bernstein, 2002) “Los métodos térmicos se basan en el principio que un cambio en

el estado fisico de un material va acompafiado de la liberacion o absorcion de calor”™. Estas técnicas
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varian desde la determinacion de la entalpia hasta los cambios que miden la diferencia en el flujo
de calor entre la muestra en estudio y una referencia inerte.

4.4.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés) mide los cambios de
entalpia debido a cambios fisicos entre una muestra y un material de referencia los cuales son
representados graficamente en funcion del tiempo o la temperatura. Su finalidad es detectar y
caracterizar transiciones fisicas o quimicas, tales como fusiones, cristalizaciones, transiciones
vitreas, polimorfismos y reacciones de descomposicion. Esta técnica permite asociar las
transiciones térmicas observadas con cambios estructurales en un patron de difraccion. Por
ejemplo, la deteccion de una fusion o de una transicion de fase sdlida por DSC puede
correlacionarse con la desapariciéon o aparicion de picos en el difractograma, confirmando la
existencia de distintas formas cristalinas o la conversion entre polimorfos

4.4.2. Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés) estudia tanto el cambio de
masa (sea perdida o ganancia) de una sustancia la cual se mide como una funcion de la temperatura
o el tiempo en una atmosfera controlada .Su aplicacion principal es la evaluacidon de procesos como
descomposicidn térmica, oxidacion, pérdida de disolventes o agua de hidratacion, y la estabilidad
térmica de materiales solidos. El TGA constituye una herramienta complementaria en estudios de
difraccion de rayos X, ya que permite identificar la presencia de moléculas de solvatacion o de
hidratacion cuya pérdida se refleja en transiciones estructurales detectables en el difractograma.
De este modo, los resultados termogravimétricos ayudan a correlacionar los cambios de masa
observados con modificaciones en el empaquetamiento cristalino o en la fase solida, aportando

evidencia adicional para la correcta interpretacion de patrones de difraccion, el andlisis de
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polimorfismo y la caracterizacion de fases solidas en materiales farmacéuticos y otros compuestos
cristalinos.
4.5. Caracterizacion estructural

4.5.1. Difraccion de rayos X

La difraccion por rayos X (DRX) constituye una herramienta esencial para el andlisis
estructural de materiales, proporcionando datos detallados sobre la organizacioén atémica tanto en
materiales con estructura ordenada como en aquellas de naturaleza desordenada (amorfa). Su
relevancia radica en su capacidad para revelar la disposicion espacial de los &tomos mediante el
analisis de patrones de dispersion caracteristicos.

El hallazgo de la difraccion de rayos X en estructuras cristalinas durante 1912 (realizado
por Max von Laue), seguido por su implementacion préctica para la determinacion estructural en
1913 (desarrollada por W. L. Bragg junto a su padre W. H. Bragg), estableci6 las bases para el
analisis de estructuras cristalinas de metales y aleaciones, minerales, compuestos inorganicos,
polimeros y materiales organicos; en esencia, de todos los materiales que presentan organizacion
cristalina (Suryanarayana & Norton, 1998).

El fundamento de esta técnica se basa en la interaccion entre un haz de radiacion X y la
muestra analizada, cuando el haz de rayos X incide sobre la muestra, cada 4&tomo actiia como un
centro de dispersion, dando lugar a ondas secundarias que se transmiten en todas las direcciones,
al provenir de diferentes posiciones atdmicas dentro del cristal, experimentan interferencia mutua,
la cual puede ser constructiva o destructiva dependiendo de las diferencias de fase entre ellas
(Landry, D. 2002). En materiales cristalinos, las ondas dispersadas se propagan en direcciones

angulares especificas dando como resultado una interferencia constructiva solo asi obteniendo una
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relacion matematica precisa conocida como la ley de Bragg para rayos X de longitud de onda A y
planos atdmicos separados por una distancia d.
nA = 2dsin@

El angulo caracteristico de dispersion se expresa comunmente como 26, donde 0 representa
el angulo de Bragg. Este fendmeno de interferencia surge de la interaccion entre ondas dispersadas
por planos atomicos paralelos que se encuentran orientados perpendicularmente al vector de
dispersion (Figura 2).

Figura 2

Representacion esquemdtica de la ley de Bragg.

Nota: Tomado de Stan, Camelia & Beavers, Christine & Kunz, Martin & Tamura, Nobumichi.
(2018). X-Ray Diffraction under Extreme Conditions at the Advanced Light Source. Quantum
Beam Science. 2. 10.3390/qubs2010004.

Al ser la (DRX) una técnica ampliamente utilizada en la caracterizacion de materiales
farmacéuticos tiene diferentes modalidades de aplicacion, siendo dos de ellas las principales. En
primer lugar, la difraccion de monocristal emplea un cristal unico bien definido para resolver
directamente la estructura cristalina de una fase, permitiendo establecer con precision la posicion

de los 4tomos en la celda unitaria (Byrn et al., 2017). Sin embargo, este enfoque requiere cristales
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de alta calidad, lo que limita su aplicabilidad en compuestos que no cristalizan adecuadamente
(Brittain, 2009).

En contraste, la difraccion de rayos X de polvos (DRXP, por sus siglas en inglés) se ha
consolidado como una herramienta fundamental en el andlisis de solidos farmacéuticos. A partir
de los patrones de difraccion obtenidos de muestras pulverizadas, es posible identificar fases
cristalinas, distinguir entre diferentes polimorfos, hidratos o solvatos y verificar la forma solida
presente en una formulacion (Byrn, Zografi & Chen, 2017)

4.5.2. Difraccion de rayos X de polvo

La difraccion de rayos X de polvo (DRXP) es un método no destructivo ampliamente
aplicado en el analisis de materiales policristalinos. De acuerdo con Welzel y Mittemeijer (2013),
esta técnica permite la identificacion de fases cristalinas, el analisis cuantitativo de mezclas y la
evaluacion de la microestructura, lo que incluye pardmetros como el tamafo de cristal.

La DRXP funciona a partir de la interaccion de la radiacion con los atomos de la red
cristalina, los cuales dispersan el haz incidente en direcciones especificas. En una muestra
pulverizada, los cristalitos se encuentran orientados al azar, lo que asegura que, para cada conjunto
de planos cristalograficos, siempre haya una fraccion de particulas que contribuya al patron de
difraccion (Pecharsky & Zavalij, 2009). El resultado experimental es un difractograma de
intensidad en funcidon del angulo 26, caracterizado por picos cuyas posiciones reflejan las
distancias interplanares y cuyas intensidades dependen de la disposicion atomica en la celda
unitaria. Asi, el DRXP permite obtener una “huella digital” del material, que puede utilizarse tanto
para la identificacion de fases como para el refinamiento estructural y el estudio de propiedades

microestructurales (Cullity & Stock, 2014)
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La determinacion de la estructura cristalina de compuestos en fase solida a partir de datos
de difraccion de rayos X de polvos es un procedimiento que, debido a la complejidad inherente de
los patrones obtenidos, donde la superposicion de picos y la pérdida de informacion direccional
dificultan la interpretacion directa, se organiza en un conjunto de cinco etapas fundamentales.

4.5.2.1 Indexado del patron de polvo

La indexacion del patron de polvo es el primer paso necesario en el proceso de
determinacion de la estructura cristalina, su objetivo principal es reconstruir geométricamente el
espacio reciproco a partir de la informacion unidimensional proporcionada por los valores de d
obtenidos experimentalmente. Este proceso asigna los indices de Miller (hkl) a los picos de
difraccion y determina los pardmetros de la celda unitaria que describen la red cristalina de un
material. Esta etapa es fundamental, ya que una indexacidon correcta proporciona el punto de
partida para el refinamiento estructural y el modelado posterior, mientras que una determinacion
incorrecta de la celda puede generar errores en todo el andlisis estructural (Altomare, Giacovazzo
& Moliterni, 2008).

Independientemente del programa empleado para realizar la indexacion de un patron de
polvos, la validacion de la celda propuesta se fundamenta principalmente en el uso de criterios
estadisticos conocidos como Figuras de mérito. Segin Altomare, Giacovazzo y Moliterni, los
parametros de Wolff (M2o) de Smith—Snyder (Fn) son los mas utilizados para evaluar la calidad de
una solucién de indexacion, ya que permiten medir la concordancia entre los valores
experimentales y los calculados a partir de la celda propuesta. Estos indicadores, implementados
en programas como ITO, TREOR y DICVOL, ofrecen una medida cuantitativa que facilita
discriminar entre soluciones alternativas y seleccionar aquella que describe de forma mas precisa

la distribucion experimental de las reflexiones
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4.5.2.2 Asignacion del grupo espacial por ausencias sistematicas

La asignacion del grupo espacial se lleva a cabo mediante la identificacion de las ausencias
sistemadticas, es decir, aquellas reflexiones que no aparecen en el patron de difraccion debido a la
presencia de elementos de simetria traslacionales como planos de deslizamiento y ejes de tornillo.
Este procedimiento requiere analizar cuidadosamente las condiciones de extincion registradas en
el difractograma, ya que dichas ausencias constituyen una huella caracteristica que permite
discriminar entre grupos espaciales que comparten la misma métrica de celda, pero difieren en su
simetria interna. (Altomare, Giacovazzo & Moliterni, 2008)

4.5.2.3 Descomposicion del patron de polvo por intensidades integradas

La descomposicion del patron de polvo por intensidades integradas (WPPD por sus siglas
en inglés, Whole Powder Pattern Decomposition), tiene como principal objetivo obtener las
intensidades integradas de los picos de difraccion sin necesidad de contar todavia con un modelo
estructural completo. Para lograrlo, el perfil del patron se representa mediante funciones
matematicas que describen la forma de los picos, lo que facilita la separacion de sefiales aun en
presencia de solapamiento

El método de Pawley (Pawley, 1981) es una técnica de descomposicion total del patron de
difraccion de polvos cuyo proposito es obtener intensidades individuales de las reflexiones, sin
necesidad de un modelo estructural previo. En este método los parametros de celda y de perfil se
refinan para ajustar el patron completo, y las intensidades de cada reflexion se tratan como
parametros independientes dentro de un procedimiento de minimos cuadrados.

4.5.2.4 Determinacion de la estructura Cristalina

La determinacion de la estructura cristalina a partir de datos de difraccion de polvos se

apoya en el uso de programas especializados que implementan distintos algoritmos de



ANALISIS ESTRUCTURAL DEL POLIMORFO I DELCRISABOROL 25

optimizacion global, disefiados para explorar de manera eficiente el espacio conformacional de la
molécula dentro de la celda unitaria

El programa EXPO, desarrollado en el Istituto di Cristallografia del CNR, constituye una
de las plataformas mas completas para la determinacidn de estructuras cristalinas a partir de datos
de difraccion de polvos. Dentro de sus estrategias de optimizacion global, EXPO implementa el
método de recocido simulado (Simulated Annealing, SA) como herramienta fundamental para la
solucion de estructuras en el espacio directo. Segun (Altomare et al, 2009) este procedimiento
permite generar configuraciones de prueba en las que las moléculas se mueven, rotan y ajustan sus
grados de libertad dentro de la celda unitaria, evaluando su idoneidad mediante la comparacion
entre el patron experimental y el calculado.

4.5.2.5 Refinamiento estructural por el método de Rietveld

El refinamiento de Rietveld constituye un método de andlisis cuantitativo en difraccion de
polvos que se fundamenta en el ajuste de curvas mediante el procedimiento de minimos cuadrados.
Dado que un patrén de difraccion polvos se compone de multiples picos superpuestos sobre un
fondo, el modelo de Rietveld parametriza tanto la estructura cristalina, (las coordenadas atomicas,
factores de desplazamiento térmico y ocupacion de los sitios cristalograficos), como los
parametros instrumentales de perfil de pico y de celda unitaria. A partir de estos parametros, se
calcula un patrén tedrico que se compara con el experimental, y el ajuste se realiza minimizando

la funcion

M = z W(Yo - Yc)2
Donde, Y, y Y, corresponden a las intensidades observadas y calculadas respectivamente,

y w es el factor de peso asociado a cada punto del difractograma.



ANALISIS ESTRUCTURAL DEL POLIMORFO I DELCRISABOROL 26

De esta manera, el método busca reducir al maximo la diferencia entre el patron
experimental y el calculado, optimizando simultdneamente un gran nimero de variables no lineales
e interdependientes. La calidad del refinamiento se evalia mediante parametros estadisticos de

confiabilidad, entre los cuales se destacan el residuo de perfil (R,,) el residuo ponderado del perfil

(Rwp) y la bondad de ajuste o chi cuadrado reducido (X 2)

oI
P XY
R = M
wp — ZWYOZ
X? M

B (Nobs - Nvar)

El tnico pardmetro estadisticamente relevante es R,,, ya que contiene la funcion
minimizada por minimos cuadrados, y el pardmetro de bondad de ajuste o chi cuadrado reducido
representa el valor esperado en funcion del conteo y de los grados de libertad. Valores cercanos a
1 indican un refinamiento estadisticamente Optimo, mientras que desviaciones significativas
sugieren errores de modelo o limitaciones en la calidad de los datos experimentales (Von Dreele,
R. B. 2008)

4.5.3. Efectos de la temperatura en los patrones de DRX.

En la toma de patrones de difraccion, la temperatura juega un papel determinante en la
forma en que estos se manifiestan. Un incremento de la temperatura induce expansion térmica en
la celda unitaria, lo que provoca variaciones en los parametros de red y, en consecuencia,
desplazamientos sistematicos en las posiciones angulares de los picos de difraccion hacia valores
menores de 20 (Cullity & Stock, 2014). A bajas temperaturas, por el contrario, la contraccion

térmica del reticulo cristalino genera un acercamiento de los a&tomos, lo que se refleja en una ligera
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disminucion de los pardmetros de celda y en el desplazamiento de los picos hacia mayores valores
de 20

De igual manera, la temperatura influye de manera significativa en la intensidad y la forma
de los picos. Un aumento en la temperatura conduce a una reduccion en la intensidad de los picos
de difraccion y a un ensanchamiento de las reflexiones debido al incremento en el desorden de la
vibracion atomica (James, R. W, 1962).

La temperatura también puede inducir transiciones de fase o cambios polimoérficos, que se
reflejan en la aparicion o desaparicion de picos en el patron de difraccion. Estas transformaciones
son particularmente relevantes en el estudio de materiales farmacéuticos y compuestos
moleculares, donde la estabilidad de las diferentes formas s6lidas depende de su comportamiento
térmico.

4.6. Estudio Supramolecular.

El andlisis supramolecular se refiere al estudio de las interacciones intermoleculares que
gobiernan el empaquetamiento y la organizacion tridimensional en los so6lidos cristalinos. Este
enfoque abarca desde la descripcion de la geometria interna de la molécula, hasta comprender
como los enlaces de hidrégeno, las interacciones m---m, los  contactos
C — H -+ m y otras fuerzas débiles determinan la arquitectura global del cristal y, en consecuencia,
sus propiedades fisicoquimicas.

Estas interacciones pueden ser caracterizadas de manera cuantitativa y visual, siendo el
analisis mediante las superficies de Hirshfeld una de las metodologias mas utilizadas en la
cristalografia, ya que permite representar y comparar de forma directa el entorno intermolecular

de cada molécula en el cristal.
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4.6.1. Superficies de Hirshfeld

El andlisis mediante superficies de Hirshfeld (HS) se ha consolidado como una
herramienta poderosa para estudiar interacciones intermoleculares en estructuras cristalinas
farmacéuticas.

Estas superficies se definen como el espacio ocupado por una molécula dentro del cristal,
obtenido a partir de la particion de la densidad electronica total en contribuciones moleculares
individuales. En la practica, las HS permiten representar de forma visual y cuantitativa la
proximidad de los 4tomos vecinos, facilitando la identificaciéon de contactos intermoleculares
significativos.

Las HS se construyen utilizando pardmetros derivados de distancias electrén-nucleo, tales
como d; (distancia del punto de la superficie al &tomo mds cercano dentro de la molécula) y d,
(distancia al atomo mas cercano fuera de la molécula). A partir de estos valores se genera el
parametro normalizado d,,,-m, que resalta contactos mas cortos o largos que la suma de radios de
van der Waals. Regiones rojas indican contactos mas cortos, blancas contactos equivalentes y
azules contactos mas largos. Ademas, funciones como el indice de forma y la curvatura permiten
caracterizar la geometria de la superficie, distinguiendo regiones planas, concavas o convexas, lo
que resulta util para identificar interacciones especificas como enlaces de hidrogeno, contactos
C—H- m ointeracciones - 1T

4.6.2. Huellas dactilares

Un aspecto particularmente valioso de este método es la representacion de los datos en
graficas de huella digital bidimensional, que resumen la frecuencia de combinaciones d;y d, en la

superficie de la molécula. Estas huellas actian como una “firma” unica de las interacciones
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intermoleculares de cada compuesto, permitiendo comparar distintas formas solidas, como

polimorfos, hidratos y solvatos ((Pindelska et al., 2017).

5. Antecedentes

5.1. Crisaborol

El Crisaborol (Figura 3), es un medicamento antiinflamatorio no esteroideo que se usa para
el tratamiento de la dermatitis atdpica. Este actiia inhibiendo la enzima fosfodiesterasa 4 (PDE4)
dando como resultado niveles muy altos de monofosfato de adenosina ciclico (cAMP). El
mecanismo por el cual el Crisaborol ejerce su accion terapéutica no estd definido sin embargo se
sabe que este medicamento reduce la produccion de citocinas antiinflamatorias observadas en
algunos tipos de dermatitis atopica (Pfizer, 2020).

Su nombre quimico es 4-[(1-hidroxi-1,3-dihidro-2,1-benzoxaborol-5-il)oxi]benzonitrilo).
Su formula molecular es C;4H1oBN O3 con un peso molecular de 251,05 g/mol.

La aplicacion terapéutica del Crisaborol para el tratamiento de la dermatitis atopica se
describe en la patente internacional US 2017/0305936 Al. Igualmente se describen formas de
estado solido, sales de estas y los procesos para su preparacion describiendo las formas I, 11, Il y
IV del PFA. En relacion con sus polimorfos, se han conocido una gran variedad de los cuales
algunos han sido descritos en US 2017/0305936 A1, sin embargo, el documento de la patente WO
2017/203514 A1 describe los procesos de produccion de nuevos polimorfos denominados formas
A,B,C,D, EyF, los cuales se basan en la patente US 8,039,451 donde se describe la preparacion
del Crisaborol.

Figura 3

Estructura molecular del Crisaborol
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O

5.2. Informacion experimental de los polimorfos del Crisaborol

Las estructuras determinadas por difraccion de rayos X de monocristal (Tabla 2), los
enlaces de hidrogeno (Tabla X) y los patrones de difraccion de rayos X en polvo (Figura 4) de los
polimorfos ( I, Il y cocristal) del Crisaborol, han sido reportadas por (Campillo-Alvarado et al.,
2018). Se describen las formas I y II en funcidon de la disponibilidad de dos proveedores
comerciales diferentes, mientras que el cocristal se obtuvo mediante la reaccion con la 4,4'-
bipiridina.

Por otro lado, Hrvatska et al., 2017 reportan la informacion cristalografica del polimorfo
IV (Tabla 2)

De la misma manera en la patente US 2017/ 0305936 A1 se reportan los patrones de DRX-
P, los termogramas de DSC y espectros FITR de las formas I, II, IIl y IV del Crisaborol, mientras
que la patente WO 2017/203514 A1 reporta los patrones de DRX-P, termogramas DSC-TGA y
espectros FITR de las formas A, B, C,D,Ey F

Tabla 2
Parametros cristalograficos para Polimorfos I, II, IV y cocristal del Crisaborol reportados a

baja temperatura
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Polimorfo I Polimorfo II Cocristal Polimorfo IV
. Campillo- Campillo- Campillo-
Referencia Alvarado Alvarado Alvarado Hrvatska
, -
Formula CI4HIOBN03 Cl4HloBN03 C14HloBN03Byp Cl4HloBN03
Peso
molecular 251,04 251,04 658,26 251,04
(g/mol)
S'lster'na Triclinico Monoclinico Monoclinico Triclinico
cristalino
Grupo P-1 P21/n C2/c P-1
espacial

alA 6,4765(6) 7,9862(8) 50,678(5) 8,0287(6)

b A 6,8814(7) 18,1721(18) 9,3261(9) 9,8654(8)

cA 14,9388(15) 17,2488(17) 14,4424(14) 16,2632(12)

a° 84,725(5) 90 90 84,067(6)

B° 78,179(5) 102,788(5) 105,655(5) 81,453(6)

v ° 64,672(5) 90 90 78,537(6)
Volumen /A3 589,01(10) 2441,2(4) 6572,7(11) 1244,81(16)
Temperatura 190.15 190.15 298.15

K

Tabla 3
Enlaces de hidrogeno del polimorfo I del Crisaborol reportado a baja temperatura
D—He A dD- d(H--A) dD--A) 9(D-H--A)  Coddigode
H) (A) A) A (deg) simetria
_ 0.84 1.95 2.7852(2) 175.8 - x+3,1-y,-z
POLIMORFO 02 —H1-- 01
I C3 —H3:- 02 0.95 2.61 3.3950(4) 140.66 X,-1+y,z
C5 —-H5-- N1 0.95 2.66 3.5679(4) 161.30 -x,1-y,1-z
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Figura 4

Analisis DRXP de los solidos de Crisaborol

f)

e)

20(°)

Nota: (a) Forma I calculada, (b) Forma I. experimental, (c) material comercial (ArkPharm), (d)

material comercial (CombiBlocks), (e) Forma Il experimental, (f) Forma I calculada.

6. Metodologia

6.1. Caracterizacion de la materia prima del polimorfo I del Crisaborol

e Caracterizar el polimorfo I del IFA por espectroscopia infrarroja ATR-IR mediante el
espectrometro Bruker ALPHA I Eco, ubicado en el Grupo de Investigacion en Quimica
Estructural (GIQUE), laboratorio 301 del Edificio de Investigaciones del Parque
Tecnolégico Guatiguara de la Universidad Industrial de Santander.

e (aracterizar el polimorfo I del IFA por TGA y DSC en el Termoanalizador TGA Discover
5500 y un Termoanalizador DSC Discover, ubicado en el Grupo de Investigacion en

Polimeros del Parque Tecnoldgico Guatiguara de la Universidad Industrial de Santander.
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e Registrar el patron de difraccion de rayos X de muestras policristalinas en el difractometro
BRUKER D8 ADVANCE con radiacion de CuKa (A= 1,5406 A), en el rango de 4° a 70°
de 26, con paso de 0.02035 y tiempo de 1,2 s/paso. Este equipo se encuentra ubicado en el
Laboratorio de Rayos X en el Parque Tecnologico Guatiguara de la Universidad Industrial
de Santander.

6.2. Determinacion estructural del polimorfo I del Crisaborol

e Indexar el patron con el programa DICVOL14 (Boultif & Louér, 2004) usando la interfaz
grafica PreDICT (Blanton, Papoular, & Louér, 2019)

e Determinar el grupo espacial y la resolver la estructura con el programa EXPO2 (Altomare,
y otros, 2013)

e Validar la estructura con el programa Mercury y la facilidad Mogul Geometry Check
(Sykes, y otros, 2011)

e Hacer el refinamiento Rietveld de la estructura por medio del software TOPAS (Dinnebier,
Leineweber, & Evans, 2018).

6.3. Analisis estructural y supramolecular

e Realizar el analisis geométrico y conformacional con el programa PLATON (Spek, 2009).

e (Calcular la similitud del empaquetamiento cristalino de la estructura determinada con la
reportada a baja temperatura mediante el programa Mercury (Sykes, y otros, 2011).

e Realizar el estudio supramolecular mediante superficies de Hirshfeld con el programa

Crystal Explorer (Spackman, P. R. y otros, 2021).
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7. Resultados y analisis

7.1. Caracterizacion del polimorfo I del CrisaborolEspectroscopia infrarroja
En el espectro infrarrojo del polimorfo I del crisaborol (Figura 5) se identifican las
principales bandas de absorcidon caracteristicas de los grupos funcionales presentes en el
compuesto (Tabla 4).
Figura 5

Espectro infrarrojo (IR) del polimorfo I del Crisaborol
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La absorcion ancha e intensa en 3317 cm™ corresponde al estiramiento del grupo hidroxilo
(O—H) unido al atomo de boro dentro del anillo benzoxaboroélico. Esta sefial se observa desplazada
a menor frecuencia respecto a un alcohol libre debido a la mayor acidez del enlace B-OH y a la
formacion de puentes de hidrogeno intermoleculares, lo que también explica su ensanchamiento.
En la region de los 3100-3000 cm™, se distinguen las bandas a 3056 cm™, asignadas al
estiramiento C—H aromatico (Csp>~H), y a 2947 cm™, que se atribuye al estiramiento Csp>*-H
proveniente de los carbonos saturados del anillo oxabordlico, diferenciandose asi de los C—H

aromaticos.
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Una banda fina e intensa localizada en 2225 cm™ confirma la presencia del grupo nitrilo
(C=N), caracteristica por su posicion en el rango 2260-2220 cm™. Las vibraciones del esqueleto
aromatico se manifiestan en la region 1600—-1450 cm™, observandose la absorcion en 1618 cm™,
asignada al estiramiento C=C conjugado de los anillos aromadticos, asi como la banda en 1501
cm', también correspondiente al estiramiento C=C aromatico. Adicionalmente, la absorcion en
1423 cm™ se atribuye a la flexion 6(C—H) en el plano de los hidrégenos del anillo aromatico.

En la region de 1300—1200 cm ™' se registra la banda intensa a 1249 cm™, caracteristica del
estiramiento asimétrico C—O—C del enlace éter aromatico (Ar—O—Ar), con contribucion del
estiramiento B—O del anillo oxabordélico. Finalmente, en la zona de las flexiones fuera del plano
de los C—H aromaticos, se observan absorciones a 830 y 748 cm™, que corresponden a la y(C—H
aromatico). Estas absorciones son diagnosticas del patron de sustitucion en el anillo, confirmando

la presencia de un aromatico para sustituido en la estructura del Crisaborol.
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Tabla 4

Tabla de asignacion de bandas FT-IR del polimorfo I del crisaborol

Numero en el

Longitud de onda Tipo de vibracion Asignacion de banda
espectro
O-H del -B-OH
1 3317 Estiramiento (v)
(oxaborol)
2 3056 Estiramiento (v) Csp? —H aromatico
o C—H sp’® del anillo
3 2947 Estiramiento (v) ]
oxaboroélico
4 2225 Estiramiento (v) C=N (nitrilo)
C=C del anillo
5 1618 Estiramiento (v) .
aromatico
6 1423 Flexion (9) en el plano C-H aromatico
7 1249 Estiramiento Ar—O-Ar (diaril éter)
Flexion fuera del plano C—H aromatico (p-
8 830 o
(v) sustitucion)
Flexion fuera del plano
9 748 ") C-H aromatico
Y

7.3. Analisis térmico DSC y TGA

El comportamiento térmico de la materia prima de crisaborol se llevé a cabo mediante DSC

y TGA (Figuras 6 y 7 respectivamente). La curva del analisis DSC muestra una secuencia de

eventos endotérmicos en el rango de 131°C a 137 °C. Se observan dos transiciones endotérmicas

131,7 °C (AH = 0,19 J/g) y 133,7 °C (AH = 0,49 J/g), asociados a reordenamientos estructurales

dentro de la red cristalina. El pico endotérmico mas intenso y bien definido ocurre a 137,1 °C (AH

= 2,65 J/g), que se atribuye a la fusion del material. EI comportamiento térmico observado es
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similar al reportado para el polimorfo I de crisaborol en la patente US 2017/0305936 A1 (Ceric et
al., 2017) . Por otro lado, la curva de TGA confirma que el Crisaborol es térmicamente estable
hasta aproximadamente 130 °C, donde se detecta una pequefia pérdida de peso del 3,83 %,
atribuido a pérdida de agua de humedad. Entre 250 y 600 °C se produce un importante proceso de
degradacion, con una pérdida total de peso del 61,87 %, lo cual es coherente con la descomposicion
térmica de la estructura organica del compuesto. Por encima de 600 °C, la curva alcanza una
“meseta”, lo que indica la presencia de un residuo térmicamente estable. En general, estos
resultados indican que el polimorfo I del crisaborol es estable hasta su punto de fusion y

posteriormente se descompone a temperaturas mas altas.

Figura 6

DSC del polimorfo I del Crisaborol

-2,375:




ANALISIS ESTRUCTURAL DEL POLIMORFO I DELCRISABOROL 38

Figura 7

TGA del polimorfo I del crisaborol
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7.4. Analisis por difraccion de rayos X de polvo

El patron de difraccion del Crisaborol (en color rojo en la Figura 8) se compar6 con el
patrén de difraccion calculado de la estructura del polimorfo I registrada a baja temperatura
contenida en la base de datos CSD con codigo MIHLIB mostrado (en color negro en la Figura 8).
Esta comparacién es una clara evidencia del desplazamiento de los maximos de difraccion hacia
menores valores en 20 al aumentar la temperatura, efecto asociado a la expansion, usualmente
anisotropica, de la celda unidad como consecuencia del incremento en los movimientos
vibracionales atomicos. La observacion de este comportamiento es coherente con lo esperado en
materiales cristalinos al ser sometidos a un aumento térmico (Phillips et al., 2021) y constituy6 un
respaldo adicional de la fiabilidad de los parametros de celda obtenidos durante el proceso de

indexacion.
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Figura 8
Superposicion de los patrones de difraccion de Crisaborol registrados a baja temperatura y a

temperatura ambiente
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7.4.1. Indexado del patron de difraccion

El indexado de los primeros 20 méaximos del patron de polvo indican que la estructura del
crisaborol corresponde a una celda unidad triclinica con parametros de celda a = 6,5412(5) A, b=
6,9380(5) A, ¢=15,0686(6) A, a= 85,070(7)°, B= 78,278(7)°, y= 64,903(9)°, V= 606,37 A3 con
figuras de méritos asociadas de Mo = 24,6 y F20 = 51. Por defecto, el programa considera los 20
primeros maximos, sin embargo, una vez obtenida la solucion del indexado, las posiciones de
todos los maximos observados en el patrén de polvo fueron verificados comparando las posiciones
observadas con las posiciones calculadas con el fin de corroborar que la celda unidad determinada

incluyera todos los maximos observados.
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7.4.2. Determinacion del grupo espacial

Una vez determinados los parametros de celda, se procedio a determinar el grupo espacial
mediante el programa EXPO (Altomare et al., 2013), el cual integra herramientas de andlisis de
datos de difraccion de polvos para la solucion y refinamiento estructural. El andlisis de las
ausencias sistematicas con el programa EXPO indican que el grupo espacial que mejor representa

la estructura cristalina del material es P1.

7.4.3. Descomposicion total del patron (WPPD)

La celda unidad determinada en el proceso de indexado y el grupo espacial se corrobord
mediante el método WPPD. En este proceso, se realiza el “ajuste” del patron de difraccion
utilizando tinicamente los valores de los parametros de red y grupo espacial, sin requerir un modelo
estructural. El andlisis se llevo a cabo mediante el método de Pawley implementado en el programa
TOPAS. En la (Tabla 5) se presentan los datos calculados del ajuste para los pardmetros de celda
del crisaborol que son consistentes con los obtenidos en el proceso de indexado. Los indicadores
de confiabilidad del ajuste dan como resultado: Ryp = 4,41 %, Ry= 2,94 % y GOF = 3,23 %, los
cuales son menores al 10 % evidenciando que el modelo reproduce satisfactoriamente el patron de
difraccion experimental.

Tabla §

Parametros de celda unitaria refinados mediante el método de Pawley (WPPD) en TOPAS

Volumen
(A%
Pawley 6.5063(2) 6.9344(2) 15.0553(4) 84.889(7) 77.860(3) 65.116(7) 602.43

Método a b c a° pe° v°
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7.4.4. Resolucion de la estructura

La resolucion de la estructura cristalina se llevo a cabo empleando el programa EXP02014,
el cual integra métodos de determinacion estructural a partir de datos de difraccion de polvos. En
este caso, se utilizo el algoritmo de recocido simulado clésico (Classical Simulated Annealing, SA)
(Altomare et al., 2013). Se introdujo como modelo inicial el archivo .mol correspondiente a la
estructura del Crisaborol previamente determinada a baja temperatura reportada en la base de datos
de Cambridge (CSD), junto con el patrén de difraccion registrado a temperatura ambiente y los
parametros de celda del indexado. El algoritmo de SA explora sistemdticamente diferentes
orientaciones y posiciones mediante movimientos aleatorios. A cada paso, el sistema evalua la
correspondencia entre el patrén calculado y el experimental, aceptando o rechazando
configuraciones segliin un criterio probabilistico que evita la convergencia en minimos locales.

El programa EXPO asigna a cada configuracion una funciéon de costo (CF), la cual
constituye un parametro interno del algoritmo que mide el grado de concordancia entre las
intensidades experimentales y las calculadas para el modelo propuesto. A diferencia del R, que
se deriva de un refinamiento de perfiles como los de Pawley o Rietveld, la funcion de costo de
EXPO tiene un caracter relativo, pues se utiliza principalmente para ordenar y discriminar las
distintas soluciones generadas por el algoritmo. De esta manera, entre menor sea el valor de costo
obtenido mayor probabilidad de que la disposicion molecular en la celda sea la correcta.

El procedimiento de resolucion estructural en EXPO consistio en la realizacion de cinco
ensayos independientes, en cada uno de los cuales se ejecutaron 15 corridas para la generacion de
archivos .cif que contienen la informacion cristalografica de las soluciones estructurales obtenidas.
En todos los ensayos se emplearon los mismos parametros de celda, variando tinicamente las

condiciones para la determinacion. En el primer ensayo se activé el comando antibump, el cual
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permite evitar soluciones en las que se generen contactos atomicos no realistas. Este refinamiento
condujo a una solucion con funcioén de costo minima de 21. En el segundo ensayo, al eliminar la
restriccion antibump, se obtuvo un modelo con una funciéon de costo de 17, evidenciando una
mejor concordancia global con los datos experimentales. Los ensayos tercero, cuarto y quinto
arrojaron valores consistentes entre si, siendo el tltimo donde se obtuvo la CF = 14, el resultado
mas bajo registrado en todo el proceso. Cada ensayo requirié aproximadamente 20 minutos de
andlisis, generando un conjunto de soluciones ordenadas desde la mas confiable hasta la menos
probable. Finalmente, luego de las inspecciones de las geometrias de las estructuras con menores
CF con el programa Mercury, se seleccion la estructura seleccionada con CF = 14 como modelo
preliminar y se utiliz6 como punto de partida para el refinamiento estructural por el método de
Rietveld.

7.4.5. Refinamiento de Rietvield

El refinamiento rietveld se llevoé a cabo por medio del programa TOPAS (Dinnebier,
Leineweber, & Evans, 2018). En el refinamiento preliminar se observé que los planos 010 y 100
presentaban orientacion por lo que en el programa se activo la opcion de orientacion preferencial.
Los datos de los parametros de la celda unidad luego del refinamiento se muestran en la (Tabla 6).
Tabla 6

Resultados de los parametros de celda refinados por el método de Rietvield

Volumen

Método a b c a
B Y @&

Rietvield 6.4955(3) 6.9214(3) 15.0353(7) 84.928(4) 77.903(5) 65.095(2) 599.48

Los parametros de ajuste obtenidos fueron Rexp= 1,49, Rwp= 6,70, Ry= 5,16 y GOF= 4,49,

confirmando la correspondencia global entre el patron de difraccion registrado y con el patron
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calculado con la estructura cristalina determinada con el programa EXPO. Este resultado indica
que el modelo estructural obtenido es la mejor representacion de la estructura cristalina del
material. El resultado del refinamiento de muestra en la Figura 9.

Figura 9
Patron de difraccion de polvos y ajuste obtenido por el método de Rietveld
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7.5. Analisis estructural

El andlisis estructural se realizd mediante el proceso de validacion con el programa
PLATON a partir de los datos obtenidos del refinamiento Rietveld. La validaciéon proporciona
informacion estructural detallada, entre la que se incluye la verificacion del grupo espacial y de la
simetria, el calculo de distancias y dngulos de enlace, asi como de angulos de torsiones. De igual
forma, identifica y analiza las interacciones intra e intermoleculares, junto con otros parametros
relevantes que garantizan la coherencia y la fiabilidad del modelo estructural propuesto.

Las representaciones graficas de la estructura y las interacciones presentes se realizaron
con el programa DIAMOND. En la Figura 10 se representa la unidad asimétrica del Crisaborol
confirmando la presencia del anillo de oxaborol propio de la molécula y el grupo nitrilo unido al

carbono C3
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Figura 10

Unidad asimétrica del Crisaborol.
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El Crisaborol, debido a la disposicion asimétrica de sus sustituyentes en el anillo aromatico,
presenta un grupo puntual C1, lo que implica la ausencia de cualquier elemento de simetria mas
alla del elemento identidad. Esta caracteristica intrinseca se refleja en su tendencia a cristalizar en
un sistema de baja simetria, como es el caso del triclinico, cuya flexibilidad no impone
restricciones geométricas entre las longitudes de celda ni entre los angulos interaxiales. En
particular, el Crisaborol cristaliza en el grupo espacial P1, que se caracteriza por tener unicamente
un centro de inversidn como operacion de simetria. De esta manera, aunque la molécula individual
carece de centro de simetria, el empaquetamiento cristalino organiza las moléculas en pares
centrosimétricos ubicados en posiciones relacionadas por la inversion observada en la Figura 11.
En la celda unidad se observa que dichos pares adoptan orientaciones alternadas, con los grupos
funcionales benzoxaborol (en amarillo) y nitrilo (en azul) dispuestos en direcciones opuestas, lo
que favorece la formacion de contactos intermoleculares y contribuye a la estabilidad de la red

cristalina.
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Figura 11

Empaquetamiento cristalino del Crisaborol
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7.5.1. Anadlisis geométrico de los anillos

En la Tabla 7 se presentan los parametros geométricos calculados por medio de los
parametros de Cremer y Pople (Cremer y Pople, 1975) para los tres anillos presentes en la
estructura del Crisaborol. Dichos parametros incluyen la hibridacion de los &tomos que conforman
cada anillo, los dngulos de torsion, la desviacion respecto al plano medio y el valor global de t

(tau), el cual corresponde a una medida del grado de torsion del anillo.
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Tabla 7

Parametros de conformacion de los anillos presentes en el Crisaborol.

46

Anillo 1
Tau = 0.6°
Atomos Cl C2 C13 Ol Bl -
Hibridacién sp’ sp’ sp’ sp’ sp? -
Angulo de torsion
] -0.28 0.76 -0.97 0.77 -0.33 -
Desviacion en el
. -0.0031 -0.0051 0.0052 0.0031 0.0001 -
plano [A]
Anillo 2
Tau = 0.7°
Atomos Cl C2 Cl1 Cc7 Cl14 C5
Hibridacién sp’ sp’ sp’ sp’ sp? sp?
Angulo de torsion
] -0.17 0.79 -0.34 -0.71 1.34 -091
Desviacion en el
-0.0017 -0.0043 0.0050 0.0002 -0.0063 0.0070
plano [A]
Anillo 3
Tau = 0.3°
Atomos C3 C4 C10 C6 Cc9 Cl12
Hibridacién sp’ sp’ sp? sp’ sp’ sp?
Angulo de torsion
] -0.17 0.79 -0.34 -0.71 1.34 -0.91
Desviacionenel 5011 00033 -0.0026  -0.0004  0.0026  -0.0019

plano [A]
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En anillo 1 (oxaborol) estd conformado por los dtomos C1, C2, C13, Ol y BI1, con
hibridaciones sp? (C1, C2 y B1) y sp® (C13 y O1). Los 4ngulos de torsion son menores a 1° y las
desviaciones respecto al plano no superan 0,005 A, mientras que el valor de t es de 0.6°. Estos
resultados evidencian que el anillo se encuentra practicamente planar, lo cual esta condicionado
principalmente por la hibridacion sp* del &tomo de boro y la fusion con el anillo aromatico.

El anillo 2 corresponde al sistema bencénico fusionado, constituido por atomos con
hibridacion sp?. Los valores de torsion oscilan entre — 0.91° y 1.34°, con desviaciones menores a
0,007 A y un t de 0,7°. Estos resultados confirman la planaridad esperada para un sistema
aromatico conjugado.

Finalmente, en el anillo 3, los valores de torsion no superan 1,34°, las desviaciones en el
plano son inferiores a 0,003 A y el valor de T es de 0,3°, lo que indica igualmente una disposicién
planar.

Los datos obtenidos demuestran que los tres anillos del Crisaborol presentan una geometria
esencialmente plana. Este comportamiento se atribuye a la presencia predominante de &tomos con
hibridacion sp? y a la restriccion conformacional impuesta por la fusion de los anillos, lo cual limita
la flexibilidad estructural tipica de sistemas no aromaticos y favorece la estabilidad cristalina
observada. La planaridad de los anillos en la estructura del Crisaborol proporciona la base
estructural sobre la cual se establecen las interacciones de enlace de hidrogeno, fundamentales

para el empaquetamiento y estabilidad cristalina.

7.5.2. Enlaces de hidrogeno
En el analisis de los enlaces de hidrogeno del Crisaborol se determinaron dos contactos,

ambas de caracter intermolecular con los parametros geométricos presentados en la Tabla 8. El
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primer enlace de hidrogeno corresponde al contacto 02 — H1--- 01, la distancia hidrogeno-
aceptor corta y la naturaleza electronegativa de los atomos dadores y aceptores, sugieren que es
un contacto fuerte y su representacion se observa en la ( Figura 12). De acuerdo con la clasificacion
de Gilli y Gilli (2009), este enlace pertenece a la categoria de interacciones acido—base fuertes tipo
0 — H--- 0y, segln la teoria integral del enlace de hidrogeno, corresponde ademads a un contacto
homonuclear, dado que tanto el donador como el aceptor son 4tomos de oxigeno.

Tabla 8

Geometria de los enlaces de hidrogeno del Crisaborol.

D Ho A dD-H) d(H--A) dD-+A) (D-H-A) Céodigo de
&) €N €N ®) simetria
02— H1-- 01 0,84 2,19 3,0083 166 2-x2-y,-2
C14 — H10-- N1 0,95 2,49 3,4213 165 “1-x,2-p1-z
Figura 12

Enlaces de hidrogeno intermoleculares del contacto 02 — H1---01
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La segunda interaccion se observa entre los &tomos C14 — H10 --- N1 representados en la
Figura 13. Este contacto corresponde a un enlace de hidrogeno mas débil de tipo C—H -+ N,

aunque también direccional, cooperativo en el empaquetamiento y se clasifica dentro de las
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interacciones débiles; desde el punto de vista nuclear, al ser el donador (carbono) diferente al

aceptor (nitrégeno), corresponde a un enlace heteronuclear.

Figura 13

Enlaces de hidrogeno intermoleculares del contacto C14 — H10--- N1

N1
H1U 01%__\% %

Ambas interacciones son de tipo monodentado, es decir, cada grupo donador establece un
unico contacto de enlace de hidrégeno con un aceptor en una molécula vecina, sin formar enlaces
bifurcados ni redes extendidas. De acuerdo con la teoria integral del enlace de hidrogeno (Pimentel
& McClellan, 1960), aunque el nimero de interacciones es reducido, estas contribuyen de manera
importante en la orientacién y cohesion del empaquetamiento cristalino, favoreciendo la

estabilidad de la red como se muestra en la Figura 14.
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Figura 14

Enlaces de hidrogeno intermoleculares de la molécula Crisaborol

Nota: Los enlaces punteados de color verde corresponden a al contacto 02 — H1---01y los

enlaces punteados de color morado a el contacto C14 — H10--- N1.

7.5.3. Comparacion con los enlaces de hidrogeno reportados a baja temperatura

En condiciones ideales, los parametros geométricos de un enlace de hidrogeno deberian
cambiar de manera predecible con la temperatura. Al disminuir la temperatura, se espera una
reduccion en la distancia (H -+ A) y una orientacion mas lineal (8(D — H --- A)— 180°), debido a
la menor vibracién atémica y contraccion de la red cristalina, por otra parte, al aumentar la
temperatura, la expansion térmica y la mayor amplitud vibracional provocan un alargamiento de
las distancias y una ligera desviacion angular (D — H -+ A) (Kashino et al, 1994))

Campillo-Alvarado et al., 2018 reportaron los datos de la geometria de enlaces de
hidrogeno del polimorfo I del Crisaborol a la temperatura de 190 K los cuales se muestran en la
Tabla 3. En comparacién a los datos reportados del polimorfo I del Crisaborol a temperatura
ambiente en este estudio, se observan diferencias en el numero de contactos y los valores de
parametros geométricos. Los datos obtenidos a temperatura ambiente reflejan dos interacciones de

enlaces de hidrégeno intermoleculares (02 — H1:-- O1ly C14 — H10--- N1), mientras que a 190
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K se reportan tres (02 — H1--- 01 y dos contactos C3—H3--- 02, C5—HS5--- N1) Esta diferencia
es coherente con la contraccion térmica del cristal ya que, al descender la temperatura, la agitacion
de los 4&tomos disminuye lo que se representa en menores desplazamientos térmicos y las distancias
de contacto H--- A se acortan, lo que puede llevar a que estas interacciones (especialmente las de
tipo C — H--- X) cumplan los criterios geométricos (distancia y dngulo) para ser clasificadas como
enlaces de hidrégeno. Por el contrario, a temperatura ambiente la expansion térmica de la red
molecular alarga y desalinean levemente estos contactos débiles, de modo que solo dos
interacciones superan los umbrales geométricos adoptados en el refinamiento. Este mismo
fendomeno explica los desplazamientos de picos en 20 entre patrones calculados a baja temperatura
y a temperatura ambiente: la contraccion de la celda a 190 K incrementa 0 y desplaza los picos
hacia mayores 20; la expansion a temperatura ambiente los desplaza hacia menores 260, reflejando

cambios en pardmetros de red y, con ello, en distancias y angulos intermoleculares.

7.5.4. Interacciones T --- T

Este tipo de interacciones son contactos no covalentes que ocurren entre los anillos
aromaticos de la molécula y se pueden representar por los centroides (Cg) de los mismos. En la
Figura 15 se muestran los tres centroides de los tres anillos del Crisaborol y las coordenadas de

cada uno de ellos se muestran en la Tabla 9.
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Figura 15

Centroides de los anillos aromaticos del Crisaborol.

Nota: Centroides presentes en el crisaborole, de color morado el centroide Cgl, de color verde el

centroide Cg2 y de color azul el centroide Cg3.

Tabla 9

Coordenadas de los anillos de los centroides del Crisaborol

Coordenadas
Anillo - Centroide
X y z
1-Cgl 0.6431 0.8770 0.0961
2-Cg2 0.2928 0.9310 0.1750
3-Cg3 -0.2186 0.7459 0.4199

En la estructura del material se observo en total 8 interacciones Cg---Cg con los pardmetros

de geometria mostrados en la Tabla 10.
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Tabla 10

Andlisis de interacciones de anillos cortos con distancias Cg-Cg

53

Interaccion Ce-Ce a/B/y () Cgl Perp / Cgl Perp (A) Operacién de
(A) B a simetria

Cgl —Cgl 3,6702 0/13,4/13,4 3,5705/3,5705 1-x,2-y,-z
Cgl —Cg2 4,7899 1/47,6/ 48,9 3,1463 / 3,2281 1+x,y,z
Cgl —Cg2 4,1708 1/31,8/30,5 3,5945 / 3,5446 1-x,2-y,-z
Cg2 - Cgl 4,7899 1/48,9/ 47,6 3,2281/3,1463 -1+x,y,z
Cg2 - Cgl 4,1708 1/30,5/31,8 3,5446 / 3,5945 1-x,2-y,-z
Cg2 -Cg2 5,5908 0/49,6/ 49,6 3,6205/ 3,6205 1-x,2-y,-z
Cg3-Cg3 4,3098 0/38,0/ 38,0 3,4182/3,4182 -1-x,2-y,1-z
Cg3 - Cg3 4,3349 0/36,0/ 36,0 3,4880/ 3,4880 -X,1-y,1-z

Las interacciones de Cgl---Cgl y Cg2---Cg2 se observan en la Figura 16. La interaccion

Cgl---Cgl muestra una distancia entre centroides de 3,6702 A. Los angulos B y v, con valores

iguales de 13,4°, reflejan una ligera desviacion respecto a la orientacion paralela ideal, pero que

aun favorece a un apilamiento estable. Esta disposicion geométrica es consistente con un

desplazamiento paralelo, caracterizado por un pequefio corrimiento lateral. Por otro lado, la

interaccion Cg2---Cg2 muestra una distancia entre centroides de 5,5908 A con angulos B = 49,6°

y v =49,6°, los cuales indican una disposicion inclinada entre los planos aromaticos, reduciendo

casi por completo la posibilidad de solapamiento directo de las nubes electronicas .
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Figura 16

Interaccion Cgl---Cgl vista a lo largo del eje a
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Nota: La imagen de la izquierda corresponde a la interaccion m --- w entre Cgl-Cgl en naranja y

Cg2-Cg2 en azul claro y la Figura de la derecha al empaquetamiento molecular con las

interacciones 1 -+ entre Cgl-Cgl en naranja y Cg2-Cg?2 en azul claro.

Las interacciones Cgl:---Cg2 y Cg2---Cgl se representan en la Figura 17. En estos

contactos participan los anillos 1 y 2 formando un motivo de red lineal a lo largo del eje a. Las

interacciones Cgl---Cg2 y Cg2---Cgl con distancia 4,7899 A se encuentran a lo largo del eje a y

se muestran con lineas cortas de color verde y las interacciones Cgl---Cg2 y Cg2---Cgl con

distancia de 4,1708 A se observan de manera vertical a lo largo del eje ¢ en color azul.
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Figura 17

Interaccion Cgl---Cg2y Cg2---Cgl vista a lo largo del eje a
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Nota: La imagen de la izquierda corresponde a la interaccion 1 -+t entre Cgl---Cg2, Cg2---Cgl

(4.7899 A) en verde y Cg2---Cgl, Cgl---Cg2(4.1708 A) en azul y la Figura de la derecha al

empquetamiento molecular con las interacciones 1 --- 1 entre Cgl---Cg2, Cg2---Cgl.

Las interacciones Cg3---Cg3 con distancia 4,3098 de color morado y 4,3349 A en magenta

ocurre entre los anillos 3 y se representan en la Figura 18. Estas dos interacciones forman un

motivo en hélice paralelo al eje b. Las interacciones totales entre centroides se observan en la

Figura 19.
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Figura 18

Interacciones Cg3-Cg3 vista a lo largo del eje ¢

A WM
ORI R L g
T RITIRWT
U e

Nota: La imagen de la izquierda corresponde a la interaccion m ---m entre Cg3-Cg3 y la Figura
de la derecha al empaquetamiento molecular con las interacciones 1 -+ 1 entre Cg3-Cg3.
Figura 19

Empaquetamiento molecular que muestra las interacciones intermoleculares n-w en el

crisaborol
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7.5.5. Similitud del empaquetamiento cristalino

El célculo y comparacion de la similitud del empaquetamiento cristalino de la estructura
determinada en este trabajo con la reportada a baja temperatura, se llevé a cabo mediante el
programa Mercury (Sykes, y otros, 2011). Este programa dispone de la herramienta Crystal
Packing Similarity para evaluar cuantitativamente la semejanza estructural entre distintas
condiciones experimentales o polimorfos. En la Figura 20 se observa la diferencia de las moléculas
superpuestas entre el polimorfo I reportado a baja temperatura y el polimorfo I a temperatura
ambiente reportado en esta investigacion.
Figura 20
Superposicion molecular entre la estructura cristalina reportada a baja temperatura (azul) y la

estructura determinada experimentalmente (magenta)

En la comparacion entre el polimorfo I a baja temperatura y la estructura determinada en
esta investigacion, el programa reportd una coincidencia total de 15 moléculas de 15 posibles en
el clister analizado, con un valor de RMSD = 0.126 A. De acuerdo con el Cambridge
Crystallographic Data Centre, este resultado es indicativo de un solapamiento casi perfecto de las
posiciones atomicas y, segun la literatura, se evidencia que los empaquetamientos son
esencialmente idénticos. Adicionalmente, el coeficiente de similitud de los patrones de difraccion

de polvos calculados alcanzé un valor de 0,989 (muy cercano a 1), lo cual corrobora que las
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diferencias entre ambas estructuras son minimas. Las estructuras superpuestas se observan en la

Figura 20.

Figura 21
Superposicion estructural entre la estructura cristalina reportada a baja temperatura (azul) y la

estructura determinada experimentalmente (magenta)

7.6. Estudio supramolecular
El estudio supramolecular de la estructura cristalina se llevo a cabo utilizando el programa
CrystalExplorer, el cual permite el andlisis de superficies de Hirshfeld (HS) y la construccion de

diagramas de huella dactilar (fingerprint plots) (Spackman, P. R. y otros, 2021).

7.6.1. Superficies de Hirshfeld

Las superficies mapeadas con el parametro d,,,, permitio identificar los contactos
intermoleculares mas relevantes presentes en la estructura. En estas representaciones, las regiones
en color rojo evidencian interacciones mas cortas que la suma de los radios de van der Waals de

los 4tomos involucrados, mientras que las areas blancas y azules corresponden a contactos de
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longitud intermedia o mayor. De esta forma, se corrobor6 las dos interacciones de enlace de
hidrégeno, ambas de caracter intermolecular anteriormente determinadas con el programa
PLANTON en el proceso de validacion. Las interacciones se pueden observar en la Figura 22,
como manchas rojas intensas, con circulos negros se muestra la interaccion O2 - H1--- Ol y con
circulos naranjas se sefialan la interaccion C14 - H10--- N1.

Figura 22

Superficies de Hirshfeld mapeada sobre d,, o del polimorfo I del Crisaborole a temperatura

ambiente

02-H1--- 01

e
. )\

El volumen de la superficie de Hirshfeld para la molécula es de 294,5 A3 lo que

4 —H10--- N1

corresponde al 98,25 % del volumen de la celda, lo que indica que las moléculas llenan la celda
unidad de forma muy compacta donde no hay vacios significativos.

Las superficies mapeadas con los parametros de indice de forma (Figura 23a) y curvatura
(Figura 23b), ofrecen informacién complementaria sobre la topologia de los contactos. En
particular, las manchas rojas observadas en la superficie de indice de forma confirmaron la
existencia de interacciones entre los anillos aromaticos, mientras que las zonas verdes planas en
los mapas de curvatura, se observan zonas planas en las caras de los anillos (circulos magenta en

Figura 23b), indicando regiones caracteristicas de apilamiento molecular.
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Figura 23
Superficies de Hirshfield mapeadas sobre (a) indice de forma y (b) curvatura del polimorfo I del

Crisaborole a temperatura ambiente

y -~} ‘ N
¥
Oy 6® O Q
7.6.2. Huellas dactilares
Las interacciones presentes en la estructura también pueden ser analizadas y cuantificadas

en términos de su contribucion en las superficies a través de los diagramas de huella dactilar

(Figura 24), construidos a partir de los pares de distancias internas (di) y externas (de).
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Huellas dactilares del polimorfo I del Crisaborol a temperatura ambiente que muestra todos los

contactos.

a los
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Las interacciones de mayor contribucion para el polimorfo I del Crisaborole corresponden

U6 08 1.0 1.7 174 16 1.8 ZU0 27 724

U6 08 1.0 1.7 14 106 1.8 ZU0 27 724

H-- C/C--H (16,2%),H--- N/ N--- H (15,0%) y finalmente C-:- C (7,0%)

intermoleculares asociados a enlaces de hidrogeno. En particular, se observaron picos agudos y
alargados en la region inferior izquierda del grafico (valores bajos de di y de), los cuales

corresponden a contactos H--- O y H--- N . Estos picos caracteristicos son indicativos de

contactos H--- Hque contribuyen a un 34,7% seguido de H--- 0/0--- H (16,3%),

El andlisis de estas interacciones permitié identificar de manera clara los contactos

interacciones de hidrogeno, ya que reflejan distancias mas cortas que la suma de los radios de van
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der Waals. La presencia de dichas puntas confirma que los enlaces de hidrogeno constituyen las

interacciones que gobiernan el empaquetamiento cristalino.

7.6.3. Anadlisis supramolecular del polimorfo I de Crisaborol reportado a baja

temperatura

El analisis supramolecular del polimorfo I del crisaborole reportado a baja temperatura se
llevo a cabo a partir del archivo de informacion estructural depositado en la base de datos CSD.

El volumen de la superficie de Hirshfeld para la molécula es de 288,11A3, lo que
corresponde al 97,82 % del volumen de la celda, este resultado indica que practicamente la
totalidad de la celda unidad esta ocupada por las moléculas, dejando un espacio vacio minimo.

El estudio de las superficies de Hirshfeld permitio identificar los contactos predominantes
en el empaquetamiento cristalino reportadas por (Campillo-Alvarado et al., 2018). La superficie
mapeada con el pardmetro dp,, (Figura 25) evidencia regiones rojas mds definidas en
correspondencia con la interaccion de hidrogeno O2 - H1-+- O1 y, confirmando que este contacto
se mantiene como el principal estabilizador de la red cristalina. Sin embargo, el contacto C-H-+-N
no se evidencia en la SH ya que el valor de d(H --- A) lo situa en el rango limite de la suma de los
radios de van der Waals. Debido a ello, en las superficies de Hirshfeld mapeadas con d,, -y, €ste
contacto no se representa con una sefial roja definida, en contraste con los enlaces O—H:--O, que
al presentar distancias mas cortas aparecen claramente resaltados. De esta manera, el contacto C—

H---N en esta estructura se interpreta como una interaccion débil dentro de la red supramolecular.
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Figura 25

Superficies de Hirshfeld mapeada sobre d,,,-mdel polimorfo I reportado a baja temperatura

02 —-H1-- 01

Por otra parte, los mapas de indice de forma y curvatura mostraron manchas débiles
asociadas a interacciones m---m entre anillos aromaticos y zonas verdes planas similares a las

observadas en la estructura determinada a temperatura ambiente (Figura 26).

Figura 26
Superficies de Hirshfield mapeadas sobre (a) indice de forma y (b) curvatura del polimorfo I del

Crisaborole a baja temperatura
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Los diagramas de huella dactilar mostrados en la Figura 27 son similares en forma y
contribucion a las calculadas de la estructura determinada a temperatura ambiente. En este caso,
las huellas muestran que igualmente las interacciones relevantes para el polimorfo I del
Crisaborole reportado a baja temperatura son las H--- H que contribuyen a un 34,8% seguido de
H--0/0---H (16.3%), H--- C/C---H (15,2%), H--- N/N--- H(14,7%) y finalmente

C- C(7,4%).

Figura 27
Graficos de huellas dactilares para el polimorfo I del Crisaborol a baja temperatura que

muestra todos los contactos y contactos especificos.
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