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Resumen

Titulo: Estudio polimérfico, estructural y supramolecular del Clorhidrato de Alizaprida mediante
Difraccion de Rayos X de polvo
Autor: Ely Valeria Sepulveda Baron

Palabras Clave: Alizaprida Clorhidrato, XRPD, Estructura cristalina.

Descripcion: La alizaprida es una benzamida formulada como sal de cloruro (ALZCI), que se
utiliza para controlar las nauseas y los vomitos asociados con una variedad de trastornos. Una
busqueda en la base de datos estructural de Cambridge (CSD) version 2023.3.0 y en el PDF-5+
condujo a un informe sobre el cloruro de alizaprida, codigo CSD JECYEV, y al PDF-5+ 02-064-
6994 para su patron calculado. Los datos de laboratorio y de difraccién de polvo de sincrotron
indicaron un nuevo polimorfo del cloruro de alizaprida. La estructura se determind con EXPO14,
se refind mediante el método Rietveld con Topas Academic y se evalué y optimizé6 mediante
calculos DFT. Los parametros finales obtenidos a partir de los datos del polvo de sincrotrén fueron
a=14,16199(6) A, b =16,70502(5) A, ¢ = 7,43205(2) A, p = 103,5626(3) °, V = 1709,22 A% con
Z = 4y grupo espacial P2:/c. En la estructura cristalina las fracciones ALZ+ forman cadenas en
zigzag paralelas al eje b conectadas por enlaces de hidrdgeno N—H---O. El ion cloruro conecta
varias moléculas de ALZ a través de enlaces de hidrogeno H---Cl formando cadenas helicoidales
a lo largo del eje c. También se realizaron analisis de superficie de Hirshfeld y calculos de gréficos

de huellas dactilares que se discutiran en detalle.

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

Title: Polymorphic, structural and supramolecular study of Alizapride Hydrochloride by X-ray
powder diffraction
Author: Ely Valeria SepUlveda Barén

Key Words: Alizapride Hydrochloride, XRPD, Crystal structure.

Description: Alizapride is a benzamide formulated as the chloride salt (ALZCI), which is used to
control nausea and vomiting associated with a variety of disorders. A search of the Cambridge
Structural Database (CSD) version 2023.3.0 and PDF-5+ led to a report on alizapride chloride,
CSD code JECYEV, and to PDF-5+ 02-064-6994 for its calculated pattern. Laboratory and
synchrotron powder diffraction data indicated a novel polymorph of alizapride chloride. The
structure was determined using EXPO14, refined by the Rietveld method with Topas Academic,
and evaluated and optimized by DFT calculations. The final parameters obtained from synchrotron
dust data were a = 14.16199(6) A, b = 16.70502(5) A, ¢ = 7.43205(2) A, p = 103.5626(3) °, V =
1709.22 A3 with Z = 4 and space group P2i/c. In the crystal structure the ALZ+ moieties form
zigzag chains parallel to the b axis connected by N—H O hydrogen bonds. The chloride ion
connects several ALZ molecules through H CI hydrogen bonds forming helical chains along the ¢
axis. Hirshfeld surface analysis and fingerprint plot calculations were also performed and will be

discussed in detail.

*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

La quimica y la quimica farmaceutica son dos ciencias que, aunque son diferentes, no
deberian desligarse entre ellas. Si la farmacéutica es la ciencia de la salud que tiene como objetivo
el descubrimiento, produccion y control de medicamentos, ¢por qué se dejaria de lado la quimica
que, con sus multiples técnicas de analisis, puede proporcionar informacion valiosa para disminuir
efectos adversos en los farmacos?

Un farmaco no solo son los ingredientes farmacéuticos activos (IFA) que lo componen, ni
su estructura molecular, también es la estructura cristalina, las diferentes formaciones estructurales
que posee y las interacciones intramoleculares que lo conforman; estos conocimientos permiten la
identificacion de polimorfos, el reconocimiento en fallas de la produccion, ademas de la
compatibilidad y estabilidad del medicamento. Por lo tanto, es de valor para la cristalografia que
el estudio estructural y supramolecular, de una gran variedad de farmacos, sea bastante limitado.
Sin dichos conocimientos el proceso de produccion de un farmaco se vuelve incompleto.

La Alizaprida Clorhidrato es un farmaco que, segun indagaciones preliminares, si bien
existe informacion acerca de su estructura cristalina, no hay claridad sobre la presencia de
polimorfos. La produccion es una de las areas de la industria farmacéutica comprometida con
garantizar la fabricacion de una Unica configuracion espacial de IFA, ademas de que vela porque
el proceso se pueda repetir y se pueda comprender.

En un compuesto solido, la existencia de méas de una disposicion molecular se le conoce
como polimorfos. Estos tienen repercusiones farmacocinéticas, como diferencias de tipo fisico,

fisicoquimico, tecnoldgico, quimico y farmacologico; que afectan a la industria, pues dan lugar a
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patentes y conflictos derivados de ellas (Martin & Molina, 2006). Ademas de la presencia de
polimorfos, el conocimiento de la estructura cristalina es de especial interés, ya que permite
conocer las propiedades fisicas de los farmacos como la velocidad de disolucion,
biodisponibilidad, estabilidad térmica, estabilidad en almacenamiento, morfologia cristalina y
procesabilidad durante la filtracion y la formacion de tabletas, aspectos relevantes en los procesos
de fabricacion (Briining & Schmidt, 2015).

Muchos IFA fueron descubiertos hace bastante tiempo, cuando las pruebas polimérficas
no se realizaban a fondo, pero se ha demostrado que la prevalencia de sustancias con diferentes
formas de estado sélido es alta y que al desarrollar investigaciones de deteccion de polimorfos se
encontraran varias formas de estado para la mayoria de las sustancias (Beckmann, 2013). El control
en el proceso de cristalizacion es crucial en la industria farmacéutica como proceso de separacion
de productos intermedios y como paso final en la fabricacion de IFA, la falta de control trae
consecuencias en la fabricacion y la estabilidad de las estructuras de los farmacos.

Para determinar la estructura cristalina de una molécula se puede hacer uso de la técnica
de difraccién de rayos X de monocristal o de polvo. Resolver la estructura cristalina es mas sencillo
usando la técnica de monocristal que, la de polvo, pero se suele usar mas la de polvo, ya que es
complicado obtener cristales individuales (David et al., 2002). La mayoria de los farmacos tienen
dificultad para cristalizar como monocristal, esta es una de las razones por las que se usa la técnica
de difraccion de rayos X de polvo (XRPD por sus siglas en ingles X-Ray Powder Diffraction) en
el andlisis farmacéutico, pero su importancia en la industria farmacéutica recae en que es una
técnica de deteccion rapida debido al poder de penetracion del haz de rayos X, que no es
destructivo para las muestras, su rapida recoleccion de datos y la abundante informacion contenida

en el patron de XRPD. La técnica de difraccion de rayos X pero con fuente de sincrotron
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proporciona datos mas resueltos, en menores tiempos de contaje, por lo que en muestras en las que
es complicado el proceso de obtencidn de monocristales los datos con sincrotron también permiten
resolver estructuras cristalinas. Para anélisis mas completos se suelen usar otras técnicas, ademas
de la técnica de XRPD, como la técnica de espectroscopia infrarroja (IR), el analisis
termogravimétrico (TGA) y la calorimetria diferencial de barrido (DSC), estas permiten la
caracterizacion de los IFA.

En consecuencia, esta investigacion pretende avanzar en la cristalizacion de polimorfos de
este farmaco, su posterior caracterizacion y determinacion de la estructura cristalina de la
Alizaprida Clorhidrato a partir de patrones de difraccion de rayos X de polvo (XRPD), con el
objetivo de realizar un estudio estructural y supramolecular de los polimorfos. Para poder lograr
el objetivo planteado, se hara uso de la técnica de XRPD, una de las técnicas analiticas mas usadas
en la industria farmacéutica. Esta permite la recoleccion y analisis de una gran cantidad de datos,
que contienen informacidn necesaria para la descripcion y compresion de los farmacos, lo que la
vuelve en una técnica relevante para el registro de patentes. Ademas de XRPD se utilizara la
técnica de Difraccion de Polvo de Rayos-X Sincrotron (XRPDS por sus siglas en ingles X-Ray
Powder Diffraction Synchrotron) esta jugara un punto importante, debido a que se obtienen datos
con menos solapamiento. Para la caracterizacion de los IFA, se usaran herramientas de analisis

térmico y espectroscopico.
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1. Planteamiento del problema

La Alizaprida Clorhidrato es un farmaco neuroléptico, que se usa para reducir la respuesta
del cerebro a estimulos que dan como resultado mareo, nauseas o vomito. La Alizaprida es una
benzamida sustituida y el clorhidrato es la forma salina de la alizaprida, aunque se administra como
clorhidrato, la dosis se expresa en términos de la base (Merative Micromedex ®, 2010).

El polimorfismo es una propiedad comuln en sustancias orgénicas e inorganicas, los
polimorfos son sustancias quimicamente iguales pero diferentes en la organizacion de sus
moléculas. En la industria farmacéutica el polimorfismo representa una problematica, debido a que
cada arreglo cristalino presenta propiedades fisicoquimicas diferentes que influyen en la
biodisponibilidad, la estabilidad y ostros aspectos de los productos farmacéuticos (Hickey &
Giovagnoli, 2018). Teniendo en cuenta que el polimorfismo es habitual y que trae repercusiones
significativas para los farmacos, es de interés que varios farmacos, como la Alizaprida Clorhidrato,
no cuenten con pruebas polimorficas e investigaciones estructurales.

La difraccion de Rayos X es una de las técnicas mas utilizadas en el analisis de farmacos.
Desde que se descubrid la difraccion de rayos X, se han publicado mas de 700.000 estructuras
cristalinas de compuestos organicos y organometalicos. Esta coleccion de estructuras esta
archivada en Cambridge Structural Database (CSD). Esta base de datos contiene estructuras
cristalinas de farmacos, que aportan informacion como los grupos funcionales o subestructuras,
con ella se puede estudiar las interacciones de tipo proteina-ligando, la existencia de polimorfos y
las propiedades adecuadas de los farmacos (Scapin et al., 2015). Para el presente no se encuentran

reportes de polimorfismo del Clorhidrato de Alizaprida en las bases de datos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General
Estudiar de manera estructural y supramolecular los polimorfos del Clorhidrato de
Alizaprida mediante Difraccion de Rayos X de polvo.
2.2. Objetivos Especificos
e Cristalizar polimorfos del Clorhidrato de Alizaprida.
e Caracterizar espectroscopica y térmicamente los polimorfos del Clorhidrato de
Alizaprida.

e Determinar la estructura cristalina del Clorhidrato de Alizaprida.
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3. Antecedentes

La Alizaprida clorhidrato es un fa&rmaco que ha sido comparado constantemente con la
Metoclopramida, ambas son benzamidas sustituidas con actividad antiemética y con una actividad
terapéutica similar, sin embargo, la Alizaprida es menos efectiva que la metoclopramida y provoca
hipotension severa (Sanger & Andrews 2018). Por lo que, la mayoria de las investigaciones, sobre
este farmaco, estan relacionadas con estudiar su actividad enzimatica y su eficacia en comparacion
con otros farmacos como la metoclopramida, administrada en diferentes tipos de pacientes, como
por ejemplo pacientes sometidos a quimioterapia (Zambetti et al., 1985).

En 1989, en Bélgica, un grupo de investigadores realizaron un estudio para examinar los
requisitos estructurales para la accién de bloqueo que realiza la Alizaprida clorhidrato en el
receptor D2 de dopamina. En esa investigacion se determin6, para el sistema monoclinico, que el
grupo espacial de este farmaco es P21/c, el nimero 14 de 230; con parametros de celda: a = 8.8439
(7), b =16.6827 (9), ¢ = 12.2196 (10) A, #=92.510 (6) °, el volumen de su celda es 1801.2 (2) A3,
la unidad formula en la celda (Z) es 4 y su R fue 0.052. La principal condicion para realizar esta
investigacion fue una temperatura de 293 K (De Winter et al., 1990). En la figura 1 se observa el
esquema de la estructura cristalina obtenida. Este reporte se extrajo de la base de datos CCDC, su
cddigo es JECYEV y en la actualidad corresponde al Gnico reporte registrado sobre el Clorhidrao
de Alizaprida.

Figural
Gréfico de PLUTON que muestra el esquema de numeracion y los enlaces de hidrégeno

intramoleculares (indicados por lineas discontinuas) de la Alizaprida clorhidrato.
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Nota. El grafico representa el esquema de la estructura cristalina de la Alizaprida clorhidrato.

Tomado de De Winter et al., 1990.

4. Marco teorico

4.1. Alizaprida Clorhidrato
La Alizaprida Clorhidrato (figura 2) también conocida como 1h-Benzotriazol- 5-
carboxamida, 6- metoxi-norte- [[ 1- (2- propen- 1- il) - 2- pirrolidinil ] metil], clorhidrato (1: 1),
cuya formula molecular es C16H21NsO2.HCI (CAS Registry Number: 59338-87-3), es un farmaco

derivado de metoxi-2-benzamida. La Alizaprida ejerce propiedades neurolépticas leves, como lo
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demuestran las reacciones catatonigenas en ratas y los efectos inhibidores sobre la motilidad
espontanea de los ratones, ademas no produce ninguna reaccion antihistaminica. (Bleiberg et al.,

1988)

En el afio 2007, en China, se patento un proceso de preparacion de la Alizaprida clorhidrato
gue consistia en 6 etapas, con ventajas de un alto rendimiento, un funcionamiento sencillo y una
menor contaminacion; pero para el afio 2020 esta patente ceso el derecho de propiedad intelectual

(Zhang, 2007)

Figura 2

Estructura molecular del Clorhidrato de Alizaprida

s

* HCI

Se define a los antieméticos como un grupo de medicamentos que pueden tratar o prevenir
las nduseas y los vomitos, principalmente los que vienen con la terapia contra el cancer, la anestesia
o el mareo. Uno de los farmacos que esta incluido en este grupo es la Alizaprida Clorhidrato. La
Alizaprida ejerce su efecto antiemético elevando el umbral del centro medular del vomito
(Zambetti et al., 1985). En dosis bajas, bloquea los receptores centrales de dopamina D2, pero en

dosis altas puede ser un antagonista del 5-HT3 (5-hidroxitriptamina) (Bremer, 1992).
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4.2. Polimorfismo

El polimorfismo se puede definir como la existencia de dos o mas disposiciones diferentes
de las moléculas de un compuesto en estado sélido. Las estructuras polimorficas de los cristales
moleculares son diferentes fases de una entidad molecular particular (Bernstein, 2002).

Los polimorfos provenientes de un mismo material pueden presentar propiedades fisicas y
quimicas diferentes. En los farmacos es comudn la presencia de polimorfos, la estabilidad
termodindmica de estos trae repercusiones farmacéuticas como la biodisponibilidad, la
procesabilidad y el proceso de fabricacion, razon por la cual existe la investigacion del
polimorfismo farmacéutico y los mdltiples enfoques que puede tener (Li et al, 2009). El
polimorfismo presenta cuestiones interesantes para los sistemas de patentes. Ya que las
modificaciones cristalinas de una sustancia representan estructuras cristalinas con propiedades
potencialmente diferentes, descubrir o preparar una nueva modificacion cristalina es una
oportunidad para reivindicar una invencion que puede reconocerse en la adjudicacion de una
patente (Bernstein, 2002).

Las diferentes formas que pueden poseer los IFA pueden estudiarse segln las interacciones
no covalentes que poseen, estas dan estabilidad quimica a la molécula, permiten entender algunas
propiedades como la disolucion o la solubilidad y reconoce los conjuntos supramoleculares que se
relacionan con las propiedades de la sustancia (Rodriguez-Spong et al, 2004).

4.2.1. Métodos de Cristalizacion de polimorfos

La base de la cristalizacion de IFA esta en el equilibrio entre el reconocimiento molecular,
la cinética y la termodinamica. En busca del control de las formaciones en estado solido se han

desarrollado diferentes técnicas de cristalizacion (Rodriguez-Spong et al, 2004).
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Uno de los métodos de cristalizacion es el desarrollado a partir de soluciones liquidas, con
ellos se comprueba la capacidad de las superficies para nuclear polimorfos. La cristalizacion a
partir de la adicion de anti solventes es otra técnica que proporciona un medio para controlar la
seleccion de polimorfos.

4.2.2. Cristalizacion a partir de un solvente

La cristalizacion a partir de un solvente es una de las técnicas més sencillas para cristalizar,
consiste en diluir una pequefia cantidad de la muestra en un solvente adecuado, a una temperatura
determinada; la disolucién obtenida se sobresatura al enfriarla, provocando la cristalizacion. La
cristalizacion de las soluciones puede ocurrir en diferentes condiciones como: el control o no de
saturacion, la agitacion o no agitacion de la solucion o la clasificacién o no del tamafio del producto
(Mullin, 2001).

Es importante realizar una adecuada seleccion de solventes cuando se trata de cristalizar.
Entre las cosas a considerar al elegir el solvente esta que permita una facil disolucién del soluto y
que tenga poca similitud quimica entre soluto y solvente; los solventes se pueden clasificar segin
sus interacciones intermoleculares en solvente prético polar, aprético dipolar y aprotico no polar
(Mullin, 2001). El agua, un solvente prético polar, suele ser el disolvente mas utilizado por la
facilidad con que se disuelven la mayoria de los compuestos quimicos.

4.2.3. Cristalizacion anti-solvente

La cristalizacion antisolvente es una de las operaciones populares en los procesos
industriales de cristalizacion, con la ventaja de seleccionar socios solventes adecuados para el
soluto, con diferencias de solubilidad, para modular la distribucion de tamafio y los polimorfos de
los productos cristalinos (Xue et al, 2021). Asi, al mezclar solventes se puede favorecer la

cristalizacion.
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4.3. Técnicas de caracterizacion

Es necesario para el anélisis estructural que se utilicen técnicas de profundizacion, como la
Espectroscopia Infrarroja (IR) y la Termogravimetria y Calorimetria diferencial de barrido (TGA-
DSC), para entregar una estructura cristalina completa.

4.3.1. Espectroscopia Infrarroja (IR)

La radiacion infrarroja se encuentra en el rango de longitud de onda de 0,78 a 1000 pm.
Esta se puede categorizar de tres maneras, cercana, mediana y lejana. Existen diferentes técnicas
y aplicaciones para cada region del espectro infrarrojo.

La region del infrarrojo medio, entre 2,5 y 50 um, se utiliza en el analisis cuantitativo de
materiales complejos con la espectroscopia de absorcién y emision. Actualmente, el
comportamiento de las sustancias solidas complicadas se estudia con técnicas de reflectancia total
atenuada y difusa en el infrarrojo medio; los espectros de reflexion en infrarrojo medio guardan
similitud con los espectros de absorcion, en cuanto apariencia e informacién que proporciona
(Skoog et al, 2008).

La mayoria de los espectrometros infrarrojos son de tipo de transformada de Fourier (FT),
estos instrumentos traen varias ventajas como un mejor rendimiento, la alta potencia de resolucion
y la capacidad de reproduccién de la longitud de onda, lo que facilita el analisis de espectros
complejos.

4.3.2. Termogravimetriay calorimetria diferencial de barrido (TGA-DSC)

Los cambios que se producen cuando se somete una molécula a metodos de analisis
térmico, proporcionan bastante informacion sobre su naturaleza. La termogravimetria es una

técnica de analisis que mide el cambio de masa de un material en funcion de la temperatura, entre
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tanto la muestra se expone a un programa de temperatura controlado. Los resultados se visualizan
como un grafico de masa frente a la temperatura o el tiempo.

Es comin que se presenten reacciones en este proceso sin que se pierda masa, estos casos
pueden detectarse usando calorimetria diferencial de barrido (DSC). La técnica de DSC es
importante para identificar polimorfos en farmacos. Los polimorfos tienen acciones fisioldgicas
diferentes, estas pueden ser detectadas investigando la reactividad de los componentes de los
farmacos, con la curva de anélisis térmico (Haines, 2002).

4.4, Difraccion de Rayos X de polvo (XRPD)

En 1912 Laue, Friedrich y Knipping descubrieron la difraccion de rayos X en cristales,
ellos imaginaron los cristales en términos de una red tridimensional de filas de a&tomos y basaron
su andlisis en terminos de una red de difraccion tridimensional. Por otro lado, W. H. Bragg y W.
L. Bragg desarrollaron la técnica de difraccion de rayos X, unos afios antes de la primera guerra
mundial, ellos concibieron los cristales como capas o planos de &tomos que se comportaban como
planos reflectantes (Hammond, 2009).

Las técnicas de difraccion de rayos X policristalinas o de polvo fueron desarrolladas por
Debye y Schenerrer y de manera independiente por Hull en el periodo de 1914-1919. Surgiendo
para saciar la necesidad de analizar materiales que no se podian obtener como monocristales
grandes, siendo el caso de las proteinas y otros cristales organicos complejos (Hammond, 2009).

4.4.1. Rayos X

En el espectro electromagnético los rayos X se encuentran entre la radiacion gama y los
ratos ultravioletas, ocupan un rango de longitud de onda de 0,1 a 100 A. Las longitudes de onda,

de los rayos X, que se usan normalmente en cristalografia estan entre 0,5y 2,5 A.
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Existen dos métodos para generar rayos X. El primero es un dispositivo llamado tubo de
rayos X, donde se generan ondas electromagnéticas a partir del impacto de electrones de alta
energia contra un objetivo metalico. Este es un tubo al alto vacio en el cual esta instalado un catodo
de filamento de tungsteno y un &nodo. Por lo general este Ultimo es un bloque grande de cobre con
un blanco metéalico depositado o incrustado sobre la superficie del blogque, entre los materiales que
se usan como blanco se encuentra el tungsteno, cromo, cobre, molibdeno, rodio, escandio, plata,
hierro y cobalto (Skoog et al., 2008).

La segunda es una fuente mucho méas avanzada de radiacion de rayos X: el sincrotrén,
donde los electrones de alta energia estan confinados en un anillo de almacenamiento. Cuando se
mueven en una o6rbita circular, los electrones aceleran hacia el centro del anillo, emitiendo asi
radiacion electromagnética (Pecharsky & Zavalij, 2009). El sincrotrén produce radiacion de banda
ancha que se puede colimar y polarizar de manera importante. Cuando dichas fuentes se utilizan
con un monocromador son capaces de proporcionar una fuente de rayos X que es sintonizable para
los experimentos fotoeléctricos (Skoog et al., 2008).

4.4.2. Difraccion de los rayos X

Las ondas de radiacion electromagnética presentan la propiedad de la difraccion. Cuando
la radiacion X pasa por una muestra de materia, el vector eléctrico de la radiacion interactua con
los electrones de los atomos de la materia para producir difusion (Skoog et al., 2008).

La ley de Bragg explica con eficiencia el fenomeno de difraccion. Como se explicd
anteriormente, Bragg comprendio la difraccion en término de reflexiones de los planos cristalinos.

Suponemos entonces el caso de un cristal simple, representado por una cuadricula simple

(figura 3), en esta red cristalina cada punto representa un atomo. La diferencia entre las ondas
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dispersadas por atomos de planos reticulares adyacentes (hkl) de espaciamiento dy,;;  estd dada
por:

(AB + BC) = (dpySin@ + dpy;sinf) = 2 dyy;sinf
Figura 3

Ley de Bragg para el caso de una cuadricula rectangular
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Nota. Dibujo de una cuadricula rectangular para representar la Ley de Bragg. Tomado de
Hammond, 2009.

El conjunto de planos cristalograficos se describe usando tres indices enteros h, k y 1, los
cuales se le conoce como indices de Miller. Teniendo esto en cuenta y la anterior ecuacion, se
obtiene la siguiente relacién, para una interferencia constructiva (Hammond, 2009):

nAd = 2 dyy; sin 6
Donde:
n = nimero entero (es el orden de difraccidn)
A =longitud de onda de la radiacién incidente
d = distancia entre la familia de planos hkl
6 =angulo de Bragg
La intensidad difractada por una muestra policristalina se mide como una funcion del

angulo de Bragg, 26 . . Por lo tanto, los patrones de difraccion de polvo se representan en forma



ESTUDIO POLIMORFICO DEL CLORHIDRATO DE ALIZAPRIDA 26

de la intensidad medida, siendo esta la variable dependiente frente a la variable independiente que
en este caso seria el &ngulo de Bragg.

4.4.3. Instrumentation y consideration experimental

Las cdmaras Debye-Scherrer, eran los equipos mas utilizados en el pasado por los
laboratorios de cristalografia. Los datos de difraccion de polvo se obtenian en peliculas de rayos
X. Cuando se usaba la pelicula, el patron resultante era una serie de segmentos de anillos
concéntricos estrechos y distorsionados elipticamente, donde cada anillo correspondia a un pico
de Bragg (Figura 4).
Figura 4

Esquema de cAmara Debye-Scherrer para polvo y una tira de pelicula

Nota. Esquema de a) camara Debye-Scherrer para polvo; b) tira de pelicula después del revelado.
D2, D1y T indican las posiciones de la pelicula en la camara. Tomado de Skoog et al, 2008.
En la actualidad, los patrones de difraccion de se recopilan, en su mayoria, en

difractometros de polvo (figura 5). Dando patrones digitalizados en forma de grafica utilizando la
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intensidad difractada como funcion numérica del &ngulo de Bragg. Los datos que se obtienen en
un difractémetro de polvo, por lo general, son mejores que los datos obtenidos por una pelicula de
rayos X (Pecharsky & Zavalij, 2009).

En este instrumento, la muestra de polvo en forma de un disco circular delgado de
aproximadamente 15 mm de diametro y 1-2 mm de espesor, se coloca sobre un soporte posicionado
verticalmente. El soporte se puede girar alrededor de un eje perpendicular a la mesa. Se deja que
el haz de rayos X caiga sobre la muestra formando un angulo con la superficie. Un contador de
fotones de rayos X gira en circulo alrededor de la muestra y detecta por turno todos los haces
reflejados. Para enfocar mejor el haz reflejado en el detector, la muestra se gira a una velocidad la
mitad de la del detector. El detector convierte la intensidad en corriente y los &ngulos de difraccion
se trazan como 26 contra la corriente en un registrador de banda (Chakrabarty, 2010, p. 10)
Figura 5
Esquema de un goniostato de un difractometro de polvo con eje horizontal y rotaciones

sincronizadas de los brazos fuente y detector

Specimen Goniometer
holders axis
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Nota. Esquema del goniostato de un difractometro de polvo Scintag XDS2000 con eje horizontal
y rotaciones sincronizadas de los brazos fuente y detector. Este gonidometro esta equipado con un
detector de estado solido enfriado con nitrégeno liquido, que permite la monocromatizacion del
haz difractado seleccionando una ventana de energia estrecha, registrando asi solo fotones de
energia caracteristicos. R - es el radio del goniometro. Tomado de Pecharsky & Zavalij, 2009
4.5. Modelado de estructura cristalina a partir de patrones de XRPD

La propiedad de difraccion de una red cristalina y los fundamentos de un experimento de
difraccion de polvo, son conocimientos necesarios para la caracterizacion estructural de un
material. El problema se encuentra en los patrones de difraccion polvo, esto debido a que tienen
cierta complejidad para ser interpretados. Por esta razon para determinar la estructura cristalina a
partir de patrones de difraccién de polvo, lo mejor es dividir este proceso en una serie de seis pasos.

4.5.1. Indexado del patrén de polvo

Con el indexado del patron de difraccidn polvo, se busca definir los pardmetros de la celda
unitaria del material analizado. Los patrones de difraccion de polvo se componen de picos de Bragg
superpuestos debido a la unidimensionalidad de la técnica, es por esta razon que se debe procesar
los datos ajustando la forma de los picos a una funcién adecuada para obtener las posiciones y las
intensidades de los picos de Bragg. Las posiciones de los picos que se observan pueden
distorsionarse segun parametros instrumentales y de la muestra; las intensidades maximas en los
picos se deben a factores estructurales, de la muestra e instrumentales.

Por lo general esta etapa se realiza por métodos de autoindexacion disponibles como
programas de computadora, siendo los mas comunes ITO, TREOR y DICVOL, estos son

programas de indexado con métodos completamente diferentes que han sido enumerados, por
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McCusker (1992), en una revision sobre software integrado para solucion de estructuras a partir
de datos de polvo.

4.5.2. Descomposicion del patron de polvo por intensidades integradas

La extraccion de intensidades es un trabajo sencillo que suele convertirse en el mas
desafiante por la superposicion de picos. Esta superposicion ocurre de manera accidental o puede
ser consecuencia de la simetria. Programas como ALLHKL, WPPF, WPPD, GSAS, Le Bail,
LSQPRFOF y EXTRA, son programas que se han desarrollado para abordar el problema de la
descomposicion de patrones.

El método de Le Bail esta basado en el método original de Rietveld para determinar las
magnitudes observadas de los factores estructurales. Rietveld (1969) enuncio un enfoque de suma
simple para la evaluacion de una magnitud de factor de estructura examinada para reflexiones
superpuestas parcial o completamente.

4.5.3. Asignacion del grupo espacial por ausencias sistematicas

En esta etapa, la determinacion del grupo espacial con datos de difraccion de polvo se
consigue explorando las reflexiones sistematicamente ausentes. La presencia de simetria
traslacional provoca la extincion de ciertos tipos de simetria. Esta propiedad de los elementos de
simetria infinita provoca ausencias sistematicas, de ahi que pueda detectarse el grupo a partir de
ese analisis.

La superposicion de picos puede producir dificultades para distinguir las ausencias
sistematicas. Para indices de Miller bajos este problema pocas veces es relevante. Sin embargo,
para indices de Miller, igual o mayores a cinco, las reflexiones ausentes se pueden superponer con
las reflexiones presentes en los grupos espaciales (David et al 2002).

45.4. Determinacién de la estructura cristalina
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Se puede definir la estructura cristalina empleando la trasformada de Fourier a los datos de
difraccidn, pero cuando la amplitud de la estructura es una cantidad compleja, se vuelve un desafio,
debido a los problemas de fase.

Los métodos cristalograficos convencionales, que permiten modelar la estructura
cristalina, son los métodos directos y los de Patterson, Los métodos directos tienen una mejor
respuesta en el caso de estructuras de 4tomos ligeros, a diferencia de los métodos Patterson que
funcionan mas con estructuras que contengan un subconjunto de atomos pesados. Entre los
programas que permiten la determinacion de la estructura cristalina se encuentra EXPO, este
programa puede resolver estructuras cristalinas mediante datos de difraccion de polvo utilizando
métodos espaciales reciprocos y directos (Altomare et al., 2013).

4.5.5. Refinamiento de la estructura por el método de Rietveld

La primera estructura que se realiza nunca sera la estructura cristalina final. Para que el
proceso de determinacion estructural se considere completo debe realizarse un refinamiento a las
variables de patron y a los parametros cristalograficos del modelo.

Rietveld (1969) definid una técnica de refinamiento, que hoy en dia sigue siendo la méas
usada. El sugiri6 que los datos experimentales de difraccion de polvo se pueden utilizar sin
extraccion de las intensidades integradas individualmente o los factores de estructura individuales
y todos los parametros estructurales e instrumentales se refinan ajustando un perfil calculado a los
datos observados.

4.5.6. Validacion de la estructura cristalina

Para finalizar el desarrollo de la estructura cristalina se calcula la distribucion de densidad
electronica o nuclear en la celda unitaria, con el fin de confirmar la ubicacion de los atomos que

se conocen y, si existen, los que faltan por conocer. Para esta fase son necesarios los datos
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obtenidos con anterioridad, como las intensidades de los picos de Bragg, estos deben pulirse para

que los parametros estructurales permitan alcanzar el resultado méas exacto posible. Para validar la

estructura cristalina se utilizan algunos programas computacionales, como el programa PLATON.
4.6. Quimica Supramolecular

Después de definir la estructura cristalina de un material, sigue el andlisis de las
interacciones que transfieren la estabilidad al arreglo cristalino. La quimica supramolecular
permite realizar el analisis de los conjuntos moleculares y los enlaces intramoleculares.

Al comienzo la quimica supramolecular fue definida como la quimica de enlace no
covalente, que analiza la relacion entre la quimica molecular en términos de estructuras y
funciones; en la actualidad esta ciencia contiene el estudio de los dispositivos y maquinas
moleculares, el reconocimiento, el autoensamblaje y la autoorganizacion molecular (Steed &
Atwood, 2009).

Crystal Explorer es un programa Util para el analisis supramolecular, entre las areas de la
quimica del estado sélido que abarca se encuentra: las interacciones intermoleculares, el
polimorfismo, los efectos de la presion y la temperatura sobre las estructuras cristalinas, las
reacciones de monocristal a monocristal y las relaciones estructura-propiedad (CrystalExplorer,
s.f).

4.6.1. Interacciones del empaquetamiento cristalino

Cuando se considera un sistema supramolecular hay que tener en cuenta las interacciones
en la estructura y con su entorno. Entre las principales interacciones se encuentran las ion-ion, ion-
dipolo, dipolo-dipolo, fuerzas de Van de Waals, interacciones cerradas de Shell, interacciones de
tipo r y los enlaces de hidrogeno. Para esta seccidn se hara énfasis en los enlaces de hidrogeno y

sus diferentes clasificaciones.
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4.6.2. Enlaces de Hidrogeno

Los enlaces de hidrogeno son un tipo de interaccion dipolo-dipolo. En esta un atomo de
hidrogeno enlazado con un dtomo electronegativo es atraido por un dipolo una molécula o grupo
funcional cercano. Este enlace se describe como D-H-A, porque se relacionan tres atomos: el de
hidrogeno (H), el donante (D), que suele ser electronegativo y el aceptor (A), también
electronegativo y poseedor de un par de electrones libres.

Estos enlaces se conocen como interacciones de proton compartido y pueden clasificar
quimicamente en dos categorias, en la primera categoria estan los enlaces de 3 centros y 4
electrones, que a su vez se subdivide en enlaces de hidrogeno que afectan a los elementos del grupo
principal y, a los centros metalicos; en la segunda categoria se encuentran los enlaces de 3 centros
y 2 electrones (Gilli & Gilli, 2009). En la tabla 1 se puede entender de manera mas detallada la
nomenclatura basica de los enlaces de hidrogeno.

Tablal

Nomenclatura de los enlaces de hidrogeno

Nomenclatura enlaces de hidrogeno

Wt fcececsd X Ri——X——H e X—Ry Ri——X——H-oeee] X—R, Wi Y
Homonuclear Homonuclear Homonuclear Heteronuclear
homomolecular heteromolecular
D_H ........... A D— H A]_ D\ D\ A3
Az H ........ Al H
Dos centros Ay Ay AL

Tres centros

(monodentado) Tres centros Cuatro centros (tridentado)

(bifurcado, bidentado)
(bifurcado, bidentado)
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Nomenclatura de los enlaces de hidrogeno

(continuacion Tabla 1)
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Nomenclatura enlaces de hidrogeno

Doble

(quelado)

Intramolecular

= d(D — H)

Doble y tres centros

N\
N-H - O

0 - H-N
N\

0-D dimero

0 = (D—H—A)

1-D cadena

H..
B e

Disimétrico y doblado

Az .

2-D

3-D

estructura

estructura

Simeétrico y lineal

Nota. Esta tabla muestra la nomenclatura basica de los enlaces de Hidrogeno. Adaptado de Gilli

& Gilli, 20009.

4.6.3. Superficies de Hirshfeld

La superficie de Hirshfeld (HS, por sus siglas en inglés, Hirshfeld Surfaces) esta construida

sobre un atomo esférico basado en la distribucién de densidad electronica. La HS define el espacio

ocupado por atomos o moléculas en el cristal para dividir la densidad electrénica en fragmentos

moleculares. La HS esta desarrollada alrededor de la molécula cuando se divide el espacio dentro
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de una estructura cristalina en regiones donde la suma de la densidad electrdnica del cristal esta
dominada por la densidad electrénica de una suma de &tomos esféricos. (Nagdeve, et al, 2024)
Una herramienta util para el analisis de interacciones de empaque es el programa Crystal
Explorer, el cual calcula las superficies de Hirshfeld de una molécula en una estructura cristalina
y representa las interacciones moleculares de una determinada molécula dirigida con sus vecinas.
Es instructivo para analizar estructuras que contienen anillos de fenilo y medir la extension de

interacciones tipo 7...w (Tiekink & Zukerman-Schpector, 2012).

5. Metodologia

5.1. Caracterizacion del Clorhidrato de alizaprida
5.1.1. Espectroscopia FT-IR
Para caracterizar los IFA se realizaron espectros de FT-IR, usando una celda de reflexién
total atenuada (ATR), con el espectrémetro JASCO FT/IR - 4X (Figura 6), localizado en el edificio
de Laboratorios Livianos en la Universidad Industrial de Santander (UIS).
Figura 6

Espectrémetro FT/IR-4X
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Nota. Equipo FT/IR-4X. Tomado de JASCO®, 2024.

5.1.2. Andlisis térmico TGA-DSC

Con el Analizador Discovery TGA 5500 y el Analizador Discovery DSC 5500 (figura 7),
ubicados en el Parque Tecnoldgico de Guatiguard — UIS, se elaboraron los termogramas TGA-
DSC. Para la toma de los datos se emplearon 7,0469 mg de muestra, los cuales se colocaron a
calentamiento en un rango de temperatura de 35°- 500°C. Las condiciones generales para los
analisis fueron: flujo de nitrégeno, velocidad de flujo de 250 mL/min y barrido de calentamiento
en un orden de 10°C/min.
Figura7

Analizador Discovery TGA 5500
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Nota. Equipo Discovery TGA 5500. Tomado de TA Instruments © (2016).
5.2. Cristalizacion del Clorhidrato de alizaprida
5.2.1. Cristalizacion a partir de un solvente
En un recipiente cristalizador se agregaron 10 mg del farmaco, a continuacion, se agregaron
5 mL del solvente, se agito constantemente hasta estar completamente disuelto, se tapd el
recipiente y se dejé en reposo hasta que se evaporara la solucion. Los solventes seleccionados y
las temperaturas a las que se dejaron reposar las soluciones, se encuentran en la tabla 2. Para la
eleccién de temperatura a la que se dejaria las soluciones se tuvo en cuenta el punto de ebullicion

de los solventes y para escoger los solventes se tuvo en cuenta la polaridad y la solubilidad.

Tabla 2

Condiciones para ensayos de cristalizacion a partir de un solvente

Solvente Temperatura [°C]
Etanol 23 °C
Etanol 2-8 °C

Eter dietilico 23 °C

Metanol 23 °C

Metanol 2-8 °C
Agua 23 °C

5.2.2. Cristalizacién a partir de una mezcla de solventes
Para el caso de cristalizacion a partir de una mezcla de solventes, se realizd la misma

metodologia que se usé para la cristalizacién con un solo solvente, pero teniendo en cuenta las
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proporciones en las que se realizaron las mezclas, dichas proporciones se observan en la tabla 3.
Las mezclas se determinaron a partir de la solubilidad y la miscibilidad de los solventes.
Tabla 3

Condiciones para ensayos de cristalizacion a partir de una mezcla de solventes

Solventes Proporcion Temperatura [°C]
Etanol y éter dietilico 1:1 23 °C
Etanol y éter dietilico 1:1 2-8 °C

5.2.3. Cristalizacion con adicion de un anti solvente

Con respecto a la cristalizacién con un anti solvente se busco un solvente que fuera
insoluble con el farmaco, pero miscible con los solventes o mezcla de solventes, de esta manera se
selecciond el anti solvente. Para esta cristalizacion se agregd 10 mg del farmaco en un frasco
cristalizador, se agrego el solvente o la mezcla de solventes, se agito hasta que el farmaco estuviera
disuelto y posteriormente se agrego el anti solvente en la proporcién indicada en la tabla 4.
Después, se tapo el recipiente y se dejé evaporar a temperatura ambiente.
Tabla 4

Condiciones para ensayos de cristalizacion con adicion de un anti solvente

Solventes Anti solvente Proporcion
Etanol Ciclohexano 3:2
Eter dietilico Ciclohexano 3:2
Etanol y éter dietilico Ciclohexano 1:1:2

5.3. Resolucién de la estructura cristalina
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5.3.1. Patron de Difraccion de rayos X de polvo con fuente de tubo de rayos X

Para obtener el patron de polvo se utilizo el equipo Bruker D8 ADVANCE (Figura 8) con
geometria Da Vinci, que se encuentra en el laboratorio de Rayos X del Parque Tecnoldgico
Guatiguara - UIS. El registro de patrones se llevd a cabo con las siguientes condiciones:
temperatura ambiente, radiacion Kal (A=1,5406A), en el rango de 2° a 70,0° (20) con un paso de
0,02035° (20) a 0,6s/paso, voltaje 40 kV y amperaje de 40mA. El difractometro tiene un detector
LynxEye con una apertura de 2,93°, una rendija divergente de 0,6 mm, un filtro de niquel y dos
ventanas soller axiales, una primaria y otra secundaria de 2,5° cada una.
Figura 8

Equipo Bruker D8 ADVANCE

Nota. Maquina Bruker D8 ADVANCE. Tomado de Bruker © (s.f).

5.3.2. Patron de Difraccion de rayos X de polvo con fuente de sincrotron
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Los datos de difraccion de polvo de rayos X de alta resolucion se recopilaron en la linea de
luz ID22 en ESRF, Grenoble. Se utiliz6 una muestra cuidadosamente molida del clorhidrato de
alizaprida para llenar un capilar de borosilicato de pared delgada de 1,0 mm. Los datos se
recopilaron a temperatura ambiente con una longitud de onda de 0,35435164 A entre -10 y 40,000°
en 26 (escaneo continuo de 20° min-1, intervalos de muestreo de datos de 0,0005°). El capilar se
hizo girar a 919 RPM y se traslad6 1,2 mm entre escaneos para exponer una region nueva de la
muestra para minimizar el posible dafio por radiacion. Los escaneos se recopilaron en 31
posiciones a lo largo del capilar.

5.3.3. Andlisis estructural y supramolecular

Los procesos de indexado de los patrones de difraccion de polvo se desarrollaron mediante
el programa Predict. Para calcular el grupo espacial, se usé el programa EXP0O2014, con los
parametros de celda obtenidos en el proceso de indexado, ademas del grupo espacial, este
programa también se utilizd, para el modelado y la determinacion de la estructura. La
descomposicion del patrén de polvo completo (WPPD por sus siglas en ingles) y el refinamiento
de la estructura, se realizé usando el programa Topas. Luego, se validd la estructura cristalina con
los programas Mercury Mogul Geometry Check y PLATON. Con los programas Diamond 3.0 y
Mercury 3.9 se realizo la representacion grafica de la estructura cristalina. Por altimo, se validé de
nuevo el resultado obtenido, para verificar la eficacia de empaquetamiento y la expansion en la
red cristalina, usando otra vez el programa PLATON. Para realizar el analisis supramolecular se
utilizé el programa Crystal Explorer.

6. Resultados y Analisis.
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6.1. Caracterizacion del Clorhidrato de alizaprida

6.1.1. Espectroscopia FT-IR

El clorhidrato de alizaprida principalmente es una benzamida sustituida y en el espectro
FT-IR, que se observa en la figura 9, se encuentran las bandas caracteristicas para este farmaco.
Por lo general, las frecuencias de estiramiento Csp?-H de un hidrocarburo aromatico se encuentran
en la region entre 3100-3000 cm™, en el espectro infrarrojo se pueden observar dos bandas en esta
region de intensidad media, a la frecuencia de 3059,54 y 3040,02 cm™ correspondientes al
estiramiento C-H de los hidrdgenos que se localizan en el anillo aromatico. Las frecuencias del
estiramiento C=C en el anillo aromético son las que se encuentran a 1461,77, 1457,92 y 1425,13
cmL. Para sistemas de enlace alqueno conjugado con un centro de simetria se observa una sola
banda de estiramiento asimétrico C=C, en el espectro esta banda corresponde a la frecuencia de
1603,52 cm™. Por otro lado, el estiramiento simétrico C=C para ese tipo de especies es inactivo en
infrarrojo.

La banda que se observa a una frecuencia de 3327,56 cm™ corresponde al estiramiento N-
H del grupo amida de la molécula, mientras que a una frecuencia de 1533,13 cm™ se puede ver la
banda de flexion N-H de este mismo grupo. La banda de absorcién del estiramiento C=0 de las
amidas ocurre a frecuencias mas bajas de lo comin para un carbonilo, esto debido al efecto
resonancia. Para el caso de esta molécula, este estiramiento se localiza a una frecuencia de 1634,37
cm, y a esta misma frecuencia también se encuentra la banda de estiramiento del grupo vinilo
que hace parte de la estructura.

La banda de vibracion observada a 1224,57 cm™ pertenece al estiramiento asimétrico C-
O-C, entre el metil, el oxigeno y el anillo de benceno presente en la molécula; a su vez se encuentra

el estiramiento simétrico C-O-C a una frecuencia de 1050,05 cm™. La cadena de carbonos de tipo
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alcano que se encuentra entre el grupo amida y el grupo amina en la molécula, presenta
estiramientos C-H que se observan en el rango de 2830-3000 cm™™.

Es importante recordar que el clorhidrato de alizaprida es una sal que se encuentra
protonada en el atomo de nitrogeno que conforma el fragmento pirrolidinil. En el caso de
estiramientos N-H, las sales de aminas terciaras absorben radiacion en una region entre 2700-2250
cm?, en el caso del espectro infrarrojo del clorhidrato de alizaprida se observan varios picos en
esta region. La banda de flexion N-H de las sales de aminas terciarias es débil y no tiene valor
practico. La tabla 5 es un resumen de las bandas asignadas para el espectro infrarrojo del
clorhidrato de alizaprida.

Figura9

Espectro Infrarrojo del clorhidrato de alizaprida
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Nota. Espectro infrarrojo del clorhidrato de alizaprida representado en color rojo. Sefialado con

nUmeros, encerrados en cirulos, se encuentran los picos mas sobresalientes.



ESTUDIO POLIMORFICO DEL CLORHIDRATO DE ALIZAPRIDA 42

Tabla b

Asignacion de bandas para el espectro infrarrojo del clorhidrato de alizaprida

Numero en el
Longitud de onda [cm™] Banda asignada
espectro
1 3327,56 Estiramiento N-H, amida secundaria
2 3059,54 — 3040,02 Estiramiento C-H, anillo aromético
3 2830 ~ 3000 Estiramiento C-H, cadena de alcanos
2700 ~ 2250 Estiramiento N-H, sal de amina
4
terciaria

Estiramiento C=0, amida secundaria

5 1634,37
Estiramiento grupo vinil

Estiramiento asimétrico C=C, anillo

6 1603,52
aromatico y vinil

7 1533,13 Flexion N-H, amida secundaria

Estiramiento C=C en el plano anillo
8 1461,77 — 1457,92 - 1425,13

aromatico

Estiramiento asimétrico y simétrico

9 1267,96 — 1026,90

C-0O-C, respectivamente

6.1.2. Analisis térmico TGA-DSC

El termograma TGA del farmaco clorhidrato de alizaprida (figura 10), presenta una pérdida

de masa significativa a una temperatura alrededor de 200 °C perdiendo 73,66% del total de la

masa. Esta pérdida de masa se puede relacionar a un proceso de descomposicion del material. A
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una temperatura cercana a 50 °C ocurre una pérdida de 0.20%, asociada a la humedad. El
termograma DSC del clorhidrato de alizaprida, que se puede ver en la figura 11, muestra que ocurre
un proceso exotérmico con dos picos de temperatura, siendo el primero el que se localiza a una
temperatura de 62,2 °C y el segundo a 214,2 °C. Este ultimo, es el mas intenso y se atribuye a la
temperatura de fusion del clorhidrato de alizaprida, ya que no se encuentra muy alejada del valor
reportado en el libro Drugs Synonyms and Properties (Milne, 2000), en el cual se mencionan que
la temperatura de fusion del clorhidrato de alizaprida se encuentra entre 206-208 °C. Despues de
250° las lineas del DSC se asocian a la descomposicion del material.

Figura 10

TGA del clorhidrato de alizaprida
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Nota. Termograma del clorhidrato de alizaprida representado de color verde, ademas del
porcentaje de masa perdido en el proceso de termogravimetria.
Figura 11

DSC del clorhidrato de alizaprida
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DSC /(uV/mg)
| exo

Peak: 2142 *C

'1 4
Peak: 62.2 °C
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Nota. Termograma de calorimetria diferencial de barrido (DSC) del clorhidrato de alizaprida
representado de azul, junto con la temperatura del pico mas dominante.

6.2. Cristalizacion del Clorhidrato de alizaprida

En la tabla 6 se encuentran los resultados de las cristalizaciones realizadas a partir de los
diferentes métodos propuestos, ademas de las condiciones y el tiempo que tomo realizar las
cristalizaciones.

Tabla 6

Ensayos de cristalizacion del Clorhidrato de Alizaprida

Cddigo Método Condiciones Fecha Resultado Foto
Solvente: Inicio:
Etanol 24/04/2024 Se
Evaporacién Fin: evaporé
ESO1 de un Temperatura: 03/05/2024 muy No imagen
solvente  23°C rapido la
Total: 9 muestra

dias
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Ensayos de cristalizacion del Clorhidrato de Alizaprida (continuacion Tabla 6)
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Cddigo Metodo Condiciones Fecha Resultado
Solvente: Inicio:
Etanol 24/04/2024
Evaporacion Fin: Cristal con
ES02 lentadeun Temperatura: 15/05/2024 forma
solvente  2-8°C amorfa
Total: 3
semanas
Solvente: Inicio:
Eter dietilico  24/04/2024 Se
Evaporacion Fin: evaporo
ES03 lentadeun Temperatura: 03/05/2024 muy
solvente ~ 2-8°C répido la
Total: 9 muestra
dias
Solvente: Inicio:
Etanol + Eter  03/05/2024
Evaporacién dietilico Fin: _
de mezcla 3 06/05/2024 Cristal con
ESO4 de dos Proporcion forma
solventes 1:1 Tptal:3 amorfa
dias
Temperatura:
23°C
Solvente: Inicio:
Etanol + Eter  08/05/2024
Evaporacion dietilico Fin:
lenta de 22/05/2024 Cristal con
ES05 mezclade  Proporcién forma
dos 1:1 Total: 2 amorfa
solventes semanas
Temperatura:

2-8°C

Foto

No imagen
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Ensayos de cristalizacion del Clorhidrato de Alizaprida (continuacion Tabla 6)

Cddigo Metodo Condiciones Fecha Resultado Foto
Solvente: Inicio:
Etanol 08/05/2024
Fin:
Anti 10/05/2024
Evaporacion solvente: Cristal con
de solvente Ciclohexano Total: 2
ESO6 . , forma de
con anti dias .
o espiculas
solvente  Proporcion:
3:2
Temperatura:
23°C
Solvente: Inicio:
Eter dietilico  08/05/2024
Fin:
Anti 10/05/2024
Evaporaciéon solvente: Polvo de
de solvente Ciclohexano Total: 2
ESO7 . , color
con anti dias
o blanco
solvente  Proporcion:
3:2
Temperatura:
23°C
Solvente: Inicio:
Etanol + Eter 08/05/2024
dietilico Fin:
., 10/05/2024
Evaporacion Anti
mezcla de nti .
dos solvente: Total: 2 Cristal con
ES08 Ciclohexano dias forma de
solventes ,
con anti . espiculas
solvente Proporcion:
1:3:2
Temperatura:

23°C
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Ensayos de cristalizacion del Clorhidrato de Alizaprida (continuacion Tabla 6)

Cddigo Metodo Condiciones Fecha Resultado Foto
Solvente: Inicio:
Agua 08/05/2024
Evaporacion Fin: Cristal con
ES09 de un Temperatura: 16/07/2024 forma
solvente  23°C Total: 3 amorfa
meses
Solvente: Inicio:
Metanol 08/05/2024
Evaporacién Fin: No se
ES10 de un Temperatura: 15/05/2024 obtuvieron No imagen
solvente  23°C cristales
Total: 7
dias
Solvente: Inicio:
Metanol 08/05/2024
Evaporacion Fin: Cristal con
ES11 lentadeun Temperatura: 15/05/2024 forma
solvente  2-8°C amorfa
Total: 7
dias

Teniendo en cuenta la formay el tamafio de los cristales, se seleccionaron los ensayos ES04
y ES05 para volver a cristalizar, con el fin de obtener un mejor resultado, que pueda ser analizado
por difraccion de rayos X de monocristal. Esta vez se agregé 20 mg del farmaco, en cada
cristalizacion y se ajusté la proporcion en la mezcla de solventes, en algunos ensayos. Los

resultados que se obtuvieron se muestran a continuacion:
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Tabla 7

Modificacion de ensayos de cristalizacion del Clorhidrato de Alizaprida

48

Cddigo Metodo Condiciones Fecha Resultado Foto
Solvente: ) Inicio:
Etanol + Eter 04/06/2024
Evaporacion dietilico Fin:
de‘;nezcla 14/06/2024  Cristal con
ES12 Proporcion forma de
de dos . ) :
1:1 Total: 10 espiculas
solventes ,
dias
Temperatura:
23°C
Solvente: ) Inicio:
Etanol + Eter 04/06/2024
Evaporacion dietilico Fin:
lenta de 26/06/2024 Cristal con
ES13 mezcla de  Proporcion forma de
dos 1:1 Total: 2 agujas
solventes semanas
Temperatura:
2-8°C
Solvente: Inicio:
Etanol + Eter 23/07/2024
Evaporacion dietilico Fin:
de'?nezcla 02/08/2024 Cristal con
ES14 Proporcion forma de
de dos . ) ‘
4:1 Total: 14 espiculas
solventes ,
dias
Temperatura:
23°C
Solvente: ] Inicio:
Etanol + Eter 23/07/2024
Evanoracion dietilico Fin:
deﬁnezcla 02/08/2024 Cristal con
ES15 Proporcion forma de
de dos . ) ;
3:2 Total: 14 agujas
solventes ,
dias
Temperatura:

23°C
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La inspeccion de los cristales bajo el microscopio de luz polarizada permiti6 precisar que
las formas y los tamafios que se obtuvieron de los cristales no son los més adecuados para analizar
por difraccion de rayos X de monocristal.

6.3. Resolucion de la estructura cristalina

6.3.1. Patron de Difraccion de Rayos X de polvo con fuente de tubo de rayos X y de

sincrotron

Se registraron tres patrones de difraccion de rayos X de la muestra, dos de ellos se
realizaron con una fuente de tubo de rayos Xy el tercero se produjo con una fuente de sincrotron.
Los tres patrones se presentan en la figura 12. Los primeros dos patrones se van a reconocer por
los codigos 19300002 y 19300003, mientras que el tercero se reconocera por el codigo Sincrotrén.
Figura 12

Patrones de difraccion de rayos X de polvo del clorhidrato de alizaprida
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Nota: Patrones de difraccion de polvo del material con cddigos a) 19300002, b) 19300003 y c)
sincrotron.

Las posiciones de los maximos de difraccion para los patrones 19300002 y 19300003 son
las mismas (figura 13a), indicando que ambos corresponden a la misma estructura Antes de realizar
la determinacion y el andlisis estructural, se hizo la comparacion entre los patrones de polvo
experimentales y el patrén de polvo de la estructura reportada en la base de datos CCDC, con
cédigo JECYEV. La comparacion mostrada en la figura 13b y 13c, indica que las posiciones de
los picos de los patrones 19300002 y 19300003, con respecto a los picos del patron JECYEV, son
diferentes. Por lo tanto, se puede aseverar que las muestras presentan una estructura diferente a la
reportada en el banco de datos.

Figura 13

Comparacion de patrones de difraccion de rayos X de polvo del clorhidrato de alizaprida
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Nota: Comparacion de patrones de difraccion de polvo del clorhidrato de alizaprida a) 19300002
y 19300003 b) JECYEV y 19300002 y c) JECYEV y 19300003. La linea de color celeste es la
muestra 19300002, la linea de color azul rey es la muestra 19300003 y la linea color rojo es la
muestra JECYEV.

6.3.2. Andlisis por Difraccion de Rayos X de Polvo (XRPD) de la Clorhidrato de

Alizaprida
La determinacion de la estructura a partir de patrones de difraccion de rayos X de la muestra
de clorhidrato de alizaprida y el respectivo anélisis estructural, se presenta en esta seccion.

6.3.2.1. Indexado de los patrones de difraccion de polvo. El indexado de los patrones de
XRPD se realiz6 con el programa DICVOL14 que se encuentra disponible en la interfaz grafica
PreDICT (Blanton et al., 2019). PreDICT permite la entrada de archivos .xy y .xye, entre otros,
ademas de la modificacion de la longitud de onda en A, lo que permiti6 el indexado de los datos
de XRPD con radiacién de tubo de rayos X y radiacion de sincrotron.

PreDICT inicialmente realiza un pretratamiento del patron de polvo, comenzado por la
recuperacion automatica de la radiacion de fondo (Background), continuando con el suavizado
(Smoothing) del patron utilizando un filtro Savitzky-Golay, luego realiza la eliminacién de Kaz
haciendo uso del método generalizado de Rachinger. Finalmente, automéaticamente selecciona los
picos que considera maximos de difraccion, aunque el programa da la facilidad de la seleccion de
picos el usuario conserva la opcién manual de eliminar picos que no considere adecuados para el
indexado.

Luego de realizado el pretratamiento del patron, DICVOL busca las soluciones de alta
simetria reticular, evaluando las posibles celdas unidad primero en los sistemas cristalinos cubico,

tetragonal, hexagonal y ortorrombico. Como no se encontrd ninguna solucidn para esos sistemas
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cristalinos, se pasé a buscar una solucion con el sistema cristalino monoclinico, obteniendo
resultados positivos, a partir de eso se busco centralizar lo mas posible las sefiales de los picos,
remover picos sospechosos que interferian con el proceso, esto con el fin de obtener los mejores
pardmetros de celda posibles. En la tabla 8 se resumen los pardmetros de celda, el angulo beta, el
volumen y las figuras de mérito, de los patrones de polvo con un sistema cristalino monoclinico.
Tabla 8

Resultados del indexado de los patrones de polvo.

Datos cristalinos

Volumen
Cadigo a [A] b [A] c [A] B F(0) M 20)
[A3]
19300002  14,1658(3) 16,7252(3) 14,1658(3) 14,1658(3) 14,1658(3) 364,2 887,0
19300003  14,1640(3) 16,7067(2) 7,4495(1) 103,482(6) 1714,22(6) 41,6 97,8

Sincrotron  14,1615(9) 16,7079(9)  7,4321(7) 103,565(7) 1709,45(1) 144,9 1619,2

La figura de mérito del ajuste de DeWolff (Mn) debe tener un valor mayor a 10 para confiar
en los parametros de celda obtenidos, mientras que la figura de mérito de Smith - Snyder (Fn) debe
ser mayor a 20. Por esta razén y teniendo en cuenta los resultados de la tabla 8, se puede manifestar
que los parametros cristalinos obtenidos para cada muestra son confiables.

6.3.2.2. Determinacion del grupo espacial. Se utilizd el programa EXPO2014 para
determinar el grupo espacial. Para ello se usa el patron de polvo junto con los datos obtenidos en
el anterior paso, ademas, de agregar la formula molecular del material. EI programa indicé que el

grupo espacial mas probable, para todos los patrones, de polvo es P2:/c (No. 14).
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La unidad formula en la celda (Z) se calcul6 usando el volumen de la celda unidad (1709.45
A3), el cual se determind en el proceso de indexado, junto con el espacio promedio que ocupa una

sola molécula del farmaco (441,260 A3), por lo que se estima que puede haber un aproximado de
4 moléculas en la celda.

6.3.2.3. Descomposicion del patron de polvo por intensidades integradas. La
descomposicion del patrén de polvo (WPPD) se realiz6 haciendo uso del programa TOPAS,
utilizando el algoritmo de Le Bail y de Pawley para refinar los pardametros de celda que se
obtuvieron del indexado. La tabla 9 presenta los resultados del “ajuste” de los pardmetros de celda,
para cada muestra y el algoritmo que se utilizado.
Tabla 9

Resultados obtenidos con el programa TOPAS para el WPPD de cada muestra.

Volumen

Codigo Método a [A] b [A] c [A] B A%

19300002  LeBail  14,1632(5) 16,7222(6) 7,4459(4) 103522(4) 1714,60(13)
19300002  Pawley  14,152(3)  16,706(3)  7.438(2) 103,525(2) 1709,90(8)
19300003  LeBail  14,1641(6) 16,7061(7)  7,4502(3) 103,474(3) 1714,40(3)
Sincrotron ~ Pawley  14,1575(1)  16,7002(9) 7,42976(2) 103,561(7) 1707,669(1)

La confiabilidad de dicho ajuste se conoce a partir de varios parametros de naturaleza
estadistica. En concreto son cuatro parametros, el primero es conocido como factor del perfil
residual ponderado Rwp. El segundo es el factor residual de perfil Ry y el que le sigue es el factor
del residual experimental Rexp. Si el valor de estos tres parametros es menor a 10 % se considera
un WPPD aceptable, entre menor sea el valor mejor es el refinamiento. EIl ultimo parametro es la

bondad del ajuste, GoF o X2, (por sus siglas en ingles Goodness of Fit), este parametro debe ser lo
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mas cercano a 1, para considerar exitoso el refinamiento. La tabla 10 muestra los factores de
confiabilidad obtenidos, para cada ajuste y el tipo de algoritmo que se empleo.
Tabla 10

Parametros de naturaleza estadistica para el WPPD de cada muestra.

Codigo Método Rwp (%0) Rp (%) Rexp (%0) X?(%)
19300002 Le Bail 9,10 6,00 1,49 6,10
19300002 Pawley 3,62 2,52 1,58 2,29
19300003 Le Bail 10,73 7,19 1,55 6,94
Sincrotron Pawley 6,64 577 1,14 5,84

Los parametros de naturaleza estadistica, presentes en la tabla 10, exponen que los
parametros del patron 19300003 no son muy confiables y en consecuencia lo mejor es continuar
el modelado de la estructura con los otros dos patrones de polvo.

Los parametros de celda resultantes de los patrones de polvo demuestran que este analisis
estructural corresponde a una forma cristalina que no se encuentra reportada en las bases de datos.

6.3.2.4. Determinacion de la estructura cristalina. Todos los intentos de determinacion
de la estructura con los datos del patron de polvo registrados se desarrollaron mediante el programa
EXPO2014. La muestra 19300002 fue la seleccionada para desarrollar la determinacion de la
estructura cristalina, a partir del patrén de difraccion de rayos X de polvo con fuente de tubo de
rayos X.

El primer intento se llevo a cabo usando el método de recocido Simulado (Simulated
Annealing) sin restricciones, con quince corridas usando una estructura tridimensional graficada

con el programa ChemSketch. ElI programa EXPO14 tardé un aproximado de 30 minutos en
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realizar las quince corridas y la funcion de costo (CF) més baja que se obtuvo fue de 37,828.
Debido al valor elevado de la funcion de costo se realizd un segundo intento con las mismas
condiciones, pero esta vez se ajusto el anti-bump (distancia minima entre dos moléculas) de los
atomos de hidrégeno y oxigeno y se incluy6 el plano 001 con orientacién preferencial. Luego de
aproximadamente 7 horas y media se obtuvo una estructura con CF = 33,598.

Se realiz6 un tercer intento de determinacién de la estructura mediante el mismo método,
esta vez usando como modelo la estructura que se encuentra en la base de datos de CCDS, con el
codigo JECYEV. El programa tard6é un aproximado de 9 horas en realizar quince corridas y la
funcion de costo mas baja que se obtuvo fue de 33,605. Nuevamente, la funcién de costo es
elevada, por lo que se realizd un cuarto intento, esta vez agregando las mismas las mismas
restricciones del segundo intento, el programa tardé alrededor de 21 horas y se obtuvo una funcién
de costo igual a 32,594. Como la funcion de costo es de valor elevado, se decide dejar de trabajar
con el patrén de polvo con codigo 19300002 y determinar la estructura con el patrén de polvo con
fuente de sincrotron

Para determinar la estructura a partir de los datos de sincrotrdn se realizaron tres intentos.
El primer intento se programd de la misma manera que el cuarto intento usado para el patrén con
radiacion de laboratorio y con 30 corridas. Después de 10 horas el programa se cierra y no termina
de realizar las corridas debido al gran nimero debe procesar usando radiacion de sincrotrén. En el
segundo intento se ajusto el programa con las mismas condiciones del ensayo anterior, pero esta
vez ajustando el rango 26 entre 0.001° a 20.000° 26. Las 30 corridas tardaron 39 horas y la funcion
de costo que se obtuvo fue de 75,303.

El valor de la funcion de costo que se obtuvo es demasiado elevado, por lo que se decide

cambiar el método para determinar la estructura con los datos de Sincrotron. Se utilizé el mismo
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programa, pero esta vez se usé la opcion Métodos Directos (Direct Methods). Con este método no
se necesita una estructura, solo los datos del patrén de polvo, ademas se ajustd el rango de 26, de
0.001° a 20.000°. En pocos minutos se obtiene una estructura en un archivo CIF (por sus siglas en
inglés Crystallographic Information File). Esta solucion se inspeccion6 con el visualizador grafico
de EXPO y solo se tuvo que ajustar la posicion de algunos atomos, ademas de la geometria de los
anillos presentes en la estructura.

Por ultimo, utilizando la estructura que se obtuvo de los datos de sincrotrén, se volvié a
tratar de determinar la estructura con los datos del patron de polvo con el método de Recocido
Simulado. Se ajusto el programa para realizar 30 corridas y el rango de 26, de 0.001° a 20.000°.
Se obtuvo una funcién de costo igual a 32,266 después de 8 horas. En la tabla 11 se presenta un
resumen de los intentos junto con las condiciones y ajustes realizados para determinar la estructura.
Tabla 11

Pruebas de determinacién de la estructura cristalina del clorhidrato de alizaprida

Prueba Patron Método Condiciones Tiempo C.F
Simulated - Estructura dibujada en ChemSketch.
1 19300002 30 min 37,828
Annealing - 10 corridas

- Estructura dibujada en ChemSketch.

Simulated - anti-bum: &tomosde Hy O
2 19300002 7.30h 33,598
Annealing - Plano hkl con orientacidn preferencial
- 15 corridas

Simulated - Estructura de la base de datos CCDC, JECYEV
3 19300002 9h 33,605
Annealing - 15 corridas
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Pruebas de determinacién de la estructura cristalina del clorhidrato de alizaprida
(continuacion Tabla 11)
Prueba Patron Método Condiciones Tiempo C.F
- Estructura de la base de datos CCDC, JECYEV.
Simulated - Anti-bum: &tomosde Hy O
4 19300002 21h 32,594
Annealing - Plano hkl con orientacion preferencial
- 15 corridas
- Estructura de la base de datos CCDC, JECYEV.
Simulated - Anti-bum: &tomosde Hy O
5 Sincrotrén 10h -
Annealing - Plano hkl con orientacion preferencial
- 30 corridas
- Estructura de la base de datos CCDC, JECYEV.
- Anti-bum: &tomos de Hy O
Simulated
6 Sincrotrén - Plano hkl con orientacion preferencial 39h 75,303
Annealing
- 30 corridas
- Rango de 26 de 0.001 a 20.000
Direct
7 Sincrotrén - Rango de 26 de 0.001 a 20.000 5 min No
Methods
- Estructura de los datos de sincrotrdn, obtenida con
Direct Methods.
Simulated
8 19300002 - Anti-bum: dtomos de Hy O 8h 32,266
Annealing

- Plano hkl con orientacion preferencial

- 30 corridas
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En total se realizaron ocho intentos de determinacion de la estructura. Para el caso del
patron de sincrotron, el mejor resultado fue el que se obtuvo en el séptimo intento, usando la opcion
Métodos Directos. Mientras que para el patron registrado en el laboratorio de la muestra 19300002,
no se logré determinar una estructura adecuada, las funciones de costos eran altas y las geometrias
obtenidas de las estructuras mostraban algunas incongruencias: torsiones y superposiciones de
algunas partes en la estructura.

6.3.2.5. Refinamiento de la estructura por el método de Rietveld. Para el refinamiento
de la estructura cristalina se utilizo el método Rietveld con el programa TOPAS. Primero se realiz6
un analisis estadistico de los pardmetros geomeétricos de la estructura obtenida, este analisis se
desarroll6 usando Mogul una facilidad del programa Mercury. Mogul proporciona una evaluacion
rapida de la conformacion cristalogréfica y la geometria de las moléculas, lo que permite avanzar
a la etapa de refinamiento.

La estructura resultante del patron de sincrotron, se refind agregando unas restricciones en
las distancias y angulos de enlace, asi como en la conformacion plana de los anillos aromaticos
presentes en la molécula tomando en consideracion la informacion obtenida del analisis con
Mogul; ademas, se agregd la orientacion preferencial en el plano 001 de del patron. De igual
manera que en el apartado 6.3.2.3, para valorar la confiablidad del refinamiento se utilizan los
parametros de naturaleza estadistica: Resp, Rwp, Rp Y X?. L0s resultados del refinamiento para ambos

patrones se encuentran en la tabla 12.
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Tabla 12

Resultados del refinamiento por método Rietveld

Caddigo Parametros de celda Rwp (%) Rp(%) Rexp(%) X?%(%)

a:14,161985(1) A, b:16,70502(9) A,
Sincrotron c:7,432052(2) A 7301 6707 1235 5909
B: 103,5626(7)°, V: 1709,217(1) A3

6.3.2.6. Validacion de la estructura cristalina. La validacién de la estructura cristalina se
realiz6 usando el programa PLATON (Spek, 2003). Este software genera un conjunto de alertas
que describen caracteristicas inusuales en la estructura, a partir del archivo CIF refinado. Por
medio de la validacion, se determina si estd completa la informacidn, la calidad del analisis y si la
estructura presenta problemas que se pueden o no considerar. Al final el programa PLATON
proporciono la informacion sobre los angulos de enlace, los angulos de torsion, la disposicion de
los anillos que estan presente en la estructura, entre otras cosas. Con la anterior informacion se
procedié a describir y analizar la estructura obtenida. En el apéndice A se encuentra los datos
cristalinos y detalles de la determinacion, mientras que en el apéndice B estan las distancias y
angulos de enlace de la estructura del clorhidrato de alizaprida con datos de sincrotron.

6.3.3. Analisis estructural

En el siguiente apartado se realiza la descripcion de la estructura obtenida a partir de los
datos de XRDPS, se utilizé el programa de visualizacién de estructuras moleculares y cristalinas,
Diamond. En la figura 14 se muestra la estructura del clorhidrato de alizaprida, después de
realizado todos los pasos de determinacion de la estructura cristalina. Como se esperaba, la

estructura esta conformada por una amina heterociclica secundaria de cinco miembros, sustituida



ESTUDIO POLIMORFICO DEL CLORHIDRATO DE ALIZAPRIDA 60

por un grupo alquilo junto a un vinilo, en el nitrdgeno N1. A su vez, se pueden visualizar dos
anillos heterociclicos fusionados, siendo estos un anillo aromético y un 1,2,3-triazol. El anillo
aromatico tiene un grupo funcional éter en el carbono C13, mientras que en el carbono C12 se
encuentra un grupo funcional amida.

Figura 14

Estructura cristalina del Clorhidrato de Alizaprida
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Nota: Estructura del clorhidrato de alizaprida junto con el sistema de coordenadas a, b, c. Ademas
de las etiquetas de los atomos de carbono en gris, nitrégeno en azul, oxigeno en rojo y cloro en
verde.

En la figura 15 se puede observar el empaquetamiento cristalino del clorhidrato de
alizaprida en la celda unidad vista desde el eje c. En este se observa que la estructura tiene un
arreglo de cintas tipo zigzag paralelas al plano b.

Figura 15

Celda unidad del Clorhidrato de Alizaprida
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Nota: Empaquetamiento cristalino del clorhidrato de alizaprida vista desde el eje c.
6.3.3.1. Geometria de los anillos. Como se mencioné anteriormente la estructura del
clorhidrato de alizaprida contiene tres anillos, con la ayuda de los archivos que se obtuvieron con
el programa PLATON, se puede describir la geometria de cada anillo.
La pirrolidina o el anillo integrado por la amina heterociclica secundaria de cinco miembros
(C1-C2-C3—-C4—N1), tiene una conformacion de sobre torcido. Este presenta un parametro
de asimetria Q= 0,375(3) A y un angulo de desfase @=127,7(4)°. El angulo de torsion (z) es igual

a40,1(2)° para el enlace de referencia N1 — C1. El pliegue més cercano, que describe la punta del
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sobre torcido, se encuentra entre los atomos C3-C4. En la figura 16 se puede visualizar la
conformacion de sobre de este anillo.
Figura 16

Anillo de cinco miembros con amina secundaria

Nota: Pirrolidina y los a&tomos que la conforma, presente en la estructura del clorhidrato de la
alizaprida, con una conformacion de sobre torcido, siendo la solapa de este el carbono C3.

La estructura cristalina presenta un anillo de benceno y un 1,2,3 triazol. El benceno es el
anillo aromatico de seis miembros construido por los &tomos C10-C11-C12-C13-C14-C15y 1,2,3
triazol es el anillo aromatico de cinco miembros formado por los atomos y N3-N4-N5-C10-C15,
ambos anillos se observan en la figura 17. Estos presentan un angulo de torsion (z) igual a 1,1° y
0,5°, respectivamente, lo que indica que ambos anillos presentan una conformacion plana.
Figura 17

Anillos aromaticos de seis y cinco miembros.
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Nota: Benceno y 1,2,3 triazol, junto con los atomos que los conforman, presentes en la estructura
del clorhidrato de la alizaprida, ambos anillos con una conformacion plana.

Para finalizar la descripcién de los anillos presentes en la estructura, es importante sefialar
que el plano que contiene los anillos de benceno y el 1,2,3 triazol, forma un angulo de 54,7° junto
con el plano de la pirrolidina.

Figura 18

Angulo formado por los planos de los anillos
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Nota: Plano del benceno y 1,2,3 triazol, representado de un color rosa y plano de la pirrolida,

representado de color lila, anillos presentes en la estructura del clorhidrato de la alizaprida,

cuyos planos forman un angulo de 54,7¢.

6.3.4. Andlisis Supramolecular

interacciones importantes analizadas en esta seccion.

Entre la estructura cristalina del clorhidrato de alizaprida se pueden apreciar un total de 14

6.3.4.1. Enlaces de Hidrogeno. Para empezar, se analizan las seis interacciones intra- e

inter- moleculares, que corresponden a los enlaces de hidrégeno. La tabla 13 presenta los enlaces

de hidrogeno presentes, asi como los atomos que los forman, ademas de las operaciones de simetria

y los parametros geométricos que permiten describir cada enlace.

Tabla 13

Enlaces de hidrégeno en la estructura cristalina del clorhidrato de alizaprida

D-H H---A D---A D-H---A Operacion de
Numero Interaccion Grafo
[A] [A] [A] [A] simetria
N1 - HIN
1 RL(6) 0,696(7) 2,055(7) 3,017(3) 172,4(8) X, Y, Z
N2 - H2N
2 R1(6) 0,954(10) 2,708(12) 3,316(4) 122,3(12) X, Y, Z
3 N2 -H2N---O2  S(6) 0,954(10) 1,928(8) 2,650(3) 130,6(8) -
4 N3-H3N--01 C(8) 0,955(8) 1,847(10) 2,773(4) 162,7(11) 2-x, -1/2+y, 1/2-z
5 Cl1-H1-N5 R?%(18) 0,948(7) 2,605(8) 3,370(3) 138,1(7) 2-x,2-y,1-z
Cl1-H11
6 S(5) 0,940(8) 2,367(8) 2,716(4) 101,5(6) = -----

...01
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Solo hay dos enlaces de hidrogeno de tipo intramolecular, estos son los numero 3y 6, se
pueden visualizar en la figura 19. La mayoria de los enlaces de Hidrdgeno, en la estructura, es de
tipo monodentado, esto quiere decir que el d&tomo de hidrogeno proveniente de un donador
electronico esta interactuando de forma no covalente con un aceptor electronico.

Figura 19

Enlaces de hidrogeno de tipo intramolecular presentes en la estructura

Nota: Enlaces de hidrogeno de tipo intramolecular representados de color lavanda y los
respectivos atomos que los forman.

En total hay 4 enlaces de hidrogeno de tipo intermolecular. Los nimeros 1y 2 forman una
especie de anillo entre la estructura de la alizaprida y el cloro, este es un enlace bidentado, pero
por parte del atomo de Cloro, el aceptor. El enlace 4 presenta una forma de tipo cadena infinita
que se propaga a lo largo del eje b, mientras que, el enlace 5 se presenta como un dimero. Los 4

enlaces de hidrogeno de tipo intermolecular se aprecian en la figura 20
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Figura 20

Enlaces de hidrogeno de tipo intramolecular presentes en la estructura cristalina

Nota: Enlaces de hidrogeno de tipo intermolecular representados en a) color rosa el enlace
nimero 1 y 2, b) violeta el enlace nimero 5 y ¢) naranja el enlace nimero 4, junto con los
respectivos atomos que forman dichos enlaces.

6.3.4.2. Interacciones de tipo m --- m. Este tipo de interacciones se observan entre los

centroides de los anillos aromaticos que forman parte de la estructura cristalina. Los centroides
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Cg2 y Cg3, correspondientes a el anillo de 5 y 6 miembros, respectivamente, y se representan
como esferas en la figura 21.
Figura 21

Representacion de los centroides de los anillos aromaticos de cinco y seis miembros

‘ B ¢
@%\‘4
/‘\r\ 5

Y
Nota. Centroides presentes en la estructura del clorhidrato de alizaprida, de color lila el
centroide Cg3 y de color amarillo palido el centroide Cg2.

En total la estructura cristalina presenta un total de ocho interacciones « --- 7. La tabla 14
muestra las distancias entre los centroides que conforman cada interaccion, los angulos que las
describe, y las distancias perpendiculares entre los centroides de los anillos. Esta tabla permitira
facilitar la descripcion de las interacciones de tipo @ -+ m.

Tabla 14

Interacciones de tipo = ---  en la estructura cristalina del clorhidrato de alizaprida

Cg-Cg Operacion de
Numero Interaccion a B Y Cglperp CgJperp
[A] simetria
1 Cg2-Cg2 3,7449(18) 12,81 18,4 22,9 3,4494(13) 3,5528(13) X, 3/2-y,-1/2+z

2 Cg2 -Cg2 3,7448(18) 12,81 22,9 184 35527(13) 3,4493(13) X, 3/2-y, 1/2+2
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3 Cg2-Cg3 45886(17) 12,81 438 412 34529(13) 3,3121(10) X, 3/2-y, -1/2+z
4 Cg2-Cg3 3,7530(15) 12,81 105 187 3,5543(13) 3,6900(10) X, 3/2-y, 1/2+z
5 Cg3-Cg2 3,7530(15) 12,81 187 105 3,6900(10) 3,5544(13) X, 3/2-y, -1/2+z

Interacciones de tipo = --- z en la estructura cristalina del clorhidrato de alizaprida

(continuacion Tabla 14)

Numero Interaccion Cg-Cg o B % Cglperp CgJperp Operacioén de
[A] simetria

6 Cg3-Cg2 4,5885(17) 12,81 412 43,8 3,3121(10) 3,4529(13) X, 3/2-y, 1/2+z

7 Cg3-Cg3 4,0725(14) 12,82 354 250 3,6897(10) 3,3176(10) X, 3/2-y, -1/2+z

8 Cg3-Cg33 4,0724(14) 12,82 250 354 3,3176(10) 3,6897(10) X, 3/2-y, 1/2+z

Teniendo en cuenta los parametros geométricos mostrados en la tabla 13y la figura 22 que
permite observar las interacciones Cg2 — Cg2, Cg2 — Cg3 y Cg3 — Cg3, se determina que estas
mismas forman una hélice helicoidal que se desplaza paralelo al eje c.

Figura 22

Interacciones Cg2 — Cg2, Cg3 — Cg2 y Cg3 — Cg3 presentes en la estructura cristalina
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Nota: Interacciones de tipo & --- m, @) de color verde la interaccion Cg2 — Cg2 y de color morado
la interaccion Cg3 — Cg3, junto con b) la interaccion Cg3 — Cg2 de color amarillo y a una escala
mayor c) la hélice helicoidal que se forma paralela al eje ¢ debido a las interacciones « --- .

6.3.4.3 Superficies de Hirshfeld. Se utilizé el programa CrystalExplorer para observar las
superficies de densidad electronica, pertenecientes a las interacciones de tipo intermolecular
presentes en la estructura cristalina, también conocidas como superficies de Hirshfeld, HS.

Las HS de contactos normalizadas, dnorm, presentan regiones de color azul, blanco y rojo,
donde las zonas de color rojo representan interacciones de alcance cercano, con una fuerza de
interaccion alto. La figura 23, presenta las interacciones reconocidas gracias a las HS, estando

sefialadas de color negro las interacciones antes descritas con ayuda de PLATON.

Figura 23

HS determinadas con el programa CrystalExplorer.

N1 - HIN---Cl1 N3 - H3N---01
N2 - H2N---Cl1 C1-H1--N5

Nota. HS presentes en la estructura de clorhidrato de alizaprida, encerradas en circulos de color
negro se encuentran los enlaces de hidrogeno de tipo intermolecular, descritos en la seccién

anterior. De color, rojo, amarillo y rosado se encuentran interacciones no descritas antes.
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En circulos de color rojo se encuentran dos manchas con un color rojo palido que
representan dos interacciones entre dos hidrégenos provenientes de dos carbonos diferentes, en
especifico es la interaccion C3 — H3B --- H16B — C16. Es de importancia resaltar que dicha
interaccion conforma un dimero.

Las zonas de color rojo palido encerradas en circulos amarillos, representan dos
interacciones, la primera siendo un enlace de hidrogeno formado por los atomos C8 —H8B -+ N5,
la segunda formada por la interaccion de dos hidrégenos, los atomos que la forman son C8 -H8B
-+ H7B — C7. El &tomo que tienen en comun es el hidrégeno H8B, por lo que esta interaccion es
una interaccién bidentada por parte del hidrégeno H8B.

Por ultimo, las HS permiten observar otra interaccion entre la alizaprida y el &tomo de
cloro. Las interacciones C4 — H4B---Cl1y C5 — H5A:--Cl1, forman un enlace de hidrégeno de tipo
bifucarfo, pues dos hidrogenos de diferentes donares forman el encale con el cloro, siendo este el

atomo aceptor. Estas nuevas interacciones se encuentran mejor visualizadas en la figura 24.
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Figura 24

Nuevas interacciones determinadas con el programa CrystalExplorer

C3-H3B --- H16B - C16

a)

b)

c)
C4 - H4B--Cll
C5-H5ACll

Nota. Nuevas interacciones determinadas con las HS. De color rojo a) dos interacciones entre
atomos de hidrogeno diferentes que forman un dimero. De color amarillo b) interaccién bidentada
por parte del hidrogeno H8B. De color rosa c) un enlace de hidrogeno bifurcado, siendo el cloro
el atomo aceptor.

Las HS en indice de forma (S por Shape Index en inglés) presentan manchas de color
anaranjado o rojizo, en formas de tridngulos, que representan las interacciones de tipo =« -+ m,
presentes en la estructura sefialadas en la figura 25a con circulos negros. Las HS de tipo curvatura

(C por Curve en inglés) donde las superficies planas representan las interacciones mas cortas,
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debido a que estas son las mas energéticas, las superficies planas representan los espacios donde
es mas probable que se forme un enlace, en la figura 25b esta superficie esta sefialada con un
circulo negro. La imagen 25, representas las HS anteriormente descritas, para la alizaprida.
Figura 25

Superficies de Hirshfled en indice de formay curvatura para el clorhidrato de alizaprida

a) FRENTE ATRAS

b) FRENTE ATRAS
Nota. Superficies de Hirshfeld de a) indice de formay b) curvatura, del clorhidrato de alizaprida,
vista desde el frente y la parte trasera de la estructura. En circulos negros se sefialan las
interacciones de tipo & --- T, presentes en la estructura y descritas en secciones anteriores.
6.3.4.4 Analisis de las huellas dactilares. Con las huellas dactilares se determinan las
contribuciones realizadas debido a los diferentes tipos de interacciones presentes en el clorhidrato

de alizaprida. Las huellas se presentan en un grafico bidimensional, donde la sombra de color azul



ESTUDIO POLIMORFICO DEL CLORHIDRATO DE ALIZAPRIDA 74

representa cada interaccion. En la figura 26a, se encuentra la huella dactilar de todas las
interacciones y las contribuciones con porcentajes de cada interaccion. Las interacciones con
mayor contribucién son las interacciones hidrégeno — hidrégeno con un porcentaje del 50,8%, esto
debido a las fuerzas de dispersion. Le siguen las interacciones con contribuciones medias, siendo
estos los enlaces de hidrégeno con los &tomos de nitrégeno, oxigeno, carbono y cloro. Por ultimo
las interacciones de contribucidn baja son aquellas con un porcentaje menor al 5% y se describen
en la figura 26b.

Figura 26

Huellas dactilares del clorhidrato de alizaprida

de
24
22
20 1 508%HH.| [ 139%HN.| [\ 10%H-O,.
18
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0.8 . & : w® || @
06 ] ] :
di . A .
a) U6 08 T0 T2 T4 16 T8 20 22 24 b) T 29%C-Nf 1 1.8% N-N . . 0.2% C-0.,

Nota. Huellas dactilares, en el a) se muestran la contribucién a la estructura debido a todas las
interacciones presentes. Mientras que en el b) se muestra de mayor a menor el porcentaje de

contribucién, de cada interaccién presente en el clorhidrato de alizaprida.
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7. Conclusiones

Los resultados de los ensayos de cristalizaciones no son los mas adecuados para analizar
por difraccion de rayos X de monocristal, impidiendo el analisis de diferentes estructuras
cristalinas.

La caracterizacion espectroscopica por infrarrojo mostro las sefiales esperadas para la
molécula de clorhidrato de alizaprida.

El analisis térmico del Clorhidrato de Alizaprida mostro el comportamiento esperado para
el farmaco, obteniendo un pico de punto de fusion a 214,2 °C.

Se determind la estructura cristalina del clorhidrato de alizaprida, utilizando el patron de
difraccion de rayos X con radiacion de sincrotron. Los parametros de celda obtenidos para una
celda monoclinica son a:14,161985 A, b:16,70502 A, ¢:7,432052 A, B:  103,5626°, V: 1709,217
A%y Z: 4, con grupo espacial P2:/c (No. 14).

La estructura obtenida es una forma cristalina del clorhidrato de alizaprida no reportada
anteriormente en las bases de datos cristalograficas ni la literatura.

Usando los dos patrones de polvo registrados con fuente de rayos X de laboratorio, no se
obtuvo una estructura cristalina 6ptima para analizar. Pero, los parametros de celda unidad que se
calcularon para dichos patrones muestran una relacién cercana a los parametros que resultaron del
patrén de polvo con fuente de sincrotrén.

La estructura cristalina del material analizado presenta un empaquetamiento con un arreglo
de cintas en forma de zig-zag.

El analisis supramolecular indica que el material presenta un empaquetamiento cristalino

en el que predominan las interacciones de tipo =---m y los enlaces de hidrogeno intra e
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intermoleculares. Las superficies de Hirshfeld, ensefian otras tres interacciones que no se reportan
en la validacion con el programa PLATON.

Las huellas dactilares demostraron que las interacciones que mas contribuyen a la
estructura son las interacciones entre hidrégenos, contribuyendo en un 50,8% debidas a las fuerzas
de dispersion. Las interacciones con una contribucion media, son los enlaces de hidrogeno

presentes en la molecula.

8. Recomendaciones

Se recomienda realizar nuevos ensayos de cristalizacion del fArmaco alizaprida clorhidrato,
con diferentes solventes y en diferentes condiciones, con el fin de obtener cristales con tamafios y
formas adecuados, que puedan ser analizados por medio de difraccion de rayos X de monocristal.
Con ayuda de los datos de difraccion de rayos X de monocristal se completaria la determinacion

de la estructura cristalina del clorhidrato de alizaprida.

9. Divulgacion
El trabajo de investigacion junto con sus resultados fue divulgado mediante la presentacion
en formato de poster en el evento internacional VI Latin American Crystallographic Association

Meeting (LACA)2024, Montevideo, Uruguay. Este trabajo obtuvo el reconocimiento de mejor
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poster por parte del Centro de datos cristalograficos de Cambridge (CCDC Cambridge
Crystallographic Data Centre).

Figura 27

Reconocimiento otorgado a mejor poster presentado en el evento: VI Latin American

Crystallographic Association Meeting (LACA)2024

— oot

advancing structural science

Best Poster Award

The Cambridge Crystallographic Data Centre attributes this prize to

Ely Valeria Sepulveda Baron

For the work presented at the VI Latin American Crystallographic Association
Meeting.

Date: 23-26 September 2024 Awarded by:  The CCDC

LACA
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APENDICE

Apéndice A. Datos cristalinos y detalles de la determinacion de la estructura clorhidrato

de alizaprida con datos de sincrotrén.

Crystal Data

Formula
Formula Weight
Crystal System

C16 H22 N5 02 CI
351,84
monoclinic

Space group P21/c (No. 14)
a, b, ¢ [A] 14,16199(6); 16,70502(5); 7,43205(2)
alpha, beta, gamma [°] 90; 103,5626(3); 90
VA3 1709,217(10)
z 4
D(calc) [g/cmq] 1,367
Mu(sync) [ /mm ] 0,049
F(000) 744
Data Collection

Temperature (K) 295
Radiation [A] sync  0,35435164
Theta Min-Max [Deg] 0,0; 25,0

Refinement
Rp, pr, Rexp, RBragg 7,301; 6,707; 1,235; 5,034
Goodness of fit, X2 5,909
No.of parameter 195
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Apéndice B. Distancias y angulos de enlace de la estructura clorhidrato de alizaprida con
datos de sincrotrén

- Distancias de enlace de la estructura del clorhidrato de alizaprida

Enlace Distancia [A] Enlace Distancia [A]
01-C9 1.261(3) Cl1-C12 1,385(3)
02-C13 1.363(2) C12-C13 1,4379(15)
02-C16 1.442(3) C13-Cl4 1,385(2)
N1-C1 1.527(3) C14 - C15 1,396(3)
N1-C4 1.521(4) Cl-H1 0,948(7)
N1-C5 1.514(2) C2 - H2A 0,956(6)
N2 - C8 1.493(4) C2-H2B 0,941(8)
N2 -C9 1.337(4) C3-H3A 0,963(7)
N3 - N4 1.355(4) C3-H3B 0,957(8)
N3 - C15 1.348(4) C4 - H4A 0,959(8)
N4 - N5 1.329(3) C4 - H4B 0,957(7)
N5 - C10 1.377(3) C5 - H5A 0,949(8)
Cl-C2 1.549(3) C5 - H5B 0,954(8)
Cl1-C8 1.525(3) C6 - H6 0,964(7)
N1-HIN 0.969(7) C7-H7A 0,967(7)
C2-C3 1.497(4) C7-H7B 0,965(7)
N2 - H2N 0.954(10) C8 - H8A 0,957(8)
N3 - H3N 0.955(8) C8 - H8B 0,950(8)
C3-C4 1.473(4) C11-H11 0,940(8)
C5-C6 1.515(4) C14 - H14 0,963(8)
C6-C7 1.318(4) C16 - H16A 0,963(7)
C9-C12 1.4964(19) C16 - H16B 0,969(7)

C10-C15 1.407(4) C16 - H16C 0,954(7)
C10-C11 1.406(4)

- Angulos de enlace de la estructura del clorhidrato de alizaprida
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Enlace Angulo [°] Enlace Angulo [°]
C13-02-C16 118,27(17) N5-C10-C11 133,0(2)
Cl1-N1-C4 104,18(19) Cl11-C10-C15 119,4(2)
Cl1-N1-C5 112,38(17) Cl10-C11-C12 118,5(2)
C4-N1-C5 112,54(19) Cl1-C12-C13 120,33(14)
C8-N2-C9 121,9(2) C9 -C12-Cl1 113,59(17)
N4 — N3 - C15 109,7(2) C9-C12-C13 125,71(19)
N3 - N4 - N5 109,2(3) 02-C13-C12 114,16(11)
N4 - N5 - C10 107,8(2) 02-C13-Cl14 123,68(13)
N1 - C1- C2 105,65(18) C12-C13-Cl4 122,15(14)
N1-C1-C8 111,44(19) C13-C14-C15 115,8(2)
C2-C1-C8 112,36(15) N3 - C15- C10 105,7(2)
C5- N1 - HIN 109,8(5) N3 - C15 - C14 130,6(3)
C1-N1-H1IN 111,0(5) Cl10-C15-C14 123,7(2)
C4 - N1 - HIN 106,7(5) N1-C1-H1 106,3(5)
Cl-C2-C3 105,5(2) C2-Cl-H1 109,9(5)
C8 - N2 - H2N 117,9(9) C8-C1-H1L 110,9(5)
C9- N2 - H2N 118,7(7) C1-C2- H2A 110,1(5)
N4 - N3 - H3N 117,9(9) C1-C2-H2B 109,7(5)
C15- N3 - H3N 132,1(9) C3-C2-H2A 109,0(6)
C2- C3- C4 104,1(2) C3-C2-H2B 112,9(5)
N1-C4-C3 105,1(2) H2A- C2 - H2B 109,6(8)
N1 - C5 - C6 113,4(2) C2- C3- H3A 110,5(6)
C5-C6-C7 121,1(3) C2-C3- H3B 113,6(5)
N2 - C8 - Cl 116,3(2) C4- C3 - H3A 107,8(5)
O1-C9-N2 120,8(2) C4-C3-H3B 113,3(5)
O1-C9-Cl12 120,4(2) H3A - C3 - H3B 107,5(7)
N2 -C9-C12 118,79(17) N1 - C4 - H4A 105,4(6)
N5 - C10 - C15 107,6(2) N1- C4 - H4B 110,1(5)
C3-C4 - H4A 110,5(6) N2- C8 - H8B 110,3(5)
C3-C4- H4B 113,5(6) C1- C8- H8A 108,7(5)
H4A - C4 - H4B 111,8(7) C1-C8-H8B 105,7(5)
N1 - C5 - H5A 106,5(5) H8A- C8- H8B 108,7(7)
N1-C5-H5B 107,9(5) C10- C11- H11 122,4(5)
C6- C5 - H5A 110,1(5) C12 - C11- H11 119,1(5)
C6-C5-H5B 110,6(6) C13-Cl4- H14 121,5(5)
H5A - C5 - H5B 108,0(8) C15-Cl4- H14 122,7(5)
C5-C6 - H6 117,9(5) 02 - C16- H16A 105,0(5)
C7-C6 - H6 121,1(5) 02 - C16 - H16B 112,0(5)
C6-C7-H7A 122,3(5) 02 - Cl6- H16C 112,0(5)
C6-C7-HT7B 120,4(5) H16A - C16 - H16B 109,4(7)
H7A - C7 - H7B 117,3(6) H16A - C16 - H16C 109,3(7)
N2 - C8 - HBA 107,0(5) H16B - C16 - H16C 109,0(6)




