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Objetivos

Contribuir a la caracterizacion de nuevos farmacos y su asociacion a vehiculos
gue permitan una liberacion controlada, a través de la técnica de RMN en Sdlidos.

Realizar aportes para lograr un mejor disefo y control del comportamiento de la
droga.

Estudio de polimorfismos y pseudopolimorfismos

Caracterizacion de la asociacion del principio activo a materiales transportadores
tales como polielectrolitos, surfactantes, emulsificantes, etc.



Resonancia Magnética Nuclear

Los nucleos atdmicos poseen momento magnético U, en presencia de un campo magnético,
precesara alrededor de él con frecuencia wy,. B @ =
H,=—ulH, =—hyH I o %o = My

=

Si se aplica un campo magneético dependiente del tiempo de la forma

H, =2H cos(at)i

En la terna de laboratorio H, =—WmH I —WH, cos(at)l.

Lab

z=Zz

Definiendo la terna rotante como

<V

En esta representacion H, es constante y los espines precesan alrededor de un campo efectivo H

0=, = (-] 1




Pulsos de radio frecuencia

Si estamos en condicion de resonancia W, =w

El momento magnetico, inicialmente en la direccion z’, -
precesa en el plano z-y en torno a H; H,=Hi

Si aplicamos el campo H, por un tiempo corto 1,, el momento girara un angulo de
volteo 8 medido desde z' dado por

6=a«,r, donde «, = )H,

-

De esta manera se da un pulso de 0 alrededor del eje x
Para el caso particular de un pulso de 172




Interaccion dipolar

Corrimiento Quimico

Interaccion Cuadrupolar

A

v/

125 kHz

Solidos vs. Liquidos

3c0s29—1

Rotacion de la muestra
alrededor de un eje
inclinado a un angulo

8=54.7° (Angulo Magico)

Promedia a cero las
Interacciones anisotropicas

pom
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Complejos

CIPROFLOXACINO

NORFLOXACINO
Cib Clc

Cib

H2 N C15

N14

C16

C13

Norfloxacin (NOR) Infecciones Urinarias Irritacion i inal
Ciprofloxacin (CIP) Formulaciones Oftalmicas ér'FaC'OP gylt%stana o
(Antibioticos) Formulaciones Oticas aja solubilidad a Ph neutro

Solucién: acomplejamiento con Aluminio
Aumenta la solubilidad acuosa.
Se preservan las propiedades biologicas



Complejos con Aluminio

El motivo del acomplejamiento de estos antibidticos con Aluminio es aumentar la
solubilidad acuosa preservando las propiedades bioldgicas

Métodos de elaboracion

Método | Método I

A 4 A4
Precipitacion con acetona Granulaciéon con etanol

Estudios preliminares de difraccion de rayos X muestran que ambos métodos tienen un
alto porcentaje de material amorfo



Técnicas empleadas
CPMAS (Cross Polarization Magic Angle Spinning)

Transferencia de polarizacion de los espines

— T T T T T
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I abundantes ( H) a los espines diluidos ( 3C) . C
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Objetivo: simplificar el espectro removiendo las sefales de | 0s nucleos directamente ligados a protones

1H
Desacople
CP Heteronuclear
13C
CP Adquisicion

Chattah et al, Magn. Reson. Chem. 2007; 45: 850-859
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Tiempo de Relajacion en la Terna Rotante T, ¢

En este experimento, una CP es seguida por un spin-lock en
carbono durante un tiempo variable t. Durante t se produce la
relajacion espin-red de '°C en la terna rotante

lH /
Desacople
cp Heteronuclear
13C
CP Spin Lock Adquisicion

Mc(7) = Aexp(—7/71) + (1 — A)exp(—7/73)

Compuestos no homogéneos con al menos dos
fases con diferentes 6rdenes o movilidades

Chattah et al, Magn. Reson. Chem. 2007; 45: 850-859
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Espectro de ?7Al
» Nucleo Cuadrupolar (1=5/2)

Aluminio

* Corrimiento quimico relacionado con la coordinacién con Oxigeno

Ciprofloxacina

Ciprofloxacina Métod o 2
Método 1
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
100 80 60 40 20 0 20 -40 60 -80 -100 100 80 60 40 20 0 20 -40 60 -80 -100
ppm ppm

—» Segundo orden de la interaccion Cuadrupolar

=» Aluminio en sitios no equivalentes



Conclusiones
(Parte I)

* Asignacion de las distintas sefales en el espectro de 13C.

» Caracterizacion de los compuestos obtenidos mediante los 2 métodos de
elaboracion.

* No se observan restos de droga pura en los complejos.

* De las mediciones de T, - se puede determinar la coexistencia de al menos dos
fases con diferentes movilidades.

* EI'T,,c del complejo obtenido mediante el metodo | es mas corto que el del
meétodo II, esto puede deberse a una mayor cristalinidad de este ultimo.
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Sacarinatos y Polimorfismo

27 / /
C28
C26 C29 i Cl1b Cle
N21
N H,N 16
C25 S22 Cla
23 S ~ N14
24 =0

CIPROFLOXACIN
SACCHARINATE

030

NORFLOXACIN
SACCHARINATE

Baja solubilidad y sabor amargo ——

030

/ / H.C N_;“ C16 Cla
26 N\ 3 H
c8
N21 NllN
Py l s22 'N N~ 2
S~ c2

c24 [ ~0
O o F
032

ENROFLOXACIN
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F20

Cl4a

C15 Clb
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Cz9 N14 09 Cla
N21
522 'N c13 NIIN N
C23 S \

C24

032 F
OFLOXACIN F20
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Solucidén: formacion de sacarinatos.

La sacarina es uno de los endulzantes mas conocidos y mas utilizados.
Los derivados de SAC muestran mejoras en la solubilidad, mejor sabor,

biodisponibilidad

40
(0)19 OH

//O
(()?9 018
estabilidad



(H. G. Brittain, “Polymorphism in Pharmaceutical Solids” 1999)

e Densidad

e Dureza

e Fluidez

e Propiedades Opticas y eléctricas

e Punto de fusidn

e Higroscopicidad

e Estabilidad Quimica

e Solubilidad

e Tasa de disoluci 6n

e Biodisponibilidad Yy Bioequivalencia



Polimorfos de Sacarinato de Ciprofloxacino
0
Cc27 //

CIPROFLOXACIN

Cl1b Cle

N-
2 =0 m‘\}
O 031

CIPROFLOXACIN
SACCHARINATE

019 018

Los polimorfos no son la mezcla fisica de CIP y SAC
y no hay residuos de los precursores.

CIP-SAC (I) : corrimiento de C(29) a ppm mas altos
luego de la formacion de la sal debido a
modoficaciones en la interaccion puente hidrégeno.

La sefial correspondiente a C(28) en el sacarinato se
ha movido lejos de su posicion original.

C() y C(3a) estdan superpuestos a 173 ppm,
mostrando el caracter zwitterionico de CIP.

La resonancia correspondiente a C(6) esta
desdoblada debido a la interaccién con 1°F.

En CIP se puede ver solo un par de sefales (1 séla
molécula por celda unidad), lo mismo ocurre en CIP-
SAC (Il). En CIP-SAC (l) se observan dos pares de
sefales, indicando que hay al menos dos moléculas
por celda.

CIP-SAC (1)

Las sefiales del grupo piperazina de CIP
(C(12),C(13),C(15) y C(16)) muestran pocas
modificaciones en los polimorfos, esto se debe al
caracter zwitterionico de CIP.




CORRELACION HETERONUCLEAR (HETCOR)

(van Rossum et al. J. Mag. Reson. 124, 516-519 (1997) )

2 +6. En LEE GOLDBURG
2 ZJr—H

1H PALGFALGH | MPcP TPPM Se aplica un campo de RF fuera de

[ X X ¥ X resonancia de acuerdo a

h ALG _ 1
13C cp a \/5
|—>I 7 .
. Se cancelan los términos seculares del

Hamiltoniano Dipolar

En el espectro de los sacarinatos la sefial de protones del grupo piperazina esta corrida a ppm mas
altos (alrededor de 1-2 ppm). Esto esta de acuerdo con la interaccion idnica previamente observada por
IR.

El protdn del grupo carboxilato H(3a), aparece en casi todos los espectro de 1H en estado sdlido. Las
correlaciones asociadas a estos protones hacen posible la asignacién de C(3a) en los sacarinatos. En el
espectro de 1Hcorrespondiente a CIP, H(3a) no esta presente, lo cual esta de acuerdo con el caracter
zwitteridnico del compuesto. Este proton del grupo carboxilato aparece en el espectro de CIP-SAC,
confirmando que el caracter zwitteridnico es revertido luego de la formacion de la sal.

Los protones de los anillos aromaticos H(2), H(5) y H(8), muestran un claro corrimiento en el sacarinato,
indicando la existencia de nuevas interacciones. Estoas corrimientos estan asociados a cambios en
interacciones puente hidrogeno o interacciones TeTL

'y SAC CIP CIP-SAC NOR NOR-SAC OFL OFL-SAC ENR ENR-SAC
925.26.24.27 1.9 _ 7.7.75 _ 6.3 — 109,100 _ — 72 6.8
3a — — 13.7 145 14.7 15.4 16.6 12.7 13.8

P — 3.5 7.0 o % 10.5 1.3 6.2 7.9

5 — 95 77 5.8 6.6 85 9.2 6.1 7.0

8 _ 73 20,62 21,36 51 _ _ 57 70
12,13, 15, 16 — 44,43 4.2 2.4 85,30 162 6.3 19 4.3, 38, 4.0, 4.2
Ta — 19 o7 3T 36 ) 6.3 P! 36

1b — 17 1.4 11 1.7 6.1 6.9 0.9 2.0

le — 1.7 1.4 — — 3.7 47 0.9 2.0
l4a = _ — — — 4.9 6.2 1.9 43, 3.8
14b e — = — — — — 0.9 2.3

Romarnuk et al, Journal of Pharmaceutical Sciences DOI 10.1002/jps
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REPT — HSQC (Correlacion Heteronuclear)

(Kay Saalwachter, Robert Graf and Hans W. Spiess. J. Mag. Reson. 140, 471-476 (1999) )

P Bt g T deph. Qb Hamiltoniano dipolar heteronuclear

y o 9 HE (1) = —wlf(t) - 21,8,
S J]I_ﬂ m H I H I I\/\Uf\vp\ﬁ

Los periodos de reacople dipolar son los responsables de la transferencia de
polarizacion. Luego de un pulso de 172 en |, -I, queda bajo el efecto de HP,; por

un periodo N 4

IS
_IY M _IY - COS QIDS(O’ NTR) —+ IXSZ - sin QIDS(O, NTR)

El estado mixto I.S,, experimenta la evolucion del corrimiento quimico de | durante t, de acuerdo a H' . =
Wg*l
CS 'z

IxS-sin Q5 (0, NR) Yesla, [IxSyz - cos (wigth) + IySz - sin (wigti) ] -sin Q) (0, N73)

Las componentes de la sefial , S,y S, del espectro HSQC estan dadas por

Sx(8) oc (cos (wigth) - sin QL5 (0, N7g) - sin Q5 (41, ¢, + NTR)) Sy (S) o< (sin (wlgt1) - sin Q5 (0, Nmg) - sin Q) (41,1 + N7g))




REPT — HSQC (Correlacion Heteronuclear)

(Kay Saalwachter, Robert Graf and Hans W. Spiess. J. Mag. Reson. 140, 471-476 (1999) )
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* Correlacion heteronuclear basada en los acoples
dipolares entre 1H y 13C.

* Con 1 periodo de rotor se obtienen correlaciones
entre nucleos a una ligadura de distancia.

* Espectro de protones de alta resolucién

» Cambios en el CS de H(2), H(5) y H(8) indican
interacciones TETL

13 2} s 1a]
C 3a A 57 1b,1c
) 2

21,

o F1 [ppm]

—
T T T

T L S e e o e e B
;F 150 100 50 F2 [ppmi]

e Con 2 periodos de rotor se pueden identificar
claramente los carbonos cuaternarios.

* Puente hidrégeno entre O(18) y O(19) es
observado a través de C(4) y C(3a)

* Interacciones i6nicas pueden identificarse
debido a cambios en el corrimiento quimico de
los protones pertenecientes al grupo piperazina.



DQMAS — BABA (Correlacion Homonuclear)

(M. Feike, D. E. Demco, R. Graf, J. Gottwald, S. Hafner, and H. W. Spiess. J. Mag. Reson. A 122, 214-221 (1996) )

Para un sistema de espines bajo MAS el Hamiltoniano es

excitation evolution [l reconversion ” detection H(t) — —AWIZ —|— HCS (t) —|— HD (t)
Texc tl Texc TOZTR t2
] m 1 -T m ” Respuesta del sistema a la secuencia de pulsos BABA
TR R/2
Texc™Nexc TR Texc™Nexc R p(TR) —t TeXp {—Z/ PUH(t>dt} X TeXp —Z/ PjH(t)dt p(O)
TR/2 70

P, = exp{i(r/2)I,}

En el regimen de altas velocidades p(mr) = exp {—HY7} p(0)

A partir de estas ecuaciones se obtiene el Hamiltoniano promedio de orden cero

A 1
AO — T”(Iw Y [0 (TR; %R) I, —o (%R o) Iy} + Hpq

™R

Hpo = [ —— D% sin(23"7) sin(y" ) {To% + Ty’
DQ (wﬂ)z (287) sin(v" {155 52}

1>]




CIP - SAC (Il)

Y ‘\./
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D CIPROFLOXACIN
SACCHARINATE

* H(1b) y H(1c) pueden ser claramente
identificados

* H(1b) y H(1c) muestran una fuerte interaccion

con los protones de la sacarina

» H(2) s6lo muestra interacciones intramoleculares
* El protén acoplado con el N14 correlaciona con

protones de sacarina

* H(1a) presenta interacciones con H(2) y H(8)

» H(3a) muestra una clara interaccion con
protones de sacarina




CIP - SAC (1)

CIPROFLOXACIN
SACCHARINATE

— W

Las interacciones observadas en CIP-SAC
(I) son similares a las observadas en CIP-
i Sac (I).

-&  Se obtiene menos resolucion en este caso,
i sin embargo se puede realizar una clara
asignacion en el espectro de 1H.

2 ppm  1000S estos resultados estan en concordancia con

los resultados obtenidos por RX de single crystal
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CIP

CIP-SAC(l)

CIP-SAC(ll)

20 15 10 5 M -5 -10

o, /ppm

Presencia de protones ligados
y no ligados

Corrimientos a ppm negativos, esto
indica una interaccion fuerte entre
protones del grupo metilo con
protones de grupos aromaticos

Espectros H

SOLUCION ESTADO SOLIDO
serial CS (ppm) CS (ppm)
cip cIP-sAc()| cIp CIP-SAC (1) CIP-SAC (Il)
1b 1.1 1.2 1.7 0.9 0.9
1c 1.4 1.5 1.7 2.2 1.8 CIP II ll
12,13,15,16 35-36 3.7 44-43 1.6-33 1.6-3.3
la | - | - 4.9 3.4 3.4
8 7.4 7.7 7.3 7.0 7.0
5 7.2 7.6 8.5 6.6 6.6 ClP-SAC(l)
2 8.4 8.7 9.5 7.3 7.3
3a | - | - | - 13.0 13.0 M
23242728 | - 78 | - 76-77-80 |76-77-80 i L Lt b L Lt L L L LA B A L B L L ]
PP I R R "y . 90 80 7.0 6.0 50 40 30 20 1.0 0.0
22 | — | — 14.9 7/ [ — o, /ppm
32 | | - 2.2 22 |
I R e - 09 | -
52 | - | - 04 | - |
62 | - | - | - 01 | -

Cambios observados en estado sélido

 Corrimientos a ppm mas altos de protones en el grupo piperazina en CIP
* H(1b) y H(1c) muestran corrimientos a ppm mas altos en CIP

* H(2), H(5) y H(8) presentan corrimientos a ppm mas bajos en SAC-CIP (I) y (Il)
» H(3a) puede ser claramente identificado en ambos sacarinatos
* Nuevas interacciones puente hidrégeno en estado soélido




CODEX (Centerband Only Detection of Exchange)

(Wenbin Luo and Mei Hong, JACS 2006, 128, 7242 — 7251)

La constante k; que indica la transferencia de polarizacion

entre espines X; y X; a velocidades de rotacién menores que el
1H acomple dipolar tH-X puede aproximarse por una ecuacion
CP DD DD TPPM derivada de la caso estatico:
. . I
180 90 k; = Enw”' 7 (0)
a1 i 111550
T T T T T T T T T |_f _ 2
e~ Ni/2 — [~ Nt/2 — =t yzhi(l 3c0s”6)) Acople Dipolar
Y, S 2 Homonuclear

Integral de Overlap que describe la probabiliad de
gue se produzcan transiciones single-quantum a la
misma frecuencia para espines iy j

F,(0)= [ f(@- @)/ (@-w)dw

La evolucion temporal del vector n-dimensional de la magnetizacion M(t), esta dada por

Matriz de intercambio n-dimensional
gue contiene las constantes Kkij

La solucién formal para una dada magnetizacion inicial M(0) es

_

M(t) =e XM (0)




19F Spectra
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Conclusiones
(Parte 1)

® CIP-SAC (Il) fue estudiado y comparado con CIP-SAC().

* Las caracteristicas generales y corrimientos en las resonancias observadas en CIP-SAC (Il) pueden tambien
ser observadas en CIP-SAC (). Por ejemplo los corrimientos en C(3), C(10), C(28), C(29). Luego, las
interacciones encontradas para CIP-SAC(Il) combinando RX y RMN pueden extrapolarse a CIP-SAC(]).

* Experimentos bidimensionales (Heteronucleares y Homonucleares) nos permitieron identificar interacciones
inter e intra moleculares en los tres compuestos.

* Diferencias y similitudes en las estructuras de los compuestos fueron determinadas.

® Los espectros bidimensionales 1H-'H son similares para CIP-SAC (1) y CIP-SAC (ll), esto nos lleva a concluir
gue la mayoria de las interacciones que se observan son intramoleculres.

* Se pudieron determinar distancias internucleares entre los nucleos de Fluor (r).

® En CIP-SAC (l) se observaron dos distancias entre °F una de 7.9 Ay la otra de 12.4 A. También se observaron
dos numeros de moléculas por celda unidad diferentes.

* El experimento CODEX y los espectros de 13C CP-MAS nos permiten concluir que CIP-SAC (I) es una mezcla
de dos estructuras: algunas moléculas en la celda unidad presentan orientaciones similares a las encontradas en
CIP-SAC ().
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