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RESUMEN

En este trabajo se presenta el estudio de dos cocristales derivados del 4cido galico y
metilxantinas (teobromina y teofilina) que fueron preparados y caracterizados por
difraccion de rayos X de polvos y de monocristal, espectroscopia IR y mediciones
TGA/DSC. Este estudio contempl6 aplicar dos metodologias de sintesis: cristalizacion
por evaporacion y slurry. Los estudios de difracciéon de rayos X de monocristal nos
revelaron que obtuvimos dos cristales moleculares con posibles aplicaciones
farmacéuticas: GA1 (teobromina/acido galico/H20) que cristaliz6 en un sistema
monoclinico y grupo espacial C2/cy GA2 (teofilina/acido galico) que cristalizé en un
sistema triclinico con grupo espacial P-1. La sintesis de estos compuestos fue
facilmente reproducible por el método de slurry.

ABSTRACT

This paper presents the study of two cocrystals derived from gallic acid and
methylxanthines (theobromine and theophylline) that were prepared and
characterized by single-crystal and powder X-ray diffraction, IR spectroscopy and
TGA/DSC measurements. This study contemplated applying two synthesis
methodologies: crystallization by evaporation and from the slurry. The single crystal
X-ray crystallographic study revealed that we obtained two molecular crystals with
possible pharmaceutical applications: GA1 (theobromine/gallic acid/H20) that
crystallized in a monoclinic system and space group C2/c and GA2
(theophylline/gallic acid) which crystallized in a triclinic system with space group
P-1. The synthesis of these compounds was easily reproducible by the slurry method.
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Introduccion

En la industria farmacéutica los cocristales juegan un
papel importante en el disefio de nuevos so6lidos con
propiedades fisicas y quimicas deseadas como medida
para mejorar las propiedades de diferentes principios
activos como la solubilidad, la estabilidad y Ila
biodisponibilidad sin alterar la composiciéon quimica de
los mismos.

Diferentes metodologias se han usado para la formacion
de cocristales, siendo las mas comunes en solucién y
molienda (Prasad et al, 2012). Generalmente los
cocristales son preparados por evaporaciéon lenta del
disolvente, sin embargo, se tiene como limitacién la baja
solubilidad de los componentes en un disolvente dado o
mezcla de disolventes. De esta forma, técnicas
alternativas utilizadas en la industria farmacéutica para
la obtencién de cocristales son la molienda, la molienda
asistida (cantidades cataliticas de disolvente) y el slurry,
las cuales se caracterizan por ser metodologias limpias y
verdes (Braga et al.,, 2013).

Por otro lado, las metilxantinas son compuestos que se
encuentran en una gran variedad de productos que se
consumen a diario, como té, café, chocolate; sin embargo,
existen mitos sobre los posibles efectos téxicos que se
presentan por el consumo excesivo de estos productos, lo
que ha llevado a la sociedad a disminuir la ingesta de
estos. Diversas investigaciones se han enfocado en
estudiar las diferentes propiedades farmacolégicas de
estas metilxantinas, por ejemplo, la teobromina ha
mostrado significativamente menos actividad en el SNC
(sistema nervioso central) que la cafeina y la teofilina,
posiblemente debido a las propiedades fisicoquimicas
que dificultan su distribucién en el SNC. En cuanto a la
teofilina, se mostré prometedora como estimulante del
SNC, aunque actualmente se utiliza en la terapia de
enfermedades respiratorias como el asma (Monteiro et
al,, 2016).

Fischer y colaboradores realizaron un estudio de un
cocristal formado por teobromina y acido oxalico
(Fischer et al,, 2015). Debido a la baja solubilidad de la
teobromina, el cocristal no pudo obtenerse por
cristalizacion en solucién por lo que el estudio realizado
en este reporte fue a partir de los polvos obtenidos de la
molienda de ambos componentes. La resolucion de la
estructura se realiz6 a través del andlisis de los datos
obtenidos de la difraccion de rayos X en polvos. A partir
de este trabajo, los autores concluyeron que estos datos
experimentales proveen una herramienta factible para la
caracterizacién de reacciones mecanoquimicas. Por otra
parte, Lu y Rohani realizaron un estudio de un cocristal
obtenido a partir de la teofilina y la nicotinamida (Lu y
Rohani, 2009; Ervasti et al., 2015). En este caso, los
autores demostraron que la teofilina y la nicotinamida

pueden formar un cocristal en una relacién molar de 1:1
mediante molienda en estado sélido y por solucién con la
evaporacién lenta de etanol. Encontraron que, en
comparacidn con la teofilina anhidra, el cocristal es mas
soluble y tiene una mayor higroscopicidad.

Debido a nuestro interés para las propiedades
farmacolégicas de las metilxantinas y a los antecedentes
encontrados en la literatura nos dimos a la tarea de
sintetizar, caracterizar y estudiar nuevas fases cristalinas
derivadas de acido galico con la teobromina y la teofilina,
las cuales pueden tener posibles aplicaciones
farmacéuticas. Después de realizar un screening de
cristalizaciones por evaporacién lenta del disolvente
(acetona, metanol, etanol, acetonitrilo y agua) obtuvimos
dos nuevos cocristales los cuales fueron caracterizados
por difracciéon de rayos X de polvos y de monocristal,
espectroscopia IR y andlisis térmico TGA/DSC.

Metodologia
Reactivos

Losreactivosy disolventes se adquirieron de la compaiiia
Sigma-Aldrich Co., y se utilizaron sin previa purificacion.

Instrumentacion

El analisis por difraccién de rayos-X de polvos se llevd a
cabo en el modo de transmisién en un equipo de
difraccién Bruker D8-Advance equipado con un detector
LynxEye (ACu-Ka=1.5406 A, monocromador: germanio).
El equipo fue operado a 40 kV y 40 mA y los datos fueron
colectados a temperatura ambiente en el rango de 26=5-
50° (tamafio de paso 0.011°, tiempo de paso 10 s). La
difraccién de Rayos X de monocristal (Tabla 1) se llevé a
cabo en un equipo de difracciéon Stoe Stadivari equipado
con una microfuente Axo (AAg-Ka=0.56083 A; 65 kV, 0.6
mA) y un detector Dectris Pilatus-100K. Las intensidades
de difraccién se midieron a temperatura ambiente, hasta
una resolucién (sen®/A)max=0.64 A1,

Los espectros de infrarrojo se midieron en un
espectrofotdmetro Bruker Vector 22FT y se midieron en
el intervalo de 4000-400 cm! directamente del material
sintetizado.

El andlisis termogravimétrico y de calorimetria
diferencial de barrido (TGA/DSC) se realiz6 en un equipo
NETZSCH STA 449 F3 Jupiter y se llevo a cabo a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min en un rango de
temperatura de 20-600°C usando una corriente de
nitrégeno (50mL/min).

Experimentacion

En un vial provisto de barra magnética se pesaron el
acido galico y la respectiva metilxantina en una relacion
molar 1:1. Con asistencia de algunas gotas del disolvente
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seleccionado (metanol o acetona) se puso en agitacion
hasta formar una masa. Se tapé el vial y se mantuvo en
agitacién a temperatura ambiente durante dos horas.
Después de este lapso, se retir6 la agitacion y se dejo el
vial abierto dejando evaporar el disolvente por completo
hasta obtener los polvos.

Cristalizacion

En un vial se pesaron 10 mg de los polvos obtenidos en el
slurry y 6 mL del disolvente seleccionado (agua o
acetonitrilo). Con ayuda de una barra magnética se puso
en agitacion y calentamiento hasta solubilizar por
completo la mezcla. Posteriormente la solucion se filtré
en un nuevo vial y se tapd con una tela porosa que
permitiera una evaporacidn lenta del disolvente hasta la
obtencion de los sélidos cristalinos.

Resultados y discusion
Anadlisis por difraccion de rayos X de monocristal

Los datos cristalograficos para ambos cocristales se
encuentran resumidos en la Tabla 1.

El compuesto denominado GA1 reportado previamente
en la literatura (Clarke et al.), cristaliz6 de una soluciéon
de los polvos obtenidos en el slurry en agua. El andlisis
estructural del cocristal GA1 permiti6 confirmar que
cristaliza en un sistema monoclinico y grupo espacial
C2/c. La unidad asimétrica se encuentra compuesta por
el acido gdlico, la teobromina y agua en una relacion
1:1:2, con una molécula de agua desordenada sobre dos
sitios (Figura 1).

Figura 1. Estructura cristalina para GA1.

En este cocristal, una molécula de teobromina se
encuentra unida a una molécula de acido galico mediante
un doble puente formado por dos enlaces de hidrégeno:
e (N1H1---06,1.877 A) y d (O5H5---02,1.827 A). Asu vez,

el acido galico se encuentra enlazado con otra molécula
de teobromina por un enlace de hidrégeno de tipo b
(03H3---02, 2.078 A). A través de la red cristalina se
pueden observar los diferentes enlaces de hidrégeno que
forma el agua con los componentes del cocristal. Con el
acido galico se encuentran los enlaces formados con
agua: a (O1H1---OHz, 1.808 A), ¢ (04H4---0OH2, 1.783 A) y
h (05---HOH, 2.350 A). La teobromina forma los enlaces f
(N2H2---OHz, 2.154 A), g (07-+-HOH, 2.047 A) e i
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(07---HOH, 2.154 A).

Tabla 1. Datos cristalograficos para los compuestos GA1 y

GA2.

Datos? GA1 GA2
cristalograficos

Férmula C14 H19 N4 O9g C14 H14 N4 Oy
PM

(g mol) 387.225 350.29
Sistema monoclinico triclinico
Grupo C2/c P-1
Tamafio del 0.400 x 0.200 x 0.354x0.252x
cristal/mms3 0.080 0.178
Forma/color Prisma/amarillo Lamina/incoloro
Temp. (K) 295K 295K
a(h) 27.758(2) 7.4918(5)
b (&) 6.7639(3) 7.9709(5)
c(A) 17.4304(15) 12.6243(8)
a(®) 90 80.183(5)
B 93.107(7) 84.708(5)
y(°) 90 86.620(5)
V(A3 3267.8(4) 738.95(8)
A 8 2

U (mm™1) 0.080 0.078
Pealed (g CM3) 1.575 1.574
Ratio Datos / 3654 /309 3241 /243
parametros

Rqlb.cl 0.0659 0.0470(2352)
WRzld €] 0.2056 0.1393(3241)
GOF 1.060 1.010

Wagke = 0.56083 A. b1 >20(I). <R = ZlIFo| - |Fell/Z|Fol. ¢Todos los datos.
eWR =[Zw (Fo? - F2)2/Zw(Fo2)]1/2

Por otro lado, el analisis estructural del cocristal GA2,
nos reveld que cristalizé en un sistema triclinico con
grupo espacial P-1. La unidad asimétrica se encuentra
compuesta por una molécula de teofilina y una de acido
galico (Figura 2).

Se puede observar que dos moléculas de teofilina se
encuentran unidas mediante un doble puente formado
por enlaces de hidrégeno del tipo a (N1H1---08, 1.845 A).
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De forma similar, dos moléculas de acido galico se
encuentran unidas mediante un doble puente formado
por los enlaces de tipo b (014H14---018, 1.847 A). Las
moléculas del acido gélico se unen a las de la teobromina
mediante los enlaces de tipo ¢ (016H16---06, 1.808 A) y
tipo d (019H19---N3, 1.711 A).

Figura 2. Estructura cristalina para GA2.

Analisis por difracciéon de rayos X de polvos

Los patrones de difraccion de rayos X de polvos (PXRD)
de los productos resultantes GA1l  (&cido
galico/teobromina) y GA2 (acido galico/teofilina) se
compararon con los patrones de difracciéon de rayos X de
polvos simulados obtenidos a partir del estudio de Rayos
X de monocristal (Figura 3). Se pudo observar que por
slurry tanto para GA1l como para GA2, se lograron
obtener las mismas fases cristalinas que por
cristalizacion.

N

. L A GA?2 (slurry)
l l { GA2 (simulado)
m | AAA A y GA1 (slurry)
U&L GA1(simulado)
J A Aok, Y A " A
f T T T T T T T
10 20 30 40
2 Theta

Figura 3. Comparacién entre los patrones de difracciéon de
rayos X de polvos de los productos de molienda GA1 y GA2 con
los patrones de DRXP simulados a partir de la DRXS de los
monocristales.

Analisis por espectroscopia IR

Los compuestos obtenidos de los slurrys se estudiaron
por espectroscopia IR. Para los compuestos GA1 y GA2
se observan bandas que indican la presencia de un nuevo
compuesto (Figura 4).

105

e A il '(Wf |
: |

Cocristal ——
Teofilina
Acido galico

3500 3100 2600 2100 1600 1100 &00

50 COCrisTal mm—
Acido galico—
Tecbromina

3600 3100 2600 2100 £00 1100 &00

Figura 4. Comparacién de los espectros de IR de los reactivos y
de los cristales moleculares GA1 y GA2.

Las bandas correspondientes a los grupos C=0 de las
amidas en la teofilina (1655 cm-1), la teobromina (1665
cm?) y el acido galico (1695 cm', 1626 cm'l) se
encuentran desplazadas para los cocristales GA1 (1700
cm?, 1635 cm1) y GA2 (1680 cm, 1625 cm1). Estos
cambios pueden ser atribuidos a la participacién del
grupo carbonilo en la formaciéon de los enlaces de
hidrégeno en los cocristales.

El analisis termogravimétrico y de calorimetria
diferencial de barrido (TGA/DSC)

El comportamiento térmico para el cocristal GA1 se
muestra en la figura 5a. La grafica DSC muestra un pico
endotérmico a 100°C que corresponde al proceso de
deshidratacion y en la curva TGA se observa una pérdida
de masa (9%) que es comparable a la perdida de dos
moléculas de agua (calc. 9.3%). La subsecuente pérdida
de masa puede ser atribuida al proceso de degradacion
de una molécula de acido galico (44.8%, calc. 44.04%). Ya
que los puntos de sublimacién ocurren a 261°C para el
acido galico y a 344°C para la teobromina, se puede
sugerir que estos procesos van acompafiados de otros
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procesos de transformacién sélido-sélido (picos  Agradecimientos

endotérmicos a 270°C y 318°C) atribuidos a la
disociacién del cocristal. La grafica TGA/DSC para GA2 se
muestra en la figura 5b.

110

414
100
\_ I 9% GA1
90 §
80
70 +
ﬁ 80 4 2
E 50 2
£ a0l 2
& 3
E 30 Q
20 4
10
04
10
0
0] 100°C
T T T T T T T -4
50 100 150 200 250 300 350 400
Temp./ (°C)
a)
110 4 GA2 - 18
7 2
£ 2
= 3
< S
[i] 3
= =)
T T T T T T T -2
50 100 150 200 250 300 350 400
Temp./ (‘C) b)

Figura 5. Termogramas TGA/DSC para los cocristales GA1 y
GA2.

En la curva TGA se empieza a observar pérdida de masa
a aproximadamente 260°C atribuido al proceso de
degradacién del cocristal. Debido a que los puntos de
sublimacién ocurren a 261°C para el 4cido galico y a 270°C
para la teofilina, se puede proponer que estos procesos
también van acompafiados de otros procesos de
transformacion soélido-sélido (picos endotérmicos a 277°C
y 322°C) atribuidos también a la disociacién del cocristal.

Conclusiones

Se lograron obtener y caracterizar dos cocristales
derivados del 4&cido galico y las metilxantinas
(teobromina y teofilina), uno nuevo y uno previamente
reportado en la literatura. La sintesis de estos
compuestos es facilmente reproducible por la técnica de
slurry, la cual ocupa una minima cantidad de disolvente
contribuyendo asi a la sintesis verde de cocristales.

El siguiente objetivo es realizar las pruebas de
solubilidad y actividad farmacolégica de estos
compuestos.

Ala Facultad de Ciencias Quimicas y al Dr. Jests Sandoval
Ramirez por las facilidades prestadas para la realizacién
de los andlisis de IR. El proyecto CONACyT 268178
permiti6 el estudio de monocristales.
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