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RESUMEN 

El Dabigatrán etexilato (DE) es un profármaco con efecto anticoagulante que pertenece a 

la clase II del sistema de clasificación biofarmacéutico (alta permeabilidad, baja solubilidad). 

La formulación comercial contiene a la sal mesilato de DE (DEM), ya que esta presenta una 

mejor solubilidad que DE en medios acuosos. DEM tiene varios polimorfos. Además, la 

formulación comercial con DEM es susceptible a la humedad y temperatura. Por ende, su 

caracterización, desarrollo farmacéutico y almacenamiento puede ser complicado. 

El objetivo de este trabajo fue obtener una nueva fase sólida (NFS) de DE a través de un 

estudio de ingeniería de cristales, estudiar sus propiedades del estado sólido y evaluar sus 

propiedades biofarmacéuticas.  

Se realizaron experimentos de neutralización a DEM para obtener a DE. La identidad de 

este último se confirmó por diferentes técnicas espectroscópicas (RMN en solución e IR). 

DEM y diferentes lotes de DE se caracterizaron por difracción de rayos X de polvos (DRXP), 

calorimetría diferencial de barrido (DSC) y análisis termogravimétrico (TGA). Los resultados 

de estas metodologías mostraron que DEM y DE tienen propiedades diferentes. De igual 

manera, la caracterización de los diferentes lotes de DE producidos demostró que se 

obtuvieron sólidos con diferentes grados de hidratación. 

La selección de moléculas formadoras de cocristal se realizó mediante un análisis in silico 

con la herramienta Full Interaction Maps de la base de datos cristalográficos de Cambridge 

(CSD). Para el análisis se consideró a la fase neutra de DE reportada en la CSD (Refcode 

EFAXAM). Este estudio delimitó el número de coformadores con potencialidad de formar 

NFS a 8, de un total de 18 moléculas evaluadas. 

La búsqueda de NFS con las moléculas seleccionadas se realizó mediante molienda 

mecanoquímica asistida con gota de disolvente (SDG), permitiendo identificar una NFS con 

ácido hipúrico (HA). El análisis por RMN-1H en solución a partir del producto obtenido de 

reacción de cristalización (RxC) confirmó que DE-HA tiene una estequiometria 1:1.  

Los estudios de caracterización física, espectroscópica y biofarmacéutica de DE-HA se 

realizaron a partir del producto obtenido en cantidad de gramos mediante SDG.  
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Para determinar si DE-HA es una sal o un cocristal, se realizaron análisis comparativos de 

los desplazamientos observados por IR y RMN en solución y en estado sólido. Para el 

análisis por IR también se contrastó al hipurato de sodio. Los resultados mostraron que las 

especies presentes en el sólido de DE-HA no se encuentran ionizadas; sin embargo, se 

tendría certeza de ello con el análisis adicional de rayos-X de monocristal. 

DE-HA y las materias primas se almacenaron bajo diferentes condiciones de estrés de 

humedad y temperatura. Los análisis por DRXP mostraron que ambas fases cocristalinas 

sufren transformación física. DE se transformó a 50 ºC y 0% HR, mientras que DE-HA 

resultó ser inestable a 40 ºC y 75% HR. Estas se analizaron por DSC y TGA, donde se 

obtuvieron eventos diferentes a los sólidos iniciales. El análisis por RMN (1H y 13C) en 

solución demostró que ambos sólidos mantienen íntegra su identidad química. 

En los estudios biofarmacéuticos realizados, se demostró que DE-HA presenta una ventaja 

de solubilidad acuosa comparado con DE a un pH 6 y 37 ºC. Sin embargo, DE-HA se 

comporta como un sólido de rápida disolución. Los estudios de estabilidad de fase bajo 

condiciones de supersaturación mostraron una transformación rápida de DE-HA hacia la 

base libre (DE), induciéndose su precipitación desde los 5 minutos del ensayo. 

Mediante la técnica de solvent shift se eligió al polímero HPMC como inhibidor de la 

precipitación, el cual mejoró y mantuvo la ventaja de solubilidad de DE y de DE-HA, 

teniendo un impacto significativo en el ABC (ABCDE-HA = 18.6 ABCDE). 

Con estos resultados se demuestra que la NFS obtenida podría ser una alternativa a la 

contenida en la formulación comercial, ya que presentó ventajas biofarmacéuticas 

mejoradas sobre la solubilidad, el perfil de disolución y el ABC de DE. 
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ABSTRACT 

Dabigatran etexylate (DE) is a prodrug with anticoagulant effect belonging to class II of the 

Biopharmaceutical Classification System (high permeability, low solubility). The commercial 

formulation contains the mesylate salt (DEM) since it displays better solubility. DEM has 

several polymorphs whereas the commercial formulation is prone to change due to humidity 

and temperature, thus its characterization, pharmaceutical development and storage can be 

challenging. The goal of this work was to obtain new solid phases (NSPs) of DE through a 

crystal engineering study, to assess solid-state properties and to evaluate 

biopharmaceutical performance. 

Since the raw material available for this project was DEM, neutralization experiments were 

conducted to obtain DE. The synthesis of DE was confirmed by different spectroscopic 

techniques (solution NMR and IR). Differences among DEM and different batches of DE 

were corroborated by powder X-ray diffraction (PXRD), differential scanning calorimetry 

(DSC), and thermogravimetric analysis (TGA). Batches of DE showed differences in their 

grade of hydration. 

The selection of cocrystal-forming molecules was carried out through an in-silico analysis 

with the “Full Interaction Maps” tool of the Cambridge Structural Database (CSD). The DE 

phase reported in the CSD (Refcode EFAXAM) was used for the analysis. This study 

reduced the number of potential coformers to 8. 

The screening was carried out by solvent drop-assisted mechanochemical grinding (SDG). 

One NSP was identified with hippuric acid (HA). Solution NMR-1H analysis from the product 

obtained by reaction crystallization (RxC) confirmed that NSP (DE-HA) has a 1:1 ratio. 

Physical, spectroscopic and biopharmaceutical studies on DE-HA were conducted on solid 

scaled-up by SDG. 

Comparative analyses by IR, solution NMR and NMR CP-MAS were performed to determine 

whether DE-HA is a salt or a cocrystal. Sodium hippurate was included for the analysis by 

IR. These results showed that the species of DE-HA there are not ionized, for that reason it 

will be better to confirm the nature of this solid by single-crystal X-ray diffraction analysis. 
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DE-HA and raw materials were stored under different humidity and temperature stress 

conditions. PXRD analyses showed that both solids undergo physical transformation. DE 

was transformed to 50 ºC and 0% RH, while DE-HA be showed unstable at 40 ºC and 75% 

RH. These solids were analyzed by DSC and TGA, where events other than the initial solids 

were obtained. Solution NMR analysis showed that both solids maintain their chemical 

identity. 

In biopharmaceutical studies, DE-HA was shown to have an aqueous solubility advantage 

compared to DE at pH 6 and 37 ºC. However, DE-HA behaves like a solid of rapid 

dissolution. Phase stability studies under supersaturation conditions showed rapid 

transformation of DE-HA to DE inducing its precipitation from the first 5 minutes of the test. 

The polymer HPMC was selected by the solvent shift technique as a precipitation inhibitor, 

which improved and maintained the solubility advantage of DE and DE-HA, having a 

significant impact on the AUC (AUCDE-HA = 18.6 AUCDE). These results demonstrate that the 

NSP obtained could be an alternative to that contained in the commercial formulation, as it 

had improved biopharmaceutical advantages over solubility, dissolution profile and the AUC 

of DE. 
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1 INTRODUCCIÓN 

La solubilidad acuosa en conjunto con la velocidad de disolución afecta directamente a la 

biodisponibilidad de los ingredientes farmacéuticos activos (IFAs). Actualmente en el 

mercado existen un gran número de IFAs que presentan una baja solubilidad acuosa, y se 

ha observado que el número de moléculas en fase de desarrollo con esta característica va 

en incremento. En los últimos años se han realizado diversos esfuerzos de investigación 

para mejorar las propiedades físicas y químicas de IFAs con baja solubilidad acuosa, siendo 

la obtención de cocristales farmacéuticos una estrategia viable para modificar las 

propiedades fisicoquímicas intrínsecas de un IFA sin comprometer su acción terapéutica. 

Para ello se emplean agentes formadores de cocristales, los cuales son sólidos inertes y 

seguros para el consumo humano. En el presente trabajo se abordó el diseño, obtención, 

caracterización y evaluación biofarmacéutica de una NFS generada a partir del profármaco 

dabigatrán etexilato (DE) en combinación con el ácido hipúrico como coformador. 

Dabigatrán etexilato es un IFA clase II del sistema de clasificación biofarmacéutico (SCB), 

el cual forma parte de los nuevos agentes anticoagulantes orales. En la clínica presenta 

diversas ventajas comparado con otros anticoagulantes, como un perfil del grado de 

anticoagulación predecible, que no necesita monitoreo periódico del grado de coagulación. 

Si bien DE tiene ventajas terapéuticas, este presenta ciertos aspectos farmacéuticos 

desventajosos; siendo uno de los mayores problemas su capacidad de generar polimorfos, 

ello genera diversas complicaciones durante la etapa de desarrollo. Este IFA se encuentra 

comercialmente en forma de sal con el anión mesilato. Se ha demostrado que la forma 

farmacéutica comercial es altamente inestable bajo condiciones variables de temperatura y 

humedad, lo cual complica su manejo, ya que debido a esto se tiene evidencia que la fase 

sólida cristalina sufre varios tipos de hidrólisis, resultando en un remanente del IFA de hasta 

70% (Robertson & Glass, 2018), lo cual impacta directamente en su biodisponibilidad.  
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2 ANTECEDENTES 

2.1 Sistema de coagulación 

La coagulación es un proceso dinámico que sirve para mantener la hemostasia en el 

organismo. Esta última abarca los procesos estrictamente regulados de coagulación 

sanguínea, activación plaquetaria y reparación vascular (Versteeg,  2013). En condiciones 

fisiológicas, existe un balance entre la formación de un coagulo sanguíneo como respuesta 

inmediata a un daño tisular, y la disolución de éste cuando la zona afectada ha sido 

reparada (Furie & Furie, 2008). Para ello se requiere de un trabajo coordinado entre las 

plaquetas y diversas proteínas y factores sanguíneos (G. Walsh, 2007). En el humano 

existen tres mecanismos principales en el proceso hemostático (Martínez-Murillo, 2006): 

Hemostasia primaria: Se activa cuando hay un daño tisular, ya sea por la ruptura de un 

vaso sanguíneo o del endotelio. El colágeno y el factor tisular (FT), asociados con la pared 

del vaso, proporcionan una barrera hemostática mediante la formación de trombos para 

mantener el sistema circulatorio con alta presión. En condiciones normales el colágeno no 

se encuentra expuesto al flujo sanguíneo; sin embargo, la exposición de éste desencadena 

la acumulación y activación de plaquetas, mientras que el FT expuesto inicia la generación 

de trombina. En  este proceso no se convierte el fibrinógeno en fibrina, más bien el FT activa 

las plaquetas (Figura 1) (Furie & Furie, 2008). 

 

Figura 1 Hemostasia primaria como respuesta de un daño vascular (Furie & Furie, 2008). 

Hemostasia secundaría o coagulación: en este proceso se activa la cascada de 

coagulación donde ocurren una serie de cambios bioquímicos y enzimáticos que culmina 
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con la conversión de fibrinógeno en fibrina. La fibrina forma agregados moleculares que 

generan coágulos insolubles en el sitio dañado (Furie & Furie, 2008). Durante años se han 

descrito dos vías de iniciación de la cascada de coagulación (vía intrínseca y vía 

extrínseca); sin embargo, han surgido nuevos conceptos sobre el proceso de coagulación 

in vivo y con ello el modelo de coagulación celular. El proceso de coagulación in vivo 

comprende las siguientes fases (Figura 2) (Palta, Saroa, & Palta, 2014): 

• Iniciación: Se inicia con la expresión de FT en un vaso dañado que une el factor VIIa 

para activar al factor IX y X. La activación del factor IX por el complejo TF-VIIa sirve 

como puente entre las vías extrínsecas e intrínsecas clásicas. El factor Xa se une al 

factor II (protrombina) para formar trombina (factor IIa). La generación de trombina 

a través de esta reacción no es robusta y puede ser terminada por el inhibidor de la 

vía del FT. 

• Amplificación: En la fase anterior la cantidad de trombina no es suficiente, de ahí 

que existen otros circuitos de retroalimentación positiva que unen a la trombina con 

las plaquetas. Por lo tanto, la trombina que se genera en la primera fase continúa 

activando al factor V y al factor VIII. Este último sirve como cofactor en el complejo 

protrombinasa, ello acelera la activación del factor II para la formación de trombina. 

• Propagación: Los complejos enzimáticos (complejo tenasa y protrombinasa) 

acumulados en la superficie de las plaquetas soportan cantidades robustas de 

generación de trombina y activación de plaquetas. Esto asegura la generación 

continua de trombina y fibrina para formar un coágulo lo suficientemente grande. 

• Estabilización: La generación de trombina conduce a la activación del factor XIII 

(factor estabilizador de la fibrina), el cual es responsable de unir los polímeros de 

fibrina de manera covalente. Además, proporciona resistencia y estabilidad a la 

fibrina incorporada en el tapón de plaquetas. De igual manera, la trombina activa al 

inhibidor de fibrinólisis activable por trombina (TAFI, por sus siglas en inglés) que 

protege el coágulo de la fibrinólisis. 
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Figura 2 Proceso de coagulación in vivo (Blann Andrew, 2014). Ver Anexo 1 para más información sobre las 
proteínas y factores del sistema de coagulación. 

 

Fibrinólisis: en esta última fase se da la eliminación de los depósitos de fibrina una vez 

que las paredes vasculares han sido reparadas. Para ello el plasminógeno unido a fibrina 

es activado por el activador tisular del plasminógeno (tPA). La plasmina generada de esta 

forma es capaz de degradar proteolíticamente a la fibrina, disolviendo de esta manera la 

malla del coágulo. 

De manera fisiológica el sistema de coagulación tiene diversos mecanismos de regulación 

como el inhibidor del FT, el sistema de la proteína C (APC) y su cofactor la proteína S (PS), 

la antitrombina y glicosaminoglicanos (Roberts, Monroe, & Escobar, 2004). En procesos 

patológicos donde no hay una adecuada regulación de la hemostasia, se forman cantidades 

excesivas de trombina dando lugar a una trombosis (Figura 3) (Furie & Furie, 2008); la cual 

puede causar afecciones fisiológicas graves, asociadas con ataques cardiacos, trombosis 

coronaria, enfermedades cerebrovasculares (ECV) y embolismo, fibrilación auricular (FA), 

trombosis venosa profunda (TVP) y embolia pulmonar (EP) (Remko, Broer, & Remková, 

2014a) (Li, Dong, Ren, & Li, 2015). 
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Figura 3 Proceso dinámico de la hemostasia (Blann Andrew, 2014). 

 

Se estima que cada año en Estados Unidos al menos 1.5 millones de personas sufren 

infarto agudo al miocardio, y 0.5 millones de personas sufren ataques cardiacos (G. Walsh, 

2007). En México este tipo de enfermedades no transmisibles representan una de las 

mayores causas de morbilidad en el país (Secretaria de Salud México, 2017), siendo la 

principal la enfermedad cerebrovascular (ECV). Dicha enfermedad consiste en una serie de 

complicaciones causadas por una obstrucción arterial por un coágulo (isquemia), o bien por 

la ruptura de un vaso que lleva al acúmulo de sangre al del cerebro (hemorragia). La ECV 

es un problema importante de salud pública y se encuentra dentro de las cinco situaciones 

emergentes a nivel mundial, seguida por enfermedades asociadas al cáncer, enfermedades 

pulmonares obstructivas crónicas, diabetes mellitus tipo 2 y trastornos neurológicos; siendo 

los países de ingresos medios y bajos, los más afectados (IMSS, 2015) (Narro Robles, 

2018). 

Las ECV pueden causar daño permanente como alteraciones motoras, de lenguaje o de la 

memoria. Tan solo en México en el 2017 se reportó una mayor morbilidad en adultos 

mayores de 60 años, con 6707 casos. La incidencia de presentar una ECV aumenta con el 

incremento en la edad (Figura 4) (Secretaria de Salud México, 2017). 
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Figura 4 Número de casos de ECV reportados en México en el 2017 (Secretaria de Salud México, 2017) 

2.2 Anticoagulantes 

La medicación con agentes anticoagulantes es clave para reducir esta habilidad del 

organismo de formar coágulos (Alegría et al., 2010). Durante décadas, los antagonistas de 

la vitamina K, como la warfarina, el acenocumarol y el fenprocumon fueron el pilar de los 

fármacos anticoagulantes administrados oralmente (Dimatteo et al., 2016). Sin embargo, 

este grupo de anticoagulantes tienen varios inconvenientes, los cuales incluyen (Breik, 

Tadros, & Devitt, 2013; Verma, 2010): 

- Una acción terapéutica retardada 

- Regímenes de dosificación individualizada 

- Variabilidad del grado de anticoagulación intra e inter individual 

- Interacciones con alimentos y fármacos ricos en vitamina K 

Aunado a lo anterior, uno de los mayores inconvenientes sobre el uso de este tipo de 

anticoagulantes, es su estrecha ventana terapéutica. Por ello se requiere la necesidad de 

monitoreo y ajuste periódico del nivel de anticoagulación (expresado como tiempo de 

protrombina, índice normalizado internacional, INR, valores normales entre 2 y 3); de ahí 

que se tiene una alta incidencia de presentar eventos trombóticos (INR <2) o bien eventos 

hemorrágicos (INR >3) (Escobar, Barrios, & Jimenez, 2010). 

Por otro lado, los anticoagulantes parenterales, como la heparina y las heparinas de bajo 

peso molecular (HBPM), son los estándares actuales en la anticoagulación en la terapia a 

corto plazo. Las HBPM reducen muchos de los efectos no deseados de las heparinas, 
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incluidas las respuestas variables debidas a la unión a proteínas plasmáticas, la baja 

actividad contra los trombos unidos a fibrina y la trombocitopenia inducida por heparina 

(Eriksson, Quinlan, & Weitz, 2009); sin embargo, también se requieren el monitoreo 

frecuente del tiempo de protrombina, el cual hace referencia a la medición de la respuesta 

terapéutica de la actividad anticoagulante. 

En este contexto, debido a todas las implicaciones que conlleva el uso de los 

anticoagulantes antes mencionados, en los últimos años se han desarrollado nuevos 

agentes anticoagulantes orales (Figura 5) (NOACs, por sus siglas en inglés), los cuales 

operan en la inhibición dirigida de proteínas específicas o proteasas de la cascada de la 

coagulación, además se ha encontrado que tienen un efecto antiplaquetario al reducir la 

activación de plaquetas mediada por trombina (Breik et al., 2013). 

Este desarrollo se ha enfocado sobre la inhibición directa de la trombina (Argatroban y 

Dabigatran etexilato como profármaco) y del factor Xa (Rivaroxaban, Apixaban, Edoxaban 

y Betrixaban) (Steinmetzer, Pilgram, Wenzel, & Wiedemeyer, 2019); de los cuales se ha 

buscado que tengan una farmacocinética y farmacodinamia predecible, que cuenten con 

un mayor rango terapéutico y una dosis fija que no requiera monitorización (Milan Remko, 

Ria Broer, 2014).  

Los efectos de sangrado secundarios provocados por el uso de NOACs se pueden revertir 

empleando antídotos específicos, tales como el fragmento de anticuerpo humanizado 

Idarucizamad (Praxbind®, Boehringer-Ingelheim, aprobado por la FDA en 2015) para 

pacientes tratados con Dabigatrán (Reilly, van Ryn, Grottke, Glund, & Stangier, 2016); así 

mismo, recientemente se aprobó el factor recombinante de coagulación X proteolíticamente 

inactivo (Andexxa®, Portola Pharmaceuticals, Inc., aprobado por la FDA en 2018) para 

pacientes tratados con Rivaroxabán y Apixaban (F. and D. Administration, 2018). 

En cuanto a los inhibidores directos de la trombina, el primero en desarrollo fue 

Ximelagatran (Exanta, AstraZeneca, Ltd, Bedfordshire, UK), que mostró eficacia 

antitrombótica y seguridad en comparación con Warfarina, tanto preclínica como 

clínicamente. Sin embargo, la toxicidad hepática asociada con la administración a largo 

plazo (se observó por primera vez aproximadamente un mes después de iniciarse la terapia) 

resultó en una aprobación fallida en los Estados Unidos y el retiro del mercado en Europa 

(Eisert et al., 2010). 
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El siguiente inhibidor directo de la trombina es Dabigatrán (DAB), que se administra de 

forma oral como un profármaco (Dabigatrán etexilato, DE) en dosis fijas sin monitorización 

de la coagulación, lo cual es una gran ventaja para pacientes y médicos (Dimatteo et al., 

2016). Además, tiene un perfil de seguridad aceptable cuando se usa apropiadamente, 

resultando en una disminución de forma notable tanto la morbilidad como la mortalidad de 

las patologías antes mencionadas. La investigación del presente proyecto se centrará sobre 

este IFA. 

 

Figura 5 Desarrollo de anticoagulantes y antídotos (Weitz & Harenberg, 2017). 

 

2.3 Dabigatran Etexilato  

 

 

Figura 6 Estructura molecular de Dabigatrán Etexilato (DE). En rojo se muestran los átomos potenciales que 
pueden actuar como aceptores de puentes de hidrógeno, en los recuadros azules se muestran los grupos 

funcionales con capacidad de donar un puente de hidrógeno. 

 

Dabigatrán etexilato (DE, Figura 6) es un profármaco doble de bajo peso molecular de 

Dabigatrán (Breik et al., 2013). Dabigatrán (DAB) es un inhibidor directo, específico, 

competitivo y reversible de la trombina (Ki = 4.5 nM) (P. M. Fischer, 2018); la cual es una 

serina proteasa plasmática que juega un papel central en la cascada de coagulación; dicha 
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proteasa se produce por la escisión proteolítica de protrombina y cataliza la conversión de 

fibrinógeno en fibrina, lo que conduce a la formación de trombos (J Stangier, 2008). Esta 

proteasa también regula la retroalimentación positiva, activando los factores de coagulación 

sanguínea V, VIII, XI y XIII; así como la retroalimentación negativa, activando (en el 

complejo con trombomodulina) la PC, que limita la trombinogénesis mediante la escisión de 

los factores Va y VIIIa (Strukova, 2006). Se ha demostrado que DAB inhibe la trombina libre, 

la trombina unida a fibrina y la agregación plaquetaria inducida por trombina (Hyun et al., 

2017), y se une covalentemente al sitio activo de la trombina (Polo García, Barón Esquivias, 

& Vicente García, 2011). 

2.3.1 Propiedades Fisicoquímicas de DAB, DE y DEM 

DAB no está disponible por vía oral porque es una molécula zwitteriónica muy polar, con un 

log D de -2.4 (n-octanol/buffer, pH 7.4) y por lo tanto tiene una biodisponibilidad oral muy 

limitada (Ebner, Wagner, & Wienen, 2010). Así, un profármaco doble de DAB fue diseñado 

para enmascarar sus grupos funcionales ionizables, con un carbamato sobre el grupo 

amidina y un éster sobre el ácido carboxílico (para formar DE), los cuales se hidrolizan in 

vivo (Figura 7). Es así que DE sufre un metabolismo intermedio (dabigatrán etil ester) 

mediante la esterasa carboxilesterasa 2 (CES2) en el intestino, para dar lugar a su 

metabolito activo DAB mediante la esterasa carboxilesterasa 1 (CES1) en el hígado (Shi et 

al., 2016). Estas modificaciones químicas permiten generar una versión de DAB con mejor 

solubilidad y su permeabilidad (Clas, Sanchez, & Nofsinger, 2014; Garnock-Jones, 2011). 
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Figura 7 Estructura química de a) la sal comercial (DEM), b) el profármaco dabigatrán etexilato (DE) y de c) la 
forma farmacológicamente activa, dabigatrán (DAB) (Solanki et al., 2018a) 

 

DE pertenece al sistema de clasificación biofarmacéutico (BSC) II (baja solubilidad, alta 

permeabilidad). Debido a que DE es una base débil, su solubilidad es pH-dependiente, por 

lo que se obtiene mayor biodisponibilidad en pH ácido. Tal como se muestra en el diagrama 

de distribución de especies de DE en la Figura 8, a pH ácido (pH < 3), la molécula se 

encuentra doblemente protonada (H2DE2+), lo que le confiere alta solubilidad en medios 

ácidos. Conforme se aumenta el pH del medio, DE posee una carga positiva (HDE+) y 

finalmente a pH neutro se encuentra a DE en su forma neutra. 
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Figura 8 Diagramas de distribución de especies de DE en función del pH (EMEA, 2008) 

A continuación, en la Tabla 1 se muestran las propiedades fisicoquímicas de DE y su sal 

comercial. 

Tabla 1 Principales características fisicoquímicas de DE y la sal comercial DEM 

 Dabigatrán etexilato 
(DE, profármaco) 

Mesilato de dabigatrán etexilato 
(DEM, sal comercial) 

Nombre químico [etil 3-{[(2-{[(4-{N′-
hexiloxicarbonilcarbomimidoil} fenil) 

amino]metil}-1-metil-1H-benzimidazol-
5-il)carbonil] (piridina-2-il-amino) prop-

anoato] 

etil 3-[[2-[[4-[(Z)-N'-
hexoxicarbonilcarbamimidoil]anilino]metill]-
1-methilbenzimidazol-5-carbonil]-piridina-

2-ilamino]propanoato; ácido 
metansulfónico 

Apariencia Sólido cristalino blanco Sólido cristalino amarillento 

Fórmula 
condensada 

C34H41N7O5 C35H45N7O8S 

Peso molecular 
(g/mol) 

627.734 723.86 

Punto de fusión 
(ºC) 

86a 180b 

Solubilidad 
acuosa 

4.66 µg/mLc a 25ºC 
1.8 mg/mL a 25ºC 

14.7 mg/mL a 37ºCd 

LogP 2.6 (n-octanol/buffer, pH 7.4)e 3.8 

Naturaleza Neutro Sal 

pKa pKa1 = 4, pKa2 = 6.7 pKa1 = 4, pKa2 = 6.7 
a (Cai, Hou, Kong, Hou, & Hu, 2016),  b (PUBCHEM, n.d.), c(Remko, Broer, & Remková, 2014b), d (WO 2012/044595, 2011), e (Hauel 
et al., 2002) 
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Se han implementado estrategias para mejorar la solubilidad y la velocidad de disolución 

de DE. Se han generado sales con ácidos orgánicos e inorgánicos (empleando en su 

mayoría el ácido fosfórico, sulfúrico, maleíco, metansulfónico, oxálico, clorhídrico y p-

toluensulfónico) (KIRÁLY et al., 2011). También se han reportado nuevas formas 

polimórficas, anhidros, hidratos, solvatos y polimorfos. Sin embargo, el gran inconveniente 

que presentan estas NFS es su alto grado de polimorfismo. Se han reportado dos formas 

polimórficas de la sal formada con ácido fosfórico (I y II), dos polimorfos (III y IV) de la sal 

formada con ácido fumárico, tres polimorfos (I, II y V) de la sal formada con ácido oxálico, 

tres polimorfos (II, V y VI) de la sal formada con cloruro de hidrógeno y cuatro polimorfos (I, 

V, VI y VII) de la sal formada con ácido p-toluensulfónico (WO 2008/043759 Al, 2008). Se 

ha descrito también la formación de una sal bimesilato que se encuentra como una mezcla 

de fracciones polimórficas y cristalinas de la sal (WO 2012/044595, 2011). Tal como se ha 

mencionado antes, la formulación comercial se encuentra en forma de sal con el anión 

mesilato (a partir del ácido metanosulfónico). Se ha observado que esta sal, en presencia 

de distintos disolventes, sufre transformación de fase hacia un sesquihidrato descrito como 

fase III (hemihidrato de DEM, Tpeak = 120 ± 5 ºC). Cabe mencionar que la formulación 

comercial está compuesta mayormente por la forma I (Tpeak = 180 ± 3 ºC) y en pequeña 

cantidad de la forma II (Tpeak = 190 ± 3 ºC) (MXPA06001959A, 2006).  

En el 2016, Zhi-Quan Hu y colaboradores reportaron la estructura cristalina de DE 

correspondiente a la fase neutra tetrahidratada (Cai, et al., 2016) (Refcode: EFAXAM en la 

CSD). Los datos cristalográficos de esta estructura se muestran en la Tabla 2. 

Tabla 2 Datos cristalográficos de dabigatran etexilato tetrahidrato (Cai et al., 2016). 

Clave EFAXAM 

Fórmula empírica C34H49N7O9 

Sistema cristalino, grupo espacial Triclínica, P-1 

Parametros de la celda (Å) a = 9.1140(13) 
b = 10.9700(14) 
c = 18.3830(17)  

Ángulos (º) α = 88.510(10) 
β = 85.455(9) 
γ = 83.034(12) 

Volumen de la celda (Å3) 1818.4 (4) 

Z 2 

La unidad asimétrica (Figura 9a) está compuesta por una molécula de DE y cuatro 

moléculas de agua, formando una especie de anillo de seis miembros entre los protones de 

las moléculas de agua con el N del carbamato y el N del benzimidazol de DE; además se 
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observa la formación de un enlace intramolecular por puente de hidrógeno formado entre 

una amina primaria y el carbonilo del carbamato. El crecimiento cristalino está dado 

mediante interacciones de tipo O–H•••O, O–H•••N y N–H•••O; en el eje a se observa un 

crecimiento en capas paralelas, sirviendo las moléculas de agua como un puente entre las 

moléculas de DE (Figura 9b). Es así que la formación de una fase cocristalina podría ser 

viable al emplear coformadores donadores de puentes de hidrógeno que sustituyan a las 

moléculas de agua. Hasta el momento no se han descrito la formación de cocristales 

farmacéuticos de DE, dicha alternativa podría minimizar el efecto de polimorfismo 

observado en los reportes antes mencionadas. 

Figura 9 a) Unidad asimétrica de EFAXAM y b) crecimiento cristalino de EFAXAM en el eje a 

Farmacocinética y Mecanismo de Acción 

La biodisponibilidad oral de DAB es de 7.2%, el pico plasmático se consigue en 1-1.5 horas; 

tiene un tiempo de vida media de 8 horas cuando se administra en dosis única, y de 14-17 

horas después de varias dosis. El estado estacionario se alcanza después de 

aproximadamente 3 días de tratamiento dos veces al día (Staab, Clemens, & Lehr, 2013). 

DAB se elimina principalmente (80-85% de la dosis) mediante filtración glomerular (Lehr, 

Dansirikul, Reilly, & Connolly, 2011), por lo que el 80% se excreta sin cambios y 

parcialmente (20%) es conjugado por glucoronosil transferasas a conjugados 

farmacológicamente activos. La glucoronidación no tiene ningún efecto en la eficacia clínica 

de DAB (Blech, Ebner, Ludwig-schwellinger, Stangier, & Roth, 20AD; J Stangier, 2008). DE 

esta contraindicado en pacientes con insuficiencia renal grave (aclaramiento de creatinina 

[ClCr] < 30 ml/min) (Food and Drug Administration, 2013).  

DE no interacciona con tabaco, alcohol y el peso del paciente no influye en el perfil 

farmacocinético de este (Eriksson et al., 2009). Se ha observado que administrado tanto en 

a) 

 
b) 
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estado de ayuno como con alimentos el ABC y la Cmax permanecen prácticamente igual. La 

administración conjunta de alimentos retrasa la absorción de DAB, resultando en un 

aumento en el tmax en aproximadamente 2 horas (Joachim Stangier et al., 2005). El volumen 

de distribución de DAB administrado mediante infusión intravenosa es de 50-70 L, indicando 

que DAB presenta moderada distribución en tejidos (Eriksson et al., 2009). 

DE no se metaboliza en el hígado ni es sustrato, inhibidor o inductor del CYP-450 ni de 

algunas otras oxidorreductasas (Kumar et al., 2017). Sin embargo, DE es sustrato de la 

glicoproteína P (P-gp) localizada principalmente en el intestino delgado (Gabriel, Ruiz, 

Nydia, López, & Medina, 2012), mientras que su metabolito activo, DAB, es sustrato del 

transportador MATE1 (Kumar et al., 2017). Al no ser metabolizado por CYP-450 se le 

atribuyen eventos adversos reducidos y una baja unión a proteínas plasmáticas (alrededor 

del 35%) (Eisert et al., 2010). La administración conjunta con inhibidores de la P-gp como 

el verapamil, la amiodarona y la quinidina ha mostrado que aumentan las concentraciones 

plasmáticas de DAB hasta en un 50% la Cmax y en un 60% el ABC; sin embargo, no existen 

interacciones cuando se coadministra DE con atorvastatina, un sustrato/inhibidor de la P-

gp, o con digoxina, la cual es un sustrato modelo de la P-gp (Härtter, Sennewald, Nehmiz, 

& Reilly, 2013). 

Como se mencionó antes, DE se comercializa como la sal de mesilato bajo la denominación 

comercial de Pradaxa® (Boehringer Ingelheim, Alemania). Está incluido en una solicitud de 

nuevo medicamento (NDA, new drug application) de la FDA. Hay cinco patentes que 

protegen a este medicamento en 52 países. Dicha formulación consiste en cápsulas duras 

en dosis de 75, 110 y 150 mg (EMA, 2014). La solubilidad de DE en condiciones ácidas 

(valores de pH <3) es muy importante para su absorción en el tracto gastrointestinal (TGI) 

(Berkovits & Mezzano, 2011). Es por ello que la cápsula comercial contiene un núcleo de 

ácido tartárico en pequeños pellets (~ 1 mm diámetro) que optimiza su absorción y la hace 

en teoría independiente de la acidez del TGI, no siendo afectado por la administración 

conjunta de un inhibidor de la bomba de protones (Gabriel et al., 2012; Hyun et al., 2017; 

Verma, 2010). La ingesta máxima por día permitida del contraión mesilato es de 420 mg 

(Saal & Becker, 2013). Además, la patente de este medicamento expira en 2025, por lo que 

es relevante continuar con otros desarrollos farmacéuticos para este IFA. 

De igual manera la investigación se ha centrado en la generación de otras formulaciones 

con el fin de mejorar la solubilidad de DE, tales como la formación de micelas, y la 
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generación de sistemas sólidos autoemulsificantes (Fujuan, Chai. Linlin, Yafei, Ding. 

Xiaoqing, Liu. Yajie, Thomas, & Zheng., 2016; Mei et al., 2017). 

DE como terapia crónica (desde 6 meses hasta 3 años de tratamiento) previene 

efectivamente la recurrencia de tromboembolismo venoso y del accidente cerebrovascular 

cardioembólico, y hasta el momento no hay evidencia de toxicidad hepática (Eisert et al., 

2010). 

Un efecto adverso de cuidado en la administración de DE son las hemorragias. Algunos 

factores que se asocian con un mayor riesgo de hemorragia incluyen la edad (≥75 años), 

insuficiencia renal y el uso de medicamentos concomitantes. Un análisis adicional de los 

datos agrupados de los ensayos RE-COVER durante el período de doble simulación (n = 

4,918) indicó que, aunque la frecuencia de cualquier episodio de sangrado gastrointestinal 

fue numéricamente mayor en el grupo de DE que en el grupo de warfarina, la frecuencia de 

hemorragias digestivas mayores fue numéricamente menor con DE (Garnock-Jones, 2011). 

En situaciones de emergencia donde se requiere detener el efecto anticoagulante de DE 

de manera efectiva (es decir, para cirugía de emergencia, en procedimientos urgentes o si 

hay hemorragia potencialmente mortal o no controlada) se emplea su antídoto específico 

Idarucizumab (Praxbind®, Boehringer-Ingelheim). La unión de DAB-Idarucizumab esta 

mediada por interacciones hidrofóbicas, por puente de hidrógeno y por un enlace iónico. 

Por estas razones, Idarucizumab exhibe una alta afinidad por DAB (constante de 

disociación [KD] 2.1 ± 0.6 pM, aproximadamente 350 veces más fuerte que la afinidad de 

DAB por la trombina). Esta alta afinidad corresponde a una velocidad de activación rápida 

(en el primer minuto tras su administración), lo que da como resultado una unión casi 

irreversible de Idarucizumab a DAB. A pesar de las similitudes estructurales con la trombina 

(Figura 10), Idarucizumab no se une a los sustratos de trombina, incluidos los factores V, 

VIII, XIII, o al fibrinógeno (Reilly et al., 2016). 
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Figura 10 Estructuras y tamaños relativos de la trombina, DAB y de Idarucizumab (Reilly et al., 2016). 

2.3.2 Otras propiedades de DE 

En cuanto a las recomendaciones sobre el uso y almacenamiento de las cápsulas 

comerciales, se recomienda no aplastar, masticar ni romper las cápsulas debido a que se 

puede liberar todo el medicamento a la vez, lo cual puede provocar aumento en el riesgo 

de efectos secundarios tales como hemorragias interna; además, la acidez añadida por el 

ácido tartárico puede ser problemática en pacientes que desarrollan úlceras marginales 

después de una cirugía gástrica (Hakeam & Al-Sanea, 2017). Se recomienda además 

mantener bien cerrado el empaque principal para protegerlo de la humedad, ya que la 

estabilidad de DE se ve afectada debido a la formulación. 

La humedad puede afectar la estabilidad química de los medicamentos susceptibles a sufrir 

hidrólisis; pero también es la estabilidad física en términos de ganancia de peso, cambios 

en la dureza, friabilidad, desintegración y disolución; todo ello puede comprometer la 

integridad física del producto terminado y su eficacia debido a un comportamiento de 

disolución alterado y por ende su biodisponibilidad. Se ha observado que DE sufre 

principalmente hidrólisis ácida (basado en la guía ICH, 200 mg de IFA se mantuvieron en 

agitación en 10 mL de HCl 0.5 N durante 24 h, Mutha et al., 2018), cuya velocidad puede 

acelerarse con el aumento de la temperatura. En la Figura 11 se muestra el enlace éster, 

que es uno de los sitios favorecidos para que se lleve a cabo la hidrólisis ácida (Robertson 

& Glass, 2018). 

En el 2018, Robertson y colaboradores publicaron un estudio de almacenamiento de las 

cápsulas comerciales de DE bajo condiciones de humedad y temperatura específicas: 30°C 
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± 2°C y 75% ± 5% de humedad relativa por periodos de 14 y 28 días, resultando un 92.5% 

y un 71.6% del IFA remanente, respectivamente (Robertson & Glass, 2018). 

 

Figura 11 Estructura química del dabigatrán etexilato, se muestra uno de los sitios de incisión por hidrólisis 

ácida 

Por lo que nuevas formulaciones han sido investigadas, y una nueva fase sólida que module 

la forma de liberación del IFA y asegurando que se mantenga estable sería de gran interés. 

2.4 Modificación del Estado Sólido mediante Ingeniería de Cristales 

Actualmente, la vía de administración oral es la mayormente empleada debido a la 

comodidad y facilidad para el paciente. Sin embargo, la mayoría de los ingredientes 

farmacéuticos activos (IFAs) que se prescriben oralmente presentan una baja solubilidad 

acuosa, lo cual impacta directamente en su disolución en el tracto gastrointestinal antes de 

ser absorbido en el organismo (Fucke et al, 2012). Se estima que el 40% de los 

medicamentos comercializados y al menos el 75% de los IFAs que se encuentran en 

desarrollo presentan una baja solubilidad acuosa, aumentando en frecuencia esta 

característica en los nuevos desarrollos farmacéuticos (Williams et al., 2013b).  

En el 2006, Takagi y colaboradores realizaron una comparación de las solubilidades de los 

200 productos principales que se comercializan en Estados Unidos, Gran Bretaña, España, 

Japón, así como aquellos contenidos en la lista de medicamentos esenciales de la 

Organzación Mundial de la Salud (OMS). En la Figura 12 se muestra que la mayoría de 

estos medicamentos corresponden a aquellos que son prácticamente insolubles (Takagi et 

al., 2006). 
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Figura 12 Comparación de la distribución de la solubilidad del top de los 200 medicamentos orales en 
Estados Unidos (US), Gran Bretaña (GB), España (ES), Japón (JP) y de la lista de medicamentos esenciales 
de la Organización Mundial de la Salud (WHO). Fármacos muy solubles: arriba de 1000 mg/mL; totalmente 

solubles: 100-1000 mg/mL; fármacos solubles: 33-100 mg/mL; escasamente soluble: 10-33 mg/mL; 
ligeramente soluble: 1-10 mg/mL; muy poco soluble: 0.1-1 mg/mL; prácticamente insoluble: <0.1 mg/mL. 

(Takagi et al., 2006) 

Generalmente los sólidos farmacéuticos que se administran oralmente se encuentran como 

sólidos cristalinos o amorfos. Siendo los primeros los que exhiben baja solubilidad acuosa, 

donde la velocidad de disolución del IFA es a menudo más lenta que la velocidad de 

absorción; lo cual se convierte en la clave determinante de la biodisponibilidad de estos 

(Fucke et al., 2012). En cambio los sólidos amorfos presentan una ventaja sobre dicho 

parámetro de solubilidad, pero en su mayoría son metaestables, pues en un corto periodo 

de tiempo precipitan a la forma termodinámicamente más estable (Jones & Eddleston, 

2014). 

Para modificar ciertas propiedades fisicoquímicas y biofarmacéuticas de algunos IFAs con 

baja solubilidad acuosa se han tomado en cuenta varias estrategias para mejorar ya sea la 

solubilidad y/o la velocidad de disolución. Se han empleado modificaciones físicas tales 

como la generación de amorfos, micronización (reducción del tamaño de partícula) y 

dispersiones sólidas amorfas o complejación con ciclodextrinas; así como modificaciones 

químicas como la formación de sales, síntesis de profármacos y generación de sólidos 

cristalinos multicomponentes (Fucke et al., 2012). 

Lo nuevo que se ha introducido en el área de la química del estado sólido debido al 

desarrollo de la química supramolecular es el uso amplio del concepto de reconocimiento 

molecular para el ajuste predecible de los bloques constructores de la red cristalina, y así 

la creación de las estructuras cristalinas con propiedades deseadas. Es así como nace la 
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ingeniería de cristales, dicho concepto fue introducido por Pepinsky, en 1955 (Gadade & 

Pekamwar, 2016). En 1989, Desiraju G. definió a la ingeniería de cristales como el 

entendimiento de las interacciones intermoleculares en el contexto del empacamiento 

cristalino y la utilización de dicho entendimiento en el diseño de nuevos sólidos con las 

propiedades físicas y químicas deseadas (Desiraju, 2007). Ello permite estudiar aspectos 

fundamentales tales como: las interacciones intermoleculares, las formas de 

empaquetamiento y las propiedades del cristal. 

Las interacciones que existen entre los sólidos que forman un cocristal se dan mediante 

sintones supramoleculares, los cuales son fragmentos moleculares que se asocian 

principalmente mediante puentes de hidrógeno, interacciones iónicas o interacciones de 

Van der Waals (Williams et al., 2013a). Para acelerar el proceso de síntesis, se toma en 

cuenta el diseño, en retrosíntesis, de una unidad cristalina pequeña mediante el sintón 

supramolecular (Thakuria et al., 2013). Ello permite predecir, con cierto grado de exactitud, 

el crecimiento cristalino en una, dos y tres dimensiones; así como comprender la relación 

estructura-propiedad de tales compuestos, ya que se aprovechan las características de 

reconocimiento químico y geométrico de estos (Desiraju, 1995; Shattock, Arora, 

Vishweshwar, & Zaworotko, 2008). 

El concepto de sintón fue introducido por Corey en 1967 de manera muy general. Sin 

embargo, más tarde Desiraju lo retoma como sintón supramolecular y lo definió como una 

entidad estructural entre moléculas, las cuales se ensamblan por reconocimiento molecular 

a través de interacciones intermoleculares conocidas o concebibles (principalmente 

puentes de hidrógeno) (Desiraju, 1995). 

Así los grupos funcionales del IFA y del coformador pueden unirse formando homosintónes 

supramoleculares (entre los mismos grupos funcionales) o bien, mediante heterosintónes 

supramoleculares (grupos funcionales diferentes pero complementarios) (Figura 13) (R. D. 

B. Walsh et al., 2003) (Shattock et al., 2008). 
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a)

 

b)

 

Figura 13 Ejemplos de a) homosintones y b) heterosintónes supramoleculares comúnmente estudiados y 

empleados en el diseño cristalino (donde R = H, alquil; X = Br, I) (Corpinot & Bučar, 2019). 

 

Existen algunas reglas empíricas (reglas de Etter) para predecir la formación de un puente 

de hidrógeno (Etter, 1991): 1) el mejor donador de protones formará un enlace de hidrógeno 

con el mejor aceptor de puente de hidrógeno; 2) los enlaces intramoleculares por puente 

de hidrógeno son favorecidas para la formación de anillos de seis miembros con respecto 

a la formación de enlaces de hidrógeno intermoleculares; y, 3) los mejores donadores y 

aceptores de protones restantes, después de la formación de enlaces de hidrógeno 

intramoleculares, formarán enlaces de hidrógeno intermoleculares entre sí.  



 
 

 
25 25 

Lo referido anteriormente cobra sentido, ya que se ha observado ampliamente que los 

grupos ácido carboxílico y fenol son igualmente competitivos en la formación de un 

heterosintón supramolecular en presencia de un nitrógeno aromático (Duggirala, Perry, 

Almarsson, & Zaworotko, 2016). Además cabe resaltar que estos dos grupos funcionales, 

ácido carboxílico y fenol, se encuentran con alta incidencia en las estructuras químicas de 

los IFAs (Shattock et al., 2008). Así en la Figura 13 se observa que se favorece más la 

formación de heterosintones supramoleculares (en presencia de grupos ácido carboxílico) 

con respecto a la formación de homosintones supramoleculares.  

Es así entonces que ambas moléculas (IFA y coformador) se deben escoger debido a la 

habilidad que tengan de donar o aceptar enlaces de hidrógeno y que, por lo tanto, pueden 

formar un sintón supramolecular estable. 

El diseño de un cocristal, en los últimos años también se ha basado en una predicción 

mediante métodos estadísticos y computacionales sobre la interpretación de los posibles 

enlaces no covalentes que se puedan formar  (Desiraju, 1995). La base de datos 

cristalográficos de Cambridge (CSD) (Allen & Taylor, 2004) desde hace varios años ha 

desarrollado un conjunto de herramientas que permiten predecir la estructura molecular, 

conocer el grupo espacial y los parámetros posicionales de los átomos en la estructura 

cristalina. Es así como se estiman las posibles interacciones entre IFA y coformador para 

la formación de puentes de hidrógeno. La CSD tiene la ventaja de que proporciona 

evidencia inequívoca de conformaciones observadas en una fase condensada. También 

puede confirmar relaciones teóricamente predichas entre conformaciones y longitudes de 

ángulos de enlace (Taylor & Wood, 2019). 

Por ejemplo, la herramienta IsoStar es una biblioteca con información sobre interacciones 

intermoleculares en forma de diagramas de dispersión, cada uno de estos se relaciona con 

un grupo central y un grupo de contacto. El diagrama de dispersión se produce 

superponiendo en 3D, pares interactivos de grupos funcionales con un grupo funcional 

central. Ello permite visualizar mapas de densidad escalables para la formación de un nuevo 

enlace; sin embargo, solo es aplicable a grupos funcionales individuales. Para obtener estos 

mapas de moléculas complejas se desarrolló la herramienta Full Interaction Maps, la cuál 

permite obtener información de las interacciones más probables, y proporciona mapas de 

interacción indicativos de aceptores de puentes de hidrógeno (mostrados en rojo), 

donadores (azul) e interacciones hidrófobas (naranja). Esta metodología ofrece una 
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visualización general del comportamiento preferido de una interacción y sirve como punto 

de partida en la búsqueda de NFS (Wood et al., 2013).  

2.4.1 Clasificación de Fases Sólidas Farmacéuticas 

Existen varias fases sólidas en las que se encuentran los IFAs, las cuales se muestran en 

la Figura 14. A continuación, se describirán cada una de estas. 

 

Figura 14 Posibles arreglos cristalinos en estado sólido de un IFA y su forma amorfa (Williams et al., 2013b).  

❖ Amorfos: 

Se trata de aquellos compuestos que carecen de algún arreglo cristalino. Debido a esta 

característica, los amorfos exhiben diferentes energías libres, lo que a su vez da lugar a 

propiedades fisicoquímicas únicas. Entre una forma cristalina y una forma amorfa de un 

mismo IFA, esta última es menos estable debido a la falta de una estructura cristalina 

tridimensional, tienen un volumen libre y una mayor movilidad molecular (Gupta, Bhatia, 

Dave, Sutariya, & Gupta, 2018). 

Para estabilizar esta fase amorfa, en los últimos años se han generado dispersiones sólidas 

amorfas empleando sistemas poliméricos, los cuales ayudan a reducir la movilidad 

molecular, generando interacciones intermoleculares entre la matriz polimérica y el IFA; ello 

es una gran alternativa durante el proceso de almacenamiento, ya que reduce el riesgo de 

cambios en la estructura de cristal amorfo (Williams et al., 2013a). 

❖ Sales:  

Una sal generalmente se constituye entre una entidad ionizable y algún contraión. Una sal 

farmacéutica comprende un IFA (catión, anión ó zwitterión) y un contraión que podría ser 

molecular (mesilato, acetato, etc) o monoatómico (bromuro, sodio, etc) (Vioglio, Chierotti, & 
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Gobetto, 2017). Para ello se requiere un balance de carga, lo cual significa que una sal 

debe tener una estequiometría definida (Aitipamula et al., 2012). 

Se estima que más del 50% de los IFAs comercializados se encuentran en su forma de 

sales (Schultheiss & Newman, 2009). La formación de estas entidades sólidas ayuda a 

modificar y a optimizar las propiedades fisicoquímicas del IFA puro, por ende mejorar su 

biodisponibilidad; así como modificar su grado de higroscopicidad, tener un mayor punto de 

fusión, mayor cristalinidad y mejor estabilidad física (Saal & Becker, 2013). Todo ello 

utilizando una gran variedad de contraiones farmacéuticamente aceptables, los cuales 

deben encontrarse en la lista GRAS de la FDA (Tabla 3,  Gupta et al., 2018; Paulekuhn, 

Dressman, & Saal, 2007). Saal y colaboradores en el 2013 publicaron un review indicando 

las dosis máximas permitidas para el consumo humano de estos contraiones (Saal & 

Becker, 2013), por lo que es suma importancia tomar en cuenta esta información en el 

desarrollo de NFS. Por otro lado la base de datos del Orange Book (compendio de 

medicamentos aprobados en EUA a partir de 1982) clasifica a los IFAs en tres categorías 

(Paulekuhn et al., 2007): 

Categoria I: Sales formadas por IFAs básicos (contraión ácido). 

Categoría II: Sales formadas por IFAs ácidos (contraión básico). 

Categoría III: Agentes sin transferencia de protón (no sales). 

La selección del contraión generalmente se basa en la regla del ∆pKa entre el IFA y el 

contraión (ΔpKa = pKaBaseH
+ – pKaÁcido); cuando esta diferencia es >2 ó 3, se espera la 

formación de una sal. Idealmente para un IFA básico, el pKa debe ser al menos 2 unidades 

de pH mayor que el pKa del contraión; por el contrario, para un IFA ácido, el pKa de este 

debe encontrarse al menos 2 unidades de pH más bajo que el pKa del contraión elegido 

(Gupta et al., 2018).  
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Tabla 3 Contraiones disponibles para la formación de una sal (Gupta et al., 2018). 

 

❖ Hidratos/solvatos 

Los hidratos/solvatos son conocidos también como pseudopolimorfos y se generan durante 

el proceso de síntesis. Son acoplamientos moleculares del IFA con moléculas de agua 

(hidrato) o algún solvente orgánico (solvato); los cuales forman interacciones 

intermoleculares con el IFA y son incorporados en la misma red cristalina (Williams et al., 

2013a). Durante el proceso de síntesis es preferible el uso de solventes de la clase 3 de la 

FDA, ya que se consideran menos tóxicos y de menor riesgo para la salud humana. Sin 

embargo, no existen estudios de toxicidad o carcinogenicidad a largo plazo para muchos 

de estos solventes. Se considera que cantidades residuales de estos disolventes menores 

a 50 mg/día serían aceptables (U.S. Department of Health and Human Services Food and 

Drug Administration, 2017a). 

❖ Polimorfos 

Hacen referencia a las diferentes formas cristalinas de un IFA (Kawakami, 2012). Además, 

se sabe que las diferentes disposiciones de empaquetamiento cristalino influyen en un 

conjunto de propiedades fisicoquímicas, que incluyen a la estabilidad, la solubilidad y la 

velocidad de disolución entre un polimorfo y otro (Thakuria et al., 2013) . 

Naturaleza del ión Ejemplos de contraiones 

Catión 

Aluminio 
Arginina 

Benzatina 
Calcio 

Cloroprocaína 
Colina 

Dietanolamina 

Etanolamina 
Etilendiamina 

Lisina 
Magnesio 
Histidina 

Litio 

Meglumina 
Potasio 

Procaína 
Sodio 

Trietilamina 
Zinc 

Anión 

Acetato 
Aspartato 

Bencenosulfonato 
Benzoato 
Besilato 

Bicarbonato 
Bitartrato 
Bromuro 

Camsilato 
Carbonato Clorhidrato 

Citrato 
Decanoato 

Edetato 
Esilato 

Estearato 

Fosfato 
Fumarato 

Gluceptato 
Gluconato 
Glutamato 
Glycolato 

Hexanoato 
Hidroxinaftato 

Yoduro 
Isetionato 
Lactato 

Lactobionato 
Malato 

Maleato 
Mandelato 
Mesilato 

Metilsulfonato 
Mucato 

Napsilato 
Nitrato Octanoato 

Oleato 
Pamoato 

Pantotenato 
Poligalacturonato 

Propionato 
Salicilato 

Succionato 
Sulfato 
Tartrato 
Teoclato 
Tosilato 



 
 

 
29 29 

Un ejemplo emblemático de ello fue el caso de Ritonavir. Un IFA que fue aprobado como 

agente antiretroviral en 1996, formulado como semisólido en cápsulas de gel para el 

tratamiento del síndrome de inmunodeficiencia humana. La formulación comercial contenía 

la Forma I hasta el momento conocida; sin embargo, cuatro años más tarde se percataron 

que en la formulación comercial habría precipitado una nueva forma de Ritonavir (Forma 

II), la cual resultó ser menos soluble que la anterior. Además, se presentaron problemas en 

la reproducibilidad de la manufactura de la Forma II. Ello trajo consigo diversos problemas 

de estabilidad de la formulación, además de que miles de pacientes se quedaron sin 

tratamiento y resultando en pérdidas millonarias para la industria farmacéutica productora 

(Gupta et al., 2018) (Domingos et al., 2015). 

Hasta el momento no existe un patrón identificado en los IFAs en cuanto a la aparición de 

nuevas modificaciones polimórficas; sin embargo, se ha observado que dicho fenómeno es 

más común entre aquellas moléculas que tienen conformaciones flexibles ó bien en 

aquellas que cuenten con muchos grupos funcionales capaces de formar enlaces por 

puente de hidrógeno (Desiraju, 1995) (Domingos et al., 2015).  

Finalmente, identificar las posibles fases polimórficas en el desarrollo temprano de 

medicamentos es de suma importancia para minimizar los problemas relacionados con la 

inestabilidad de la fase en etapas posteriores. 

❖ Cocristales 

Un cocristal es una entidad sólida homogénea cristalina formado por dos o más 

componentes diferentes y/o iónicos con una estequiometría definida, los cuales no son 

solvatos ni sales simples; y el arreglo cristalino debe estar dado por interacciones no  

covalentes (Duggirala et al., 2016; Vioglio et al., 2017). 

En los cocristales farmacéuticos al menos uno de los componentes debe ser un IFA y el 

otro componente auxiliar en la formación del cocristal (denominado coformador) debe ser 

un sólido a temperatura ambiente e inocuo para el consumo humano; generalmente los 

coformadores se seleccionan de la lista GRAS (generalmente reconocido como seguro) de 

la FDA (Food and Drug Administration).  

Zaworotko y colaboradores han clasificado a los cocristales en dos grupos, cocristales 

moleculares y cocristales iónicos, dependiendo de la naturaleza de los coformadores que 

contengan (Duggirala et al., 2016). 
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Cocristales moleculares: Aquellos que contienen dos o más coformadores en estado neutro, 

los cuales deben estar en una proporción estequiométrica y unidos generalmente mediante 

puentes de hidrógeno. 

Cocristales iónicos: Son aquellos constituidos entre una molécula orgánica y una sal iónica. 

Se representan de la siguiente manera: [A+B-N], donde A+ es una catión, B- es un anión y N 

es la molécula neutra u otra sal (Domingos et al., 2015). Normalmente se unen mediante 

enlaces de puente de hidrógeno asistidos por carga y/o enlaces de coordinación (Duggirala 

et al., 2016). El primer cocristal iónico reportado (entre sacarosa y bromuro de sodio) fue 

en 1946 por Beevers y colaboradores (Delori, Frišić, & Jones, 2012). 

Actualmente existen varios cocristales farmacéuticos disponibles comercialmente (Tabla 

4), y algunos otros que se encuentran en desarrollo y en fases clínicas para su aprobación.  

Tabla 4 Cocristales farmacéuticos comercialmente disponibles (Kavanagh, et al.,2019).  

Denominación 

comercial 

Aprobación 

por la FDA 
Componentes Indicación terapéutica 

Depakote® 1983 Ácido valproico···valproato de sodio Epilepsia 

Cafcit® 1999 Cafeína···ácido cítrico Apnea infantil 

Lexapro® 2002 Oxalato de escitaloprám···ácido oxálico Depresión 

Suglat® 2014 Ipraglifozina···L-prolina Diabetes  

Entresto® 2015 Valsartán sódico···sacubitril sódico Insuficiencia cardiaca  

Odomzo® 2015 Sonidegib monofosfato···ácido fosfórico 
Carcinoma de células 

basales 

Steglatro® 2017 Ertuglifozina···L-ácido piroglutámico Diabetes 

 

2.4.2 Importancia y Diseño de Cocristales 

Frecuentemente, las propiedades de un IFA representan varios inconvenientes durante el 

desarrollo o manufactura del producto final. De los más comunes se incluyen, 

susceptibilidad a la humedad, problemas de flujo y compresibilidad, inestabilidad térmica, 

baja solubilidad y tasas de disolución insuficientes, lo cual impacta directamente en una 

baja biodisponibilidad (Delori et al., 2012; Jones & Eddleston, 2014). 

Los cocristales farmacéuticos abren una nueva dimensión a buscar formas sólidas ya que 

se modifica la biodisponibilidad de un IFA, pues se modulan ciertos aspectos como los 

mencionados anteriormente sin afectar sus propiedades farmacológica intrínsecas (Vioglio 



 
 

 
31 31 

et al., 2017). Además de que han ganado cierto interés por la industria farmacéutica ya que 

son seguros y con bajo costo de síntesis, aunado a solicitar la propiedad intelectual sin 

infringir con la patente original del IFA en cuestión (Jones & Eddleston, 2014; Kavanagh et 

al., 2019). 

2.4.3 Formadores de Cocristal 

Los formadores de cocristal o coformadores son componentes inertes, generalmente 

reconocidos como seguros (lista GRAS de la FDA), que interactúan con el IFA de manera 

no iónica y no covalente (donde el enlace por puente de hidrógeno es el de mayor 

importancia) en la misma red cristalina (Baldrighi et al., 2013). Deben ser baratos y de bajo 

peso molecular (Kavanagh, et al., 2019). Se encuentran en relación estequiométrica con el 

IFA, y son sólidos a temperatura ambiente. Para que un coformador sea empleado en la 

obtención de cocristales farmacéuticos, se debe asegurar que esta entidad cocristalina se 

disocia antes de que el IFA llegue a su sitio diana. Para ello las evaluaciones in vitro 

(estudios de solubilidad y disolución) se consideran evidencia suficiente para demostrar que 

el cocristal se disocia (FDA, 2018). 

De manera empírica se toma en cuenta la regla de ΔpKa [pKa (ácido conjugado de la base) 

- pKa (ácido)] para la selección del coformador, donde si se obtienen valores <1 no habrá 

transferencia completa de protón, por lo que el producto final muy probablemente será un 

cocristal (Cruz-Cabeza, 2012). 

2.4.4 Métodos de Generación de Cocristales farmacéuticos 

Los métodos tradicionales para la síntesis de cocristales incluyen evaporación lenta de 

disolvente, transformación de fase por Slurry (transformación sólido-sólido inducida por 

disolvente) y molienda mecanoquímica en estado sólido asistida o no con disolvente 

(Kuminek, et al 2016). Recientemente se han explorado nuevas rutas de síntesis como la 

molienda mecanoquímica asistida con polímeros, cristalización por ultrasonido ó con 

antisolvente, sonicación, sublimación, el uso de fluidos supercríticos (ejemplo sCO2), 

secado por pulverización (spray drying) y extrusión en caliente (hot melt extrusion) 

(Duggirala et al., 2016; Fucke et al., 2012; Vioglio et al., 2017). A continuación, se 

describirán aquellas rutas de síntesis tradicionales que son empleadas en el grupo de 

investigación. 
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2.4.4.1 Molienda mecanoquímica  

La Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC) define a la reacción 

mecanoquímica como una reacción que es inducida por la absorción directa de la energía 

mecanoquímica (James et al., 2012). Es así como la molienda en estado sólido utiliza esta 

energía mecánica para crear nuevos conjuntos moleculares y supramoleculares. El proceso 

de molienda puede llevarse a cabo en un mortero de agata o en un molino de bolas, en el 

que se mezclan cantidades equimolares de compuestos sólidos. Existen dos variables de 

esta técnica, la primera que se lleva a cabo en seco, y la segunda es asistida por disolvente 

(SDG, por sus siglas en inglés). En esta última se requieren pequeñas cantidades de 

disolvente, el cual actúa únicamente como un catalizador y se agota durante el proceso de 

la cristalización (Vioglio et al., 2017). Se espera que se formen pequeñas semillas de 

cocristal dentro del disolvente durante el proceso de molienda, de modo que se pueda 

aumentar la velocidad de cocristalización hacia un mayor grado de cristalinidad. La elección 

del solvente debe ser uno que pueda disolver al menos a uno de los componentes originales 

(Shan, Toda, & Jones, 2002) antes de la formación temporal de la formación de fases 

eutécticas, que posteriormente sufren un proceso de nucleación para formar los cocristales 

sólidos (Ross, 2017). 

2.4.4.2 Transformación sólido-sólido inducida por disolvente (reacción de Slurry) 

En esta técnica se emplean relaciones equimolares del IFA y del coformador en cuestión. 

A la mezcla se le adiciona una pequeña cantidad de disolvente, el cual produce una 

sobresaturación (en forma de pasta) con respecto al cocristal. La transformación mediada 

por solución en el cocristal ocurre de manera similar a la transformación entre polimorfos 

(Takata, Shiraki, Takano, Hayashi, & Terada, 2008). La mezcla se mantiene en agitación 

constante, y se sugiere que con ayuda del disolvente existe una competencia entre diversos 

agregados moleculares por la formación de enlaces de hidrógeno para alcanzar el tamaño 

crítico del núcleo que determinará la fase sólida final (Khamar, Zeglinski, Mealey, & 

Rasmuson, 2014). 

Debido a la simpleza de la técnica, es utilizada durante la búsqueda de NFS, ya que permite 

evaluar varios sistemas a la vez (diferentes coformadores y disolventes). Así durante el 

proceso de screening se logra definir la forma más estable, además de que permite la 

búsqueda de formas polimórficas (Zhang Geoff, Henry Rodger, Borchardt Rhomas, 2007).  
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2.4.4.3 Reacción de cristalización 

La reacción de cristalización es un método muy empleado para la generación de cocristales 

farmacéuticos, ya que se asegura la obtención de fases cocristalinas con alto grado de 

pureza. Usualmente se lleva a cabo bajo condiciones ambientales. Se inicia con una 

solución sobresaturada de uno de los componentes (coformador, Figura 15 paso 1) y se 

mantiene en agitación; a dicha solución se van agregando en exceso cantidades del sólido 

del otro componente (usualmente el IFA, Figura 15 paso 2) para alcanzar concentraciones 

no estequiométricas (Rodríguez-Hornedo et al., 2006). El producto final es visible a simple 

vista, en este paso la nucleación y la cristalización del complejo molecular da inicio en 

cuanto empieza a disminuir la solubilidad del cocristal (Figura 15 paso 3) (Khamar et al., 

2014). 

Para ello existe diagramas de fase donde se ejemplifican los diferentes componentes del 

sistema y se identifican las condiciones de preparación de los cocristales en la solución 

(Rodríguez-Hornedo, et al., 2006). En la Figura 15 se observa la solubilidad del IFA (A), la 

solubilidad del coformador (B) y la del cocristal (AB). En la zona I se encuentra una solución 

sobresaturada de A, en la zona II se encuentra una alta concentración tanto de A como de 

B, en la zona III se observa una solución supersaturada de A y AB, y ambos pueden 

recristalizarse. Finalmente, en la zona IV se observa una solución sobresaturada de AB y 

A puede convertirse también en el cocristal (Kuminek, Cao, Bahia, & Oliveira, 2016). 

 

Figura 15 Diagrama de fase que indica la posible formación o disolución de un cocristal ((Kuminek, Cao, 
Bahia, et al., 2016). 

Se debe tener cuidado al momento de seleccionar el disolvente que se empleará en el 

sistema, ya que este tiene una gran influencia sobre el comportamiento de la nucleación 
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del cocristal (Khamar et al., 2014). Un solvente ideal debe asegurar una solubilidad 

suficiente para el componente en sobresaturación; así como un buen gradiente de 

solubilidad bajo diferentes temperaturas; tiene que tener baja presión de vapor, baja 

toxicidad, baja inflamabilidad y baja viscosidad, además ser barato (Pritula & Sangwal, 

2015). 

En el presente trabajo se emplearon los métodos de molienda mecanoquímica asistida con 

gota de disolvente y la reacción de cristalización.  

2.5 Métodos de Caracterización de Nuevas Fases Sólidas 

2.5.1 Caracterización Física y Espectroscópica 

Algunas de las técnicas ampliamente empleadas para la caracterización física y 

espectroscópica de NFS se muestran en la Figura 16. A continuación, se describen 

aquellas comúnmente usadas en el grupo de investigación. 

 

Figura 16 Ejemplo de técnicas físicas y espectroscópicas para la caracterización de NFS según Healy y 
colaboradores (Healy, Worku, Kumar, & Madi, 2017). 

2.5.1.1 Espectroscopía IR 

Los análisis por espectroscopía IR brindan un espectro como huella dactilar de un 

compuesto específico. Se trata de un tipo de espectroscopía vibracional, la cual brinda 
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información acerca de los modos vibracionales específicos y característicos de los grupos 

funcionales presentes en un material. Para que una molécula muestre absorciones 

infrarrojas, el momento dipolar de esta debe cambiar durante la vibración; dicho fenómeno 

se ve influenciado a medida que el enlace se expande o se contrae. Las vibraciones pueden 

implicar un cambio ya sea en la longitud de enlace (estiramiento), o bien sobre el ángulo de 

este (flexión). A su vez algunos enlaces pueden presentar un estiramiento simétrico ó 

antisimétrico. 

Un espectro de IR es obtenido cuando una muestra se irradia con radiación infrarroja y se 

determina qué fracción de esta luz incidente es absorbida con una energía en particular. La 

energía a la cual aparece una banda en el espectro de IR corresponde a la frecuencia de 

vibración de una parte de la molécula. La radiación infrarroja forma parte del espectro 

electromagnético, se encuentra entre las regiones de la luz visible y las microondas. 

Los análisis de caracterización aplicables a moléculas orgánicas, entre ellas fármacos, se 

llevan a cabo en la región media de IR, entre 4000 y 400 cm-1. Dicha región se puede dividir 

a su vez en la región de estiramiento X-H (4000-2500 cm-1), la región de los triples enlaces 

(2500-200 cm-1), la región de los dobles enlaces (2000-1500 cm-1) y la región de la huella 

dactilar (1500-600 cm-1). Las vibraciones fundamentales debidas a estiramiento O-H, C-H 

y N-H aparecen entre 4000-2500 cm-1; el estiramiento O-H produce bandas anchas entre 

3700-3600 cm-1; el estiramiento N-H usualmente se observa entre 3400-3300 cm-1. Las 

bandas principales entre 200-1500 cm-1 son debidas al estiramiento C=C y C=O. 

Generalmente se reporta la intensidad de una banda de manera cualitativa como fuerte, 

media ó débil. 

La espectroscopía IR ayuda a discernir entre un material cristalino y otro; dicha técnica se 

vuelve más importante si algunas bandas particulares son relativamente sensibles a una 

forma sólida particular. La frecuencia o el número de onda de absorción depende de la 

masa relativa de los átomos presentes, de las fuerzas constantes de los enlaces; así como 

de la geometría de los átomos en el material (Silverstein R., Webster F., 2005) (Stuart B., 

2004) (Healy, Worku, Kumar, & Madi, 2017)  

2.5.1.2 Espectroscopía por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)  

El fenómeno de resonancia ocurre cuando los núcleos alineados con un campo magnético 

aplicado son inducidos a absorber energía en el rango de las radiofrecuencias y cambiar su 

orientación de giro con respecto al campo aplicado; esta diferencia de energía es una 
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función de la fuerza del campo magnético aplicado (Bo) (Lampman, Vyvyan, Pavia, & Kriz, 

2001). Los núcleos de protón y carbono (1H y 13C, respectivamente) son los más comunes 

para el estudio y elucidación de moléculas orgánicas, los cuales presentan un estado de 

espín (I) 
1

2
, donde el número de orientaciones está determinado por 2I+1. A mayor campo 

magnético aplicado mayor será la diferencia en energía entre ambos estados de espín.  

 

Figura 17 Orientación del spín cuando se aplica un campo magnético (Laurella, 2017). 

 

El análisis de un espectro se centra en los siguientes parámetros: los desplazamientos 

químicos (δ), las constantes de acoplamiento (J) y las intensidades de las señales (I) 

(Friebolin, 1993). En el análisis de 1H se distinguen diferentes tipos de protones en una 

molécula, en este caso el área bajo la curva en cada señal es proporcional al número de 

hidrógenos relativos; además de que existen desplazamientos químicos característicos de 

diagnóstico en ciertas zonas del espectro. El desplazamiento químico de un protón se ve 

influenciado por diversos factores, entre ellos destacan la electronegatividad de los 

elementos vecinos (Lampman et al., 2001). 

La espectroscopía por RMN en estado sólido (RMN CP-MAS, cross-polarization with magic 

angle spinning o RMN con ángulo mágico de polarización cruzada de estado sólido) es una 

técnica no destructiva. Se trata de una técnica de doble resonancia con polarización 

transferida de núcleos abundantes (1H) a núcleos escasos (13C y 15N), ello permite obtener 

mayor sensibilidad de estos últimos y optimizar el tiempo de adquisición de los datos. Esta 

técnica proporciona información relacionada con un entorno molecular local, como el 

número de moléculas independientes de simetría y sus valores característicos de 

desplazamiento químico relacionados con formas sólidas particulares. La RMN CP-MAS 
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analiza los entornos circundantes de los átomos en su forma sólida y puede emplearse para 

estudiar el polimorfismo de un cocristal (Healy et al., 2017). 

2.5.1.3 Difracción de rayos x de polvos/monocristal 

 La difracción de rayos x (DRX) implica la medición de la intensidad de los rayos X 

dispersados por los electrones unidos a los átomos. Las ondas dispersas por los átomos 

en diferentes posiciones llegan al detector con un cambio de fase relativo, lo que afecta su 

intensidad. Por lo tanto, las intensidades medidas proporcionan información sobre las 

posiciones atómicas relativas. Para recolectar los datos se incide un haz de rayos X sobre 

un conjunto de planos reticulares cristalográficos con distancias dhkl en un ángulo θ. La 

longitud de cada período es la longitud de onda 𝞴, un cambio relativo de esta depende de 

la configuración de los átomos. Este cambio consta de dos contribuciones, Δ1 y Δ2, donde 

la suma de estos es igual 2dsinθ en cualquier ángulo θ arbitrario (Figura 18). La difracción 

ocurre a ángulos que cumplen la ecuación de Bragg: 𝑛𝜆=2𝑑sin𝜃, donde n es un número 

entero, 𝞴 es longitud de onda de la radiación usada, d es el espacio interplanar de su red 

cristalina y θ es el ángulo entre los rayos x incidentes y el plano de difracción (Birkholz, 

2006; Dinnebier Robert E., 2008). Este tipo de análisis son complementarios para la 

identificación de la naturaleza de un sólido, para conocer la pureza de una muestra, la 

morfología y la geometría de difracción de un cristal (monocristal, SCXRD) o para conocer 

el grado de cristalinidad de un sólido de interés (de polvos, DRXP). 

 

Figura 18 Representación de la ecuación de Bragg. La intensidad de dispersión máxima solo se observa 
cuando las diferencias de fase se suman a un múltiplo de la longitud de onda incidente λ (Birkholz, 2006). 

2.5.1.4 Análisis por calorimetría diferencial de barrido (DSC) y termogravimétrico 
(TGA) 

El análisis por calorimetría diferencial de barrido (DSC) es uno de los métodos de análisis 

térmico más utilizado en el campo farmacéutico. Se trata de la medición de calor, la cual 

hace referencia a la cantidad de energía intercambiada dentro de un intervalo de tiempo 
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dado en forma de flujo de calor, entre una muestra y un material de referencia, el cual se 

puede medir en un rango amplio de temperatura (Sarge, S. M., Höhne, G. W., & Hemminger, 

2014).  

El enfoque generalmente implica la aparición de una señal lineal que representa al barrido 

del calentamiento de una muestra; así como la medición posterior de la temperatura y la 

energía asociadas con varios tipos de eventos térmicos que incluyen fusión, cristalización, 

transiciones vítreas y reacciones de descomposición (Figura 19) (Zheng et al., 2019). Así 

la calorimetría se basa en el hecho de que todos los cambios de estado físicos y las 

reacciones químicas implican un cambio de energía, generalmente acompañado de 

liberación de calor (evento exotérmico) o absorción de este (evento endotérmico) (Duncan 

Q & Reading, 2007). 

Si se produce un cambio exotérmico en la muestra, se debe suministrar más calor a la 

referencia (que es equivalente a extraer energía de la muestra). Durante un proceso 

endotérmico, se debe suministrar una cantidad adicional de energía al calentador de 

muestra. La diferencia en el calor suministrado a la muestra y la referencia se registra en 

función de la temperatura. Esta señal es proporcional al calor específico de la muestra, que 

determina la cantidad de calor necesaria para cambiar la temperatura de la muestra en una 

cantidad determinada (Pindelska, Sokal, & Kolodziejski, 2017b). 

 

Figura 19 Representación esquemática de curvas de DSC del barrido por (1) enfriamiento y (2) 
calentamiento, mostrando diferentes eventos térmicos de un polímero típico (Kalogeras, 2016). 
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Frecuentemente el análisis por DSC se lleva a cabo simultáneamente con el análisis 

termogravimétrico (TGA), el cual mide el cambio de masa (pérdida ó ganancia) de un 

material en función del tiempo o de la temperatura bajo una atmósfera controlada 

(generalmente N2) (Pindelska et al., 2017b). Usualmente esta técnica se emplea para 

detectar reacciones de descomposición del sólido en cuestión, así como observar la 

presencia de agua/disolvente en la muestra y  la cuantificación de esta pérdida de peso 

confirma la estequiometría (Healy et al., 2017). 

En el sector farmacéutico, dichas técnicas son empleadas para determinar el punto de 

fusión y la entalpía de fusión; ambas propiedades ayudan a predecir la solubilidad y la 

estabilidad de las NFS en desarrollo. La pureza y la cristalinidad de la muestra se pueden 

evaluar a partir de la agudeza de la endoterma; la naturaleza de este evento también puede 

proporcionar información sobre los hidratos y solvatos en la estructura cristalina (Gupta et 

al., 2018).  

2.5.2 Caracterización Biofarmacéutica 

 

2.5.2.1 Estabilidad Indicativa 

La FDA define a un IFA estable cuando es capaz de mantener sus propiedades 

fisicoquímicas, biológicas-terapéuticas y microbianas durante el tiempo de uso y 

almacenamiento. Existen diferentes factores que afectan esta estabilidad: la temperatura, 

la cual degrada al IFA; el pH, el cual puede conducir a la descomposición del fármaco y 

cambios en su solubilidad; la humedad, el agua cataliza reacciones químicas como 

oxidación, reducción e hidrólisis (Pindelska et al., 2017b). Entender estas ó algunas 

propiedades de un sólido cocristalino es muy importante, ya que da un panorama sobre el 

diseño robusto de formulaciones con propiedades biofarmacéuticas deseables.  

Por ello las fases cocristalinas de interés se almacenan durante cierto tiempo, por ejemplo, 

un mes, en cámaras controladas bajo condiciones de estrés de temperatura y humedad 

relativa. Los estudios de estabilidad acelerada que dicta la Norma Oficial Mexicana NOM-

073-SSA1-2015 “Estabilidad de fármacos y medicamentos, así como de remedios 

herbolarios” se deben realizar durante tres meses (SSA, 2016); sin embargo, los resultados 

obtenidos de la prueba de estabilidad indicativa en el lapso de un mes pueden 

correlacionarse con los requeridos con la norma; y puede ayudar a predecir el 

comportamiento del material cocristalino, ya que varios procesos de manufactura 
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generalmente se llevan a cabo en altas temperaturas o están en contacto con la humedad 

del ambiente. 

2.5.2.2 Solubilidad 

La solubilidad es una propiedad termodinámica que se define como la actividad (ó 

concentración) de un soluto disuelto en un disolvente específico a una temperatura y 

presión, en la presencia de su fase sólida. Este equilibrio termodinámico de un soluto en 

dos fases (una fase sólida y una solución en fase líquida) se relaciona también con una 

solución saturada (Thakuria et al., 2013). La solubilidad acuosa de un IFA depende de su 

estructura química, de las interacciones que presenta con el agua (v.gr., interacciones 

soluto-disolvente) y de sus propiedades en el estado sólido. La solubilidad es uno de los 

factores cruciales que afectan directamente la biodisponibilidad oral de un IFA; ya que este 

tiene que disolverse en el TGI para ser absorbido en el torrente sanguíneo y por ende 

generar un efecto farmacológico sistémico; es así que la absorción puede estar limitada por 

esta propiedad y por su velocidad de disolución (Sherry Ku Mannching, 2010).  

La solubilidad es también uno de los parámetros definidos en el Sistema de Clasificación 

Biofarmacéutico, SCB (Krishna, Rajesh Yu, 2008); bajo los estándares de este sistema, la 

solubilidad se cuantifica en base a las propiedades de solubilidad de  la cantidad de sólido 

equivalente a la dosis más alta existente en un producto de liberación inmediata en el país 

en cuestión. Según el SCB un IFA se considera altamente soluble cuando la dosis más alta 

de este se solubiliza en 250 mL o menos de agua en un rango de pH de 1.0 a 7.5; de lo 

contrario, la sustancia farmacológica se considera poco soluble (Grandgirard, et al., 2002). 

Para evaluar la solubilidad de un cocristal, se realiza mediante la medición al equilibrio 

(también denominado shake-flask) que se basa en la cuantificación de la concentración de 

los componentes del cocristal en una solución saturada; en el cual se asegura que el 

sistema se encuentra en equilibrio termodinámico y se verifica que el sólido al final del 

experimento corresponda a la fase sólida inicial. En este estudio es importante asegurar 

que se alcanza la concentración de equilibrio, por ello es conveniente medir la 

concentración de los componentes del cocristal durante diferentes tiempos (v.gr., un perfil 

de disolución) hasta que la concentración se vuelve independiente del tiempo. Este estudio 

proporciona información sobre la escala de tiempo de los procesos dinámicos y las 

fluctuaciones de concentración durante la disolución del cocristal (Pindelska, Sokal, & 

Kolodziejski, 2017a).  
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2.5.2.3 Evaluación del perfil de disolución 

Las pruebas de disolución se han vuelto indispensables para evaluar el desempeño y 

predecir la equivalencia farmacéutica de un producto. A menudo se han empleado para 

preveer bioexenciones a los IFAs que pertenecen a la clase I y III del SCB (alta solubilidad-

alta permeabilidad y alta solubilidad-baja permeabilidad, respectivamente) (FDA, 2017b) 

(EMEA, 2010). Los estudios de disolución para formulaciones generalmente se realizan 

empleando métodos farmacopeicos en el aparato I (canastillas) o II (paletas) de la USP en 

un rango de pH 1.2-6.8 (FEUM, 2008). 

La evaluación del perfil de disolución en estado sólido para IFAs puros se realiza mediante 

la prueba de disolución intrínseca o bien mediante la disolución en polvos. Existen 

características diferentes sobre el uso de una u otra técnica (Aitipamula et al., 2012). Los 

procesos cinéticos de disolución de los sólidos farmacéuticos dependen de las 

interacciones presentes en la red cristalina, así como del medio de disolución.  

❖ Disolución intrínseca  

La velocidad de disolución intrínseca (VDI) hace referencia a la velocidad de disolución de 

un IFA cuando se mantiene en condiciones sink. Éstas condiciones se logran cuando la 

capacidad del medio seleccionado para solubilizar la dosis es al menos tres veces la 

cantidad necesaria (Venkatramana, M. Rao. Ritesh, Sanghvi. Haijian, Jim, 2009). También 

es importante mantener el área superficial, la temperatura, la velocidad de agitación, el pH 

y la fuerza iónica del medio de disolución de manera constante. La velocidad de disolución 

es directamente proporcional a la solubilidad del IFA, la cual se describe con la ecuación 

de Noyes-Whitney (Venkatramana, et al., 2009): 

𝑉𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 =  
𝑑𝑀

𝑑𝑡
=  

𝐷𝐴

ℎ
 (𝐶𝑠 − 𝐶𝑡) 

Donde: dM / dt es la velocidad de transferencia de masa, D es el coeficiente de difusión 

(cm2 / s), A es el área superficial del IFA (cm2), h es el grosor de la capa acuosa estacionaria 

o estática (cm2), Cs es la solubilidad de saturación del IFA y Ct es la concentración del IFA 

a un tiempo t. 

Para determinar la VDI se emplea el aparato de Wood. La USP recomienda dos sistemas: 

1) el sistema de disco rotatorio: donde polvo del IFA es compactado en una matriz que se 

pone en contacto con el medio de disolución y se pone a girar a una velocidad determinada; 
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2) el sistema de disco estacionario, donde la matriz se mantiene en el fondo del vaso y la 

agitación se lleva a cabo mediante el uso del aparato I de la USP (canastillas) a una 

velocidad específica. En ambos casos se asume que durante la prueba de disolución se 

mantiene un área superficial constante. 

El perfil de disolución se grafica generalmente comparando la cantidad disuelta acumulada 

del IFA con respecto al tiempo. Los datos se analizan por medio de una regresión lineal 

simple con el fin de determinar la linealidad de la cinética. La pendiente calculada 

corresponde a la velocidad de disolución. Si los datos contemplan el área de superficie 

proporcionada por el aparato de Wood, la pendiente corresponde a la VDI (kint), cuyas 

unidades generalmente son en mg/min*cm2.  

Sin embargo, cabe señalar que un requisito relevante es que al término del experimento se 

determine la identidad del sólido. Si este se mantuvo constante, se puede asegurar que la 

VDI calculada corresponde a la del sólido de partida. En caso de que haya una 

transformación de fase mediada por el medio de disolución, los resultados corresponden a 

la kaparente. 

❖ Disolución de polvos 

La disolución de polvos puede ayudar a predecir el comportamiento in vivo que sufrirá la 

entidad sólida que se esté evaluando. Esta evaluación biofarmacéutica se realiza 

estableciendo la solubilidad al equilibrio, en la cual se mantiene un sistema saturado -con 

un exceso del sólido a evaluar- en el medio de disolución (condiciones no sink) y bajo 

condiciones experimentales bien controladas. Se requiere un cierto número de puntos de 

muestreo y es fundamental observar una meseta en los datos de concentración como 

evidencia de que se alcanzó el equilibrio (Pindelska et al., 2017b). Existen diversos factores 

que pueden modificar dicho comportamiento como son el tipo y la concentración de 

excipientes (aditivos como polímeros o surfactantes), la cantidad del sólido de interés, así 

como el volumen y el tipo de medio de disolución (Childs, Kandi, & Lingireddy, 2013). 

Debido a la saturación en el medio, es posible evaluar la estabilidad en solución del polvo 

cocristalino, el cual se monitorea mediante DRXP y se puede identificar así la cinética de 

transformación de fase, en caso de que exista, del sólido de interés (Venkatramana, et al,, 

2009). El tamaño de la partícula tiene un gran impacto sobre esta técnica, si este es 
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uniforme y pequeño se asegura una mejor y mayor área de contacto de todas las partículas 

sólidas con el medio de disolución (Pindelska et al., 2017a). 

Inducción de la sobresaturación y modulación de la transformación de fase 

La disolución de IFAs formulados como amorfos (sólidos de alta energía), así como algunas 

sales provenientes de ácidos o bases débiles generan estados de supersaturación del IFA 

disuelto en la solución con respecto a la solubilidad de la forma cristalina estable. A este 

comportamiento se le conoce como efecto “resorte”. Estas soluciones supersaturadas 

proporcionan una ventaja con respecto a la disolución del IFA neutro debido a un aumento 

en la concentración efectiva; sin embargo, son altamente inestables y tienden a precipitar 

en una forma más estable pero menos soluble. Esta velocidad de precipitación puede 

reducirse con aditivos que funcionen como inhibidores de la precipitación, principalmente 

inhibiendo la tasa de nucleación o provocando un crecimiento lento de los cristales. 

Siguiendo con la analogía del “resorte” (inducción de la supersaturación), la inhibición de la 

precipitación del IFA se ha denominado efecto “paracaídas”; por lo tanto, a la combinación 

de ambos efectos se le ha denominado efecto “resorte-paracaídas” (Figura 20) (Khamar et 

al., 2014; Warren, Bergström, Benameur, Porter, & Pouton, 2013; Williams et al., 2013b). 

 

 

Figura 20 Perfil de disolución de un IFA amorfo (de alta energía) con respecto al tiempo (Williams et al., 
2013b). 
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El proceso de precipitación de una solución supersaturada se rige por dos pasos críticos: 

1) la nucleación, y 2) el crecimiento cristalino (tal como se observa en la Figura 20); los 

cuales se ven influenciados por la estructura cristalina y la flexibilidad molecular, el solvente, 

la temperatura, la agitación y algunas otras impurezas o aditivos. Los enfoques de 

formulación mediante el uso de aditivos como polímeros, surfactantes y ciclodextrinas, 

modulan los dos pasos anteriores, aumentando la estabilidad de la solución supersaturada 

mediante la reducción de la tasa de precipitación y permitir la absorción (Zhang Geoff, Henry 

Rodger, Borchardt Rhomas, 2007). 

Se ha observado que existen diferencias significativas a cerca de la naturaleza del polímero 

inhibidor de la precipitación que se emplee, ello conlleva a obtener diferencias importantes 

en la evaluación y la estabilización del IFA en supersaturación (Healy et al., 2017). Hasta el 

momento no se conocen los mecanismos exactos de cómo actúa un polímero para 

mantener el estado sobresaturado, pero se cree que existen los siguientes: 

• Aumentan la solubilidad del IFA en la solución, en algunos casos existe una mejora 

directa sobre la solubilidad en equilibrio. 

• Aumentan la viscosidad del medio (aún en concentraciones muy bajas, 0.05 – 1% 

(p/p)), de ahí que inhiben la precipitación tanto en estado sólido como en solución. 

• Disminuyen la movilidad molecular (cambios en la viscosidad e interacciones 

moleculares entre IFA-coformador). 

• Interactúan con el IFA en solución (a través de puentes de hidrógeno o por 

interacciones iónicas e hidrofóbicas), lo que provoca un cambio de la capa de 

adsorción en la interfaz, retardando así la nucleación. 

• Alteran la energía superficial de alguna de las superficies del cristal y con ello se 

modifica el grado de solvatación. 

Para la selección del polímero más adecuado en la preformulación farmacéutica, se emplea 

la técnica de cambio de disolvente o solvent-shift. Esta técnica se basa en agregar alícuotas 

de una solución del IFA disuelto generalmente en DMSO o DMF al medio con el que se 

realizarán las pruebas de disolución subsecuentes que contenga al polímero predisuelto 

hasta alcanzar un estado de supersaturación (M. Sun et al., 2016).  

La capacidad del polímero para inhibir o retrasar la precipitación se monitorea mediante la 

técnica de turbidimetría; la cual se basa en la medición de la intensidad de luz transmitida 

debido al efecto de dispersión de las partículas suspendidas en el medio. Dicho monitoreo 

se realiza mediante la cuantificación del espectro en la región UV-Vis en un rango de 

longitud de onda donde no haya absorción por parte del IFA evaluado (500-600 nm). En la 
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medida que existen más partículas en suspensión y que estas partículas son más grandes 

debido al incremento de la sobresaturación, se genera una mayor dispersión de los fotones 

del haz de luz y, por lo tanto, la intensidad de luz que llega al detector es menor. Esto, en 

el espectrofotómetro UV causa un levantamiento de la línea base en la longitud de onda en 

la que la luz no interactúa con la molécula del soluto (Warren et al., 2013). 
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3 JUSTIFICACIÓN 

Las enfermedades cerebrovasculares son una serie de complicaciones desencadenadas 

debido a una falta de regulación del sistema de coagulación. Según la Organización Mundial 

de la Salud, se encuentran dentro de las cuatro primeras enfermedades de mortalidad a 

nivel mundial, seguidas por enfermedades pulmonares obstructivas crónicas, diabetes 

mellitus tipo 2 y trastornos neurológicos; siendo los países de ingresos medios y bajos, los 

más afectados. Este tipo de enfermedades no transmisibles representan altos índices de 

morbilidad a nivel nacional, con una incidencia de 8.36 por cada 100 000 habitantes 

(Secretaria de Salud México, 2017).  

El tratamiento de estas patologías se centra en el uso de agentes anticoagulantes. En este 

sentido, durante décadas la warfarina y las heparinas fueron los pilares de la 

anticoagulación; sin embargo, este tipo de medicamentos presentan grandes 

complicaciones y múltiples interacciones con fármacos y alimentos. Además, se necesita 

un monitoreo constante sobre el grado de anticoagulación, por lo que generalmente este 

tipo de tratamientos se debía empezar hasta con una semana de antelación para alcanzar 

el efecto anticoagulante deseado. 

Recientemente se ha avanzado en el desarrollo de nuevos agentes anticoagulantes, que 

actúen en sitios específicos en el sistema de coagulación y con una farmacocinética más 

predecible; lo cual permite un régimen de dosis fija en la mayoría de los pacientes sin la 

necesidad de un monitoreo de rutina sobre la capacidad anticoagulante. Es así como nace 

dabigatran etexilato (DE), el cual se comercializa como una sal de mesilato. La formulación 

comercial tiene alta solubilidad acuosa (1.8 mg/mL); sin embargo, es muy inestable cuando 

se almacena bajo diferentes condiciones de temperatura y humedad; además de que la sal 

de mesilato presenta un alto grado de polimorfismo. Algunas estrategias que se han 

abordado para la mejora de la solubilidad de DE es la obtención de Nuevas Fases Sólidas 

(NFS), en su mayoría sales; por lo que la obtención de un cocristal farmacéutico sería 

novedoso ya que ayudaría a minimizar el efecto de polimorfismo y ayudaría a mejorar la 

estabilidad de la formulación. 
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4 HIPÓTESIS 

Si se genera una nueva fase sólida multicomponente de dabigatrán etexilato bajo 

condiciones farmacéuticamente aceptables, se mejorarán las propiedades fisicoquímicas y 

biofarmacéuticas de éste, permitiendo una mejor liberación y estabilidad de la formulación. 

 

5 OBJETIVOS 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

Generar y caracterizar una nueva fase sólida multicomponente de dabigatrán etexilato con 

propiedades biofarmacéuticas y farmacotécnicas mejoradas. 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

❖ Implementar una metodología para la obtención y purificación de dabigatrán 

etexilato a partir de su sal comercial. 

❖ Realizar estudios de caracterización física y espectroscópica para dabigatrán 

etexilato, tales como espectroscopía IR, RMN, calorimetría y DRXP. 

❖ Emplear la herramienta Full Interaction Maps de la CSD para predecir la generación 

de nuevas fases sólidas (NFS), empleando dabigatrán etexilato y diversos 

coformadores farmacéuticamente aceptables. 

❖ Generar la(s) posible(s) NFS resultante(s) mediante molienda mecánica asistida con 

gota de disolvente utilizando disolventes farmacéuticamente aceptables. 

❖ Establecer las condiciones para el escalamiento a nivel de laboratorio de la(s) 

nueva(s) fase(s) sólida(s) seleccionada(s). 

❖ Desarrollar y calificar un método de cuantificación para dabigatrán etexilato 

mediante una técnica espectroscópica (UV-Vis). 

❖ Realizar estudios biofarmacéuticos de la(s) NFS resultante(s) tales como estabilidad 

de fase, estabilidad indicativa y disolución de polvos.  
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6 MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Reactivos y equipos 

6.1.1 Reactivos 

- Sal mesilato de dabigatran etexilato (DEM), Laboratorios Senosiain S.A de C.V. Lote 

KKDIVPPG140004, fabricante Aurobindo Pharma LTD, India (lote 1411104709) 

proveedor ESIC. 

- Ácido hipúrico (98%), Aldrich, CAS 495-69-2, Lote 06716TC 

- Quercetina (≥95%, HPLC), Aldrich, CAS 117-39-5, Lote SLBV2993 

- Resorcinol (ReagentPlus, 99%), Sigma-Aldich, CAS 108-46-3, Lote MKBC1290 

- Ácido pimélico, Aldich, CAS 111-16-0, Lote S68231V 

- Ácido adípico (≥99.5%, HPLC), Fluka, CAS 124-04-9, Lote 1386527 

- Piridoxina (≥98%), Sigma, CAS 65-23-6, Lote STBC8995V 

- Ácido subérico (≥98%), Aldrich, CAS 505-48-6, Lote MKAA0843 

- Hidróxido de sodio (ACS Reagent, ≥97%), Sigma Aldrich, CAS 1310-73-2, Lote 

MKBQ8944V 

- Fosfato de potasio dibásico anhidro (ACS reagent, ≥98%), Sigma-Aldrich, CAS 
7758-11-4 

- Fosfato de sodio monobásico anhidro (ACS reagent, ≥99%), Sigma-Aldrich, CAS 
7778-77-0  

- Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), Viscosidad 80-120 cP, Sigma, CAS 9004-65-3, 

Lote MKBQ7868V 

- Methocel A15 

- Methocel 60HG (28-30 methoxyl basis), Sigma, CAS 9004-67-5, Lote E415924/1V 

- Hydroxypropyl cellulose (HPC, 99%, Mw ~370,000), Aldrich, CAS 9004-64-2, Lote 

MKBH7487V 

- BIS-TRIS (≥98%, titration), Sigma, CAS 6976-37-0, Lote SLBX0599 

- Trietilamina (≥99.5%), Sigma-Aldrich, CAS 121-44-8, LoteSHBD5029V 

- Metanol (99.96%, HPLC), J. T. Baker, CAS 67-56-1, Lote V01C13 

- Ácido cítrico, J. T. Baker, CAS, Lote Y06C15 

6.1.2 Equipos 

- Balanza analítica OHAUS Modelo Adventur Serie 10841225060407 

- Molino Retsch® Modelo MM400 Serie 128210105 

- Destilador y desionizador de agua Elga Purelab Modelo OptionR7BP Serie   

OR07D227538BP 

- Difractómetro de rayos X de polvos Bruker D2 Phaser 2nd Gen con un detector de Lynx     

eye (λCu-Kα1 1.54184 Å) 

- Espectrofotómetro UV-Vis VARIAN Cary 50 Scan, Serie FL04043507 

- Estación de reacción personalizada J-KEM® Scientific  

- Potenciómetro Conductronic pH120, electrodo PG101C-BNC 
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- Varian Inova 400MHz (9.4 T) con sonda de detección inversa de dos canales de 

radiofrecuencia 1H/15N-31P PFG (3mm). 

- Espectrómetro infrarrojo de transformada de Fourier NICOLET 6700 con detector DTGS 

ATR 

- Analizador simultáneo TGA-DSC TA Instrument SDT Q2000 

- Cámaras ambientales Revco Incubator Chamber RI-23-1060-ABA, Rios Rocha Chamber 
E0-51 y Binder Climatic Chamber IP 20. 

 

6.2 Métodos 

Para el desarrollo de este proyecto se tomaron en cuenta las metodologías establecidas en 
el Grupo Interdisciplinario de Investigación en Química y Farmacia del Estado Sólido (CIQ-
FF UAEM), tal como se muestra en el esquema de la Figura 21. 

 

 

Figura 21 Esquema general de las estrategias experimentales empleadas para el desarrollo y evaluación de 

la NFS del presente proyecto 

 

6.2.1 Neutralización de la sal comercial mesilato de dabigatran etexilato 

(DEM, por sus siglas en inglés) 

Se implementó una metodología para la obtención de la forma neutra de DE a partir de la 

sal comercial DEM. Se optó por emplear la forma neutra de DE ya que en estudios previos 
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se obtuvieron fases polimórficas, lo cual complicaba su desarrollo farmacéutico. La reacción 

de neutralización se llevó a cabo de acuerdo con la metodología de la Figura 22. 

 

Figura 22 Esquema de la neutralización de la sal comercial DEM a su base libre DE. 

 

El sólido resultante de la reacción de neutralización se deja secar a temperatura ambiente 

en un frasco hermético con CaSO4 durante tres a cuatro días para su posterior 

caracterización. 

Los sólidos de DEM y DE se caracterizaron mediante estudios físicos y espectroscópicos, 

tales como DRXP, espectroscopía IR, por análisis termogravimétricos; así como por RMN 

de 1H y de 13C. También se realizaron análisis espectroscópicos por RMN 2D (HSQC, 

HMBC, COSY y NOESY) para DE. 

6.2.2 Rastreo in silico de la búsqueda de NFS a partir de DE 

Se empleó la herramienta Full Interaction Maps de la base de datos cristalográficos de 

Cambridge (CSD) para realizar un rastreo de las preferencias de interacciones entre DE y 

diversos coformadores para la generación de una NFS. Tomando en cuenta la regla de la 

diferencia de ΔpKa entre el fármaco y el coformador (ΔpKa = pKaBaseH+ – pKaÁcido) se puede 

establecer la preferencia en la formación de un cocristal o una sal según estudios 

reportados por Cruz Cabeza (Cruz-Cabeza, 2012). Por ejemplo, si la diferencia de ΔpKa es 

≤-1 existe un 99% de probabilidad de formación de un cocristal, mientras que si ΔpKa se 

encuentra entre -1 y 4, existe un 40% de probabilidad de formación de un cocristal y un 60% 

de probabilidad de formación de una sal, tal como se muestra en la Tabla 5. 
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Tabla 5 Número de estructuras cristalinas y porcentajes de AB (cocristal) y A-B+ (sal) dentro de las tres 
diferentes zonas de ΔpKa (Cruz-Cabeza, 2012) 

Zona ∆pKa AB A-B+ 

1 <-1 2076 (99.1%) 18 (0.9%) 
2 [-1, 4] 495 (40.7%) 720 (59.3%) 
3 >4 26 (0.8%) 3130 (99.2%) 

 

6.2.3 Síntesis de la NFS DE-HA 

De acuerdo con los resultados obtenidos del rastreo in silico, se realizaron ensayos de la 

síntesis para la obtención de una NFS mediante molienda mecanoquímica asistida con gota 

de disolvente (SDG). Se colocaron cantidades estequiométricas de DE y ácido hipúrico (HA) 

en contenedores de acero inoxidable del molino Retsch M400. Se colocó también una posta 

de acero inoxidable y se agregaron 15 µL de acetona. La síntesis se realizó para obtener 

una cantidad final de 50 mg de mezcla física al transcurrir 15 minutos a una frecuencia de 

20 Hz. 

Se exploraron también otras rutas de síntesis para la obtención de una NFS con HA. Se 

emplearon métodos en solución, tales como reacción de cristalización (RxC) con 

acetonitrilo, obteniéndose una NFS pura diferente a la antes mencionada, a la cual se le 

corroboró su composición estequiométrica mediante RMN de 1H. Esta NFS se caracterizó 

mediante DRXP, espectroscopia IR, DCS, TGA y RMN CP-MAS (13C), ver sección 7.1. 

6.2.4 Escalamiento de la NFS DE-HA (1:1) 

El escalamiento de la NFS se llevó a cabo mediante molienda mecanoquímica asistida con 

gota de disolvente (SDG). Se colocaron cantidades equimolares de DE y HA en 

contenedores de acero inoxidable del molino Retsch M400. La síntesis se realizó para 

obtener una cantidad final de 2 g (1 g en cada contenedor) de mezcla física (DE y HA) 

durante un tiempo total de reacción de 60 minutos, divididos en cuatro ciclos de 15 minutos 

y a una frecuencia de 25 Hz. Antes de iniciar la reacción de síntesis se  colocó una posta 

de acero inoxidable (la cual fue retirada al finalizar dicha reacción) y se agregaron 150 µL 

de acetona en los primeros tres ciclos. El sólido resultante se caracterizó mediante DRXP, 

espectroscopia IR, DCS, TGA, y RMN en solución (1H y 13C). 
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6.2.5 Caracterización física y espectroscópica de materias primas y de la NFS 

(DE:HA 1:1) 

6.2.5.1 Espectros de absorción por UV-Vis 

Los espectros de absorción UV-Vis fueron obtenidos en un espectrofotómetro marca 

VARIAN Cary 50 Scan en un rango de longitud de onda de 200 a 500 nm y a temperatura 

ambiente. Se empleó una celda de cuarzo con paso óptico de 10 mm.  Los sólidos de interés 

se disolvieron en buffer de BIS-TRIS a pH 6. 

6.2.5.2 Difracción de rayos x de polvos (DRXP) 

Las materias primas, así como la NFS obtenida por el escalamiento mediante SDG se 

caracterizaron mediante DRXP. Se utilizó un difractómetro Bruker D2 Phaser 2nd Gen con 

un detector LynxEye (1D mode, con un tubo de Cu λ = 1.54184 Å). Se colectaron los datos 

a temperatura ambiente en un rango de 2θ = 5-45º con giro durante 15 minutos. 

6.2.5.3 Calorimetría diferencial de barrido (DSC)  

Los análisis por DSC se llevaron a cabo en un equipo TA Instruments SDT Q2000 (Facultad 

de Bioanálisis, Universidad Veracruzana). Se emplearon aproximadamente 3 mg de 

muestra sólida, la cual se colocó en charolas de aluminio. El análisis se realizó en un 

intervalo de temperatura de 25 a 450ºC, con una velocidad de calentamiento de 10ºC/min. 

Se empleó N2 como gas inerte de purga en un flujo de 50 mL/min. 

6.2.5.4 Análisis Termogravimétrico (TGA) 

Las mediciones se llevaron a cabo en un equipo TA Instruments TGA Q50 (Facultad de 

Bioanálisis, Universidad Veracruzana). Se usaron aproximadamente 3 mg de muestra 

sólida, la cual se colocó en charolas de aluminio. La muestra se analizó en un intervalo de 

temperatura de 25-450°C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Se empleó N2 

como gas inerte de purga en un flujo de 50 mL/min. 

6.2.5.5 Espectroscopía de Infrarrojo (IR) 

Los espectros de IR de DEM, DE, HA y la NFS fueron obtenidos en un espectrofotómetro 

de infrarrojo FT-IR Nicolet 6700 Thermo Scientific en un intervalo de 4000 a 500 cm-1
 

empleando un accesorio de ATR con sonda de diamante. 
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6.2.5.6 Espectroscopía por RMN 1D (13C y 1H) y 2D (COSY, NOESY, HMBC y HSQC) 

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de DEM, DE, HA y la NFS se 

colectaron en un espectrómetro Varian Inova 400MHz (9.4 T) con sonda de detección 

inversa de dos canales de radiofrecuencia 1H/15N-31P PFG (3mm). Para la caracterización 

por RMN de 1H y de 13C se empleó una concentración de 0.1 M del sólido de interés disuelto 

en DMSO-d6. Los análisis se llevaron a cabo a 400 MHz para la RMN de 1H y a 100 MHz 

para la RMN de 13C. Se tomaron como referencia las señales del disolvente. 

La asignación completa para DE se realizó mediante técnicas de correlación 2D como 

HSQC, HMBC, COSY y NOESY. Los datos recolectados se expresarán como 

desplazamientos químicos (δ) en ppm. 

6.2.5.7 Espectroscopía por RMN 13C de sólidos (13C CP-MAS) 

Los espectros de resonancia de sólidos fueron colectados en un espectrométro Bruker 

AVANCE III HD 500MHz (11.74T, 125 MHz para núcleos de 13C) con sonda multinuclear 

1H/15N-31P CP-MAS para rotores de 4mm y una velocidad de rotación de muestra de máximo 

15 kHz. Los espectros de RMN 13C CP-MAS fueron referenciados con los desplazamientos 

químicos del adamantano.  

6.2.6 Preparación de soluciones 

6.2.6.1 Solución de ácido clorhídrico (HCl) pH 1.2 

A 850 mL de agua desionizada se agregaron 6.2 mL de HCl (con un contenido de 37.25% 

de HCl), dicha solución se mantuvo en agitación a Tamb. Se ajustó el pH a 1.2 con un 

potenciómetro. Se usó NaOH [0.2M] como solución de ajuste. La solución se aforó a 1L con 

agua desionizada. 

6.2.6.2 Buffer de acetatos pH 4.5 [0.1M] 

En 850 mL de agua desionizada se disolvieron 2.578 g de K2HPO4 anhidro y 32.001 g de 

KH2PO4 anhidro, dicha solución se mantuvo en agitación a Tamb hasta obtener una solución 

homogénea. El pH fue ajustado a 4.5 con NaOH [0.2M], posteriormente la solución se aforó 

a 1L con agua desionizada. 
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6.2.6.3 Buffer de fosfatos pH 6 [0.1M] 

En 850 mL de agua desionizada se disolvieron 2.578g de K2HPO4 y 32.001g de KH2PO4, 

dicha solución se mantuvo en agitación a Tamb hasta obtener una solución homogénea. El 

pH fue ajustado a 6 con NaOH [0.2M]. Seguido de esto se aforó a 1L. 

6.2.6.4 Buffer de BIS-TRIS pH 6 [0.074M] 

A 950 mL de agua desionizada se agregaron 15.53 g de BIS-TRIS, dicha solución se 

mantuvo en agitación a Tamb. Se ajustó el pH a 6 con HCl concentrado y la solución se aforó 

a 1L con agua desionizada. 

6.2.7 Método para la cuantificación de DE por UV-Vis 

Se estableció en el laboratorio un método analítico confiable de cuantificación mediante 

espectroscopía UV-Vis que permitiera determinar a DE en solución de las muestras 

provenientes de los estudios de disolución. Se tomaron en cuenta los parámetros de 

desempeño establecidos en la Guía de Validación de Métodos Analíticos editada por el 

Colegio Nacional de Químicos Farmacéuticos Biólogos de México, A. C. Se evaluaron los 

parámetros de linealidad, precisión, límite de detección y cuantificación; dichos parámetros 

también se encuentran establecidos en la NOM-177-SSA1-2013 (SSA, 2013) que hace 

referencia al establecimiento de un método analítico para cuantificar el o los fármacos 

disueltos. 

Inicialmente se preparó una solución stock de 6.5 mg de DE que fueron disueltos en 5 mL 

de metanol y llevando al aforo a 10 mL con buffer de BIS-TRIS, seguido de esto se procedió 

a realizar la medición de los puntos de la curva de calibración. 

Para evaluar la linealidad del sistema se preparó una curva de calibración con cinco niveles 

de concentración, los cuales fueron: 0.65, 1.3, 6.5, 13 y 26 µg/mL. Con los resultados 

provenientes de la linealidad del sistema también se evaluaron los parámetros de precisión 

y exactitud, así como los límites de detección y de cuantificación. 

La selectividad del método se demostró mediante un barrido de absorción por 

espectroscopía UV-Vis. Para ello se observó que el máximo de absortividad molar para DE 

disuelto en BIS-TRIS se da a 336 nm. 
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6.2.8 Caracterización biofarmacéutica 

6.2.8.1 Estabilidad de fase en solución 

En viales de 4 mL se colocaron 45 mg de DEM, 35 mg de DE, 30 mg de HA y 25 mg de la 

NFS, a los cuales se le adicionaron 2 mL de medio (solución de HCl pH 1.2, buffer de 

acetatos pH 4.5 [0.1M] y buffer de fosfatos pH 6 [0.1M]). Se emplearon estas cantidades de 

sólido para asegurar la presencia en exceso de este para su posterior análisis por DRXP. 

La estabilidad de fase se monitoreó en tres condiciones de pH, las cuales fueron solución 

de HCl pH 1.2 [0.063M], buffer de acetatos pH 4.5 [0.1M] y buffer de fosfatos pH 6 [0.1M]. 

A los 5 minutos y a las 24 h de agitación a 37ºC ± 1ºC se tomó una muestra que fue filtrada 

a través de un papel filtro Watman #3 en un porta filtro Swinex. El sólido recuperado se dejó 

secar a Tamb para su posterior análisis por DRXP. 

6.2.8.2 Estabilidad indicativa 

Se pesaron 30 mg de las materias primas y la NFS por duplicado, y se colocaron en viales 

de 4 mL, los cuales fueron expuestos por un mes a diversas condiciones de 

almacenamiento en una incubadora con temperatura y humedad controlada en las 

instalaciones de Laboratorios Senosiain S.A. de C.V. Las condiciones evaluadas 

concuerdan con las recomendaciones de la NOM-073-SSA1-2015 (SSA, 2016), las cuales 

fueron:  

a) 40 °C calor seco (0% HR) en cámara Revco Incubator Chamber RI-23-1060-ABA, 

b) 50 °C calor seco (0% HR) en cámara Rios Rocha Chamber E0-51, y 

c) 40 °C con 75% de humedad relativa en cámara Binder Climatic Chamber IP 20. 

Las muestras se analizaron por DRXP para evaluar la estabilidad de fase. Aquellas que 

fueron inestables (DE y DE-HA) se analizaron además por RMN en solución (1H y 13C) para 

evaluar su integridad química.  

6.2.8.3 Selección de polímeros inhibidores de la precipitación mediante la técnica 
de solvent shift 

Para seleccionar al mejor polímero candidato como inhibidor de la precipitación se 

emplearon ocho polímeros de uso farmacéutico (HPMC 10 000 - 15 000 g/mol, Methocel 

A15, Kollidon 30, Kollidon VA64, Kolliphor P188, Lutrol micro 127, Methocel 60HG y HPC 
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80 000) y un solubilizante (Gelucire 48/16), los cuales se pre disolvieron en medio BIS-TRIS 

pH 6 [0.074M] en una concentración de 0.5% p/v. 

Se preparó una solución stock de 5.25 mg/mL, concentración de DE en DMSO. En una 

celda de cuarzo de paso óptico de 10 mm se colocaron 2.5 mL de medio BIS-TRIS pH 6 

[0.074M] con y sin polímero; se fueron adicionando alícuotas de 10 μL de la solución stock 

de DE antes mencionada. Entre la adición de cada alícuota, el contenido de la celda de 

mantuvo en agitación durante 5 minutos a 800 rpm, y se procedió a monitorear la 

absorbancia de cada muestra mediante espectroscopía UV-Vis a 500 nm. Cada ensayo se 

realizó por triplicado, y este culmina cuando se observa cierto grado de turbidez en la 

solución de la celda y a su vez cuando se observa un levantamiento de la línea base del 

espectro UV. En la Figura 23 se muestra un esquema general de la técnica de solvent shift 

(M. Sun et al., 2016). 

 

Figura 23. Esquema general de la técnica de solvent shift, se empleó BIS-TRIS como medio con o sin 
polímero. 

6.2.8.4 Disolución de polvos 

Las pruebas de disolución de polvos se llevaron a cabo por triplicado en el medio de 

disolución BIS-TRIS (con o sin polímero HPMC al 0.5 p/v) a pH 6 en un mini reactor 

personalizado J-KEM Scientific, a 37°C ± 0.5 °C y ~90 rpm. Para dicho experimento se 

utilizaron dos tubos de vidrio de 50 mL, en el primero se colocó un agitador magnético (12 

mm x 7 mm) y se adicionaron 10 mL de buffer BIS-TRIS pH 6. El segundo tubo contenía 10 

mL del buffer atemperado; que sirvió como medio de reposición. La prueba da inicio al 

agregar 200 mg del sólido de interés (DEM, DE, NFS o MF, previamente molido y tamizado, 

en un mortero de ágata y pasado por una malla Nº 100 (180 µm)) al primer tubo con medio 

en agitación. Posteriormente se tomaron muestras de 1 mL de una cánula (15 cm de largo 
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y calibre 14) a los 1, 3, 5, 7, 9, 11, 15, 20, 30, 40, 50, 60 y 90 min; este volumen se reemplazó 

con 1 mL de medio fresco. 

Cada muestra se filtró con ayuda de un porta filtro Swinnex con papel filtro Whatman grado 

3. La concentración disuelta se cuantificó por espectroscopía UV-Vis a 336 nm; previo a la 

cuantificación, las muestras provenientes de la disolución de polvos del NFS se diluyeron 

con metanol: a 600 µL de muestra se adicionaron 200 µL de metanol. El sólido recuperado 

del filtrado se dejó secar a Tamb para analizar su estabilidad de fase mediante DRXP. De 

igual manera, las muestras provenientes de la disolución de polvos de DE y del NFS cuando 

se empleó polímero, se diluyeron con metanol (500 µL de muestra en 2000 µL de metanol). 
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7 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 Síntesis y caracterización de Dabigatrán Etexilato (DE) a partir de la sal 

comercial Mesilato de Dabigatrán Etexilato (DEM) 

En un estudio previo dentro de nuestro grupo de investigación, se exploró la formación de 

NFS a partir de la sal comercial de Mesilato de Dabigatrán Etexilato (DEM). En esa 

investigación se obtuvieron sólidos amorfos e higroscópicos, lo que dificultó su manejo y 

caracterización. En el presente trabajo optamos por investigar la formación de NFS a partir 

de la forma neutra de Dabigatrán Etexilato (DE), la cual presenta varios grupos funcionales 

aptos (tales como el grupo amino primario y secundario, esteres, piridina, benzimidazol y 

carbonilo) para la posible formación de sólidos multicomponentes a través de enlaces de 

hidrógeno.  

En la Figura 24 se muestra la reacción química efectuada para la neutralización de la sal 

comercial DEM hacia la forma neutra DE. La sal DEM presenta una especie catiónica con 

un pKa de 6.7, por lo que DEM (5 g, 6.9 mmoles) disuelto en una mezcla 1:1 (v/v) H2O:MeOH 

(50 mL) se hizo reaccionar con una solución metanólica de trietilamina (Et3N [5:1], pKa 10.7) 

para obtener a DE como un precipitado blanquecino, el cual se separa mediante filtración 

al vacío, que finalmente es lavado con 10 volúmenes de la mezcla hidroalcohólica inicial. El 

procedimiento se optimizó para obtener rendimientos superiores al 84% cuando por cada 

equivalente químico de sal comercial DEM se emplearon tres equivalentes químicos de 

trietilamina. 

 
Figura 24 Reacción de neutralización de la sal comercial DEM a DE, su base neutra. 
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El sólido resultante de la neutralización de DEM se dejó secar en CaSO4; fue notable que 

entre cada uno de los lotes obtenidos el grado de hidratación del sólido no fue constante, 

como se describe en la caracterización física y espectroscópica (vide infra).  

7.1.1 Caracterización por espectroscopía IR 

La espectroscopía IR es una técnica ampliamente utilizada en la caracterización de sólidos, 

ya que ayuda a identificar grupos funcionales presentes en una molécula y permite 

identificar cambios en su ambiente químico debido a la incorporación de otros componentes 

en la estructura cristalina. Por lo tanto, ha mostrado ser útil para caracterizar a sales y 

cocristales (Shaikh, et al, 2018). En la Figura 25 se muestran los espectros IR de los sólidos 

DEM y DE. En el espectro de DEM se muestran en amarillo las bandas correspondientes a 

los estiramientos simétricos y asimétricos del sulfóxido (1320 cm-1, y 1201-1152 cm-1; 

respectivamente), así como el estiramiento de S=O en 1043 cm-1. Estas bandas son 

debidas a la presencia del ión mesilato en la estructura de la sal (Cai et al., 2016). También 

en 1730 cm-1 se observa el estiramiento característico del carbonilo, no se asocia con 

certeza a un carbonilo en específico, ya que DE cuenta con tres grupos diferentes de este.  

Por su parte, el espectro de DE se observa significativamente diferente al de la sal. Por 

ejemplo, se observa una banda en 3421 cm-1 atribuido a la vibración de O-H de las 

moléculas de agua incorporadas en la red cristalina. La banda de intensidad media en 1726 

cm-1 que corresponde a la vibración del ester del carbamato se observa en el espectro de 

DEM. Es evidente que las bandas correspondientes al mesilato en DEM se encuentran 

ausentes en la fase neutra. De igual manera en 1260 cm-1 se observa otra banda muy 

pronunciada que corresponde a las vibraciones de estiramiento de C-O de ambos ésteres 

alifáticos en DE, la cual se encuentra ausente en DEM. En 1603 cm-1 se observa una banda 

muy marcada que corresponde al estiramiento del C=N de la piridina. En un rango de 1474-

1461 cm-1 se observan las vibraciones típicas del estiramiento de los esqueletos de los 

anillos aromáticos. 

Este análisis indica que la neutralización se llevó a cabo de forma exitosa, y que este cambio 

se puede monitorear por IR.  
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Figura 25 Espectros IR de DEM (superior) y DE (inferior). Se señalan las bandas de los grupos funcionales 
relevantes. 

En la Tabla 6 se muestran las bandas de los grupos funcionales relevantes en las 

estructuras de DEM y de DE. 

Tabla 6 Bandas relevantes en el espectro IR de DEM y DE (Cai et al., 2016; Solanki et al., 2018a) 

Asignación DEM 
 (cm-1)  

DE  
(cm-1) 

Modo de vibración  
(Stuart B., 2004) 

-O-H/N-H 3264-2925 3429-2947 Estiramiento 

C=O 1730 1726 Estiramiento 

-C=C Aromático 1523 1465 Estiramiento 

-C-N Alifático 1091 1128 Estiramiento 

-SO2 1320 - Estiramiento asimétrico 

-SO2 1201-1152 - Estiramiento simétrico 

S=O 1043 - Estiramiento 

C=C 1474-1461 1470-1440 Vibraciones de estiramiento del 
esqueleto del benceno 

C=N Piridina 1579 1603 Estiramiento 

-C-O Alifático 1234 1256 Estiramiento 

C-H 781 793 Doblamiento fuera del plano 

N-H 703 668 Flexión fuera del plano 

 

 

 



 
 

 
61 61 

7.1.2 Caracterización por espectroscopía de RMN en solución  

❖ RMN de 1H  

En la Figura 27 se muestran los espectros de RMN de 1H correspondientes a DEM y a DE 

en DMSO-d6. La asignación para DEM se realizó considerando reportes previos en la 

literatura (Cai et al., 2016; Hauel et al., 2002; Solanki et al., 2018b). La asignación de las 

señales se realizó de acuerdo con la numeración de los carbonos de la molécula de DEM 

que se ilustra en la Figura 26. 

En ambas zonas (aromática y alifática) del espectro de protón se observan señales 

múltiples para la sal DEM y la fase neutra DE. En la zona alifática aparecen los protones de 

los sustituyentes del grupo etilo (1-2) y hexilo (29-34) del éster y el carbamato, 

respectivamente. También se observan los grupos metileno (4, 5 y 20) y el metilo unido al 

nitrógeno del anillo de bencimidazol (C18). En el espectro de la sal DEM, destaca una señal 

singulete en 2.30 ppm (sección en rojo de la Figura 27) que integra para cerca de 3 

protones, y corresponde al grupo metilo del ion mesilato. La ausencia de esta señal en DE 

corrobora que la reacción de neutralización se realizó en forma completa. Por otro lado, en 

el espectro de DE se observa un singulete en 3.37 ppm (sección en amarillo de la Figura 

27) el cual corresponde al agua presente en el producto de la neutralización, y que también 

se observó por TGA-DSC (ver sección 7.1.3). 

Por otra parte, en la región de los protones aromáticos se observan las señales 

correspondientes al anillo de piridilo (7-10), de becimidazol (13, 16 y 17) y del fenilo 1,4-

disustituido (22, 23, 25 y 26). Cabe destacar que los desplazamientos químicos de los 

protones en los grupos piridilo y becimidazol no presentan modificaciones debidas al 

cambio en el estado de carga de la molécula, mientras que los protones en el fenilo 

presentan corrimientos debido a que se encuentran más cerca del sitio de protonación (ver 

Figura 27). Una diferencia importante entre la sal DEM y la fase neutra DE es la aparición 

de una señal ancha a campo bajo ( 10 ppm), que corresponde al grupo alquilamonio del 

residuo que se protona, y que seguramente en la forma neutra tiene un desplazamiento 

diferente. 
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Figura 26 Numeración de los núcleos de carbono en DEM para su análisis por RMN 1H. Se toma en cuenta la 
misma numeración para la fase neutra DE.  

 

Figura 27 Comparación de los espectros parciales de RMN-1H para DEM y DE en DMSO-d6 a 400 MHz 

 

❖ RMN 13C  

Para realizar la asignación completa de las señales de RMN de 1H y 13C, para DE se recurrió 

al análisis bidimensional a través de las técnicas COSY, HSQC, HMBC y NOESY, las cuales 
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permiten establecer la correlación homo- y heteronuclear entre átomos vecinos a dos o tres 

enlaces a través del espacio. Los espectros bidimensionales aparecen en el Anexo 2.  

En esta sección se describirá el espectro parcial de correlación heteronuclear HSQC de la 

parte aromática de DE. Esta técnica se utiliza para correlacionar el desplazamiento químico 

de protones con el desplazamiento químico de RMN 13C que se encuentran unidos 

directamente a través del acoplamiento 1JCH (Szakács & Sánta, 2015). En la Figura 28 se 

muestra el espectro parcial de la zona de los núcleos aromáticos de la correlación 

heteronuclear 1H-13C. Se logran distinguir las señales dobles características de los protones 

de un anillo aromático en 6.76 y 7.79 ppm, las cuales se acoplan a los carbonos 23 y 25 en 

111.37 y 129.06 ppm del anillo aromático unido a amida del éster carbamato. Señales 

similares se observan en 6.89 y 7.39 ppm que acoplan con los carbonos 8 (del anillo de la 

piridina) y 16 (del anillo benzimidazol), respectivamente. Las señales de los carbonos 10 

(122.09 ppm) y 17 (122.71 ppm) de los anillos aromáticos previamente descritos acoplan 

con los protones en 7.10 y 7.16 ppm, respectivamente. En 8.39 ppm se observa una señal 

doblete que corresponde al protón de carbono en 148.69 ppm. Dichos núcleos se observan 

desplazados hacia mayores ppm debido a su cercanía con el N de la piridina, que, al ser 

un núcleo electronegativo, desprotege a sus átomos vecinos, desplazándolos hacia campo 

bajo. Finalmente, en 6.97 ppm se observa un triplete que no acopla a ningún carbono, la 

cual corresponde a la amina secundaria unida al anillo aromático del éster carbamato. 
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Figura 28 Espectro parcial en 2D de la zona aromática de la molécula DE, correlación heteronuclear HSQC 

(1H-13C) (100 MHz, DMSO-d6) 

  

Tomando en cuenta estos resultados obtenidos para DE, se realizó una correlación en la 

asignación de los núcleos para DEM. En la Figura 29 se muestran los espectros de RMN 

de 13C correspondientes a la sal DEM y a la fase neutra DE. En la región de los núcleos 

alifáticos se observa que los metilos de los carbonos 1 y 34 aparecen prácticamente con el 

mismo desplazamiento químico en 13.9 ppm. Los metilenos de los grupos etilo (2) y hexilo 

(29-33) del éster y el carbamato, respectivamente, aparecen de manera sucesiva con 

desplazamientos químicos a campo bajo dependiendo de su cercanía al heteroátomo. 

También se observan los grupos metileno (4, 5 y 20), así como el metilo (18) unido al 

nitrógeno del anillo de bencimidazol. Como se había indicado antes, en el espectro de 

protón se muestra una señal intensa como singulete en 3.36 ppm, y con la batería de 

técnicas de RMN en 2D se determinó que no acopla a ningún carbono, corroborando que 

dicha señal pertenece a los protones del agua presente en la molécula de DE. Con los 

resultados de 2D se determinó que el carbono 20 en DE aparece en 39.93 ppm, el cual no 

se logró determinar en DEM. En esa misma región y con la confirmación del dato en la 
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literatura se encontró que el carbono 35 del anión mesilato se observa en 39.75, el cual 

está ausente en DE (ver ampliación de la Figura 29). En 148.72, 122.14, 137.27, 122.95 y 

en 156.03 ppm se muestran los núcleos de carbono de la piridina (C7, C8, C9, C10 y C6, 

respectivamente). Se logra observar también la señal del C14 del bencimidazol en DE sale 

en 140.84 ppm; sin embargo, esta no se observa en el espectro de DEM. De igual manera, 

mientras que las señales del C3 y C27 en DE salen en 164.28 y 166.44 ppm, 

respectivamente, en DEM es evidente que las dos salen en 163.41 ppm. En general es fácil 

correlacionar las señales correspondientes a los carbonos de los extremos de la molécula 

entre ambos sólidos; sin embargo, la zona entre 110-160 ppm sufre diferentes 

desplazamientos en DEM, ya que es donde se da la protonación de DEM para formar la sal 

con ácido metansulfónico, lo cual dificulta su correcta asignación. 

 

Figura 29 Espectros parciales de RMN-13C para DEM y DE en DMSO-d6 a 100 MHz 

 

Con estas técnicas espectroscópicas se tiene evidencia que se obtuvo a DE en su forma 

neutra, y se muestra la integridad química de la molécula. La asignación completa por RMN 

1H y 13C para DE y la correlación para la asignación de DEM se resume en la Tabla 7.  
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Tabla 7 Desplazamientos químicos (δ ppm) para DEM y DE provenientes de RMN de 1H y 13C 

DEM DE 

#C 13C δ (ppm) 
Tipo de 
protón 

1H δ ppm (J en Hz) #C 13C δ (ppm) 
Tipo de 
protón 

 1H δ ppm (J en Hz) 

1 13.89 CH3 1.12 (t, 7.1) 1 13.97 CH3 1.12 (t, 7.1) 

2 60.01 CH2 3.97 (q, 7.1) 2 60.04 CH2 3.97 (m) 

3 163.41* - - 3 164.28 - - 

4 33.02 CH2 2.68 (t, 7.1) 4 33.05 CH2 2.68 (t, 7.1) 

5 44.36 CH2 4.23 (t, 6.8) 5 44.38 CH2 4.23 (t, 7.1) 

6 155.96 - - 6 156.03 - - 

7 148.71 CH 8.39 (dd, 4.9, 1.9) 7 148.72 CH 8.39 (dd, 4.9, 1.4) 

8 119.29 CH 6.89 (dd, 7.2, 5.1) 8 119.53 CH  6.89(dd, 7.0, 5.2) 

9 131.42 CH 7.56 (td, 7.8, 2.0) 9 137.91 CH 7.54 (td, 7.8, 1.9) 

10 122.95 CH 7.126.89 (t, 8.8) 10 122.83 CH 7.12 6.89 (d, 8.0) 

11 170.23 - - 11 170.37 - - 

12 129.58* - - 12 129.19* - - 

13 119.29 CH 7.48 (d, 1.5) 13 119.53 CH 7.48 (d, 1.2) 

14 N/D - - 14 140.84* - - 

15 137.10 - - 15 137.27 - - 

16 109.66 CH 7.43 (d, 8.5) 16 109.49 CH 7.40 (d, 8.4) 

17 122.09 CH 7.16 (dd, 8.5, 1.5) 17 122.14 CH 7.16 (dd, 8.4, 1.5) 

18 29.99 CH3 3.79 (s) 18 29.93 CH3 3.76 (s) 

19 154.10 - - 19 153.74 - - 

20 N/D CH2 4.71 (d, 3.7) 20 39.93 CH2 4.59 (d, 5.5) 

21 153.68* - - 21 151.59* - - 

22 111.71 CH 6.89 (t, 8.8) 22 111.40 CH 6.77 (d, 8.9) 

23 131.42 CH 7.66 (d, 9.0) 23 129.31 CH 7.80 (d, 8.8) 

24 119.29* - - 24 121.06* - - 

25 131.42 CH 7.66 (d, 9.0) 25 129.31 CH  7.80 (d, 8.8) 

26 112.40 CH 6.89 (t, 8.8) 26 111.40 CH  6.77 (d, 8.9) 

27 163.41* - - 27 166.44 - - 

28 171.02 - - 28 171.07 - - 

29 66.92 CH2 3.97 (m) 29 64.12 CH2 3.97 (m) 

30 27.94 CH2 1.67 (m) 30 28.56  CH2 1.57 (m) 

31 24.81 CH2 1.33 (m) 31 25.26 CH2 1.28 (m) 

32 30.82 CH2 1.33 (m) 32 31.04 CH2 1.28 (m) 

33 22.00 CH2 1.33 (m) 33 22.08 CH2 1.28 (m) 

34 13.97 CH3 0.88 (dd, 9.1, 4.6) 34 13.92 CH3 0.86 (t, 6.8) 

35 39.75 CH3 2.30 (s) N-Hamida 
 

- 6.97 (t, 5.5) 

N-H   - 10.01 (s) 
N/D: No determinado, *Señales intercambiables 
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7.1.3 Caracterización térmica 

Durante el desarrollo del proyecto se realizaron cinco ensayos de neutralización para 

obtener a DE a partir de DEM. Todas las reacciones se llevaron a cabo siguiendo la 

metodología descrita en la Figura 22, y se demostró por técnicas espectroscópicas que 

dicho procedimiento fue exitoso para remover al mesilato sin que esto conllevara a cambios 

en la estructura química de DE (vide supra análisis espectroscópico por IR y NMR). Un 

estudio de caracterización adicional para estos sólidos fue el análisis térmico DSC-TGA que 

se muestra en la Figura 30. 

Realizando un análisis comparativo entre DEM y la fase neutra se obtuvo lo siguiente. La 

gráfica de TGA de DEM (Figura 30 a) muestra una pérdida de masa del 14% a Tonset 177 

ºC. El sólido remanente continúa perdiendo masa de forma gradual conforme la temperatura 

aumenta. En el DCS se observa un evento endotérmico a Tpeak = 183 ºC (∆H = 103.2 J/g), 

que se atribuye al inicio de la descomposición térmica de la muestra. Por su parte, la fase 

neutra (Lote 1) mostró una pérdida de masa inicial de 9.25% (Tonset = 79 ºC) que equivale 

a 3.5 equivalentes de agua. Posteriormente, se observa una pérdida de masa en Tonset = 

193 ºC. El DSC de la misma muestra mostró un Tpeak a 76 ºC (∆H = 97.38 J/g), el cual se 

podría asociar a la deshidratación de la muestra observada en el TGA, seguido de otro 

evento térmico Tpeak = 200 ºC, atribuido a la descomposición de la muestra. Un análisis 

térmico adicional se realizó por medio de un fusiómetro (BUCHI Melting Point B-545). Este 

análisis permitió observar directamente que la fusión de la muestra de DE se da 

aproximadamente entre 80 – 84 ºC. Esto indica que el pico endotérmico observado a 76 ºC 

en el DSC corresponde a la deshidratación seguido de la fusión de la muestra. Este análisis 

corrobora que DEM y DE son muestras significativamente diferentes en cuanto a sus 

propiedades térmicas, siendo DE una muestra más termosensible.  

Con respecto a los diferentes lotes de DE obtenidos, estos se comparan en la Figura 30 b. 

El TGA del Lote 2 mostró una pérdida inicial de masa del 1.57% a TOnset = 40.85ºC. 

Posteriormente, se observa que la muestra comienza a perder masa de forma continua a 

191 °C. En el DSC se muestra un Tpeak a 60.85 ºC (∆H = 3.2 J/g), y posteriormente otro 

evento a Tpeak 143.82 (∆H = 7.69 J/g). Estos resultados sugieren que la muestra se 

deshidrata a bajas temperaturas y posteriormente funde. 

De forma similar, en el caso del Lote 3, el TGA muestra una pérdida de masa inicial de 

6.34% (Tonset 83.53 ºC) asociado a la deshidratación de dos moléculas de agua y a la fusión 
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de la muestra. Posteriormente se observa la descomposición a Tonset = 197 ºC. Por su parte, 

el Lote 4 mostró una pérdida de masa del 9.38 % (Tonset 48.22 ºC), cálculos realizados dan 

evidencia que dicha pérdida se asocia a la remoción de 3.6 equivalentes de agua, valor que 

será tomado como 3.5 equivalentes de agua ya que el equipo no discierne entre moléculas 

enteras o fracciones de ella. Posteriormente se observa la descomposición de la muestra a 

169 ºC. Por último, en el Lote 5 solo se observó la descomposición térmica a 176 ºC, lo que 

indica que la muestra se obtuvo en forma anhidra. El punto de fusión de los Lotes 1, 3 y 4 

se corroboró en un fusiómetro, observándose que las muestras funden entre 80-84ºC.  

El análisis comparativo entre los lotes permite observar que el grado de hidratación fue 

variable. Dichas diferencias se pueden atribuir a que el secado no fue homogéneo para 

todos los lotes. En general, los sólidos obtenidos después del proceso de neutralización se 

resguardaron en una atmosfera desecante generada por sulfato de calcio durante 3 - 4 días 

(Lotes 1, 3 y 4). Los Lotes 2 y 5 se almacenaron durante 7 días. Es importante resaltar que, 

aunque la masa de DE obtenida durante la neutralización fue similar en todos los lotes (4.2 

- 4.6 g), la cantidad de agente desecante utilizada no lo fue, lo cual pudo afectar el grado 

de hidratación de las muestras. Esto demuestra que DE es un sólido susceptible a cambios 

en la masa debido a la cantidad de agua que presenta, lo cual complica sus condiciones de 

almacenamiento y desarrollo farmacéutico.  
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Figura 30 Análisis térmicos para a) DEM y b) DE provenientes de los diferentes lotes de la reacción de 

neutralización 

 

7.1.4 DRXP 

La técnica de DRXP ha sido ampliamente utilizada para corroborar la identidad y la 

cristalinidad de un sólido de interés. Se considera que cada sólido tiene un patrón de 

difracción de rayos X característico que lo identifica como su huella dactilar tomando en 

cuenta la intensidad y el ángulo de difracción 2-Theta. En la Figura 31 se muestra el patrón 

de DRXP simulado del tetrahidrato de DE cuyos datos reportados de DRX de monocristal 

están en la CSD (refcode EFAXAM (Cai et al., 2016)), el patrón de DEM, y los patrones de 

difracción correspondientes a los diferentes lotes obtenidos de DE. El sólido DE 

tetrahidratado (CSD) presenta picos intensos en 11.2º, 18.8º, 23.8º y 25.6º 2-Theta. Por 

otro lado, el patrón de difracción de DEM fue significativamente diferente, con picos intensos 
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en 11.1º, 13.5º, 18.1, 20º y 22.2º 2-Theta. El Lote 1 presentó un patrón de difracción 

diferente a los dos anteriores, con picos característicos en 8.0, 9.4, 9.8, 11.1, 12.5, 13.1º, 

14.1, 15.5º, 17.5, 18.6º, 20.6, 23.1, 24.1, 24.7º y 27º 2-Theta. El patrón del Lote 2 fue 

diferente al del Lote 1, con picos intensos en 8.9, 10.4, 15.5, 20.2, 21.7 y 25.7º 2-Theta. El 

patrón del Lote 3 parece una combinación entre el Lote 1 y el Lote 2. Los picos intensos de 

este lote se encuentran en 8.8º, 15.5º, 20.2º, 24.7º y 25.7º 2-Theta. 

Por su lado, el Lote 4 presenta picos en 8.1º, 9.4, 9.9º, 11.3º, 12.5, 20.7º y 24.86º 2-Thetha, 

parece igual al Lote 1. El Lote 5 presentó picos característicos de difracción en 8.3º y 11.9º 

2-Theta; así como picos intensos en 15.5º y en 25.4º 2-Theta. 

 

Tal como se observa en la Figura 31, el patrón de difracción de RX de cada lote fue 

diferente, lo que sugiere que las moléculas de agua que se asignaron por DSC-TGA 

corresponden a moléculas de agua de hidratación (incluidos en la estructura cristalina). Sin 

embargo, cabe señalar que el patrón de difracción de los lotes 2, 3 y 5 (los que presentan 

un menor grado de hidratación) muestran un pico intenso en común a 15.65º; y otro en 

25.7º 2-theta (sección en amarillo de la Figura 31).  

 

5 10 15 20 25 30 35 40

2-Theta

 DEM

 CDS (4H2O)

 Lote 1 (3.5H2O)

 Lote 2 (hemihidrato)

 Lote 3 (2H2O)

 Lote 4 (3.6H2O)

 Lote 5 (anhidro)

 

Figura 31 Patrones de difracción de DRXP de la fase neutra tetrahidratada, la sal comercial (DEM) y de los 
lotes obtenidos de la neutralización con diferentes grados de hidratación. 

En la Tabla 8 se describen los picos de difracción y las intensidades más representativas 

de los patrones de difracción de los lotes obtenidos de DE. Tal como se observa en la Figura 

anterior, los lotes 1 y 4 (con mayor grado de hidratación) mostraron picos de difracción muy 
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parecidos. Siendo los Lotes 2 y 3 son una mezcla de fases, y el Lote 5 la fase anhidra. 

Toda esta evidencia sugiere que la incorporación de moléculas de agua en la red cristalina 

modifica el arreglo en el sólido. 

Tabla 8 Ángulos 2-Theta e intensidad relativa de los picos de difracción de DE tetrahidrato y de los lotes 

obtenidos de DE 

DE 
Tetrahidrato 

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 

2-
Theta 

Int. 
Rel. 

2-
Theta 

Int. 
Rel. 

2-
Theta 

Int. 
Rel. 

2-
Theta 

Int. 
Rel. 

2-
Theta 

Int. 
Rel. 

2-
Theta 

Int. 
Rel. 

8.11 0.17 8.13 0.56 9.50 0.26 8.17 0.27 8.21 0.65 8.39 0.24 
9.78 0.07 9.38 0.24 10.51 0.55 9.86 0.46 9.42 0.47 8.93 0.30 

10.55 0.26 9.84 0.70 11.70 0.42 10.51 0.44 9.90 0.98 11.92 0.28 
11.31 0.46 11.21 0.40 14.00 0.42 11.22 0.32 11.26 0.59 13.36 0.20 
14.10 0.14 14.08 0.30 15.60 1 11.64 0.31 14.16 0.43 13.80 0.23 
14.57 0.14 14.63 0.25 16.81 0.62 13.82 0.42 14.69 0.36 15.56 1 
16.88 0.31 16.98 0.27 20.24 0.86 15.52 1 17.01 0.43 16.77 0.28 
18.88 0.19 18.65 0.40 21.71 0.70 16.71 0.45 18.73 0.5 17.82 0.27 
21.03 0.39 20.61 0.62 25.73 0.68 20.16 0.69 20.68 0.82 19.98 0.35 
23.14 0.28 21.89 0.29   21.59 0.54 21.94 0.38 20.24 0.37 
23.79 0.44 23.15 0.43   24.78 0.59 23.19 0.47 20.89 0.27 
24.46 0.37 24.09 0.43   25.73 0.66 24.14 0.51 21.63 0.30 
25.58 1 24.78 1     24.84 1 25.83 0.28 

  27.01 0.26     27.06 0.32   

 

7.2 Cribado in silico de NFS 

La estructura molecular de DE (Figura 32) cuenta con diferentes grupos funcionales 

(piridina, amida, ester, imidazol, éster carbamida), los cuales pueden funcionar como 

potenciales aceptores de puentes de hidrógeno. A la vez, la estructura cuenta con un grupo 

amino primario y un amino secundario que pueden funcionar como donadores de puentes 

de hidrógeno. Desde un punto de vista de ingeniería de cristales, esto sugiere que 

mayormente moléculas con grupos funcionales con la capacidad de donar puentes de 

hidrógeno, tales como ácidos carboxílicos, alcoholes, etc., tienen una mayor probabilidad 

de funcionar como potenciales agentes cocristalizantes.  
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Figura 32 Estructura molecular de DE, en rojo se muestran los grupos funcionales con capacidad de aceptar 
un puente de hidrógeno, y en azul se muestran los grupos funcionales capaces de donar un puente de 

hidrógeno.  

 

Con el fin de conocer los motivos estructurales que conectan a las moléculas de DE en el 

estado sólido, se realizó una búsqueda de estructuras en la base de datos de Cambridge 

(CSD). Solo existe una estructura reportada, la cual es el tetrahidrato de DE (Refcode: 

EFAXAM (Cai et al., 2016)). La unidad asimétrica está compuesta por una molécula de DE 

y cuatro moléculas de agua. Los grupos funcionales que participan en puentes de hidrógeno 

se muestran en la Figura 33. Las cuatro moléculas de agua actúan como donadoras de 

puentes de hidrógeno, interaccionando con una piridina, el carbonilo de una amida, el 

nitrógeno del ciclo de benzimidazol, y el éster carbamida. Solo una molécula de agua 

participa como aceptor de puentes de hidrógeno con la amina primaria de DE. Dicha amina 

también forma un puente de hidrógeno intramolecular con el carbonilo del éster carbamato. 

 

Figura 33 Estructura cristalina de DE tetrahidrato reportado en la CSD (Refcode EFAXAM (Cai et al., 2016)) 
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El análisis del tetrahidrato de DE permite deducir que es posible generar nuevas fases 

sólidas con DE si se utilizan moléculas con grupos funcionales que sean buenos donadores 

de puentes de hidrógeno, buscando que éstos puedan sustituir las moléculas de agua. Dado 

el universo de moléculas que puedan funcionar como potenciales formadores de puentes 

de hidrógeno, se decidió recurrir a métodos in silico que permitieran delimitar el cribado en 

la búsqueda de NFS.  

Esta estrategia permite acelerar la búsqueda de NFS mediante el empleo concreto de 

formadores de cocristales y a su vez acelerar los estudios biofarmacéuticos en cuestión. 

Hasta el momento existen diversos estudios reportados sobre el empleo de este tipo de 

análisis in silico (Wood et al., 2013). 

En los últimos años se han empleado herramientas computacionales para el diseño y la 

predicción sobre la generación de NFS (Desiraju, 2007). En el presente proyecto se realizó 

el estudio in silico mediante el uso de la herramienta Full Interaction Maps de la CSD (Wood 

et al., 2013).  

Esta herramienta permite delimitar la búsqueda a aquellas moléculas que no tengan grupos 

ionogénicos (i.e., estructuras que no sean sales). Estas estructuras preseleccionadas son 

analizadas en cuanto a sus conformaciones para establecer las diferentes geometrías que 

pueden adoptar. Todas las conformaciones determinadas para estas moléculas son 

analizadas a la par de las diferentes conformaciones que puede adoptar DE (se delimitó a 

500 confórmeros). El software utiliza los diferentes confórmeros generados (de DE y de los 

potenciales formadores de cocristal) para buscar interacciones viables entre ellos. El 

programa considera diversos parámetros tales como la magnitud del momento del dipolo y 

la fracción de nitrógeno y oxígeno (MacRae et al., 2020). Al final, el software genera mapas 

de interacción con base en el número de confórmeros de DE que pueden interaccionar 

favorablemente con los confórmelos de cada uno de los potenciales formadores de cocristal 

previamente seleccionados y en la configuración de ajuste del asistente de cribado de 

complementariedad molecular. Los resultados se resumen como una probabilidad de éxito 

para la generación de una NFS.  

En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos del cribado in silico para la búsqueda 

de NFS con DE. Tal como se puede observar, las moléculas propuestas como formadores 

son diversas en tamaño, grupos funcionales y complejidad química (ácidos dicarboxílicos 

alifáticos, polioles, ácidos carboxílicos aromáticos, y una vitamina). Este resultado 
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claramente muestra que las moléculas que pueden funcionar como formadores de cocristal 

no son obvias de predecir en ausencia de una herramienta in silico, ya que de manera 

rutinaria la selección de los coformadores está basado en un análisis de grupos funcionales 

que conduce a seleccionar formadores de cocristal con características semejantes. Entre 

las desventajas de este tipo de análisis es que toma en cuenta solo las estructuras que se 

encuentran reportadas en la CSD. Además, se tuvo que delimitar el número de 

conformaciones de DE a 500 para optimizar recursos computacionales y tiempo de análisis 

(la búsqueda conformacional de DE tomó aproximadamente una semana), ya que el 

número de conformaciones posibles de DE es muy grande porque cuenta con diversos 

enlaces con libertad rotacional, además de que su tamaño molecular es grande. 

Tabla 9. Formadores de cocristal propuestos del cribado in silico, se muestra el Refcode de la CSD, % de 
éxito de generación de una NFS y estructura química. 

Refcode Coformador % de éxito Estructura 

BITZAF Piridoxina 2 

 

AMIHAH Ácido glutárico 4 
 

ZZZNWQ05 Ácido sórbico 5 
 

ADIPAC Ácido adípico 10 

 

AKIJEK Quercetina 10 

 

EVETAB Ácido pimélico 15 
 

SUBRAC Ácido subérico 19 

 

HIPPAC Ácido hipúrico 20 

 

FOLCAH03 Ácido fólico 62 

 

Dichos formadores de cocristales mostrados en la tabla anterior se usaron en la síntesis 

experimental para la generación de NFS con DE mediante SDG (Anexo 3).  
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7.3 Identificación de NFS 

La búsqueda de NFS se realizó mediante molienda mecanoquímica asistida con gota de 

disolvente (SDG). El disolvente utilizado fue isopropanol debido a que es ampliamente 

utilizado por la industria farmacéutica, además que se enlista en la clase 3 de la guía para 

solventes residuales por la FDA (FDA, 2018). Los disolventes de esta clase se consideran 

de menor toxicidad y de menor riesgo para la salud. Los experimentos se llevaron a cabo a 

20 Hz durante 20 minutos en una proporción molar 1:1 (DE:Coformador). Los compuestos 

probados como formadores de cocristales son los descritos en la Tabla 9. Los productos 

obtenidos se analizaron por DRXP para verificar la generación de una NFS.  

La Figura 34 muestra los difractogramas de las materias primas y del producto obtenido de 

SDG entre DE y Quercetina. En el sólido de SDG se observan todos los picos 

correspondientes a DE y a Quercetina como una mezcla física, lo que indica que no se 

formó una NFS entre estos compuestos.  

5 10 15 20 25 30 35 40

2-Theta

 Quercetina

 DE+Quercetina

 DE

 

Figura 34 Comparación de los difractogramas de las materias primas (DE y Quercetina) con el del producto 
obtenido entre DE y Quercetina mediante SDG 

 

Estos resultados, donde el producto obtenido por SDG muestra solo picos de las materias 

primas también se observó con los demás coformadores (ver Anexo 3), excepto con el 

ácido hipúrico (ver Figura 35). Para la combinación de DE con ácido hipúrico (HA) se 
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realizaron experimentos adicionales de SDG con otros disolventes farmacéuticamente 

aceptables como agua y acetona, dichos resultados se muestran en la Figura 35.  

El sólido obtenido en la presencia de agua muestra solamente los picos correspondientes 

a las materias primas. Por otra parte, los difractogramas de los productos de síntesis 

obtenidos con acetona e isopropanol mostraron la presencia de nuevos picos en 7.5º, 8.6º, 

10.5º, 13.2º, 15.0º y 18.4º 2-Theta (marcados en líneas negras punteadas), además de 

remanentes de las materias primas (Figura 35 a). Cabe señalar que se realizaron 

experimentos control mediante SDG con DE y HA de manera independiente, bajo las 

condiciones de molienda mecanoquímica utilizadas anteriormente, observándose que estos 

sólidos se mantienen estables (Anexo 4). Esto indica que los nuevos picos observados 

podrían ser debido a la generación de una NFS. 

Se realizaron experimentos adicionales variando la proporción molar entre DE y HA (2:1 y 

1:2), esto con el objetivo de poder establecer la relación estequiométrica de los 

componentes en la NFS. Los experimentos se realizaron solo con acetona (Figura 35 b). 

Los resultados muestran que en las tres proporciones los sólidos presentan nuevos picos 

en 7.5º, 8.6º, 10.5º, 13.2º, 15.0º y 18.4º 2-Theta (marcados en líneas negras punteadas). 

Sin embargo, los tres sólidos mostraron también picos correspondientes a DE (8.16º, 20.69º 

y 24.90º 2-Theta) y a HA (13.02º, 23.65º y 28.09º 2-Theta), lo que indica que los productos 

contienen todavía remanentes de ambas materias primas y que la formación de la NFS se 

llevó a cabo de manera incompleta. Con base en estos resultados no fue posible confirmar 

la estequiometría de la NFS.  
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Figura 35 Productos de síntesis entre DE-L1 y HA. En a) se muestran los difractogramas de los productos de 
síntesis empleando diferentes disolventes, en b) se muestran las diferentes estequiometrias ensayadas 
mediante métodos mecanoquímicos (50 mg de mezcla, 20 Hz durante 20 minutos y 15 µL de acetona). 

 

Tal como se muestra en los resultados anteriores, mediante molienda mecanoquímica no 

se logró establecer la relación estequiométrica de los componentes en la NFS, debido a ello 

se exploró la reacción cristalización (RxC) como una técnica de síntesis que permite la 

generación de un sólido cristalino a partir de los componentes disueltos (Rodríguez-

Hornedo, et al.,  2006). El método se realizó a Tamb con CH3CN, ya que HA presenta buena 

solubilidad en este disolvente, mientras que DE es escasamente soluble en el mismo. El 

patrón de DRXP del producto obtenido por esta metodología se muestra en la Figura 36. 

Se puede observar que los nuevos picos de difracción en los productos de molienda 

anteriormente descritos (picos marcados con una línea punteada en negro en la Figura 35b) 

también se observan en el producto de RxC, con la diferencia de que en este último no se 

observan picos de materias primas (mostrados en amarillo en el producto por SDG). Esto 

indica que se obtuvo la NFS en una forma más pura. 
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Figura 36 Patrón de PXRD de materias primas y el producto obtenido por RxC 

 

El sólido obtenido mediante la RxC se analizó por RMN 1H en solución. En la Figura 37 se 

muestran los espectros de las materias primas (DE y HA), así como el de la NFS (DE-HA) 

disuelto en DMSO-d6. En este último espectro se observan las señales correspondientes a 

los dos componentes. De manera específica es posible identificar el doblete en 3.93 ppm 

que integra para los dos protones del metileno de HA (protones correspondientes a 2’ en el 

diagrama molecular mostrado dentro de la figura 37). También se puede apreciar en 8.83 

ppm un triplete que integra para un protón que corresponde al protón de la amina de HA 

(marcado como B). Por otro lado, en 7.79 ppm se observa un doblete que integra para dos 

protones que corresponden a los del anillo aromático unido al carbamato de la molécula de 

DE (posiciones 23 y 25. Los valores de integración de las señales específicas para ambos 

constituyentes de la NFS permite establecer que la relación estequiométrica DE-HA de la 

NFS es 1:1.  
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Figura 37 Determinación de la estequiometría de la NFS DE-HA mediante RMN-1H (DMSO-d6, 400 MHz). En 
las secciones en amarillo se destacan algunas señales correspondientes a HA, mientras que en rojo se 

destacan aquellas correspondientes a DE. 

 

Una complicación asociada al producto obtenido por RxC es que el rendimiento fue muy 

bajo (~15%). Debido a esto, se ensayaron otros métodos de síntesis en solución, i.e., 

reacción en solución (RxS) a Tamb con CH3CN, y reacción en reflujo (RxR) con acetato de 

etilo. En la Figura 38 se muestran los difractogramas de estos productos de síntesis, donde 

se observa el patrón de DRXP típico de la NFS. Sin embargo, dependiendo el proceso de 

secado del sólido resultante, se obtuvieron picos adicionales y diferentes entre ellos (picos 

resaltados en amarillo), lo que indica que dichos métodos de síntesis no son reproducibles. 

Además, otra desventaja fue el bajo rendimiento obtenido (~15%). 
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5 10 15 20 25 30 35 40

 DE (3.5*H2O)

 HA

 RnR (filtrado a vacio)

 RxR (secado en rotaevaporador)

 RxR (secado en estufa)

 RxS

2-Theta  

Figura 38 Difractogramas de los productos de síntesis de la NFS DE-HA mediante RxS y RxR en 
estequiometría 1:1. 

 

Dada la variabilidad obtenida en los sólidos provenientes de los métodos en solución, se 

buscó optimizar las condiciones de SDG con acetona para generar a DE-HA de forma pura 

y con mayores rendimientos de síntesis. Por ello, se monitoreó la cinética de formación de 

la NFS. En la Figura 39 se muestran los patrones de DRXP de las materias primas, de la 

NFS identificada por RxC y del producto de SDG a diferentes tiempos. Se puede observar 

en el patrón de difracción del producto de SDG a 20 minutos que muestra picos de la NFS 

(RxC) y de las materias primas (secciones en amarillo). Sin embargo, los productos 

obtenidos después de 45 minutos solo muestran los picos de la NFS (RxC). 
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5 10 15 20 25 30 35 40

2-Theta

 HA

 NFS (RxC)

 SDG, 120'

 SDG, 75'

 SDG, 45'

 SDG, 20'

 DE (3.5*H2O)

 

Figura 39 Patrones de DRXP de las materias primas (DE y HA), así como de los productos de síntesis de la 
NFS de DE-HA (1:1) mediante RxC y molienda mecanoquímica con acetona variando el tiempo de molienda. 

Los experimentos de SDG utilizados para el screening y optimización del método se 

realizaron con 50 mg totales de mezcla, para ello se empleó el Lote 1. Para realizar la 

caracterización fisicoquímica y biofarmacéutica de la NFS sintetizada a partir de un solo 

lote, se aumentó la cantidad de los reactivos sólidos (DE y HA) por un factor de 20, con el 

objetivo de obtener en un solo procedimiento por SDG 2 g de la NFS. El tiempo de molienda 

se estableció a 60 minutos, con el fin de asegurar que la reacción fuera completa. La 

molienda se realizó por ciclos de 15 minutos hasta completar los 60 minutos totales. A cada 

contenedor se adicionaron 450 µL de acetona en cada uno de los primeros tres ciclos. El 

patrón de PXRD del sólido obtenido se muestra en la Figura 40. Tal como se puede 

observar, dicho patrón es igual al del sólido obtenido por RxC, lo que indica que se obtuvo 

la NFS DE-HA 1:1 de forma pura. 
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2-Theta

 DE (3.5*H2O)

 HA

 NFS (RxC)

 NFS (molienda)

 
Figura 40 Patrón de DRXP de materias primas y sólidos obtenidos por RxC y SDG con acetona en escala de 

2 g. Para la síntesis por SDG se empleó el Lote 1 de DE (3.5*H2O) 

 

7.4 Caracterización Termogravimétrica y Espectroscópica de la NFS DE-HA 

En la Figura 41 se muestran los termogramas de TGA y las gráficas de DSC de las materias 

primas y la NFS DE-HA. En el inciso a) se muestra que DE (Lote 1) presenta una pérdida 

inicial del 8.65 % a 48.03 ºC, la cual corresponde a una deshidratación de la molécula (~3.5 

H2O). Seguido de esto el compuesto remanente sufre una serie de descomposiciones 

conforme se aumenta la temperatura. En el DSC se muestra que DE (Lote 1) presenta un 

evento térmico a Tonset 65.46 ºC (Tpeak 87.56 ºC). Dicho evento se puede asociar a la 

deshidratación de la muestra. Sin embargo, el análisis visual en un fusiómetro (BUCHI 

Melting Point B-545) permitió corroborar directamente que dicho evento también incluye la 

fusión de la muestra.  

En el inciso b) se muestra que HA se encuentra anhidro y presenta una sola pérdida de 

peso del 84.5% a 222 ºC; este evento corresponde a su descomposición. En el DSC se 

muestra un sólo evento endotérmico Tonset 189.7 ºC (Tpeak 190.6 ºC), el cual corresponde a 

la fusión de la muestra debido a que en el TGA no se observa una pérdida de masa. Esto 

indica que la muestra funde y posteriormente descompone. Finalmente, en el inciso c) se 

muestra que la NFS DE-HA tiene propiedades térmicas diferentes a las de las materias 

primas. Este sólido funde a Tonset 135.4 ºC (Tpeak 139.3 ºC, H = 42.4 J/g). Posteriormente, 
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a partir de Tonset 150.6 ºC la muestra sufre una pérdida de peso en varias etapas que puede 

corresponder a la pérdida de HA. 
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Figura 41 Caracterización termogravimétrica de a) DE, b) HA y c) la NFS (DE-HA). 

 

Se llevó a cabo la caracterización de la NFS DE-HA mediante espectroscopía IR, incluyendo 

la comparación con sus materias primas y la sal de hipurato de sodio. En la Figura 42 se 

observan los espectros de IR característicos de los cuatro sólidos. Para DE (Lote 1) se 

observan las bandas características de los grupos carbonilo, uno en 1727 cm-1 que 

corresponde al carbonilo del éster y el otro en 1602 cm-1 correspondiente a la amida del 
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carbamato. También en 1251 cm-1 se observa una banda intensa correspondiente al 

estiramiento C-O del éster. Finalmente, en 3425 cm-1 se observa una banda pequeña que 

corresponde al enlace sencillo entre N-H y los estiramientos de los hidrógenos de las 

moléculas de agua presentes en DE. 

Para el coformador HA también se observan bandas representativas como la de 3329 cm-1 

que indica el enlace sencillo N-H. En 1745 cm-1 se observa el estiramiento del carbonilo del 

ácido carboxílico, y en 1602 cm-1 se observa el estiramiento del carbonilo de la amida. 

También en 1175 cm-1 se observa el estiramiento del enlace sencillo C-O del ácido 

carboxílico. 

En cuanto al espectro IR de la NFS DE-HA en general se observa que no es la suma simple 

de los espectros de las materias primas. Hay un corrimiento hacia menor número de onda 

de la banda correspondiente al enlace N-H para DE de 3425 cm-1 a 3278 cm-1. En 1730 cm-

1 se observa una única banda, con características semejantes al carbonilo del éster de DE 

en la NFS, pero también en una región esperable para el ácido carboxílico de HA. En la 

región entre 1650-1400 cm-1 se encuentran varias bandas de los grupos carbonilos 

presentes en los componentes de la NFS, cuya asignación no es posible hacer de forma 

inequívoca. En 1155 cm-1 se observa la banda del enlace C-O del éster de DE.  

Diversos estudios se han realizado resaltando la utilidad de la espectroscopía de IR para 

determinar si un sólido multicomponente se presenta como una sal o un cocristal (H G 

Brittain, 2009; Harry G Brittain, 2009, 2012). Este análisis es particularmente útil cuando los 

sólidos multicomponentes cuentan con ácidos carboxílicos y aminas. Cuando un ácido 

carboxílico cambia su estado de ionización hacia carboxilato, su banda característica en 

1720 cm-1 es reemplazada por dos vibraciones correspondientes al estiramiento 

antisimétrico de COO- entre 1600-1550 cm-1 y otra correspondiente al estiramiento simétrico 

del mismo anión entre 1350-1450 cm-1. Si la banda del carbonilo se encuentra solamente 

desplazada ligeramente, se asocia a la formación de un cocristal. Adicionalmente, la banda 

de estiramiento de la amina secundaria (3123 cm-1) desaparecería en el caso de la 

formación de sal, y podría observarse una nueva banda de absorción del grupo amonio 

entre 2000 y 2200 cm-1 (Harry G Brittain, 2009, 2012; F. Fischer et al., 2016). Un análisis 

en este sentido sobre DE-HA es particularmente útil ya que el ΔpKa (pKaBaseH+ – pKaÁcido) 

entre DE y HA es de 3.08. Este valor se encuentra en el punto intermedio entre sal y 

cocristal, de acuerdo con el modelo de predicción descrito por Cruz-Cabeza que menciona 

que diferencias de ΔpKa menores a 0 tienen una muy alta probabilidad de que sean 
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cocristales, y valores de ΔpKa mayores a 4 tienen una muy alta probabilidad de ser sales. 

(Cruz-Cabeza, 2012)  

Con el objetivo de realizar una comparación directa con una sal del ácido hipúrico (en donde 

se encuentra la forma ionizada del ácido, COO-), se sintetizó el hipurato de sodio (Anexo 

5). En el espectro de IR de este sólido, el grupo carboxilato presenta una primera banda a 

1639 cm-1, en comparación al carbonilo del ácido neutro a 1745 cm-1. A su vez, también se 

observa la banda característica de la vibración simétrica del anión carboxilato entre 1428-

1390 cm-1. Estas bandas del ion carboxilato no son obvias de distinguir en el espectro de la 

NFS DE-HA, por lo que con la información disponible no es posible establecer si la NFS es 

una sal o un cocristal. 
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Figura 42 Espectroscopía IR para DE, HA, la NFS (DE-HA) y la sal hipurato de sodio 

Otros estudios de caracterización de la NFS DE-HA se realizaron por RMN de 13C en 

solución y en estado sólido. El espectro de 13C en DMSO-d6 de las materias primas (DE y 

HA), del hipurato de sodio y de la NFS DE-HA se muestran en la Figura 43. El espectro de 

la NFS DE-HA [0.1 M] muestra todas las señales características de ambas materias primas, 

sin cambios significativos en los desplazamientos químicos. El contraste más relevante se 

centra entre el HA y la sal de hipurato de sodio, al comparar los núcleos de carbono 
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susceptibles de sufrir modificaciones en su ambiente químico por la ionización del ácido 

carboxílico. De forma particular, el metileno del carbono 2’ aparece en 41.3 ppm en HA y 

en 43.3 ppm en el hipurato de sodio (B’,  = + 2ppm). A su vez, el carbono del ácido 

carboxílico (carbono 1’) está desplazado desde 171.4 ppm en HA hacia 171.9 ppm en el 

hipurato de sodio (A’,  = + 0.5 ppm). De estos resultados es notable que los componentes 

en solución provenientes de la NFS DE-HA no se encuentran ionizados, a pesar de la alta 

polaridad del disolvente que estabilizaría a las especies iónicas. Si la transferencia de 

protón en el HA y DE no se lleva a cabo en solución, como lo indican los desplazamientos 

químicos observados, se podría sugerir que la NFS DE-HA debe ser un cocristal más que 

una sal en el estado sólido. 

 

Figura 43 Espectro parcial de RMN-13C correspondiente a DE, la NFS, el coformador HA, y la sal de hipurato 
de sodio (DMSO-d6, 100 MHz). En amarillo se resaltan las señales correspondientes al grupo metileno y al 

ácido carboxílico del ácido hipúrico.  
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El análisis por RMN de 13C también se realizó directamente en el estado sólido. Los 

espectros de la sal de mesilato de DE (DEM) y de la fase neutra DE se muestran en la 

Figura 46. Los espectros de RMN de 13C en estado sólido son generalmente más complejos 

de asignar y analizar debido al ensanchamiento de las señales, así como los efectos del 

empacamiento cristalino que están ausentes cuando la molécula se encuentra en solución. 

Como se observa en la Figura 44, se pueden establecer similitudes principalmente en las 

señales de los extremos de ambos espectros. Sin embargo, las asignaciones de todos los 

núcleos de DEM y DE no son directas con respecto a las señales observadas en RMN en 

estado líquido, principalmente para aquellos núcleos aromáticos.  

 

Figura 44 Espectros de RMN de 13C en líquidos y sólidos (RMN CP-MAS) de DEM y DE. La adquisición para 
ambos casos se realizó a 125 MHz. Se empleó DMSO-d6 como disolvente en la RMN en solución, y en estado 

sólido se emplearon las señales del adamantano como referencia. 
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En la Figura 45 se muestran los espectros de 13C en solución y sólido correspondientes a 

HA. En este caso debido a la simplicidad de la molécula es más sencillo realizar una 

correlación entre los desplazamientos de los núcleos de carbono en ambos espectros. 

Claramente en el espectro del sólido la señal del carbono del ácido carboxílico (en 1’) y la 

del carbono de la amida aromática (en 3’) aparecen como una sola en 169.5 ppm, esto 

debido a una posible agregación supramolecular en estado sólido. El desplazamiento 

químico observado para el metileno (2’) alfa al ácido carboxílico en solución se encuentra 

en 41.3 ppm, mientras que en el espectro del sólido en 40.1 ppm. La señal para el carbono 

aromático unido a la amida (4’) se observa en 133.9 y 135.5 ppm en solución y en estado 

sólido, respectivamente. Los carbonos del anillo aromático (5’ – 9’) en la RMN de sólidos 

se conjuntan en una sola señal ancha (~126.4-128.8 ppm). 

 

Figura 45 Comparación de los espectros de RMN de 13C en solución y en estado sólido de HA. La adquisición 
para ambos casos se realizó a 125 MHz. Se empleó DMSO-d6 como disolvente en la RMN en solución, y en 

estado sólido se emplearon las señales del adamantano como referencia. 
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Finalmente, en la Figura 46 se muestran los espectros en estado sólido de DEM, las 

materias primas (DE y HA) y de la NFS (DE-HA). No es concluyente el análisis comparativo 

en esta figura. Por ejemplo, la señal del carbono C27 que es el sitio de protonación en DE, 

no se puede distinguir inequívocamente si presenta corrimientos. Tampoco es claro si el 

C1’ en la molécula HA sufre modificaciones, ya que aparece con un mismo desplazamiento 

químico que la señal del C27 de DE (señales en rectángulo en negro). Por otro lado, un 

indicativo de que el sólido de DE en la NFS se encuentra neutro podrían ser las señales de 

los carbonos C2 y C29 que se encuentran aisladas y son más fáciles de asignar. La señal 

del C2 en DE y DE-HA se mantiene en 59 ppm, mientras que la señal del C29 se desplaza 

de 65 ppm en DE a 68.6 ppm en DEM. Este último carbono se encuentra cerca del sitio de 

protonación (C27) en DEM es por ello por lo que se modifica; sin embargo, en la NFS DE-

HA el C29 presenta un desplazamiento químico similar al de DE. 

 

 

Figura 46 Espectros de 13C CP-MAS de HA, DEM, DE-L2 y DE-HA. La adquisición se realizó a 125 MHz a 
temperatura ambiente, se emplearon las señales del adamantano como referencia. 
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7.5 Método para la cuantificación de DE por UV-Vis 

Los estudios descritos al momento se han enfocado en la caracterización física y 

espectroscópica de la NFS DE-HA. Sin embargo, dado que se requiere evaluar el impacto 

biofarmacéutico de este sólido (DE-HA) en comparación con sus materias primas y la sal 

comercial (DEM), se estableció un método de cuantificación de DE en solución por medio 

de espectroscopía UV-Vis para las muestras provenientes de los estudios de solubilidad y 

disolución. En estudios previos se ha reportado que DE presenta máximos de absortividad 

molar (ɛ) en 225 nm (Arous & Al-mardini, 2019) y 325 nm (Hepsebah & Kumar, 2018) en 

medios acuosos. Por otra parte, HA se ha reportado con un ɛ a 𝞴máx = 225 nm (Ogata & 

Taguchi, 1986), pero también absorbe a 271 nm debido al grupo fenilo. El espectro de 

absorción UV-vis de DE y de DE en combinación con diferentes concentraciones relativas 

de HA se determinaron en un medio de BIS-TRIS pH 6. En la Figura 47 se muestran los 

espectros de absorción UV-Vis de DE (en negro), de HA (en rojo) y de DE [0.0106 mg/mL] 

con diferentes alícuotas de HA. Se observa que DE solo presenta máximos de absorción 

en 292 nm y 336 nm. En la misma figura se observa que el máximo de absorción de HA se 

da a 225 nm. DE en la presencia de diferentes concentraciones de HA en solución, presenta 

una banda de absorción intensa a longitudes de onda < a 300 nm y la banda en 336 nm de 

DE no se ve afectada. Se estableció que las muestras para la realización de la curva de 

calibración y las subsecuentes de los estudios de disolución se cuantificarán a 336 nm. 
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Figura 47 Espectros de absorción de DE en BIS-TRIS pH 6 
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A partir de una solución stock de DE [0.65 mg/mL] en buffer de BIS-TRIS pH 6 [0.074M], se 

realizaron curvas de calibración por duplicado con las concentraciones descritas en la Tabla 

10.  

Tabla 10 Curva de calibración para la cuantificación de DE por UV-Vis a 336 nm en BIS-TRIS pH 6 

Volumen tomado de 
la solución stock (µL) 

Volumen de aforo 
(mL) 

Concentración de DE 
[µg/mL] 

10 10 0.65 

10 5 1.3 

100 10 6.5 

100 5 13 

200 5 26 

 

Para la calificación del método, se tomó como referencia la NOM-177-SSA1-2013(SSA, 

2013), que estipula la evaluación de la linealidad, precisión, límite de detección y de 

cuantificación; así en la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos. Según la norma, el 

coeficiente de correlación lineal debe ser ≥0.999, mientras que el %SD debe ser ≤3% para 

métodos espectroscópicos (Colegio Nacional de Químicos Farmacéuticos Biólogos, 2002). 

Se determinó el límite de detección (LD) y el límite de cuantificación (LC) tomando en cuenta 

el promedio de las pendientes y la desviación estándar de los interceptos con cada curva 

de calibración. Para la determinación de ambos límites se emplearon las siguientes 

fórmulas: LD = 3.3(DEb/m̅) y LC = 10(DEb/m̅), resultando valores de 0.065 µg/mL y 0.198 

µg/mL, respectivamente, donde DEb = 0.0009 y m =̅ 0.0330. 

Los resultados obtenidos (Tabla 11) muestran que el método desarrollado cumple con los 

parámetros establecidos, por lo que es confiable para la cuantificación de DE de muestras 

provenientes de las pruebas biofarmacéuticas.  
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Tabla 11 Calificación de la curva de calibración para cuantificar a DE. Curvas de calibración realizadas en 
buffer BIS-TRIS pH 6 [0.074M] 

LINEALIDAD PRECISIÓN 

[µg/mL] Abs 1 Abs 2 Promedio SD %CV FR1 FR2 

0.268 0.0087 0.0082 0.0085 0.0003 4.0228 0.0325 0.0307 

0.67 0.0226 0.0225 0.0226 0.0001 0.2465 0.0337 0.0336 

1.34 0.0429 0.0433 0.0431 0.0003 0.6836 0.0320 0.0323 

6.7 0.2266 0.2203 0.2234 0.0044 1.9791 0.0338 0.0329 

13.4 0.4477 0.4497 0.4487 0.0014 0.3135 0.0334 0.0336 

26.8 0.8835 0.8824 0.8829 0.0008 0.0919 0.0330 0.0329 

m 0.0330 0.0330 0.0330    0.0329 

b 0.0014 0.0004 0.0009   SD 0.0009 

R 0.99996 0.99995 0.99996   %CV 2.7068 

R2 0.99992 0.99990 0.99992   
 

 
�̅� 0.0330     

 
 

SDb 0.0007     
 

 
LD [µg/mL] 0.0654     

  

LC [µg/mL] 0.1980    
  

 

 

7.6 Caracterización Biofarmacéutica de la NFS DE-HA 

7.6.1 Estudio de la Estabilidad de la NFS en Solución  

El estudio de la estabilidad de una fase sólida en solución es ampliamente utilizada para la 

búsqueda de la forma más estable y para la búsqueda de polimorfos durante las etapas 

tempranas del desarrollo farmacéutico (Greco & Bogner, 2012). 

Por ello se evaluó la estabilidad de fase de las materias primas (DE y HA) y de la NFS DE-

HA en tres condiciones de pH fisiológicamente relevantes (solución de HCl pH 1.2 [0.063M], 

buffer de acetatos pH 4.5 [0.1M] y buffer de fosfatos pH 6 [0.1M]). Para ello entre 25 y 45 

mg de cada sólido se combinaron con 2 mL de los medios anteriores (37ºC y 100 rpm), se 

tomaron muestras a los 5 minutos y a las 24 horas. Bajo estas condiciones quedó sólido 

remanente que fué filtrado y de dejó secar a Tamb para su posterior análisis por DRXP.  

En la  

Figura 48 se muestran los patrones de DRX de los resultados obtenidos de los estudios de 

estabilidad de fase en solución bajo la influencia de los medios antes mencionados. En el 

inciso a) se muestran los patrones de DRXP correspondientes a DE. En las secciones en 

amarillo (6.72, 22.06 y 29.25º 2-Theta) se destacan aquellos picos nuevos que aparecen 

después de 24 h a pH 1.2. Es posible que a este pH se esté formando la sal clorhidrato de 
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DE, ya que a pH ácido DE se encuentra doblemente protonado y se ha observado la 

generación de sales. Por el contrario, los patrones de DRXP de DE a pH 4.5 y pH 6, 

respectivamente, se mantienen similares al del IFA neutro, lo que indica que no presentan 

transformación de fase. 

En el inciso b) se muestran los resultados de la estabilidad del coformador HA en buffer de 

fosfatos pH 6 [0.1M]. Se muestra que HA no se transforma a este pH, pues los patrones de 

difracción son similares al de la materia prima. 

En el inciso c) se muestran los patrones de difracción de DE-HA a las 24 h en los medios 

antes mencionados. Se observa que DE-HA sufre transformación de fase a pH 1.2, ya que 

el sólido resultante muestra un patrón de difracción similar al del experimento con DE (inciso 

a)) en donde se observan picos de las materias primas como una mezcla física, así como 

un nuevo pico en 6.63 2-Theta (resaltado en amarillo). En los otros medios explorados (a 

pH 4.5 y 6) el patrón de difracción de la muestra sólida DE-HA tampoco se conserva 

después de 24 h. El sólido remanente presenta el patrón de difracción de DE. Lo anterior 

parece indicar que el componente más soluble (HA) pasa al medio acuoso, quedando DE 

como sólido remanente. Sin embargo, más adelante en los estudios de disolución se 

demostrará que también hay una solubilización parcial de DE en el medio acuoso a pH 6 

(ver 7.7.3.3). 
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Figura 48 Comparación de los patrones de DRXP de a) DE, b) HA y en c) DE-HA después del estudio de 
estabilidad de fase en diferentes medios farmacéuticamente relevantes (a 37 ºC y 100 rpm). En las secciones 
en amarillo (en a y c) se muestran los picos nuevos debido a que los sólidos sufren una transformación de fase 
en solución. En el recuadro punteado en c se muestran aquellos picos provenientes de DE-HA que sufren 
transformación de fase a DE a pH 4.5 y 6 

 

En lo sucesivo las pruebas biofarmacéuticas se realizarán a pH 6, ya que DE se encuentra 

en su forma neutra a este pH. En un principio se utilizó buffer de fosfatos a pH 6; sin 



 
 

 
95 95 

embargo, estudios piloto de disolución mostraron que este medio tiene poca capacidad 

buffer con este fármaco y no logra mantener el pH constante, incluso utilizando una 

concentración mayor a 0.1 M. Debido a esto, se decidió trabajar con un buffer de BIS-TRIS, 

el cual es una amina terciaría con un pKa asociado de 6.46, lo cual lo hace adecuado para 

trabajar en un rango de pH de 5.8 and 7.2. 

7.6.2 Estabilidad indicativa 

El estudio de estabilidad indicativa se realizó a la sal comercial (DEM), a las materias primas 

(DE-L1 y HA) y a la NFS (DE-HA). Para dicho experimento se almacenan a los sólidos de 

interés (30 mg) durante un mes bajo condiciones de estrés de temperatura y humedad 

controlada (40ºC calor seco, 50ºC calor seco y 40ºC con 75% de HR). Finalmente, dichos 

sólidos se analizan por DRXP para evaluar su estabilidad de fase. En la Figura 49 se 

muestran los análisis de las muestras mediante DRXP. En el inciso a) se muestran los 

difractogramas de RX correspondientes a DEM, los cuales no presentaron cambios durante 

su almacenamiento bajo las tres diferentes condiciones de estés ambiental. En el inciso b) 

se muestran los difractogramas correspondientes a DE. Se muestra que cuando el IFA se 

almacena a 40 ºC, ya sea en calor seco o en calor húmedo, éste es estable. Por otro lado, 

cuando se almacena a 50 ºC y 0% HR DE sufre una transformación de fase. Con los 

resultados obtenidos bajo estas condiciones de almacenamiento se muestra como el factor 

humedad no es relevante para que exista una transformación de fase en el IFA; sin 

embargo, cuando se aumenta la temperatura de 40ºC a 50ºC, DE pierde estabilidad y se 

transforma a una entidad sólida diferente al sólido de partida, observándose nuevos picos 

marcados en las secciones en amarillo (8.88, 10.55, 11.69, 13.83, 18.08, 20.11 y 21.59º 2-

Theta).  

En cuanto al monitoreo de la estabilidad de fase del coformador c) se muestra que éste no 

sufre transformación alguna bajo las condiciones de temperatura y humedad relativa a las 

que se almacenó. Finalmente, en d) se muestran los difractogramas de DE-HA. Esta NFS 

mantuvo su identidad al estar almacenada a 40 ºC (calor seco) y a 50 ºC (calor seco); sin 

embargo, sufre transformación de fase cuando se almacena a altas concentraciones de 

humedad relativa (40 ºC y 75% HR). Así en el difractograma del recuadro en naranja se 

muestran los nuevos picos (8.85, 10.7, 18.6, 21.2 y 28.6º 2-Theta) correspondientes al 

sólido que se transformó. En la Tabla 12 se resumen los resultados de este estudio, los 

cuales son de relevancia para el desarrollo farmacéutico futuro. 
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Figura 49 Difractogramas de la estabilidad indicativa de a) DEM, b) DE-L1, b) HA y c) DE-HA almacenados 
durante un mes bajo diferentes condiciones de estrés de temperatura y humedad 
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Tabla 12 Resultados de los estudios de la estabilidad indicativa para DEM, DE, HA y DE-HA 

Muestra 50 ºC calor seco 40 ºC calor seco 
40ºC y 75% 

humedad relativa 

DEM ✓ ✓ ✓ 

DE-L1  ✓ ✓ 
HA ✓ ✓ ✓ 

DE-HA (1:1) ✓ ✓  
✓ La fase se mantuvo estable bajo las condiciones de análisis 

 Se observó un cambio en el patrón de DRXP 

 

Las muestras que sufrieron transformación de fase en los estudios de estabilidad indicativa 

se analizaron mediante análisis térmico (DSC-TGA) y espectroscópia RMN en solución (1H 

y 13C) para establecer la identidad de los sólidos resultantes. A continuación, en la Figura 

50 se muestran los análisis térmicos correspondientes a DE (50ºC, calor seco) y a DE-HA 

(40ºC y 75% HR). En a) se muestran los eventos térmicos típicos de DE-L1 como materia 

prima, en el TGA se observa una pérdida de masa inicial de 7.7% (Tonset 71 ºC). Este evento 

se ve reflejado en el DSC a un Tpeak a 76ºC (∆H = 87.68 J/g). Por su parte, DE-L1 después 

de haber sido almacenado a 50ºC y 0% HR muestra eventos térmicos similares a los antes 

mencionados; con una pérdida de masa inicial (7.7%, Tonset 47 ºC), seguido de una serie de 

descomposiciones típicas del IFA conforme aumenta la temperatura. En el DSC se muestra 

que dicho producto del almacenamiento funde a Tpeak = 76.72ºC (∆H = 209.5 J/g). Estos 

resultados indican que DE-L1 mantiene su grado de hidratación pero sufre una 

transformación de fase debido a que el sólido resultante presenta una distinta estabilidad 

térmica, y podría corresponder a otra fase polimórfica de DE; o que durante el proceso de 

almacenamiento DE-L1 sufre deshidratación y posterior al mismo vuelve a absorber agua 

del ambiente 

En b) se muestran los termogramas correspondientes a la NFS DE-HA antes y después del 

almacenamiento (40ºC, 75% HR). En el TGA se observa que ambos son sólidos anhidros 

ya que no hay pérdida de masa desde 50 oC hasta 135 ºC, en donde sufren una serie de 

degradaciones en etapas. En el DSC de la NFS DE-HA se observa un evento endotérmico 

a Tpeak = 139.2 ºC (∆H = 42.9 J/g) que podría corresponder a su punto de fusión. Por otra 
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parte, en el DSC de DE-HA después del almacenamiento (40ºC, 75% HR) presenta dos 

eventos endotérmicos, el primero a Tpeak = 71.3 ºC (∆H = 9.9 J/g) y el segundo evento 

endotérmico a Tpeak = 133.5 ºC (∆H = 68.8 J/g) puede corresponder a la fusión del sólido. 

Estos datos térmicos indican que la NFS DE-HA sufre transformación de fase durante el 

tratamiento térmico en presencia de humedad. 
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Figura 50 Análisis térmicos de a) DE y del sólido resultante de la estabilidad indicativa; así como en b) la NFS 

DE-HA y el sólido resultante de la estabilidad indicativa. 

Con el fin de establecer la estabilidad química de la molécula de DE-L1 en los sólidos que 

sufrieron transformación de fase en la prueba de estabilidad indicativa, se realizó su análisis 

por medio RMN de 1H y 13C en solución. En la Figura 51 se muestran los espectros de 

protón (en DMSO-d6) para DE-L1 en su fase inicial y después de haber sido almacenado a 

50ºC y 0% HR (inciso a), así como los espectros de carbono de ambos sólidos (en el inciso 

b). En estos espectros se observan el mismo número y tipo de señales correspondientes a 

DE (ver sección 7.5), lo que indica que se mantuvo su integridad química en el curso del 

tratamiento térmico. En conjunto con los resultados del análisis térmico se puede inferir que 

DE a 50 oC sufre una transformación de fase hacia otro polimorfo con el patrón de difracción 

de RX que se ilustró anteriormente en la Figura 49 (b).  
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Figura 51 Monitoreo de la estabilidad de DE-L1 y del producto que sufrió transformación de fase a 50 ºC y 0% 
HR mediante RMN, en a)1H y b) 13C. Experimentos realizados a 400 MHz para 1H y 100 MHz para 13C, en 

DMSO-d6. 

 

El mismo análisis de RMN de 1H y 13C en solución se realizó para el producto de la NFS 

DE-HA proveniente de la prueba de estabilidad indicativa a 40ºC, 75% HR. Dichos 

resultados se muestran en la Figura 52. En este caso también se observan el mismo 

número y tipo de señales en ambas muestras. Con esta información se concluye que la 

NFS DE-HA se conserva sin degradación química; sin embargo, bajo las condiciones de 

estrés en las que fue expuesta pudo haber generado alguna transición polimórfica que es 

evidente por difracción de rayos X de polvos (ver Figura 49d). 

 
 

a)  

 
b)  
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Figura 52 Monitoreo de la estabilidad de la NFS DE-HA y de su producto que sufre transformación de fase 
(40ºC y 75% HR) mediante RMN, en a) 1H y en b) 13C. Experimentos realizados a 400 MHz para 1H y 100 

MHz para 13C, en DMSO-d6. 

 

7.6.3 Evaluación del perfil de disolución mediante disolución de polvos 

7.6.3.1 Disolución de polvos 

Los experimentos de disolución de polvos se llevaron a cabo bajo condiciones no sink a 

37ºC ± 0.5 °C y 90 rpm en medio de disolución BIS-TRIS pH 6. Cada prueba de disolución 

se realizó por triplicado. Se emplearon 10 mL del medio antes mencionado, al cual se 

agregaron 200 mg del sólido de interés ((DEM, DE-L2, NFS DE-HA o mezcla física). Se 

tomaron alícuotas de 1 mL en tiempos definidos con reposición de medio, las cuales fueron 

filtradas y el sólido remanente se resguardó para su posterior análisis por DRXP. La 

a) 

b) 
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concentración del IFA disuelto se determinó a partir de la solución filtrada. En la Figura 53 

se muestran los perfiles de disolución de los diferentes sólidos evaluados (DEM, DE-L2, 

Mezcla física DE-HA, y NFS DE-HA). En negro se muestra el perfil de disolución de DE. Se 

observa que la concentración de éste se mantuvo constante durante todo el experimento, 

lo que indica que la solubilidad intrínseca de DE se alcanza rápidamente (So = 1.6 µg/mL). 

En otro experimento se evaluó la disolución de la mezcla física de DE con HA en proporción 

molar 1:1. Con el perfil de disolución de la mezcla física se alcanzaron concentraciones 

disueltas de DE como las observadas anteriormente (DE-L2), por lo que no se aprecia un 

cambio significativo por la presencia de HA. El perfil de disolución de la NFS DE-HA muestra 

en los minutos iniciales un aumento significativo de las concentraciones del IFA (22 µg/ml). 

La supersaturación de DE disminuye conforme avanza el experimento hasta un nivel 

constante de ≈7 µg/mL en tiempos mayores a 30 minutos. 

En la Figura 53 también se incluye el perfil de disolución de la sal comercial DEM, para 

comparar en condiciones semejantes con el comportamiento de la NFS DE-HA. El perfil de 

la sal DEM muestra en los primeros minutos concentraciones mayores de fármaco disuelto 

(≈28 µg/mL) en comparación con DE. La supersaturación de DEM disminuye gradualmente 

con el paso del tiempo, obteniéndose valores constantes a partir de los 50 minutos (≈4 

µg/mL). Es notable que los perfiles de disolución de la NFS DE-HA y de la sal DEM 

muestran un comportamiento similar, alcanzando soluciones supersaturadas durante los 

primeros tiempos del ensayo, que disminuye conforme avanza el experimento. 

El análisis de PXRD de los sólidos aislados mostró que DE fue estable durante el 

experimento, lo que indica que la solubilidad determinada corresponde con certeza a la de 

DE. Por su parte, el estudio de DEM sólido mostró que éste se transforma hacia DE 

posterior a los 5 minutos de iniciado el experimento. Dicha transformación de fase 

correlaciona con el perfil de disolución observado, donde a tiempos cortos se alcanza una 

alta concentración de fármaco disuelto debido a la disolución de DEM, y a tiempos 

posteriores se observa una baja concentración en solución que es un poco mayor a la 

solubilidad de DE. Este mismo fenómeno se observó en la NFS DE-HA, donde a tiempos 

cortos se observa una alta concentración debido a la disolución del sólido de partida, y 

posteriormente se observan bajas concentraciones que son similares a la solubilidad de 

DE. Las concentraciones obtenidas sobre las cantidades disueltas de DE fueron corregidas 

por el factor atribuido a la extracción de DE en cada toma de muestra, y la reposición con 

medio libre de DE. 
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Figura 53 Perfiles de disolución de polvos en condiciones no-sink para DE-L2, DE+HA (mezcla física 1:1), 
DEM y DE-HA en BIS-TRIS pH 6, 37 oC n=3 +DE. 

 

7.6.3.2 Estabilidad de fase 

El monitoreo de la estabilidad de fase en experimentos de disolución de polvos es 

importante ya que se demuestra la capacidad de un sólido de interés farmacéutico de 

mantener sus propiedades físicas bajo ciertas condiciones de procesamiento durante un 

tiempo específico. Con ello se determina si los sólidos obtenidos de las pruebas de 

disolución y/o solubilidad permanecen en la misma fase cristalina que el sólido de partida.  

Los sólidos aislados en el transcurso de las pruebas de disolución de polvos que se llevaron 

a cabo en medio BIS-TRIS a pH 6 se analizaron por DRXP. El análisis se realizó con los 

sólidos aislados hasta los 90 minutos. En la Figura 54 a se comparan los patrones de DRXP 

de los sólidos aislados de la prueba de disolución de DEM. Este se mantuvo estable durante 

los primeros cinco minutos. En el análisis del difractograma correspondiente al minuto 20 

se observan picos de difracción de DEM y algunos otros que no se observan en la materia 

prima de partida. Los patrones de difracción correspondientes a los minutos 40, 60 y 90 son 

completamente diferentes al de la materia prima de DEM. Esto indica que DEM sufre 

transformación de fase mediada por el medio de disolución hacía DE. Se observa que a 

partir de los 40 minutos ya se transformó completamente en DE-L1.  
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Los patrones de difracción del ensayo correspondientes a DE (Figura 54 b) muestran que 

el IFA se mantiene estable en el buffer de BIS-TRIS pH 6 durante todo el experimento 

(mismo patrón de PXRD), lo cual tiene sentido ya que DE es una base con un pKa de 4, por 

lo que a pH de 6 la especie que predomina es la forma neutra.  

En cuanto a la estabilidad de fase de DE-HA (Figura 54 c), se observa que mantiene su 

identidad durante los primeros minutos; sin embargo, desde el minuto 7 hasta el 30 se ve 

un patrón de DRX que concuerda con el de una mezcla de fases entre DE-HA y DE, lo que 

sugiere que en dicho rango de tiempo se tiene una mezcla de ambas fases sólidas. Esto 

indica que DE-HA sufre transformación de fase mediada por el medio de disolución, y que 

durante dicho tiempo de análisis se observa una transformación parcial del sólido. Los 

sólidos recuperados a tiempos posteriores (t> 30 min) muestran solo el patrón de PXRD de 

DE-L1, lo que indica que todo el sólido de DE-HA se ha transformado en DE (difractogramas 

resaltados en amarillo). 
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Figura 54  Análisis de la estabilidad de fase mediada en solución de (a) la sal comercial (DEM), (b) del IFA 
neutro (DE-L2) y (c) de la NFS (DE-HA) en buffer BIS-TRIS pH 6 a 37 oC. 
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7.6.3.3 Selección de polímeros inhibidores de la precipitación 

Se ha identificado que la habilidad y la generación de la supersaturación en una mezcla 

fármaco-polímero es dependiente del tipo y de la concentración del polímero en cuestión 

(Pinto et al., 2019). En los últimos años, se han empleado estrategias para mejorar la 

solubilidad de aquellos IFA’s con muy baja solubilidad, entre las cuales se encuentran la 

generación de dispersiones sólidas amorfas. Éstas generan soluciones con 

concentraciones de IFA disuelto mayores que los sistemas cristalinos. Estos sistemas 

amorfos presentan un estado de alta energía y movilidad molecular, por lo que mejoran sus 

propiedades fisicoquímicas; generalmente exhiben una solubilidad aparente mejorada, lo 

cual se ve reflejado en una mayor velocidad de disolución. Sin embargo, el gran 

inconveniente que tienen es que son metaestables, por lo que pueden transformarse a su 

forma cristalina que es más estable (D. D. Sun & Lee, 2015).  

Para continuar con el desarrollo farmacéutico de este proyecto, se evaluaron diferentes 

familias de polímeros para determinar el punto de saturación de DE en medio BIS-TRIS pH 

6 [0.074M] con y sin polímero predisuelto al 0.5% utilizando la técnica “Solvent Shift” (M. 

Sun et al., 2016). Se emplearon ocho matrices poliméricas de uso farmacéutico (HPMC 80-

120 cPs, Methocel A15, Kollidon 30, Kollidon VA64, Kolliphor P188, Lutrol micro 127, 

Methocel 60HG y HPC 80 000) y un solubilizante (Gelucire 48/16) como potenciales 

inhibidores de la precipitación, para así desplazar la super saturación de DE a mayores 

concentraciones. 

De los polímeros y solubilizantes utilizados, Gelucire 48/16, Kollidon VA64 y HPMC 80-120 

cPs son los que mostraron los mejores resultados en el proceso de solubilización de DE 

(Figura 55), ya que permiten tener mayores concentraciones de DE disuelto en el medio 

antes de llegar a su punto máximo de saturación. Gelucire 48/16 al ser un agente 

solubilizante no mantendría el nivel de super saturación de la disolución de la NFS, por esta 

razón no se recomendaría su uso en una formulación cocristalina (Charan et al., 2017). 

Kollidon VA64 si bien muestra buenos resultados, no se contó con cantidad suficiente para 

realizar todas las pruebas biofarmacéuticas con este polímero; por lo que se decidió trabajar 

con HPMC 80-120 cPs para las pruebas de disolución de DE y de la NFS. 
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Figura 55 Monitoreo del grado de supersaturación de DE en presencia y en ausencia de diferentes polímeros 
inhibidores de la precipitación en BIS-TRIS pH 6 [0.74M], n=3 ± D.E. 

 

Una vez seleccionado el polímero HPMC (al 0.5%), se procedió a evaluar la cinética de 

disolución de polvos en condiciones no sink para DE-L3 y la NFS DE-HA. En la Figura 56 

se muestra el perfil de disolución de DE, en el cual se obtuvieron concentraciones iniciales 

de DE disuelto entre 10 y 20 µg/mL; a tiempos posteriores a los 20 minutos los valores 

promedio de concentración oscilaron entre 20 y 25 µg/mL. Los valores de concentración 

alcanzados fueron significativamente superiores a los observados en el medio sin HPMC, 

lo que sugiere que el polímero tiene un efecto solubilizante sobre DE.  

Por otro lado, en el perfil de disolución de DE-HA en presencia del polímero antes 

mencionado, se observa que las concentraciones de DE alcanzadas a lo largo del 

experimento oscilaron entre 18 y 24 µg/mL. Dichas concentraciones son mayores a las 

observadas en el perfil de disolución de DE-HA en el medio de disolución sin polímero. El 

perfil de disolución en el medio con HPMC claramente muestra que la ventaja en 

concentración inducida por DE-HA se mejora en mayor medida por la presencia del 

polímero en el medio de disolución. Cabe señalar que el análisis de polvos de este 

experimento mostró que la transformación de fase de DE-HA hacia DE se retrasó 

significativamente en comparación al mismo sólido en medio sin polímero (ver abajo).  
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Dicha ventaja en supersaturación alcanzada con DE-HA se ve mejorada al emplear un 

polímero inhibidor de la precipitación; aunque se obtuvieron concentraciones menores que 

en DEM en ausencia de polímero, éstas se mantienen a lo largo del experimento. Se 

observa como el uso de un aditivo, en este caso el polímero, mejora el perfil de disolución 

de ambos sólidos de interés (DE-L3 y DE-HA).  
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Figura 56 Perfiles de disolución de polvos para DE y DE-HA en BIS-TRIS pH 6 con HPMC predisuelto al 
0.5%, n=3 ± DE. 

También se monitoreó la estabilidad de fase de DE-HA en medio de disolución de BIS-TRIS 

pH 6 con HPMC al 0.5 % (p/v). En la Figura 57 se muestra que el patrón de difracción de 

DE-HA se conserva hasta los 60 minutos. En contraste, el sólido aislado a los 180 minutos 

muestra picos de difracción que corresponden a DE-HA (picos en 14º y 15º 2-theta) y a DE 

(nótese pico intenso a 25º 2-theta), lo que indica una mezcla de fases entre DE y DE-HA. 

Es de resaltar que en el caso del medio en ausencia de HPMC, se observa una mezcla de 

fases desde los 7 minutos. Estos resultados sugieren que el polímero disuelto en el medio 

de disolución retarda la precipitación de DE, pudiendo conferir una ventaja biofarmacéutica 

que impacte en la biodisponibilidad de DE.  
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Figura 57 Estudios de la estabilidad de fase de DE-HA cuando se encuentra en contacto con HPMC al 0.5% 
(p/v) predisuelto en BIS-TRIS 

 

Los resultados mostrados anteriormente se deben a que DE cuenta con varios grupos 

funcionales, los cuales pueden actuar como potenciales aceptores de puentes de hidrógeno 

(piridina, amidas, imidazol, éster carbamida), por su parte el polímero HPMC presenta 

grupos donadores de puentes de hidrógeno, en su mayoría -OH, por lo que se plantean 

posibles interacciones HPMC-DE tal como se muestra en la Figura 58. En DE dichas 

interacciones favorecen su solubilización y su estado supersaturado en el medio de 

disolución. Por otro lado, en DE-HA el polímero retrasó su transformación de fase, 

impactando en un retraso en el proceso de nucleación y crecimiento cristalino de DE (Salas-

Zúñiga et al., 2020). 
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Figura 58 Posibles interacciones en solución entre DE y HPMC 

 

Para una mejor comparación entre los perfiles de disolución obtenidos en presencia o no 

de HPMC predisuelto en BIS-TRIS pH 6 (al 0.5%, p/v) se calculó el área bajo la curva (ABC), 

el cual es un parámetro que sirve para estimar la cantidad total de IFA disuelto bajo ciertas 

condiciones experimentales en función del tiempo (ver Figura 59 y Tabla 13). En la misma 

Tabla 13 se muestra como la cantidad disuelta de DE proveniente de la disolución de la sal 

comercial es 7.5 veces más soluble que DE en su forma neutra. La MF no tiene un impacto 

significativo sobre la solubilidad de este. Sin embargo, se muestra que la NFS DE-HA 

permite alcanzar concentraciones disueltas de hasta 7.26 veces de DE, obteniéndose una 

solubilidad muy cercana a la obtenida a partir de DEM.  

Es evidente como se mejora el ABC de DE y de DE-HA cuando se emplea un polímero 

predisuelto en el medio, pues se obtuvieron valores de ABCDE-HPMC (0.5%) = 21.27 ABCDE y 

ABCCC-HPMC (0.5%) = 18.56 ABCDE. 
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Figura 59 ABC de los perfiles de disolución de las materias primas y de la NFS DE-HA en medio BIS-TRIS pH 
6, n = 3 ± DE 

 

Tabla 13 Áreas bajo la curva y cociente ABC de los resultados de disolución de polvos de los diferentes 
sólidos de interés en presencia y ausencia del polímero HPMC al 0.5% en el medio BIS-TRIS pH 6 

Sólido 
BIS-TRIS pH 6 

ABC (µg/mL*min) ± DE 
Sólido 

BIS-TRIS pH 6 

Cociente ABC 

DEM 708 ± 112 DEM/DE 7.50 

DE 94 ± 12 MF/DE 1.45 

DE c/HPMC 2010 ± 143 DE-HA/DE 7.26 

MF 137 ± 17 DE c/HPMC/DE 21.27 

DE-HA 686 ± 77 DE-HA c/HPMC/DE 18.56 

DE-HA c/HPMC 1754 ± 155 

 

Al realizar una prueba estadística por ANOVA de dos vías (Vallejo, et al., 2010) se obtuvo, 

que en un nivel de significancia de 0.05, las medias poblacionales para el medio de 

disolución y para las fases sólidas son diferentes significativamente. Por lo que se realizó 

una prueba de comparaciones múltiples (Tukey, p<0.5) para conocer entre qué tratamientos 

había diferencia significativa, obteniendo lo siguiente (ver resultados detallados en el Anexo 

7): 
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• Existe diferencia significativa al emplear el medio de disolución BIS-TRIS con y sin 

HPMC al 0.5% (probabilidad = 2.29295E-8).  

• La comparación entre las fases sólidas empleadas (DEM, DE, MF, NFS DE-HA) si 

resultó ser estadísticamente diferente, excepto al comparar a DE y DE-HA en el 

medio de disolución con HPMC al 0.5%. 

• El software empleado (OriginPro 2018) para dicho análisis estadístico realizó 28 

combinaciones entre las diferentes fases sólidas y el medio de disolución con y sin 

polímero, de las cuales 15 fueron el resultado de los experimentos previos de 

disolución realizados. Todas estas combinaciones resultaron ser estadísticamente 

diferentes (probabilidad <0.05). Esto da pauta a la posibilidad de evaluar el perfil de 

disolución de aquellos sólidos faltantes (DEM y MF) en presencia de HPMC al 0.5%. 
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8 CONCLUSIONES  

Se obtuvo una nueva fase sólida de dabigatrán etexilato en combinación con el ácido 

hipúrico en una proporción estequiométrica 1:1 mediante molienda mecanoquímica asistida 

con disolvente. La fase sólida DE-HA presentó características espectroscópicas (IR y NMR) 

que parecen indicar que las especies presentes en el sólido no se encuentran ionizadas, 

dando lugar a un sólido cocristalino. La fase sólida DE-HA presenta un perfil de disolución 

y una estabilidad física semejante a la fase comercial del mesilato de dabigatrán etexilato 

(DEM), por lo que representa una alternativa innovadora para el régimen terapéutico actual. 

Otras observaciones relevantes emanadas de este trabajo de investigación son: 

❖ Se estandarizó una metodología para la obtención de la forma neutra e hidratada de 

dabigatrán etexilato a partir de la sal comercial de mesilato de dabigatrán etexilato, la cual 

se ha logrado caracterizar mediante análisis físicos y espectroscópicos. 

❖ Se ha observado que la estabilidad física de DE se ve influenciada por el número de 

moléculas de agua que se incorporan en su estructura cristalina, siendo esta característica 

la que impacta directamente en sus propiedades térmicas. 

❖ La técnica mecanoquímica establecida ha sido útil para el escalamiento de la NFS DE-HA 

a 2 g de producto. 

❖ Las pruebas de estabilidad indicativa mostraron que dabigatrán etexilato sufre 

transformación física a una fase polimórfica de DE cuando se almacena a 50ºC y 0% HR. 

Un comportamiento similar se observó en la nueva fase cocristalina DE-HA al encontrarse 

a 40 oC y 75% HR; esta fase es estable bajo estrés térmico en condiciones anhidras. (Anexo 

6).  

❖ En los estudios de disolución de polvos se observó que la fase DE-HA genera condiciones 

de supersaturación por periodos breves de tiempo (5 minutos); sin embargo, dada la 

velocidad de transformación de la fase se alcanzan concentraciones disueltas mayores del 

IFA que con dabigatrán etexilato (DE), las cuales se aproximan a las de DEM. 

❖ El uso de un polímero inhibidor de la precipitación como HPMC al 0.5% (p/v) predisuelto en 

el medio de disolución, logró modificar el perfil de disolución de dabigatrán etexilato; 

manteniendo por más tiempo la solubilización del IFA e incrementando el ABC hasta 
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aproximadamente 18 veces, haciendo evidente la ventaja farmacéutica del uso del cocristal 

de DE-HA formulado con HPMC en comparación con DE.   
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9 PERSPECTIVAS 

❖ Realizar experimentos para la obtención del monocristal del DE-HA (1:1) para conocer con 

certeza los sintónes supramoleculares formados entre DE y el coformador HA, y 

contrastarlos con las interacciones de las moléculas de agua presentes en la fase 

tetrahidratada reportada en la CCDS (EFAXAM). Con este análisis se definiría de manera 

inequívoca si DE-HA pertenece a una sal o a un cocristal. 

❖ Realizar estudios de preformulación farmacéutica empleando el HPMC al 0.5% p/v 

estudiado con el uso concomitante de un agente solubilizante (Gelucire 48/16). La hipótesis 

es que la dupla puede promover por mayor tiempo la supersaturación de DE-HA e impactar 

por tiempos mayores y a mayor escala en la solubilización del IFA. 
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11 ANEXOS 

Factor de 
coagulación 

Nombre del factor de 
coagulación 

Función 
Vida media 
en plasma 

(h) 

Concentración 
plasmática 

(mg/L) 

I Fibronógeno Formación de coágulos  90 3000 

II 
Protrombina Activa a los factores I, V, VII, VIII, XI, 

XIII, a la proteína C y a las plaquetas 
65 100 

III Factor tisular Cofactor de VIIa - - 

IV 
Calcio Facilita la unión de los factores de 

coagulación con los forfolípidos 
- - 

V Proaclerina, factor lábil Cofactor del complejo X protrombinasa 15 10 

VI No asignado    

VII Factor estable, proconvertina Cofactor del complejo IX-tenasa 5 0.5 

VIII Factor A antihemofílico  Activa a los factores IX, X 10 0.1 

IX 
Factor B antihemofílico Activa a factor X, forma el complejo 

tenasa con el factor VIII 
25 5 

X 
Factor Stuart Prower o 
autoprotrombina III 

Forma parte del complejo 
protrombinasa con el factor V, activa al 
factor II 

40 10 

XI 
Antecedente de 
tromboplastina plasmática 

Activa al factor IX 45 5 

XII Factor de Hageman  Activa al factor XI y al VII   - 

XIII 
Factor estabilizador de la 
fibrina 

Reticula a la fibrina 200 30 

XIV Prekallikerina (F Fletcher) Zimógeno serin proteasa 35  

XV 
Quininógeno de alto peso 
molecular (HMWK, F 
Fitzgerald) 

Cofactor 150  

XVI 
Factor de Von Willebrand 
(vWf) 

Se une al factor VIII, media la adhesión 
plaquetaría 

12 10 µg/mL 

XVII Antitrombina III Inhibe a IIa, Xa y a otras proteasas 72 0.15-0.2 µg/mL 

XVIII Cofactor heparina II Inhibe a IIa 60 - 

XIX Proteína C Inactiva a los factores Va y VIIIa 0.4 - 

XX Proteína S Cofactor para activar a la proteína C  - 

 

Anexo 1 Nomenclatura de las proteínas y los factores de coagulación del sistema de coagulación (Palta et al., 

2014) 
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a) b)  

c)  d) 

Anexo 2 Correlación bidimensional por RMN para la molécula de DE (1H 400 MHz, 13C 100 MHz, DMSO-d6), 
en a) 1H-13C HSQC, b) 1H-13C HMBC (dos o tres enlaces), c) 1H-1H COSY H-H (a través de: (acoplamiento 

escalar, CH - CH vecinos y a tres enlaces), y d) 1H-1H NOESY protones vecinos). 
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(g) 

Anexo 3 DRXP de materias primas y productos de molienda mecanoquímica asistida con gota de disolvente a 
20 Hz durante 20 minutos, realizados con: (a) Ácido fólico (mortero, 20 minutos, disolvente 200 µL); (b) 

Piridoxina; (c) Quercetina; (d) Ácido subérico, (e) Ácido adípoco, (f) Ácido pimélico y (g) ácido hipúrico. 

 

Anexo 4 Estabilidad de fase de a) DE y b) HA en diferentes disolventes, resultados de molienda 
mecanoquímica 
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a)   
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HA

b)  

 

Se colocó en agitación, una mezcla equimolar de ácido hipúrico (2.7 g, 15 mmol) e hidróxido de sodio (0.6g, 15 
mmol) en una mezcla de metanol (20 mL) y tolueno anhidro (60 mL), se calentó a reflujo por 2 horas a 400 rpm. 
Se removió el exceso de disolvente a vacio y se lavó con una mezcla de etanol (10 mL) y tolueno anhidro 
(30mL). RMN-1H (200 MHz, DMSO-d6): δ(ppm) 8.28 (t, J = 5.1 Hz, 1H, A), 7.867-7.828 (m, 2H, 5, 9), 7.51-7.41 
(m, 3H, 6, 7, 8), 3.75 (d, J = 5.3 Hz, 2H, 2). RMN-13C (50 MHz, DMSO-d6): δ(ppm) 43.3, 127, 128.3, 131, 134.6, 
165.6, 171.9. 

Anexo 5 Metodología sintética y caracterización de la sal hipurato de sodio 
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Anexo 6 Patrón de DRXP de DE-L1, HA, CC, DE después de haber sido almacenado a 50ºC y 0% HR, y CC 

almacenado a 40ºC y 75% HR. 
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Anexo 7 ANOVA de dos vías del ABC de los perfiles de disolución de DEM, DE, MF y la NFS DE-HA bajo 
condiciones no-sink, en presencia o no de HPMC al 0.5% 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

%CV Porcentaje del coeficiente de variación 
ABC Área bajo la curva (AUC, siglas en inglés) 

BIS-TRIS Buffer de BIS-TRIS pH 6 
COSY Correlación homonuclear 

DAB Dabigatrán 
DE Dabigatrán etexilato 

DE-HA Nueva fase sólida de DE-HA 
SD Desviación estándar 

DEM Mesilato de dabigatrán etexilato 
DMF Dimetilformamida 

DMSO-d6 Dimetilsulfóxido 
DRXP Difracción de rayos x de polvos 

DSC Calorimetría diferencial de barrido 
Et3N Trietilamina 

ETAC Acetato de etilo (por sus siglas en inglés) 
FDA Administración de medicamentos y alimentos (por sus siglas en inglés) 

FT Factor Tisular 
GRAS Generalmente reconocido como seguro 

HA Ácido hipúrico 
HCl Ácido clorhídrico 

HMBC Correlación de enlace múltiple heteronuclear 
HSQC Coherencia cuántica única heteronuclear 

IFA Ingrediente farmacéutico activo 
IR Infrarrojo 
J Constante de acoplamiento medida en Hz 

Ki Constante de asociación de un IFA a su sitio de unión 
LD Límite de detección 
LQ Límite de cuantificación 
MF Mezcla física (DE-HA 1:1) 
mg Miligramos 
mL Mililitros 

NFS Nueva(s) fase(s) sólida(s) 
NOESY Coherencia cuántica heteronuclear única 

ºC Grados centígrados 
OMS Organización Mundial de la Salud 

R Coeficiente de regresión 
RMN Resonancia magnética nuclear 

RMN CP-MAS RMN con ángulo mágico de polarización cruzada de estado sólido 
RxC Reacción de cristalización 
RxS Reacción en solución 
SDG Molienda mecanoquímica asistida con gota de disolvente (por sus siglas en inglés) 
TGA Análisis termogravimétrico 
tmax Tiempo en el que se encuentra la máxima concentración de un IFA en sangre 

Tonset Temperatura de inicio de un evento térmico 
Tpeak Temperatura de finalización de un evento térmico 

UV Ultravioleta 
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