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Resumo

O foco na sintese de novas formas sélidas tem ganho cada vez mais impacto na industria
farmacéutica. Ao se verificar que polimorfos, cocristais, sais, coamorfos conseguem influenciar
as propriedades fisico-quimicas e biolégicas do API, melhorando-as, a necessidade de novos
estudos nesta drea da quimica do estado sélido tem sido assumida. Assim, este trabalho centrou-
se na investigacdo de formas sélidas multicomponente de delafloxacina, cocristais e coamorfos,
com diferentes coformadores, e no estudo de polimorfismo deste ativo farmacéutico. Na
pesquisa de formas solidas recorreu-se a técnica de mecanoquimica, via LAG e NG.

A delafloxacina é uma fluoroquinolona de 42 geracdo que, possuindo varios grupos
funcionais que podem participar em ligacbes de hidrogénio é uma molécula promissora na
sintese de cocristais. Foram selecionados como coformadores dois nutracéuticos, o resveratrol e
o pteroestilbeno, o acido nicotinico e a nicotinamida, do complexo vitaminico B3, dois
aminodcidos, o L-triptofano e a L-prolina, a sacarina, um excipiente, e o 4, 4 — bipiridil,
coformador classico na pesquisa de cocristais. Alguns dos coformadores foram selecionados
tendo em consideracdo o seu potencial de formagao de cocristais com quinolonas de outras
geracOes, avaliado por uma pesquisa prévia da literatura. Porém, nas condi¢des experimentais
utilizadas nesta investigacdo, a cocristalizagcdo apenas foi bem sucedida com a molécula de 4, 4’
— bipiridil.

Como resultado desta investigacdo foram também identificados dois coamorfos,
delafloxacina:resveratrol (1:1) e delafloxacina:pteroestilbeno (1:1) que provaram ser
cineticamente estdveis em ambiente seco a 4 °C, durante todo o periodo de tempo em que foi
possivel fazer a avaliacdo (7 e 2 meses). Sdo duas novas formas multicomponente de
delafloxacina de elevado interesse dado a natureza GRAS dos coformadores.

Para o estudo do polimorfismo da delafloxacina, foram feitos ensaios de cristalizacdo em
diferentes solventes, previamente selecionados, tendo-se verificado, na grande maioria dos
solventes, a obtencdo da forma comercial da delafloxacina. Os resultados obtidos em
tetrahidrofurano e acetato de etilo apontam para a existéncia de outras formas. A mesma
conclusao foi retirada da cristalizacdo do amorfo obtido por NG. A obtencdao de monocristais de
delafloxacina em etanol permitiu-nos resolver pela primeira vez a sua estrutura cristalina.

Palavras chave: Coamorfos, cocristais, delafloxacina, fluoroguinolonas, polimorfismo, estrutura
cristalina
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Abstract

The focus on the synthesis of new solid forms is increasingly gaining more impact in the
pharmaceutical industry. By checking that polymorphs, salts, coamorphous are capable of
influencing the physicochemical and biological properties of the API, improving them, the need
for new studies in this solid state field has been assumed. Thereby, the present study focused on
the investigation of multicomponent solid forms of delafloxacin, cocrystals and coamorphous,
with different coformers, and the study of polymorphism of this pharmaceutical active.

Delafloxacin is a fourth generation flouroquinolone that, owning several functional
groups that can participate in hydrogen bonds, is a promising molecule for cocrystal synthesis.
As coformers, were selected two nutraceuticals, resveratrol and pterostilbene, nicotinic acid and
nicotinamide, from vitamin B3 complex, two amino acids, L-tryptophan and L-proline, saccharin,
an excipient, and 4, 4' - bipyridyl, classic coformer in cocrystal research. Some of the coformers
were selected taking into account their for cocrystal formation with quinolones of other
generations, assessed by a preliminar literature search. However, under the experimental
conditions used in this investigation, cocrystallization was only successful with the 4, 4' - bipyridyl
molecule.

As a result of this investigation, two coamorphous, delafloxacin:resveratrol (1:1) and
delafloxacin:pteroestilbene (1:1), were also identified, proving to be kinetically stable in a dry
environment at 4 °C for the entire time period that evaluation was possible (7 and 2 months).
These are two new multicomponent forms of delafloxacin of great interest given the GRAS nature
of the coformers.

For the polymorphism study of delafloxacin, crystallization tests were performed in
diferent and previously selected solvents, and it has been verified that the commercial form of
delafloxacin was obtained in the vast majority of solvents. The results obtained in
tetrahydrofuran and ethyl acetate point out to the existence of other forms. The same conclusion
was drawn from the crystallization of the amorphous obtained by NG. The acquisition of single

crystals of delafloxacin in ethanol allowed us to solve its crystal structure for the first time.

Keywords: Coamorphous, coamorphous, cocrystals, delafloxacin, polymorphism, crystal

structure
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Capitulo 1

1. Introducgao
1.1. Formas sélidas de ativos farmacéuticos

A investigagdo em quimica do estado sélido vem ao encontro da necessidade de
compreensdo e formulagdao de novos medicamentos. Neste capitulo irdo ser descritos alguns
aspetos sobre a quimica do estado sélido e a sua interligacdo no design de potenciais farmacos.

Os compostos, no estado solido, podem encontrar-se no estado cristalino ou amorfo. Os
sélidos que se classificam como cristalinos, apresentam uma estrutura espacialmente ordenada,
sendo mais estdveis do ponto de vista termodindmico do que as fases amorfas e com
propriedades fisico-quimicas distintas. Por outro lado, um composto que se encontre no estado
amorfo, apresenta uma estrutura espacialmente desordenada, podendo ser classificada como
uma fase metastavel. Nao tendo uma ordem espacial de longo alcance, a diferenga entre estes
dois estados, cristalino e amorfo, é bastante evidente nos padrdes de difratogramas de raios-X.
(1]

De salientar que as fases amorfas sao muitas vezes um caminho viavel na formulagdo de
novos medicamentos. Uma vez que muitos candidatos a novos medicamentos apresentam baixa
solubilidade aquosa, o composto no estado amorfo, mostra, geralmente, uma maior solubilidade
aquosa e, consequentemente, uma maior biodisponilidade, sendo desta forma possivel
ultrapassar este problema. [2]

Os ativos farmacéuticos (API - Active Pharmaceutical Ingredient) podem ocorrer em varias
formas, ou seja, as moléculas poderao adotar dois ou mais arranjos cristalinos apresentando,
assim polimorfismo. [3] Ao apresentar polimorfismo, as diferentes formas vdo também
apresentar propriedades distintas, e.g., solubilidade, ponto de fusdo, velocidade de dissolucao,
etc, podendo estabelecer diferentes ligacdes inter e intramoleculares, justificando-se de
interesse cientifico e pratico a necessidade de estudo do desempenho destas formas sélidas. [4]

Para além das formas polimérficas, um ativo pode ainda apresentar formas cristalinas

multicomponente, classificadas como solvatos, hidratos, sais ou cocristais, Figura 1.1.
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Figura 1.1. Representac¢do esquematica de diferentes formas sélidas de ativos farmacéuticos.

Os solvatos possuem na sua estrutura cristalina moléculas de solvente, como resultado
dos processos de cristalizacdo. J4 um hidrato, um caso particular de solvatos, contém moléculas
de agua. Dentro dos hidratos podemos ter ainda os monohidratos, dihidratos, etc, dependendo
do numero de moléculas de dgua que fazem parte da célula unitaria. [5] Um dos fatores que pode
influenciar a formacdo de hidratos é o modo de preparacdo de uma amostra. CondicGes de
armazenamento (temperatura, humidade, pressao) é algo a ter em conta, uma vez que se a
forma anidra passar para a forma hidratada, as suas propriedades fisico-quimicas serdo afetadas,
podendo causar uma diminuicdo da solubilidade e, consequentemente, da biodisponibilidade do
ativo farmacéutico. [5][6]

Os sais sdo uma das outras formas estudadas no estado sélido, considerando-se que cerca
de 50% dos compostos farmacéuticos sejam administrados sob a forma de um sal. [7] Estes sdo
formados quando o ativo farmacéutico ionizavel é combinado com um contra-ido originando um
complexo neutro. Os sais podem ainda ser considerados como uma alternativa ajudando a
aumentar a solubilidade e a biodisponibilidade de um ativo farmacéutico. [7][8]

Os cocristais farmacéuticos sao solidos cristalinos formados pelo ativo farmacéutico e por
uma outra molécula, o coformador, ambos sdlidos quando puros a temperatura ambiente. Estes

possuem uma estequiometria definida e interagem através de ligacbes intermoleculares



(ligagdes de hidrogénio, van der Waals, etc) sendo a sua rede cristalina diferente da dos
componentes quando puros. [9]

Com o aumento constante da investigacao de novos cocristais, os seus beneficios passam
por proporcionar melhorias em diversas propriedades como o ponto de fusdo, a
biodisponibilidade, a solubilidade aquosa, a velocidade de dissolucao, a higroscopicidade, entre
outras. [10] Deste modo, a adigdao de uma nova substancia para a formag¢ao de um cocristal, pode
ser o caminho certo na formulacdo e melhoria da eficdcia dos medicamentos, sendo também
uma alternativa barata.

Uma outra via que mostra ter beneficios na melhoria das propriedades dos ativos
farmacéuticos com baixa solubilidade aquosa, é a adicdo de uma molécula de baixo peso
molecular (coformador) a molécula de API, com o objetivo de formular fases coamorfas. [11] A
adicdo destas moléculas tem mostrado eficiéncia na estabilizacdo da fase amorfa durante longos
periodos, tendo um interesse cientifico relevante, uma vez que sdo capazes de melhorar a
solubilidade e biodisponibilidade do ativo. Nestes sistemas podem também ser utilizados
excipientes para estabilizar a molécula de API. Exemplos de moléculas de baixo peso molecular
gue podem ser aplicadas nestes sistemas sdo: os aminodacidos, a sacarina, a nicotinamida, etc.

[12]

1.1.2 Sistema de classificagdo biofarmacéutico (BCS)

Para uma melhor compreensdo da solubilidade e do desempenho dos farmacos, foi
desenvolvido um Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico (BCS - Biopharmaceutical
Classification System), Figura 1.2. Tal como podemos ver pela andlise da Figura 1.2, o sistema BCS
tem como objetivo caracterizar os APls de acordo com a sua solubilidade aquosa e
permeabilidade membranar, sendo utilizado como ferramenta no desenvolvimento de

medicamentos. Estes podem-se enquadrar numa das diferentes classes |, I, lll ou IV. [13]
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Figura 1.2. Sistema de Classificagdo Biofarmacéutico (BCS).

Na classe I, o APl apresenta, alta solubilidade aquosa e permeabilidade, ndo sendo
necessaria qualquer alteracdo para a melhoria do desempenho do medicamento que o veicula.
Esta classe apresenta as caracteristicas desejadas nas formulacdes. Como exemplos de APIs
pertencentes a classe | cito o paracetamol e o lopresor.

A classe Il é aquela que tem vindo a ser mais estudada, apresentando diversas limitacdes
como a baixa solubilidade aquosa, com consequéncia na biodisponibilidade. Assim, a baixa
solubilidade aquosa, implica que esta tenha de ser melhorada. Exemplo disso é o que acontece
com o resveratrol, um dos coformadores utilizados neste trabalho e pertencente a classe dois do
BCS, que tem sido alvo de investigacdao na formacao de cocristais. [14]

Na classe Ill, APls como o aciclovir e a cimetidina, possuem baixa permeabilidade. Ao
possuir baixa permeabilidade, a absorcdo do farmaco também ird ser afetada e,
consequentemente, a biodisponibilidade. No caso do aciclovir, foram feitos estudos com o intuito
de melhorar a solubilidade e permeabilidade do mesmo, algo que foi conseguido com sucesso,
através da sintese de cocristais com acido fumarico e glutarico. [15] Masuda et al., (2012)
estudaram as interacdes farmaco-excipiente através da formacdo de um cocristal (aciclovir:acido
tartdrico) e de uma fase amorfa (aciclovir:acido citrico). Foi provado um aumento da solubilidade

e da permeabilidade em relagdo ao API puro, respetivamente. [16]



Os farmacos da classe IV apresentam baixa solubilidade e permeabilidade, que,
consequentemente, irdo ter baixa absorg¢do. Cocristais de hidroclorotiazida, um medicamento
diurético e pertencente a classe IV, foram sintetizados via LAG (Liquid Assisted Grinding) com
cinco coformadores diferentes (resorcinol, acido nicotinico, nicotinamida, succinamida e acido 4-
aminobenzdico) onde os seus sistemas binarios mostraram um aumento na solubilidade para
todos os casos, exceto para a succinamida e o resorcinol, e a permeabilidade aumentou para
todos os coformadores excluindo a succinamida. [17] Para além da formacdo de cocristais, outras
vias podem ser utilizadas com o intuito de aumentar a solubilidade de farmacos, como referido

na sec¢ao 1.1.1.

1.2. Engenharia de cristais

A engenharia de cristais é definida como a compreensao das interacdes de um sistema
cristalino que, no estudo de ativos farmacéutico, tem como objetivo desenvolver novas formas
farmacéuticas e com propriedades fisico-quimicas melhoradas. [18] Estas interacdes originam a
formacao de sintdes supramoleculares, que envolvem liga¢gdes intermoleculares. Deste modo,
nos cocristais e na associag¢do ativo-coformador num coamorfo podem observar-se a formacgao
de homosintdes ou heterosintdes.

Os homosintdes supramoleculares sao unidades de reconhecimento que se estabelecem
entre grupos funcionais idénticos, tais como, amida ‘- amida, acido --- 4cido, etc. Ja heterosintdes
supramoleculares mostram ligacdes que ocorrem entre grupos funcionais diferentes como, por
exemplo, acido carboxilico-:-piridina, acido carboxilico---nitrogénio aromatico, fenol---nitrogénio
aromatico, etc. [19] As interagdes como C—H--- N and C—H::- O também podem ocorrer. Exemplos

de sintGes supramoleculares podem ser observados na Figura 1.3.
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Figura 1.3. Representagdo de homo e heterossintdes: a) acido — acido; b) amida-amida; c) acido
carboxilico — piridina; d) acido carboxilico — amida.

Deste modo, a compreensao do tipo de heterosintdes supramoleculares que as moléculas
podem formar é essencial no desenvolvimento de cocristais. Apesar disto, é preciso ter em conta
qgue as moléculas com vdérios grupos funcionais sdo capazes de formar diferentes ligacoes
supramoleculares, dificultando assim a compreensdo dos possiveis sintées que o API pode

originar com o coformador.

1.3 Objetivo

0O mercado dos medicamentos encontra-se em constante expansao, sendo cada vez mais
alvo de estudos a formulacdo de novos medicamentos, onde os cocristais e os coamorfos tém
vindo a adquirir um papel promissor. [10]

A maioria dos medicamentos, que chegam ao mercado, sdo formulados como formas
solidas para uso oral. Tal acontece, uma vez que os APls sdo quimicamente mais estdveis na sua
forma sélida, sendo menos propensos a degradarem-se tdo facilmente comparativamente as
respetivas solugdes. [3] Com cerca de 80% das formulagbes farmacéuticas a serem
comercializadas na sua forma sdlida, uma percentagem significativa destes medicamentos ainda
possui baixa biodisponibilidade oral colocando em causa a sua eficacia. [10][20] A investigacdo
de formas sélidas que permitam otimizar propriedades fisico-quimicas do ativo &, portanto de

grande interesse.



Neste trabalho foi investigado o polimorfismo de delafloxacina, uma fluoroquinolona de
42 geragao, classe Il do BCS e também a formacgdo de sélidos multicomponentes deste ativo com
varios coformadores. [21]

Diversos fatores devem ser tidos em conta no momento da escolha dos coformadores e
do API. [22] Estes terdo de ser reconhecidos pela FDA (Food and Drug Administration) como
substancias seguras (GRAS - Generally Recognized as Safe) ou poderdo ser outros ativos, numa
perspetiva de terapia dual. [23] Uma outra particularidade a ter em conta é o tipo de ligacdes
intermoleculares que o APl consegue estabelecer com o coformador selecionado, ou seja, é
necessario ter em conta os grupos funcionais de cada molécula e perceber que tipo de sintdes
supramoleculares (e.g. via ligacGes de hidrogénio, intera¢des de van der Waals, ligacdes m — T,
etc) sdo capazes de formar. Neste trabalho usaram-se como coformadores dois nutracéuticos e
antioxidantes, o trans-resveratrol e o trans-pteroestilbeno, o acido nicotinico e a nicotinamida,
do complexo vitaminico B3, dois aminoacidos, o L-triptofano e a L-prolina, a sacarina, um

excipiente comum, e o0 4, 4’ — bipiridil, um coformador classico na investigagdo de cocristais.

1.4 Delafloxacina e coformadores utilizados neste trabalho
1.4.1 Quinolonas
Inicialmente desenvolvidas nos anos 60, as quinolonas, uma classe de compostos de

origem sintética, Figura 1.4, tém vindo a adquirir elevada importancia, tornando-se num dos

antibidticos mais utilizados a nivel mundial. [24]

8 | 1

Figura 1.4. Estrutura do nucleo ativo das quinolonas.



A primeira quinolona a surgir foi o acido nalidixico, utilizado no tratamento de infe¢des
urinarias, sendo um produto secundario descoberto na sintese da cloroquina, um medicamento
utilizado no tratamento da malaria. [24][25] A aplicacdo do acido nalidixico encontrava-se
limitada a alguns tipos de infegdes, possuindo também atividade antibacteriana moderada, o que
fez com que surgisse a necessidade de se desenvolver novos farmacos e de melhorar as suas
propriedades antibacterianas e, consequentemente, as restantes propriedades farmacoldgicas.
[26] Deste modo, a investigacdo das suas propriedades tem, ao longo de varios anos, dado
origem a novos agentes antibacterianos, através da adicdo de novos grupos funcionais na
molécula, onde estes se encontram divididos em quatro gera¢des, dependendo da natureza dos
seus substituintes e principais caracteristicas, Tabela 1.1. [27] Um grupo ciclopropilo ou, em
alternativa, um grupo difluorofenilo no carbono 1 (C1), um atomo de fluor no carbono 6 (C6) ou
um grupo metoéxi no carbono 8 (C8) sdo alguns dos exemplos de substuintes mais utilizados e que

visam melhorar a atividade antibacteriana das quinolonas. [28]

Tabela 1.1. Classificacdo de quinolonas e respetivas caracteristicas. (Adaptado de [28])

Classificagao Ativo Principais caracteristicas
Acido nalidixico Atividade moderada contra bactérias gram-negativas;
12 geragdo Acido oxolinico Baixos tempos de meia vida.

Acido Pimemidico

Norfloxacina Tempos de meia vida superiores em relagao as
22 geracdo Ciprofloxacina quinolonas de primeira geragao;
Enoxacina Maior atividade contra bactérias gram-negativas.
Levofloxacina Ativas contra bactérias gram-positivas e gram-
32 geragdo Moxifloxacina negativas.

Temafloxacina

Sitafloxacina Maior atividade contra as bactérias gram-negativas e
42 geracdo Trovafloxacina gram-positivas;
Delafloxacina Ativas contra anaerdbios.

A adicdo de novos substituintes em locais especificos do nucleo da quinolona, faz

aumentar a atividade desta perante novas bactérias gram-positivas e gram-negativas. Deste
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modo, as quinolonas de segunda geracdo surgiram com a adicdo de um atomo de flior no
carbono 6 (C6), dando origem as fluoroquinolonas, melhorando as suas propriedades
farmacocinéticas e diminuindo a sua toxicidade e aumentando a atividade destas contra novas
bactérias. [29] No seu mecanismo de agdo, as fluoroquinolonas sao responsaveis pela inibicdo da
sintese do ADN bacteriano. Estas ao atuarem em duas enzimas responsdaveis pela replicacdo do
material genético, o ADN girase e a topoisomerase 1V, formam um complexo terndrio, originando
a quebra da dupla hélice do ADN bacteriano e, consequentemente, o blogueio da sua replicagao,
levando a morte das células. [24][28][30][31]

Neste trabalho iremos focar-nos no estudo de fluoroquinolonas de quarta geracdo, mais

precisamente, a delafloxacina.

1.4.1.1 Delafloxacina

A delafloxacina, Figura 1.5, é o mais recente antibidtico da familia das fluoroquinolonas,
a ser aprovado para o tratamento de infe¢Ges bacterianas agudas na pele. Tem sido cada vez
mais alvo de estudos, sendo também mais ativa e possuindo um espetro de atividade mais

abrangente em bactérias gram-positivas e gram-negativas aerdbicas e anaerdbicas. [29][30][31]

O O
i | OH
Jaa®
HO Cl N~ X F
HoN | 7
F

Figura 1.5. Representacdo da estrutura quimica da delafloxacina.
Os substituintes presentes no anel heteroaromatico biciclico fazem da delafloxacina um
agente com maior atividade antibacteriana em relacdo as restantes fluoroquinolonas.

[31](32][33]
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No que diz respeito a investigagao do estado sélido da delafloxacina, apenas ha registo
do trabalho de Anwer et al., (2020), que fez a caracterizagdo do composto comercial por
calorimetria diferencial de varrimento (DSC), espetroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) e através de difracao de raios-X de p6 (XRPD). [34] Anwer et al., (2020), fez
também a formulacdo da delafloxacina em nanoparticulas hibridas de quitosano e acido obtidas
por emulsdo simples, recorrendo a técnica de evaporagdao de solvente, com o objetivo de
aumentar a biodisponibilidade e atividade antibacteriana. [35] Com este estudo foi possivel
mostrar que estas nanoparticulas apresentam melhor eficacia terapéutica em relacdo a
delafloxacina, uma vez que a sua biodisponibilidade é maior. [35]

N3do foram encontrados quaisquer registos de outras formas sélidas na literatura. Desta
forma, surgiu a necessidade de pesquisar informacgao sobre outros compostos da mesma familia
da delafloxacina de modo a selecionar coformadores com os quais a cocristalizagao foi bem
sucedida. Assim, foram escolhidos compostos como a levofloxacina, a ciprofloxacina e a
norfloxacina. Apesar de estes ndo serem quinolonas de quarta geracao, a semelhanca dos seus
grupos funcionais com os da delafloxacina, influenciou a escolha. A investigacdao de cocristais
com outras quinolonas, permitiu verificar que todas as quinolonas selecionadas formam

cocristais utilizando o acido nicotinico como coformador. [36][37][38]

1.4.2 Estilbenos

Os estilbenos, derivados do estilbeno (na Figura 1.6 é mostrada a estrutura do trans-
estilbeno), sdo um vasto grupo de compostos apresentando dois grupos fenilo ligados a etileno.

(39]

Figura 1.6. Representacdo da estrutura quimica do trans-estilbeno.
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Os estilbenos sao encontrados na natureza. Estao presentes no reino vegetal, em plantas
tais como, na familia de Gnetaceae, Pinaceae, Cyperaceae, Fabaceae, entre outros.

Os estilbenos podem variar nos seus substituintes, sendo conhecidos pelas suas
propriedades bioldgicas cardio e neuroprotetoras, propriedades antidiabéticas, sendo também
utilizados no tratamento e prevenc¢ao do cancro. [40] [41]

Uma vez que estes compostos possuem uma dupla ligagao, podem ocorrer na forma trans-
ou cis-, sendo a forma trans- a mais estavel e a mais relevante a nivel bioldgico. O seu poder
antioxidante encontra-se relacionado com os seus substituintes. Neste trabalho iremos estudar
o trans-resveratrol e trans-pteroestilbeno como coformadores a associar a delafloxacina na

sintese de cocristais ou coamorfos.

1.4.2 .1 Trans-resveratrol

O trans-resveratrol, Figura 1.7, (5-[(E)-2-(4hidroxifenil)etenil]benzenol,3-diol ou 3,5,4'-
trihidroxi-trans-estilbeno; C14H1,03), € um polifenol possuindo trés grupos hidréxilo na sua

estrutura. Este pode ser encontrado em fontes alimentares, como uvas, mirtilos, vegetais, etc.

OH

HO N

OH

Figura 1.7. Representacdo da estrutura quimica do trans-resveratrol.

O resveratrol possui propriedades bioldgicas importantes, onde muitas destas estao
relacionadas com a sua configuracdo trans-, a forma mais estdvel, sendo assim a mais bioativa.

Um dos problemas deste composto é a baixa biodisponibilidade, fazendo com que seja
necessario modificar a sua estrutura através da sintese de novos compostos, como forma de

ultrapassar este problema. Apesar da sua baixa biodisponibilidade, tém sido atribuidas ao
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resveratrol varias propriedades bioldgicas, atuando como antioxidante, possui atividade
anticancerigena, anti-inflamatdria, entre outras. [41]

O resveratrol tem vindo a ser estudado no que diz respeito a formacdo de cocristais e as
suas propriedades fisico-quimicas. [42] A forma anidra do resveratrol foi estudada por Caruso et
al., (2004), em que a sua estrutura foi resolvida, tendo sido posteriormente corrigida por Zarychta
et al., (2016). [43][44] Ja Kavuru et al., (2010), reportou a existéncia de um novo cocristal de
resveratrol com betaina. [45]

De acordo com He et al., (2017), a piperina, presente na pimenta preta, é capaz de
melhorar consideravelmente a biodisponibilidade do resveratrol quando ambos s3ao co-
administrados. [46]

Mehta et al., (2018) reportou a existéncia de uma forma monohidratada do resveratrol e
de 10 novos cocristais com diferentes coformadores, evidenciando uma melhor solubilidade
aquosa no cocristal de resveratrol:piperazina, 1:1, em relagao aos restantes. [47]

O estudo e a caracterizagdo de um cocristal de resveratrol e L-prolina, numa
estequiometria de 1:2, foi executado por Lou et al., (2021), acompanhado do estudo da sua
citotoxicidade, pelo método MTT, em células humanas. [14] Também He et al., (2017), sintetizou
cocristais de resveratrol com a L-prolina (1:2), nicotinamida (1:1) e isonicotinamida (1:1)
comprovando a melhoria das suas propriedades fisico-quimicas, principalmente na solubilidade,
em comparacao ao resveratrol comercial. [46]

Uma vez que a obtencado de cocristais é mais favoravel por moagem assistida por solvente
(LAG), um estudo realizado por Zhou et al., (2016), onde foram sintetizados cocristais de
resveratrol com 4-aminobenzamida e isoniazida numa estequiometria de 1:1, provou a melhoria
das propriedades fisico-quimicas do ativo farmacéutico (API) e, consequentemente, um aumento
da solubilidade em rela¢do ao resveratrol puro. [48]

Pessoa et al., (2019), procederam a preparacdo de dois cocristais de resveratrol com
isoniazida e nicotinamida como coformadores, por recristalizacdo com efeito anti-solvente,
provando que os cocristais formados apresentam uma velocidade de dissolucdo superior a do

resveratrol puro. [49]
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1.4.2.2 Trans-pteroestilbeno

A modificacdo estrutural do resveratrol através da adi¢cdo de dois grupos metéxi (-OMe),
nas posicdes 3 e 5, da origem ao seu analogo pteroestilbeno, Figura 1.8 (Ci6H1603). [48][49]
Também pertencente a familia dos estilbenos, o pteroestilbeno é classificado como uma
fitoalexina, compostos quimicos com propriedades antimicrobianas, onde, nas plantas, a sua
principal funcdo é proteger contra organismo patogénicos. [50] Este pode ser maioritariamente

encontrado nos mirtilos, podendo também existir em plantas medicinais. [51]

OH

H5CO X

OCH;

Figura 1.8. Representacdo da estrutura quimica do trans-pteroestilbeno.

Tal como o resveratrol, também o pteroestilbeno, possui atividade biolégica relevante,
atuando como antioxidante e possuindo atividade anticancerigena e cardioprotetora, e também
antimicrobiana, podendo ajudar na prevencao e varias doencgas crénicas. [52] O pteroestilbeno
apresenta uma maior biodisponibilidade em relacdo ao resveratrol. Isto acontece uma vez que o
pteroestilbeno apresenta dois grupos metoxi (-OMe) na sua estrutura, fazendo com que seja
mais lipofilico, de modo que seja absorvido pelas células, mostrando assim uma capacidade de
absorcdo superior a do resveratrol que contém apenas grupos hidroxilo (-OH). [53][54]

O pteroestilbeno tem vindo a ser alvo de estudo no que diz respeito ao polimorfismo,
encontrando-se patenteadas cinco formas deste composto, I-V. [55]

O desenvolvimento de novas formula¢des que potenciem o aumento da solubilidade do
pteroestilbeno continua também a ser alvo de estudo através da formacdo de cocristais. O
cocristal de pteroestilbeno com acido picolinico tem vindo a ser estudado no que diz respeito ao
polimorfismo e as suas propriedades farmacocinéticas, tendo sido comprovada a existéncia de
dois polimorfos deste mesmo cocristal. [51] [56] Bofill et al., (2021) verificaram um incremento
da biodisponibilidade oral do pteroestilbeno, em ratazana, em resultado da administracao do

cocristal. [51]
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A utilizagdo do pteroestilbeno como coformador foi abordada por Schukltheiss et al.,
(2010) que efetuou a sintese de dois cocristais utilizando como APIs a cafeina (polimorfo l e ll) e
a carbamazepina, onde estes demonstraram um aumento na solubilidade do pteroestilbeno. [57]

A piperazina e o acido glutarico foram também utilizados como coformadores por
Bethune et al., (2011) na pesquisa de cocristais com o trans-pteroestilbeno. [58] Em ambos os
casos obtiveram-se cocristais, sintetizados por varios métodos de preparagao (LAG, evaporagao
lenta e arrefecimento lento), ambos mostrando melhorias na sua solubilidade do pteroestilbeno

e tendo as suas estruturas resolvidas. [58]

1.5 Acido nicotinico

O 4cido nicotinico, Figura 1.9, uma forma ativa da vitamina B3, é um composto natural

gue pode ser encontrada numa grande variedade de alimentos.

O

|\ OH

~

N

Figura 1.9. Representacdo da estrutura quimica do acido nicotinico.

O 4acido nicotinico, por sua vez, é conhecido pelas suas vantagens no que diz respeito ao
metabolismo lipidico, ou seja, sendo um farmaco hipolipemiante, apresenta beneficios no
tratamento de pacientes com dislipidemia, uma vez que é capaz de aumentar os niveis de HDL
como também diminuir os niveis de LDL e de colesterol total, possuindo um largo espetro lipidico.
[59][60] Para além destas vantagens, esta forma de vitamina B também reduz os niveis de
triglicerideos. Apesar destas vantagens, a utilizacdo do acido nicotinico apresenta efeitos
colaterais afetando a sua eficacia clinica. [61]

Até a data, um polimorfo de acido nicotinico foi descoberto por Wright & King (1953),
encontrando-se depositado na CCDC. [62]

No que diz respeito a melhoria das suas propriedades quimicas, a formacao de cocristais

apresentam um papel importante. Ghosh et al., (2021) preparou um cocristal de modafinil:acido
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nicotinico via LAG, numa estequiometria 1:1, o que provou ter aumentado a solubilidade e
biodisponibilidade do API. [63] Também um estudo feito por de Almeida et al., (2020), provou
gue a formacdo de um cocristal de ciprofloxacina:acido nicotinico, numa estequiometria 1:1,
apresenta um aumento da sua solubilidade aquosa em relagao a ciprofloxacina pura e onde, mais

uma vez, se recorreu a mecanoquimica como técnica de eleicdo na formacdo de cocristais. [36]

1.6 Nicotinamida

A nicotinamida, Figura 1.10, é um derivado do acido nicotinico, também conhecida como
um derivado da vitamina B3. E reconhecida como um produto seguro para consumo (GRAS)
sendo um dos compostos mais utilizados como coformador na sintese de cocristais. [64] A sua
estrutura quimica, constituida por um anel de piridina e um grupo amida, participa na formacao

de sintdes supramoleculares. [65]

O

Figura 1.10. Representagdo da estrutura quimica da nicotinamida.

O estudo do polimorfismo e da formacdo de cocristais com a nicotinamida tem vindo a
ganhar cada vez mais interesse, existindo mais de 100 estruturas de cocristais depositadas na
CCDC (Cambridge Crystallographic Data Centre). O primeiro polimorfo a ser reportado foi em
1954 por Wright & King, (1954). [66] Li et al., (2020), mostrando a existéncia de sete novas formas
da nicotinamida (y, 6, €, {, n, 6, 1) obtidas por cristalizacdo do fundido. [67]

Bathori et al., (2011), utilizou a isonicotinamida como coformador na preparacdo de um
cocristal com nicotinamida numa estequiometria de 1:1. [68]

Chow et al.,, (2012), preparou dois cocristais de flurbiprofeno e ibuoprofeno com
nicotinamida, ambos por evapora¢do com etanol, provando que a nicotinamida é capaz de

aumentar a velocidade de dissolugdo, indicando o aumento da solubilidade de ambos os
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cocristais, havendo potencial para a sua comercializacdo. [69] Também Yuliandra et al., (2018)
estudou o cocristal juntamente com a mistura de ibuprofeno:nicotinamida, 1:1, tendo
confirmado o aumento da solubilidade e do efeito analgésico do cocristal em relacdo a mistura
ibuprofeno:nicotinamida e ao APl na sua forma comercial. [70]

Lou & Hu, (2011), reportou a formagdo de dois cocristais de nicotinamida com dois acidos
(3-hidroxi-2-naftdico e 4-aminobenzoico). [71] Existem também vdarios estudos envolvendo o
cocristal carbamazepina:nicotinamida, obtido por LAG, tendo vindo a ser estudado no que diz

respeito a sua solubilidade. [72][73][74]

1.7 Aminoacidos: L-triptofano e L-prolina

O L-triptofano e a L-prolina fazem parte dos 20 aminoacidos essenciais que podem ser
encontrados nas proteinas. Ambos possuem na sua estrutura um carbono — a ligado a um grupo
amina (-NHz) e a um grupo carboxilo (-COOH). Na figura 1.11 encontram-se representadas as

estruturas dos dois aminoacidos.

) Ho o "

f OH
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Figura 1.11. Representacdo da estrutura quimica da prolina (a) e do triptofano (b).

Gorbitz et al., (2012), obteve a primeira estrutura resolvida do L-triptofano (forma a), com
o grupo espacial P1. [75] Seguidamente, e complementando este estudo, Al Rahal et al., (2019),
reportou a existéncia de um outro polimorfo de L-triptofano (forma B). [76]

Tumanova et al., (2014), estudou a formacdo de cocristais entre o S-naproxeno e varios
aminodcidos na sua forma zwitteridnica, conseguindo resolver a estrutura do monohidrato S-
naproxeno:D-triptofano, obtido por evaporacdo lenta. [77] Sanii et al., (2022), obteve trés novas

formas cristalinas, uma de salicilato de litio e duas de acido anisico, ambas com L-prolina. [78]
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A estrutura cristalina entre o aminodcido L-triptofano e o 4-nitrofenol, resultante de uma
cristalizacao lenta em metanol, foi reportada por Rodrigues et al., (2012). [79] Para além destas
estruturas mencionadas, muitas outras foram estudas, podendo ser encontradas na base de

dados da CCDC. [80][81][82]

1.8 Sacarina

A sacarina, Figura 1.12, é um edulcorante artificial utilizada numa grande variedade de
alimentos, podendo ser encontrada sob trés formas diferentes: sacarina, sacarina de sédio e

sacarina de calcio.

Figura 1.12. Representagdo da estrutura quimica da sacarina.

O cocristal carbamazepina:sacarina (1:1) tem vindo a ser investigado em varias ocasides,
principalmente no que diz respeito a sua solubilidade. [83][84] Para além do cocristal de
carbamazeopina:sacarina, Alhalaweh et al., (2012), também mostrou que o cocristal de
indometacina:sacarina apresenta uma solubilidade aquosa 13 a 65 vezes superior a indometacina
pura, entre valores de pH de 1 a 3. [85] Também Jung et al., (2010), estudou o cocristal de
idometacina:sacarina no que diz respeito a sua dissolucao e biodisponibilidade in vivo, provando
gue estas propriedades do cocristal apresentam melhorias em relacdo ao APl puro, o que

confirma também o aumento da sua solubilidade aquosa. [86]
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1.9 4, 4’ - Bipiridil

0 4, 4’ — bipiridil, Figura 1.13, é um composto organico, conhecido também como um dos
isdmeros do bipiridil, e que possui na sua estrutura dois anéis de piridina ligados por uma ligagao

simples. O 4, 4’ — bipiridil é utilizado como um intermediario na sintese do paraquato.

N/\ /\N

Figura 1.13. Representacdo da estrutura quimica do 4, 4' - bipiridil.

Apesar deste composto ndo ser utilizado para fins terapéuticos, o 4, 4 — bipiridil é um
composto muito utilizado no estudo de formacgao de cocristais e na compreensao dos arranjos
cristalinos e dos sintGes supramoleculares que consegue estabelecer com outras moléculas. [87]
No que diz respeito a solubilidade, um estudo revela que o cocristal de paracetamol:4, 4’ —

bipiridil apresenta uma maior solubilidade aquosa em relacdo ao paracetamol puro. [88]
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Capitulo 2

2.1. Materiais e métodos
2.1.1. Materiais utilizados

O ativo farmacéutico e os coformadores utilizados neste trabalho, sdo apresentados na
Tabela 2.1.1, sendo indicados o laboratério de origem, o peso molecular (g.mol?), a pureza (%),

e o ponto de fusdo (informacdo do fornecedor).

Tabela 2.1.1. Origem e algumas caracteristicas do ativo farmacéutico e dos coformadores utilizados neste

trabalho.
Peso
Composto Origem molecular Pureza / % Ponto de fusdo / °C
/g.mol*
Shandong
Delafloxacina Octagon 440.76 >98.0 238-241
Chemicals
Resveratrol BLD Pharmatech 228.24 98.98 254-257
Pteroestilbeno BLD Pharmatech 256.30 98.0 89-92
Acido nicotinico Sigma - Aldrich 123.11 >99.5 236 - 239
Nicotinamida Sigma - Aldrich 122.12 >99.5 128 -131
L-triptofano Sigma - Aldrich 204.23 >99.5 280 - 285
L-prolina Sigma - Aldrich 115.13 99.0 228
4,4’ - Bipiridil Fluka 156.19 299.0 109 - 112
Sacarina Sigma - Aldrich 183.19 98.0 226 - 229
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Na Tabela 2.1.2 apresenta-se a informacgao relativa dos solventes utilizados nos ensaios

de cristalizagdo em solucdo, para o estudo do polimorfismo do ativo farmacéutico, delafloxacina.

Tabela 2.1.2. Origem e pureza dos solventes utilizados no estudo do polimorfismo da delafloxacina por
cristalizagdo em solugdo.

Solvente Origem Pureza / %
Metanol Sigma-Aldrich 99.9
Isopropanol EWG-Kennzerchnunh 99.7
Etanol Fisher Scientific 99.8
Acetato de etilo Sigma-Aldrich 99.9
Tetra-hidrofurano (THF) Fisher Scientific 99.99
Acetona Fisher Scientific >99.8
Cloroférmio Fisher Scientific 99.99
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2.1.2 Métodos de preparagao das amostras
2.1.2.1 Mecanoquimica

A mecanoquimica, é uma técnica de eleicdo na sintese de cocristais, que é promovida pela
acdo mecanica. [89] Este tipo de técnica que satisfaz os requisitos da quimica verde, é uma
alternativa mais limpa, segura e eficiente e cada vez mais utilizada para a obtengdo de novos
solidos com principal interesse na industria farmacéutica. [90]

Este processo de obtenc¢do de novos sélidos pode ser feito por agdo mecanica, usando um
moinho de bolas, ou manualmente, através de um almofariz. Para além disso, pode ainda ser
feito por moagem a seco (Neat Grinding, NG) ou moagem assistida por solvente (Liquid-Assisted
Grinding, LAG), neste caso com a adicdo de pequenas quantidades de solvente. Este tem um
efeito catalitico, potenciando a velocidade da reacdo e, consequentemente, a formagdo dos

cocristais, tornando o uso de LAG uma técnica mais vantajosa. [90][91][92]

Condig¢Ges experimentais:

Na etapa da preparagdo das amostras, utilizou-se um moinho de bolas Retsch MM400,
com vasos de 10 mL e duas esferas de 7 mm de diametro em cada vaso, ambos de aco inoxidavel.
Posteriormente, e como forma de prevenir a contaminagao das amostras durante a moagem,
recorreu-se a vasos de oxido de zirconio, de 10 mL, e esferas de 4 mm de didmetro, também
deste material, sendo mais uma vez utilizado duas esferas por vaso.

Todas as moagens foram realizadas a uma frequéncia de 30Hz durante 30 minutos,
usando massas totais de aproximadamente 70 mg. As moagens assistidas por solvente foram

todas realizadas utilizando 10 pL de etanol.
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2.1.2.2. Cristalizagdo de solugdo

A cristalizacdo de solucdo é uma forma de obtencdo e de discriminacdo de formas
polimérficas com grande relevancia na industria farmacéutica, onde a selecao de diversos
solventes podera gerar diferentes formas cristalinas. [93] Este método é bastante utilizado como
uma primeira abordagem no estudo do polimorfismo de ativos farmacéuticos, sendo também a
metodologia com maior sucesso para a obtenc¢ao de monocristais para resolugdo de estruturas

por difracdo de raios-X. [94]

Condig¢Ges experimentais:

Foram dissolvidos cerca de 7 mg de delafloxacina em 10 mL de solvente (Tabela 2.1.2)
com agitacdo de modo a facilitar o processo de dissolucdo. Posteriormente, as amostras foram
filtradas através de filtros de 0.45um de PTFE hidrofdébico e transferidas para caixas de Petri (¢ =
5.1 cm; altura h =1.2 cm) ou para copos de 50 mL (¢ = 6.5 cm; altura h = 3.5 cm). Por fim, deixou-
se evaporar o solvente a temperatura ambiente ou a 4 °C. Os soélidos obtidos foram depois
observados através de um microscépio de transmissdo de luz polarizada, Leica, DMRB e

analisados por difracdo de raios-X de pd, FTIR e DSC.

2.2. Caracterizagao dos sélidos obtidos

2.2.1. Andlise Térmica

A analise térmica designa um conjunto de técnicas analiticas que tém como finalidade o
estudo de propriedades fisico-quimicas de substancias e materiais em fung¢ao da temperatura ou
do tempo, enquanto a amostra em estudo é submetida a um programa de temperatura, numa
atmosfera controlada. [95][96] Neste trabalho, as técnicas de andlise térmica utilizadas foram a
calorimetria de diferencial de varrimento (DSC), a analise termogravimétrica (TG) e a
termomicroscopia com luz polarizada (PLTM).

Ao submeter-se uma amostra a um programa de temperatura, sob uma atmosfera
controlada, obtém-se um registo em funcdo da temperatura ou do tempo, sendo possivel assim
apresentar os fendmenos que ocorreram durante o programa de temperatura imposto a

amostra. Estes fendmenos podem resultar em absorcdo (endotérmico) ou libertacdo de energia
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(exotérmico). Os estudos por DSC dardo conta destes fendmenos, que serdo registados por
termomicroscopia quando observada sob luz polarizada. Por termogravimetria apenas serao

registados eventos que conduzem a alteracdo da massa da amostra.

2.2.1.1 Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

A calorimetria diferencial de varrimento, DSC, do inglés Differential Scanning Calorimetry,
€ uma das técnicas de andlise térmica mais utilizadas que mede o fluxo de calor entre uma
amostra e um material de referéncia. Predominante em areas como o estudo de polimeros,
farmacos e materiais inorganicos, estuda os fendmenos que envolvem trocas de energia ou
variagao de capacidade calorifica, e.g. transigao vitrea (Tg), cristalizagdo, fusao e degradacgao, que
ocorrem numa amostra quando esta e o seu material de referéncia sdo submetidos a um
programa de aquecimento e/ou arrefecimento sob uma atmosfera controlada, podendo durante
este processo ocorrer ou ndo transferéncia de massa para a vizinhanca. [97]

O sistema de DSC pode ser classificado como DSC de fluxo de calor e DSC de poténcia
compensada, sendo este Ultimo o sistema utilizado no presente trabalho. No DSC de poténcia
compensada a amostra e a referéncia estdo dispostas em fornos separados, medindo-se a
energia necessdria para manter ambas a mesma temperatura, a medida que sdo submetidas a
um programa controlado de temperatura, sob uma atmosfera especificada. Quando ocorre um
evento térmico na amostra, a energia fornecida é ajustada de forma que a temperatura da
amostra se mantenha igual a da referéncia (Tamostra = Treferéncia). [92]

Tal como foi dito anteriormente, ao expormos a amostra a um programa de temperatura
previamente selecionado, a sua curva térmica regista os eventos energéticos que ocorrem na
amostra, sendo assim possivel observar as alteracdes que ocorrem nas suas propriedades fisicas.
Estes eventos fazem aumentar (endotérmico) e diminuir (exotérmico) a energia que é necessario

fornecer a amostra para que o programa de temperatura seja cumprido. [98]
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Condigdes experimentais:

Neste trabalho, foi utilizado um calorimetro Perkin-Elmer DSC 7 equipado com um banho
de refrigeragdo ajustado a -20 °C, utilizando como fluido de refrigeracdo uma mistura de
etilenoglicol-agua (1:1, v/v). O gas de purga utilizado foi 0 azoto, com um fluxo de 20 mL/min.

A generalidade das amostras foram preparadas em capsulas de aluminio de 30 pL
perfuradas. Como referéncia, utilizou-se uma capsula igual a da amostra, mas vazia.

A calibragdo do aparelho de DSC foi feita a uma velocidade de varrimento de 10 °C / min,
tendo-se utilizado vdrios padrdes de acordo com a gama de temperatura a que pretendiamos
trabalhar.

Na calibracdo da temperatura foram utilizados os seguintes padrdes: fenil-salicilato
(material de referéncia certificado, LGC2613, Tonset = 41.46 °C); bifenilo (material de referéncia
certificado, LGC2610, Tonset = 68.93 °C); naftaleno (material de referéncia certificado, LGC2401,
Tonset = 80.20 °C); acido benzdico (material certificado, LGC2606; indio (material de referéncia
certificado Perkin-Elmer, 99.999%, Tonset = 156.60 °C). Na calibracdo da variacao de entalpia, ArusH,
foi utilizado o indio (AfsH = 28.8 1 / g). [99]

2.2.1.2. Andlise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) é uma técnica em que a massa de uma substancia é
monitorizada ao longo do tempo, enquanto é exposta a um programa de temperatura
controlado. Deste modo, permite estudar a estabilidade térmica através das perdas de massa
gue ocorrem num composto submetido a um programa de temperatura controlado e sob uma
atmosfera especificada. [100]

O resultado da analise de uma amostra por TGA, € uma curva de % de massa em fungao
da temperatura, designada por termograma, sendo Unica para cada composto, e permitindo
identificar os eventos que vao ocorrendo na amostra ao longo do tempo, tais como, perda de
agua, perda de solvente, descarboxilacdo, oxidacao, pirdlise, etc. [101]

Para além da curva de perda de massa, a sua primeira derivada pode ser também

representada, da qual podemos obter informagdes mais claras.
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Condigdes experimentais:

As curvas de TG foram obtidas na Unidade de Controlo de Qualidade de Produtos
Farmacéuticos (UCQFarma) da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, através de
um sistema TGA209F3A-0115-L numa gama de temperatura de 30-600 °C e sob uma atmosfera
de azoto, com um fluxo de 20 mL / min. A velocidade de varrimento adotada foi de 10 °C / min.

As amostras foram pesadas de maneira a que tivessem uma massa de aproximadamente

10 mg em cdapsulas de alumina (Al>O3).

2.2.1.3 Termomicroscopia com Luz Polarizada (PLTM)

A termomicroscopia com luz polarizada é uma técnica de andlise térmica com elevada
importancia na caracterizacdo do estado sdélido. Os materiais sdo expostos a programas de
temperatura, sendo monitorizados ao longo do tempo/temperatura com o auxilio de um
microscopio. A partir desta técnica é possivel observar os diferentes eventos térmicos que
acontecem na amostra, por exemplo, podemos acompanhar eventos como a fusao, cristalizagao,
transicdo vitrea, sublimacdo, decomposicao, etc, que resultem na alteracdo da imagem da
amostra quando observada sob luz polarizada.

Com interesse acentuado em varias areas da ciéncia, possui elevada importancia na
investigacdo de produtos farmacéuticos. [102] Deste modo, é util na observacdo da morfologia
e na analise de ativos farmacéuticos (APIs) e de excipientes, sendo também uma das técnicas
mais utilizada na caracterizagdo/identificacdo de polimorfos, permitindo identifica-los através de
pontos de fusdao ou de outros eventos térmicos que se encontram a temperaturas diferentes em
relacio as outras formas polimérficas do mesmo composto. E, ainda, uma técnica versatil,
permitindo observar o comportamento da amostra em diferentes programas de aquecimento
e/ou arrefecimento, sendo também uma técnica complementar a outras técnicas analiticas, tais
como, a calorimetria diferencial de varrimento (DSC), a espetroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR) e a analise termogravimétrica (TGA). [102][103]

Condi¢Oes experimentais:

A termomicroscopia com luz polarizada (PLTM), foi utilizada neste trabalho para a

obtencdo de imagens dos sélidos preparados por evaporacdo lenta de solvente e visualizagdo
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dos fendmenos térmicos de algumas amostras quando sujeitas a programas de aquecimento
e/ou arrefecimento. O equipamento utilizado possui uma placa de aguecimento DSC600, em que
atemperatura é medida com sensores de platina (Pt100). O equipamento, é também, constituido
por um bloco central de unidades possuindo diversas fun¢Ges: a unidade CI94 (Computer
Interface), que permite controlar o programa de temperatura, a unidade LNP94 (Liquid Nitrogen
Pamp), permitindo o controlo da refrigeracdo e uma unidade VT0232 (Video Text). O
equipamento possui, ainda, um computador que permite controlar todo o sistema. As amostras
foram observadas com recurso a um microscépio de transmissdo de luz polarizada, Leica, DMRB.

As imagens foram adquiridas com uma ampliagao de x50.

2.2.2. Espetroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Na espetroscopia de infravermelho, a radiacdo de frequéncia apropriada é absorvida pela
molécula de acordo com os niveis de energia dos seus modos vibracionais. Para que um modo
vibracional seja ativo em espetroscopia de infravermelho, a molécula terd de apresentar
alteragdes no seu momento dipolar resultante desse modo vibracional. [104] Deste modo, a
intensidade depende da capacidade da molécula em absorver energia na gama do infravermelho.
[107] A espetroscopia de infravermelho é uma técnica analitica que, para além de permitir
identificar grupos funcionais (tais como dlcool, dcido carboxilico, etc.), origina um espetro, por
exemplo de absorvancia (u.a.) em funcdo do nimero de onda (cm™), que é a impressao digital da
molécula em estudo. [104]

Existem varios modos de aquisicdo de espetros de infravermelho, sendo os mais comuns
o modo de transmissdo, de refletdncia total atenuada (ATR), de refletancia difusa e de reflexdo-
absorcdo. No presente trabalho, os espetros foram obtidos em modo ATR na regido média do
infravermelho (4000 — 400 cm™). Na sua recolha foi ainda utilizado um instrumento com
transformada de Fourier, onde o monocromador é substituido por um interferémetro.

A espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) tem sido cada vez
mais aplicada em diversas dreas da ciéncia, tais como, na area forense e farmacéutica, no estudo
de proteinas, na andlise de polimeros e plasticos, na identificacdo de tintas, resinas, borrachas,
etc. Por sua vez, este método é significativamente util na area do controlo e qualidade dos

materiais.
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Para além da calorimetria diferencial de varrimento e da técnica de difragao de raios-X,
também a espetroscopia de infravermelho é utilizada na investiga¢dao de polimorfos, sendo uma
ferramenta importante no estudo das ligacdes intermoleculares que os grupos funcionais que
duas ou mais moléculas estabelecem entre si. Simples, de facil manuseio e de baixo custo, é uma

das técnicas analiticas mais utilizadas.

Condigdes experimentais:

Para a andlise por espetroscopia de infravermelho, foi utilizado um espectrémetro com
transformada de Fourier (FTIR) Thermo Scientific Nicolet 380 com a resolu¢cdo de 1 cm™. Foi
utilizado um acessério de refletdncia total atenuada, ATR, Smart Orbit Diamond ATR da Thermo
Scientific Nicolet, possuindo um cristal de diamante que permite uma gama espetral no intervalo
de 10000-200 cm™, e onde a drea em que é a colocada a amostra é de 13 mm?2.

De maneira a proceder-se a andlise dos compostos, colocou-se uma pequena quantidade
de amostra na zona ativa do ATR, baixando-se, posteriormente, a torre de pressao. Para a
aquisicao dos espetros utilizou-se o software EZ OMNIC 6.1. Cada espetro foi obtido com 32

scans, numa gama espetral de 4000-400 cm2.

2.2.3. Espetroscopia de Difragdo de Raios-X (XRD)

A espetroscopia de difragdo de raios-X, € uma técnica complementar a espetroscopia de
infravermelho no que diz respeito a identificacdo das formas polimdrficas dos compostos. Tendo
por base a incidéncia de um feixe monocromatico de raios-X no cristal de uma amostra, é uma
ferramenta importante na identificacdo das estruturas dos materiais cristalinos. Por ndo terem
uma ordem de longo alcance, é pouco apropriada na analise de materiais amorfos.

Tal como foi referido, um feixe de raios-X incide na amostra, sendo posteriormente
difratado pelos planos cristalograficos, ou seja, cada plano do cristal reflete a radiacdo segundo
um angulo 8, dando origem a interferéncias construtivas para determinados angulos, enquanto
os restantes ddo origem a interferéncias destrutivas. [98] O fendmeno de difracdo de raios-X

pode ser explicado segundo a lei de Bragg, expressa pela seguinte equacao:

nl = 2d sin 6 [Eq. 2.1]
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onde n descreve a ordem de difracdo, A o comprimento de onda da radiacdo raios-X, d é a
distancia entre planos e 8 o angulo de difragao.

No presente trabalho foi utilizada a técnica de difracdo de raios-X de p6 (XRPD). Tal como
o nome indica, a amostra é analisada sob a forma de um pd policristalino, sendo possivel uma
analise qualitativa do material, através da comparacdo de padrdes. O resultado da analise de
uma amostra por XRPD, vai ser um espetro de intensidade em fun¢do do angulo 26, onde a
posicdo dos picos é caracteristica da amostra em estudo, permitindo a comparacdo entre
amostras e podendo a estrutura ser identificada a partir da base de dados Cambridge
Chrystallographic Data Centre (CCDC), caso ja tenha sido resolvida e depositada. A intensidade

dos picos pode depender do modo de preparacdo da amostra.

Condigdes experimentais:

Os estudos por difracdo de raios-X de pé (XRPD) foram feitos na Unidade de Controlo de
Qualidade de Produtos Farmacéuticos (UCQFarma) da Faculdade de Farmacia da Universidade
de Coimbra. Neste processo, as amostras foram analisadas com recurso a um difratémetro de
raios-X MiniFlex 600 (Rigaku, Japdo). Utilizou-se radiacdo Ka (A = 1,541862 A) com um filtro K8.
Na preparagao das amostras, foram utlizados porta amostras com superficies em silicio, sendo
os difratogramas obtidos a uma temperatura de cerca de 40°C. Para simulac¢do dos difratogramas
a partir de estruturas resolvidas ja existentes na literatura, de modo a comparar com as formas

polimdrficas obtidas, utilizou-se o software Mercury 2021.3.0.
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Capitulo 3

3. Resultados e Discussao
3.1. Delafloxacina - pesquisa e caracterizagcdo de formas polimarficas

3.1.1. Avaliagdo do composto comercial

A amostra de partida do ativo farmacéutico, delafloxacina, foi inicialmente caracterizada

por difracdo de raios-X de pd, Figura 3.1.1, e identificada como a forma polimdrfica

anteriormente descrita por Anwer et al. [34]

—— DLX comercial

Intensidade / u.a.

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura 3.1.1. Difratograma de raios-X de pé da amostra comercial de delafloxacina.
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Ao caracterizarmos o composto por calorimetria diferencial de varrimento, DSC, Figura
3.1.2, observamos apenas uma transi¢ao de fase, o que foi confirmado por termomicroscopia,

correspondente a fusdo (Tsus = (244.0 £ 0.5); ArusH = (48.3 £ 0.6) kl/mol), Tabela 3.1.1.

—— Delafloxacina comercial

dQ/ dt

T Endo

' T T T T T
150 200 250

Temperatura / °C

T
50 100

Figura 3.1.2. Curva de DSC de uma amostra de delafloxacina comercial sujeita a um programa de
aquecimento de 25 °Ca 265 °C, =10 °C/ min, m = 1.05 mg.
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Tabela 3.1.1. Temperatura de fusdo, Tonset, e entalpia de fusdo (AfusH) da delafloxacina comercial (n=3), valores
obtidos por calorimetria diferencial de varrimento.

Ensaio Tonset / °C A fusH/ k) / mol
1 2435 48.9
2 244.6 48.5
3 244.0 47.6
f+s 244.0%0.5 48.30.6

No espetro de infravermelho, Figura 3.1.3, sdo identificados os picos correspondentes as
elongacdes dos grupos funcionais O-H (3337 cm™), C-H (3073 cm?), cetona C=0 (1707 cm™),
elongacdo correspondente ao grupo C=0 do &acido carboxilico (1622 cm™), a elongac¢do do C-F

(1112 cm™) e a elongacdo C-Cl (848 cm™?).

—— DLX comercial

1622

1707
848

1112

Absorvancia / u.a.

3337

3073

/[
T T T T 7/ T T T T T T T

T | T T
3500 3000 1800 1600 1400 1200 1000 800

|
600
Numero de onda / cm’

Figura 3.1.3. Espetro de infravermelho obtido para uma amostra de delafloxacina comercial.
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3.1.2 Pesquisa de formas polimérficas por mecanoquimica

Apds uma avaliagdo preliminar do composto comercial, e pretendendo estuda-lo
utilizando a mecanoquimica, foram feitos ensaios usando moagem a seco (Neat Grinding; NG) e
assistida por solvente (Liquid Assisted Grinding; LAG).

A caracterizacdo por difracdo de raios-X de pé das amostras obtidas por moagem, Figura
3.1.4, permite verificar que o processo de NG conduz a formag¢ao de um amorfo, ndo
apresentando assim qualquer ordenacdo espacial. J& a amostra obtida por LAG apresenta

reflexdes da forma polimdrfica inicial, ou seja, do composto comercial, apesar de mais alargadas.

—— DLX comercial
— DLX NG
—— DLX LAG EtOH

Intensidade / u.a.

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura 3.1.4. Difratogramas de raios-X de p6 das amostras de delafloxacina comercial, NG e LAG.
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De modo a reunir informagdo adicional sobre as modificagdes estruturais sofridas durante
os processos de moagem NG e LAG, procedeu-se a caracterizagdo destas amostras pela técnica
de FTIR, Figura 3.1.5. Quando comparamos os espetros da amostra comercial com o da amostra
conseguida por NG, neste ultimo, verificamos algumas alteragdes no perfil das bandas em
comparag¢ao a amostra comercial, resultado da amorfizagao do composto. Mais concretamente,
podemos observar um alargamento das bandas de elongac¢do de alguns grupos funcionais
caracteristicos, tais como, -OH, cujo valor maximo de nimero de onda diminui de 3337 cm™ para
3327 cm™. A elongacdo do grupo funcional cetona (C=0) da delafloxacina sofre um deslocamento
de 1707 cm™ para 1712 cm™. Também a elongacdo do grupo C=0 do acido carboxilico se desloca
para um valor de 1615 cm™. Ja o sinal correspondente a elongac3o da ligagdo C-Cl, divide-se em
dois sinais aumentando para um valor de 853 cm™.

A amostra obtida por LAG manteve a sua estrutura, apresentando um espetro idéntico

ao do composto comercial.

—— DLX comercial
—— DLX NG
—— DLX LAG EtOH

= <

e VO
e

Absorvancia / u.a.

I /AN | | | | | |
3500 3000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Numero de onda / cm’”

Figura 3.1.5. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina comercial, NG e LAG.

39



As amostras de delafloxacina, obtidas por moagem NG e LAG, foram analisadas também
por métodos de analise térmica, calorimetria diferencial de varrimento, Figura 3.1.6, PLTM,
Figuras 3.1.7 e 3.1.8 e termogravimetria, Figura 3.1.9.

No estudo por DSC, Figura 3.1.6, observamos a ocorréncia de varios eventos na curva da
amostra obtida por Neat Grinding, nomeadamente, eventos exotérmicos atribuiveis a
cristalizacao e por fim fusdo. Os picos de fusdao observados sao de natureza complexa.

As curvas de DSC da amostra obtida por LAG tém um pico Unico correspondente a fusao,
registando-se um decréscimo na temperatura a que a transicdo é observada. Dado que se trata
do mesmo polimorfo da forma comercial, esta diferenca poderd dever-se a diminui¢cdo do
tamanho de particulas.

Imagens ilustrativas do comportamento térmico das amostras obtidas por LAG e NG, em
ensaios de PLTM, s3o apresentadas nas Figuras 3.1.7 e 3.1.8. A amostra obtida por LAG,
submetida a um programa de aquecimento de 25 a 265 °C, Figura 3.1.7, mostrou apenas fusdo

com inicioa T~ 238 °C.

T Endo

T =244.0°C

onset

A, H=47.6kJ/mol

Delafloxacina
comercial

T, .. =239.1°C
A, H=46.5kJ / mol

dQ/ dt

T, .= 287.0°C

AMH =31.9 kJ / mol Delafloxacina

LAG EtOH

Delafloxacina NG

Delafloxacina NG

1
50 100 150 200 250
Temperatura / °C

Figura 3.1.6. Curvas de DSC de aquecimento de amostras de delafloxacina comercial e
submetidas a moagens, NG e LAG, B =10 "C/ min.
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Figura 3.1.7. Imagens registadas de uma amostra de delafloxacina LAG ao longo de um ensaio de aquecimento
com recurso a microscopia de luz polarizada com uma ampliagdo de x200. a) Delafloxacina LAG a 25 °C; b)
Delafloxacina LAG a 144 °C; c) Inicio da fusdo da delafloxacina LAG a 238 °C; d) T=241°C; e) T=244 °C.

Os resultados obtidos para a amostra preparada por NG sdo exemplificados na Figura
3.1.8. De realcar que a amostra, no inicio da experiéncia, ja se encontrava cristalina. Observam-
se aglomerados cristalinos compactos e outros cristais distintos em muito menor quantidade.
Verificou-se a fusdo dos aglomerados cristalinos mais abundantes a uma temperatura de 235 °C,
seguida da fusdo de uma segunda forma do composto a 244 °C, justificando a interpretacdo das
curvas obtidas por DSC. E assim proposta a identificacdo de duas formas sélidas com

temperaturas de fusdoa T~ 235 °Ce 244 °C.

Figura 3.1.8. Imagens registadas de uma amostra de delafloxacina NG no aquecimento até a fusdo, ampliacdo de
x200. a) Delafloxacina NG a 25.0 °C; b) Delafloxacina NG a 61.0 °C; c) Inicio da fusdo da delafloxacina NG a 235 °C;
d) T=238 °C; e) Fusdo de uma segunda forma da delafloxacina NG a 244 °C.
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Pela analise da curva termogravimétrica obtida para a delafloxacina comercial, Figura
3.1.9, ndo se verificou nenhuma perda de massa significativa até a fusdo (% massa = 0.43; Tonset=
244.0 °C; Tpeak = 246.5 °C), sendo a amostra termicamente estdvel até a ocorréncia deste
fendmeno. Figura 3.1.9 e S1. A temperatura de fusdo esta em concordancia com o valor obtido
por DSC. J4 a ultima perda de massa (37.56 %) no intervalo de temperaturas de 295 — 600 °C
ocorre aquando da decomposicdao da delafloxacina. O comportamento da amostra de
delafloxacina LAG apresenta o mesmo perfil do da amostra comercial. A amostra obtida por NG
mostra uma perda inicial de massa de cerca de 2% que poderd ter resultado da humidade

adsorvida, e decomposicao com perfil idéntico ao das outras amostras.

—— Delafloxacina comercial
—— Delafloxacina NG
Delafloxacina LAG EtOH

100 4%

dm / dt

80

% Massa

60 —

| |
200 400 600
Temperatura °C

Figura 3.1.9. Curvas termogravimétricas (TGA) de uma amostra comercial de delafloxacina e de
amostras obtidas por NG e LAG.
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Tal como referido, a amostra obtida por NG, numa primeira abordagem, apresenta-se
como uma fase amorfa. A amostra foi guardada num exsicador sobre CaCl,, a 4 °C, e analisada ao
longo do tempo, por XRPD, Figura 3.1.10, com o intuito de avaliar a estabilidade cinética do
amorfo. Assim, verificdmos que este apresenta algumas reflexdes apds um periodo de
aproximadamente um més. Isto acontece uma vez que os compostos amorfos sao metaestaveis,
tendendo a cristalizar ao longo do tempo. No entanto, nos trés meses seguintes nao foi

observada evolucdo adicional do amorfo.

—— DLX comercial

—— DLX NG

——DLX NG ap6s 1 més
—— DLX NG apods 2 meses
—— DLX NG apds 3 meses

Intensidade / u.a.

M
-

20./°

Figura 3.1.10. Difratogramas de raios-X de pé de uma amostra de delafloxacina comercial e duma
amostra obtida por NG, recolhidos em periodos de tempo diferentes, apds preparagao.
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3.1.3. Estudo da influéncia do solvente na obtenc¢do de formas polimdrficas da delafloxacina

Tal como foi dito anteriormente, o solvente utilizado pode influenciar a forma polimdrfica
do API que se ird obter no final de um processo de cristalizagao. Para este estudo foram usados
os solventes apresentados na Tabela 2.1.2 da seccdo de materiais e métodos, com diferencas de
polaridade e capacidade de formacao de ligacdes de hidrogénio, de modo a dar lugar a diferentes
interagdes intermoleculares com a delafloxacina.

A utilizacdo de um microscépio permitiu observar os habitos cristalinos dos sélidos que
se formaram com os diferentes solventes, Tabela 3.1.2. Em todos os casos foram obtidas aciculas.

A Figura 3.1.11 apresenta os difratogramas de raios-X de po obtidos para estas amostras,
onde é possivel apurar que o polimorfo indicado na forma comercial foi obtido na maioria dos
solventes. No ensaio feito com tetrahidrofurano (THF) observamos um novo padrdo de difracdo
da delafloxacina, diferente do obtido para a forma comercial. As reflexdes mais intensas sdo
observadas para 26 =4.32, 7.17, 10.69, 14.65, 20.03 °. Nos difratogramas obtidos em acetato de
etilo e acetona, para além reflexdes registadas na amostra comercial hd uma reflexao adicional
a20=7.45".

A influéncia do solvente na obtencdo de formas polimdrficas também foi estudada
através do espetro de infravermelho dos sélidos obtidos em cada solvente.

Ao analisarmos os espetros de FTIR, Figura 3.1.12, ha diferencas notdrias nos espetros
dos cristais obtidos com tetrahidrofurano (THF) relativamente ao do composto comercial. Todos

os restantes conduziram a forma comercial da delafloxacina.
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Tabela 3.1.2. Imagens de cristais de delafloxacina obtida por cristalizagdo nos solventes indicados; microscépio
com luz polarizada (ampliagdo x50).

Solvente Cristais obtidos Forma

Etanol Forma comercial

Metanol Forma comercial

Isopropanol Forma comercial
Acetona Forma comercial / (+)
THF Diferente da comercial

Cloroférmio Forma comercial

Acetato de etilo Forma comercial / (+)

(+) — Reflexdes adicionais no difratograma de raios-X de pé.
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Figura 3.1.11. Difratogramas de raios-X de pé de amostras de delafloxacina cristalizada em diferentes
solventes, indicados na Figura.
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Figura 3.1.12. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina cristalizada em diferentes
solventes, indicados na Figura.
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Os difratogramas representados na Figura 3.1.13, resultaram de varios ensaios de
cristalizagcao foram efetuados, usando os solventes acetato de etilo, cloroférmio e THF. Estes
ensaios foram realizados em copo e em caixa de Petri, o que permite ter algum controlo sobre a
velocidade de evaporagdo dos solventes de maneira a possuirmos um termo de comparagao

entre os diferentes tempos de cristalizagdo.

a) — Delafloxacina comercial _ Figura 3.1.13. Difratogramas de raios-X
—— Acetato de etilo (1) em caixa de petri ) )
——— Acetato de etilo (2) em copo de p6 de amostras de delafloxacina
——Acstaio de etilo (2) e cabay de pet cristalizada em direntes solventes

variando as condi¢Oes experimentais
(Tamb exceto quando referido): a)

< acetato de etilo; b) cloroférmio; c) THF.
g
S
2
o ¥
=y ! 1
i . '
T " T e T M T . T . T - T ” 1
5 10 15 20 25 30 35 40
20/°
b) —— Delafloxacina comercial
—— Cloroférmio (1) em caixa de petri

—— Cloroférmio (2) em caixa de petri
Cloroférmio (3) em copo

Intensidade / u.a
—t
o

T A T .3 T M T v T A T 7 T v 1
5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

—— Delafloxacina comercial
c) ———— THF (1) em caixa de petri
THF (2) em caixa de petri
———— THF (3) em copo
—— THF (4) em copo
—— THF (5) em caixa de petri

Intensidade / u.a.

“*—...A.«..WMN-’JV\,-
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Na Figura 3.1.13 podemos ver que se obteve diferentes resultados para os varios ensaios
realizados. No entanto, ndo é possivel atribuir um efeito determinante da realizagdo de
evaporacdo em copo ou em caixa de Petri. Em acetato de etilo obteve-se uma mistura de forma
comercial com outra forma caracterizada por reflexdes a260=4.3°,7.4°,149°,15.6°,225 e
22.9 °. Esta forma tem maior contribuicdo nos ensaios (2) e (3). A Figura S.2 em anexo, completa
esta andlise. Em cloroférmio obteve-se maioritariamente a forma comercial. No ensaio (1) sdo
visiveis reflexdes da nova forma sdlida. Em THF, em que a evaporacao é mais rapida, obteve-se
um amorfo (ensaio 5) em evapora¢do a temperatura ambiente. Os ensaios de evaporacado
realizados a 4 °C (ensaios (1) a (3)) originaram diferentes sélidos como mostra a Figura 3.1.13 c).
A diferenca nos difratogramas de THF pode estar no facto de estarmos perante diferentes
hidratos ou solvatos.

A analise dos espetros de infravermelho das amostras obtidas nestes ensaios é uma outra
forma de avaliarmos se a estrutura dos compostos ndo se alterou, Figuras 3.1.14,3.1.15 e 3.1.16.

Os espetros de infravermelho em amostras cristalizadas em acetato de etilo apresentam
diferencas subtis, nas regides assinaladas na Figura 3.1.14, relativamente ao espetro da amostra
comercial, em concordancia com as conclusdes retiradas por XRPD. Os espetros das amostras
obtidas em cloroférmio, Figura 3.1.15 sdo, como se esperava, similares ao da amostra comercial,

e em THF, Figura 3.1.16, as diferencas mais notdrias sdo registadas para a amostra (5), amorfa.

Delafloxacina
comercial

Caixa de Petri (1)

Copo (2)

Absorvancia / u.a.

A / Caixa de Petri (3)

.WF \ f

.
J eV \iN‘

ya
r T T 7 A T T T

T T
3500 3000 1800 1600 1400

T T T T
1200 1000 800 600

Numero de onda / cm’”

Figura 3.1.14. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina obtidas por cristalizagdo em
acetato de etilo.
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Figura 3.1.15. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina obtidas por cristalizagdo em
cloroférmio.
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Figura 3.1.16. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina obtidas por cristalizagdo em
THF.
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Nas Figuras 3.1.17, 3.1.18 e 3.1.19 encontram-se representadas as curvas de DSC de
aquecimento das amostras obtidas nos ensaios de cristalizagdao em acetato de etilo, cloroférmio
e THF, anteriormente descritos, respetivamente.

Os ensaios de DSC para as amostras cristalizadas em acetato de etilo e em cloroférmio
mostram resultados de Tonset € de AfusH concordantes entre si. A fusdo ocorre a T ~ 242 °C, e
nalgumas curvas sao observados eventos endotérmicos de baixa energia antes da fusao, que
poderdo evidenciar a existéncia de transicées sélido — sélido ou dessolvatacao.

Os ensaios em THF conduzem a resultados muito diversos, como se esperaria atendendo
a diversidade de difratogramas de raios-X. Em alguns ensaios sdo observadas transi¢des
endotérmicas de baixa energia antes da fusdo, a qual apresenta por vezes evidéncia de ser um
fendmeno complexo.

A quantidade reduzida de material disponivel ndo permitiu realizar investigacao adicional.
No entanto, este trabalho abre perspetivas interessantes para o futuro, uma vez que ndo existe

até agora, qualquer estudo sobre o polimorfismo da delafloxacina reportado na literatura.

T =2410°C

* ' onset

A, H=456kJ/mol

Caixa de Petri (1)

T =2419°C

onset

A,.H=38.0kJ/mo

dQ/dt
m
=
&

Copo (2)

T, . =2417°C
A, H=45.2kJ/ mol

Caixa de Petri (3)

T

T T T T
50 100 150 200 250

Temperatura / °C

Figura 3.1.17. Curvas de DSC de vérias amostras de delafloxacina cristalizadas em acetato de etilo e
sujeitas a um programa de aquecimento de 25 °Ca 265 °C, =10 °C / min.

50



ST =2424°C

0 . J onset

i /A H=46.2kJ/mol
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T,..=241.7°C

A, H=45.2kJ/ mol

Caixa de Petri (3)

T T T T T T T
50 100 150 200 250
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Figura 2.18. Curvas de DSC de vdrias amostras de delafloxacina cristalizadas em cloroférmio e sujeitas
a um programa de aquecimento de 25 °Ca 265 °C, B =10 °C / min.
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Figura 3.1.19. Curvas de DSC de varias amostras de delafloxacina cristalizadas em THF e sujeitas a um
programa de aquecimento de 25 °Ca 265 °C, =10 °C/ min.
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3.1.4 Estrutura cristalina de um polimorfo de delafloxacina

Em ensaios de cristalizacdo em etanol, foram obtidos cristais com qualidade adequada
para a resolucdo da estrutura por difracao de raios-X de monocristal. A resolu¢do da estrutura
foi feita no laboratdrio Centro di Cristallografia Strutturale (CRIST), Universita degli Studi di
Firenze, Itdlia, a temperatura de 100 K. O sdélido cristalizou num sistema monoclinico, no grupo
espacial P1. Os parametros obtidos para a célula unitaria foram os seguintes: a = 5.27150(10) A;
b =21.0848(6) A; c = 15.4527(4); a = 90°; B = 90.6570(10) °; y =90°; Z=8 e V =1717.43(7) A%. Na
Figura 3.1.20, podemos observar a estrutura da delafloxacina e as ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares que as moléculas estabelecem. A Tabela 3.1.4 apresenta os pardametros

cristalograficos correspondeste a estrutura resolvida.

Tabela 3.1.4. Parametros cristalograficos de um cristal de delafloxacina obtido de etanol.

Parametros cristalograficos

Férmula molecular CoHeClo.soF1.50N202
Peso molecular (g/mol) 220.38
Temperatura (K) 100(2)
Comprimento de onda (A) 1.54178
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P1

a(A) 8.5635(2)
b(A) 22.2507(5)
c(A) 17.1758(4)
a(’) 90

B(°) 102.1740(10)

v(°)
Volume(A3)

90
3199.14(13)

7,7 8,2

Pealc (8/cm3) 1.436
Coeficiente de absor¢do (mm™) 0.970
F(000) 1450




Com os resultados obtidos foi possivel comprovar que se estabelece uma ligacdo de
hidrogénio intramolecular e trés liga¢cdes de hidrogénio intermoleculares, Figura 3.1.20 e Tabela
3.1.5. A ligacdo intramolecular que se verifica é entre o oxigénio do anel de quinolona com o
grupo -OH do 4cido carboxilico, O(2)-H(2)---O(3). Ja o oxigénio deste grupo acido interage através
de uma ligacdo de hidrogénio com um dos hidrogénios do grupo amina, N(1)-HO(1A)---O(2). O
grupo alcool (-OH) da amina ciclica interage através de liga¢Ges de hidrogénio com o grupo amina

(-NH3), O(4)---H(1B)-N(1), e com o acido carboxilico, O(4)-H(4)---O(1).

Figura 3.1.20. a) Estrutura da delafloxacina cristalizada de etanol; b) Ligagdes de hidrogénio inter e
intramoleculares estabelecidas; c) Empacotamento da célula unitdria da delafloxacina cristalizada de etanol, vista
ao longo do eixo a.
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Tabela 3.1.5. LigacGes de hidrogénio presentes na estrutura cristalina resolvida da delafloxacina.

LigacBes Distancia (D--A) /A Angulos (D-H-A)/°
0(2)-H(2)--0(3) 2.471 (intra) 158.75
N(1)-H(1B)--0(4) 2.971 174.35
0(4)-H(4)---0(1) 2.682 170.71
N(1)-HO(1A)-0(2) 3.055 153.78

D — dador; A — aceitador.

Pela comparagao do difratograma da delafloxacina comercial com o obtido para a sua
estrutura resolvida, Figura 3.1.21, cuja amostra foi cristalizada de etanol, é possivel verificar que
até 20 = 20° o perfil dos difratogramas é idéntico, mas ocorre uma deslocacdo em relacdo as
reflexdes da amostra de delafloxacina comercial, que pode resultar da diferenca de temperaturas

a que se obtiveram os difratogramas.

il
/ I\._,'\\ JI Vi g LY L WY ! Iu'

—— DLX comercial
| ——— DLX estrutura resolvida

’L.JU b

Intensidade/ii.a.

20/°

Figura 3.1.21. Difratogramas da delafloxacina comercial e da estrutura resolvida cuja amostra foi
cristalizada de etanol.
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Entre 20 = 20° e 40° as alteragdes no perfil das reflexdes é mais acentuada, o que podera
ser indicativo de maior sensibilidade a temperatura dos planos cristalograficos que dao origem a
essas reflexdes. A diferenca também é mais notdria por no difratograma experimental, poder

haver alteragdo devido a orientagdes preferenciais (assinaladas na figura).

3.2. Investigacdo de sélidos multicomponente

Na investigacao de sdélidos multicomponente envolvendo a delafloxacina foram utlizados,
como ja foi referido, diferentes tipo de coformadores, com atividades farmacéuticas distintas e
também com diferencas estruturais entre si que potenciam a formacdo de vdrios sintdes
supramoleculares por interacdo com o ativo farmacéutico. Assim, utilizaram-se dois
nutracéuticos, o resveratrol e o pteroestilbeno, com potencial para acdo antibacteriana sinérgica
com o API; o 4cido nicotinico e a nicotinamida do complexo vitaminico B3, dois aminoacidos, o
L-triptofano e a L-prolina e a sacarina, um excipiente comum em formas farmacéuticas orais. Por
fim, foi também utilizado o 4, 4’ - bipiridil, um coformador muito comum na pesquisa de

cocristais.

3.2.1 Delafloxacina + nutracéuticos

3.2.1.1 Sistema delafloxacina + resveratrol

A investigacdo de sdlidos multicomponente foi iniciada com a escolha de dois
coformadores nunca estudados no grupo de investigacdo: resveratrol e pteroestilbeno. Ambos
os compostos foram previamente investigados por moagens LAG e NG. Posteriormente, e de
maneira a estudar a eventual associacdao que estes coformadores poderdo estabelecer com a
delafloxacina, foram investigadas misturas equimolares também em LAG e NG. Todas as
moagens foram feitas a 30Hz durante 30 minutos.

A caracterizacdo do resveratrol comercial por difracdo de raios-X de pé, Figura 3.2.1,
mostrou que o composto de partida tem a estrutura cristalina depositada com o cédigo DALGON
05. [105] Na Figura é feita a comparacdao com todas as estruturas depositadas na Cambridge

Structural Database (CCDC).
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A andlise dos difratogramas obtidos, Figura 3.2.2, indica que as amostras obtidas por
moagens feitas por NG e LAG correspondem a forma obtida para o composto comercial, DALGON
05. Os picos de difragdao sdao consideravelmente mais largos e ha evidéncia de orientagao

preferencial

I Resveratrol
comercial

,k A A DALGON 05

Hﬁ' o
A A\ *' DALGON 01

DALGON 02

Intensidade / u.a.

l L DALGON 03

| W . ). DALGON 04
L ) ) DALGON 06
. ; . T - T T 1
10 20 30 40

20/°

Figura 3.2.1. Difratogramas de raios-X de pé do resveratrol comercial e difratogramas simulados a
partir das estruturas depositadas na CCDC.

—— Resveratrol comercial
—— Resveratrol NG
—— Resveratrol LAG EtOH

Intensidade

20/°

Figura 3.2.2: Difratogramas de raios-X de pd das amostras de resveratrol comercial, NG e LAG.
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Na investigacdo de sélidos multicomponente envolvendo o resveratrol e a delafloxacina,
foram estudadas misturas equimolares, submetidas a mecanoquimica na auséncia de solvente
ou assistida por etanol. Obteve-se uma mistura fisica pela moagem feita em LAG, como é possivel
observar pelas Figuras 3.2.3 e 3.2.4. O difratograma da mistura apresenta todas as reflexdes dos
compostos de partida e o espetro de infravermelho é a soma das bandas observadas nos sélidos
de partida. J4 na moagem por NG foi obtido um coamorfo, Figuras 3.2.5 e 3.2.6, tendo sido

posteriormente estudada a sua estabilidade ao longo do tempo.

—— DLX comercial

—— RSV comercial

—— DLX LAG EtOH

—— RSV LAG

—— DLX:RSV 1:1 LAG EtOH

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 3.2.3. Difratogramas de raios-X de pd de amostras de delafloxacina e resveratrol comerciais,
obtidas por LAG, e da mistura DLX:RSV (1:1) obtida por LAG.
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—— DLX comercial

—— DLX LAG EtOH

—— RSV comercial

—— RSV LAG EtOH

—— DLX:RSV 1:1 LAG EtOH
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Figura 3.2.4. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina e resveratrol comerciais,
obtidas por LAG e da mistura DLX:RSV (1:1) obtidas por LAG.

Na Figura 3.2.6 podemos observar o espetro de infravermelho da mistura (1:1)
delafloxacina:resveratrol NG, onde é possivel verificar o alargamento das bandas compativel
com a amorfizacdo dos compostos. O estudo da estabilidade, Figura 3.2.7, feito durante sete
meses e através de difracdo de raios-X de pd, provou que este se manteve amorfo. A amostra foi

guardada em exsicador, sobre CaCl; anidro, a 4 °C.

As curvas de DSC obtidas para as misturas LAG e NG encontram-se representadas nas
Figuras 3.2.8 e 3.2.9, respetivamente. No aquecimento do coamorfo, obtido por NG, é registada
desvitrificacdo a T~ 60 °C, cristalizacdo entre 75 e 120 °C, seguindo-se um perfil de fusdo idéntico

ao da mistura obtida por LAG.
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—— DLX comercial
—— RSV comercial
—— DLX NG

—— RSV NG

—— DLX:RSV 1:1 NG
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Figura 3.2.5. Difratogramas de raios-X de p6 de amostras de delafloxacina e resveratrol comerciais,
obtidas por NG, e da mistura DLX:RSV (1:1) obtida por NG.

—— DLX comercial
—— DLX NG

—— RSV comercial
——RSV NG

—— DLX:RSV 1:1 NG
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Figura 3.2.6. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina e resveratrol comerciais,
obtidas por NG e da mistura DLX:RSV (1:1) obtidas por NG.
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—— DLX:RSV NG

—— DLX:RSV 1:1 NG apds 2 meses
—— DLX:RSV 1:1 NG apods 3 meses
—— DLX:RSV 1:1 NG apos 4 meses
—— DLX:RSV 1:1 NG apoés 7 meses

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 3.2.7. Difratogramas de raios-X de p6 de amostras da mistura (1:1) delafloxacina:resveratrol NG
analisadas ao longo do tempo.

—— DLX comercial
—— RSV comercial
—— DLX LAG EtOH
T Endo —— RSV LAG EtOH
—— DLX:RSV 1:1 LAG EtOH

T, ..=2440°C
A, H=47.6kJ/ mol

I
T, . =2658°C
A, H=60.9kJ/mol
—
o
-~ T =2391°C
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35 A H=46.5kJ/mol ’|
I
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A H = 64.0 kJ / mol
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Figura 3.2.8. Curvas de DSC de aquecimento de amostras de delafloxacina e resveratrol comerciais e submetidas a
moagens em LAG, e da mistura DLX:RSV (1:1) submetida a LAG, B =10 °C/ min.
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—— DLX comercial
—— RSV comercial
——DLX NG

T Endo —— RSV NG
—— DLX:RSV 1:1 NG

T, ..=2440°C
onset
A, H=47.6kJ/mol

e
T:,S_y =265.8°C
'\gsH =60.9 kJ / mol
-—
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(e} AmSH =34.3 kJ / mol
o
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A H =547 kdJ / mol
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Figura 3.2.9. Curvas de DSC de aquecimento de amostras de delafloxacina e resveratrol comerciais e submetidas a
moagens em NG, e da mistura DLX:RSV (1:1) submetida a NG, B =10 °C / min.

3.2.1.2 Sistema Delafloxacina + pteroestilbeno

Mais uma vez, com recurso a técnica de difracdo de raios-X de p6, a forma polimérfica do
pteroestilbeno foi identificada como a forma QAHWUUO1, descrita por Bofill et al., (2011), [106]
Figura 3.2.10. As amostras obtidas por LAG e NG ndo mostraram qualquer alteracdo na estrutura,

Figura 3.2.11.
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Figura 3.2.10. Difratograma de raios-X de p6 do pteroestilbeno comercial e difratograma simulado a partir da
estrutura identificada como QAHWUUO1.

—— Pteroestilbeno comercial
—— Pteroestilbeno NG
—— Pteroestilbeno LAG EtOH

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 3.2.11. Difratogramas de raios-X de pd do pteroestilbeno comercial, obtido por NG e LAG em etanol.
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Na Figura 3.2.12, encontram-se representados os espetros de infravermelho do
pteroestilbeno comercial, LAG e NG. Analisando o espetro correspondente ao pteroestilbeno
comercial, realcam-se as bandas de elongacdo corespondentes aos grupos -OH (3185 cm?), =C-
H (3023 — 2831 cm™), ligagdo dupla C=C dos anéis aromaticos (1581 cm™). Nos espetos de FTIR,
notamos que o resultado obtido para a amostra moida com solvente, apresenta diferencas
significativas relativamente aos espetros das duas outras amostras, como assinalado na Figura
3.2.12, o que terd de resultar da obtencdo polimdrfica distinta. Esta forma evolui para o

polimorfo I, como comprova o difratograma de raios-X de pé.

—— Pteroestilbeno comercial
—— Pteroestilbeno NG
—— Pteroestilbeno LAG EtOH

Absorvancia / u.a.

3338
3185 3185
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T
3500 3000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
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Figura 3.2.12. Espetro de infravermelho de amostras de pteroestilbeno comercial, NG e LAG.
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A investigacdo de uma mistura (1:1) de delafloxacina e pteroestilbeno, provou que
através da moagem realizada em LAG se obteve uma mistura fisica, Figuras 3.2.13 e 3.2.14. Para
amoagem em NG foi possivel verificar, mais uma vez, que estamos perante um coamorfo, Figuras
3.2.15 e 3.2.16. As curvas de DSC da mistura fisica encontram-se representadas na Figura 3.2.18.
Na Figura 3.2.19 podemos ver as curvas de DSC obtidas para o coamorfo DLX:PTS, onde tendo-

se obtido um coamorfo, foi possivel verificar a presenga de uma transi¢ao vitreaa T~ 50 °C.

—— DLX comercial

—— PTS comercial

—— DLX LAG EtOH

—— PTS LAG EtOH

—— DLX:PTS 1:1 LAG EtOH

Intensidade / u.a.

Iy

20/°

Figura 3.2.13. Difratogramas de raios-X de pé de amostras de delafloxacina e pteroestilbeno comerciais, obtidas
por LAG e da mistura DLX:PTS (1:1) obtida por LAG.
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—— DLX comercial

—— DLX LAG EtOH

—— PTS comercial

—— PTS LAG EtOH

—— DLX:PTS 1:1 LAG EtOH

|

Absorvancia/ u.a

e
N
P
.

/L
r T 7 A T

1 1 1
3500 3000 1800 1600
Numero de onda / cm”

T T T T T
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Figura 3.2.14. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina e pteroestilbeno comerciais, obtidas por
LAG e da mistura DLX:PTS (1:1) obtida por LAG.

—— DLX comercial
—— PTS comercial
—DLX NG

—— DLX:PTS NG
— PTS NG

Intensidade / u.a.

M h . ‘ w"*'\\..._.
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20/°

Figura 3.2.15. Difratogramas de raios-X de pé de amostras de delafloxacina e pteroestilbeno comerciais,
obtidas por NG e da mistura DLX:PTS (1:1) obtida por NG.
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—— DLX comercial
——DLX NG

—— PTS comercial
— PTS NG

—— DLX:PTS 1:1 NG

Absorvancia / u.a.

T T T

T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
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Figura 3.2.16: Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina e pteroestilbeno comerciais,
obtidas por LAG e da mistura DLX:PTS (1:1) obtida por NG.

O coamorfo mostrou ser estavel, pelo menos por um periodo de tempo de 2 meses,

qguando guardado em excicador sobre CaCl; a 4 °C, Figura 3.2.17.

——DLX:PTS NG
—— DLX:PTS NG apés 2 meses

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 3.2.17. Difratogramas de raios-X de pd de amostras da mistura DLX:PTS (1:1) NG analisadas
ao longo do tempo.
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—— DLX comercial
—— PTS comercial
T —— DLX LAG EtOH
Endo —— PTS LAG EtOH
—— DLX:PTS 1:1 LAG EtOH

T, = 244.0°C
onset
| Ay H=47.6kJ/mol
s

T = 94.1°

A\, H =23.5kJ / mol
>= -
5 ! T, = 239.1°C
= A H=46.5kJ/ mol
O s
© [

7. .=922°C
s H 22.0 kJ / mol
=79.5°C

csc

\'USH =7.4kJ/ mol

r T T T T T T T T

1
50 100 150 200 250
Temperatura / °C

Figura 3.2.18. Curvas de DSC de aquecimento de amostras de delafloxacina e pteroestilbeno comerciais e
submetidas a moagens em LAG, e da mistura DLX:PTS (1:1) submetida a LAG, B =10 °C/ min.

—— DLX comercial
—— PTS comercial
——DLX NG

T Endo p—
——DLX:PTS 1:1 NG

T, = 244.0°C
A, H=47.6kJ/mol

—
T, . =94.1°C
A H=23.5kJ/mol
o &
S
]
©
T, =2376°C
onset
A H=343kJ M\
T . =90.1°C

A H=20.3kJ/mol

I
50 100 150 200 250
Temperatura / °C

Figura 3.2.19. Curvas de DSC de aquecimento de amostras de delafloxacina e pteroestilbeno comerciais e
submetidas a moagens em NG, e da mistura DLX:PTS (1:1) submetida a NG, =10 °C / min.
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3.2.2 Delafloxacina + acido nicotinico e delafloxacina + nicotinamida
3.2.2.1 Delafloxacina + acido nicotinico

O acido nicotinico, foi o terceiro co-formador a ser utilizado na investigacao de formas de
sélidos multicomponente com a delafloxacina. Varios estudos revelaram que o acido nicotinico
é capaz de formar cocristais com quinolonas de segunda e terceira geracdo, onde o grupo amina
das fluoroquinolonas interage através de ligacdes de hidrogénio com o grupo acido e o azoto do
anel de piridina do acido nicotinico. [36][37][38]

A investigacdo de cocristais com o 4cido nicotinico mostra ser relevante, uma vez que é
capaz de melhorar a solubilidade do API, sendo ainda um dos coformadores mais utilizados na
formacao de cocristais.

A investigacdo foi feita sobre uma mistura equimolar, por mecanoquimica assistida por
etanol. O acido nicotinico, forma I, resolvida por Wright & King (1953), [62] Figura S.3, ndo sofre
alteracdo de forma sdlida no processo, Figuras 3.2.20 e 3.2.21. Observa-se a partir das referidas
figuras, que ndo ocorre associagao entre o ativo e o acido nicotinico, tendo-se obtido uma

mistura fisica.

—— Delafloxacina comercial

—— Delafloxacina LAG EtOH

—— Acido nicotinico comercial

—— Acido nicotinico LAG EtOH

—— DLX:Acido nicotinico 1:1 LAG EtOH
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Figura 3.2.20. Difratograma de raios-X de p6 de amostras de delafloxacina e acido nicotinico comerciais,
obtidas por LAG e de DLX:acido nicotinico (1:1) obtida por LAG.

68



—— Delafloxacina comercial

—— Delafloxacina LAG EtOH

Acido nicotinico comercial

——— Acido nicotinico LAG EtOH

—— DLX:Acido nicotinico 1:1 LAG EtOH

!
i

Absorvancia/ u.a
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Figura 3.2.21. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina e acido nicotinico comerciais,
obtidas por LAG e de DLX:acido nicotinico (1:1) obtidas por LAG.

3.2.2.2 Delafloxacina + nicotinamida

A nicotinamida, identificada como a forma NICOAM, resolvida por Wright & King (1954),
[66] Figura S.4, pertencente ao grupo das piridina carboxamidas, foi um dos outros coformadores
utilizados neste estudo. A associagao da nicotinamida com a delafloxacina pode ser possivel
através do anel de piridina ou o grupo amida (-NH,)

A preparacdo de misturas equimolares de delafloxacina e nicotinamida foi feita com um
moinho de bolas, a 30Hz e 30 minutos, por NG e LAG. Os resultados obtidos mostraram que nao
houve qualquer associacdo em ambos os casos para a formagdo de um cocristal, resultando uma

mistura fisica para a moagem feita em LAG, Figuras 3.2.22 e 3.2.23 e 3.2.26.
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Numa primeira abordagem, o composto obtido por NG amorfiza, como é possivel
comprovar pelo seu difratograma e pelo espetro de infravermelho, Figuras 3.2.24 e 3.2.25,
respetivamente. Apés um periodo de um més e meio, guardado em exsicador sobre CaCl,, a4 °C,
a amostra cristaliza, tal como é possivel comprovar pela sua curva de DSC, Figura 3.2.27, e pelo
seu difratograma de raios-X de pd, Figura 3.3.24, obtendo-se uma mistura fisica, onde se
apresentam todas as reflexdes correspondentes aos compostos puros. A cristalizagdo do

coamorfo é também observada no processo de aquecimento como registado na curva de DSC.

—— DLX comercial

—— DLX LAG

—— Nicotinamida comercial

—— Nicotinamida LAG EtOH

—— DLX:Nicotinamida 1:1 LAG EtOH

Intensidade / u.a
S

(|

20/°

Figura 3.2.22. Difratogramas de raios-X de pé de amostras de delafloxacina e nicotinamida comerciais,
obtidas por LAG e de DLX:nicotinamida (1:1) obtida por LAG.
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—— DLX comercial

—— DLX LAG EtOH

—— Nicotinamida comercial

—— Nicotinamida LAG EtOH

—— DLX:Nicotinamida 1:1 LAG EtOH
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Figura 3.2.23. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina e nicotinamida comerciais, LAG e de
DLX:nicotinamida (1:1) LAG.

—— Nicotinamida comercial

—— DLX comercial

—— Nicotinamida NG

—— DLX NG

—— DLX:Nicotinamida 1:1 NG

—— DLX:Nicgtinamida 1:1 NG apés 1 més
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Figura 3.2.24. Difratogramas de raios-X de p6é de amostras de delafloxacina e nicotinamida comerciais, NG
e DLX:nicotinamida (1:1) NG.
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—— DLX comercial

—— DLX NG

—— Nicotinamida comercial
—— Nicotinamida NG

—— DLX:Nicotinamida 1:1 NG
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Figura 3.2.25. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina e nicotinamida comerciais, obtidas por
NG e de DLX:nicotinamida (1:1) NG.

—— DLX comercial
—— Nicotinamida comercial
T Endo —— DLX LAG EtOH
—— Nicotinamida LAG EtOH
—— DLX:Nicotinamida 1:1 LAG EtOH

T, .= 244.0°C
A, H=47.6kJ/ mol
—
T,.=1285°C
A H=109.4ks/mol JI__
e
S
~ T,..=230.1°C
g A, H =465 kJ / mol
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A, H = 96.6 kJ / mol
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Figura 3.2.26. Curvas de DSC de aquecimento de amostras de delafloxacina e nicotinamida comerciais e
submetidas a moagens em LAG, e da mistura DLX:nicotinamida (1:1) LAG, B = 10 °C / min.

T T
200 250
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—— DLX comercial
—— Nicotinamida comercial
T ——DLX NG
Endo —— DLX:Nicotinamida 1:1 NG
—— DLX:Nicotinamida 1:1 NG apos cristalizar

T, =244.0°C
onset
A H=47.6KkJ/mol

T, =1285°C
A, H=109.4 kJ/ mol J
T, =2376°C
A, H=34.3kJ/mol
e

N
i B~ - me-cal

r_/,_\/,_/L

M y T J T T
0 50 100 150

Temperatura / °C

dQ/ dt

T T T

T T
200 250

Figura 3.2.27. Curvas de DSC de aquecimento de amostras de delafloxacina e nicotinamida comerciais e
submetidas a moagens em NG, e da mistura DLX:nicotinamida (1:1) submetida a NG, =10 °C / min.

3.2.3 Delaflocina + aminoacidos

Os aminodacidos selecionados neste estudo foram a L-prolina e o L-triptofano. A utilizacdo
de aminoacidos como coformadores tem vindo a ter cada vez mais interesse, uma vez que os
seus grupos amina e acido sdo capazes de se associarem através de ligacGes de hidrogénio,

atuando como dadores ou aceitadores. [107]
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Para o estudo de formacdo de cocristais com aminodcidos, foram feitas misturas
equimolares através de moagens assistidas por solvente. Os resultados mostraram, mais uma
vez, que foram obtidas misturas fisicas para ambos os coformadores. Os difratogramas de raios-
X de pd e os espetros de infravermelho comprovam este facto, sendo possivel observar todos os
picos caracteristicos de cada um dos compostos, Figuras 3.2.28, 3.2.29, 3.2.30 e 3.2.31. As curvas
de DSC das misturas ndo foram apresentadas, uma vez que a degradag¢do dos aminoacidos ocorre

nas mesmas gamas de temperaturas das temperaturas de fusdo destes compostos.

—— Delafloxacina comercial
—— Delafloxacin LAG EtOH
—— Prolina comercial

—— Prolina LAG EtOH

—— DLX:Prolina1:1 LAG EtOH

—_ L J\ A AA/\.MAA

5
|

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 3.2.28. Difratogramas de raios-X de pd de amostras de delafloxacina e L-prolina comerciais, obtidas
por LAG e de DLX:L-prolina (1:1) LAG.
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—— Delafloxacina comercial
—— Delafloxacina LAG EtOH
—— Prolina comercial

—— Prolina LAG EtOH

—— DLX:Prolina 1:1 LAG EtOH
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Figura 3.2.29. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina e L-prolina comerciais,
obtidas por LAG e de DLX:L-prolina (1:1) LAG.

—— Delafloxacina comercial

—— Delafloxacina LAG EtOH
—— Triptofano comercial

—— Triptofano LAG EtOH

—— DLX:Triptofano 1:1 LAG EtOH

Intensidade / u.a

20/°

Figura 3.2.30. Difratogramas de raios-X de p6 de amostras de delafloxacina e L-triptofano comerciais,
obtidas por LAG e de DLX:L-triptofano (1:1) LAG.
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Delafloxacina comercial
—— Delafloxacina LAG EtOH
Triptofano comercial

—— Triptofano LAG EtOH

—— DLX:Triptofano 1:1 LAG EtOH
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Figura 3.2.31. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina e L-triptofano comerciais, obtidas por LAG
e de DLX:L-triptofano (1:1) LAG.

3.2.4 Delafloxacina + sacarina

Asacarina, identificada como a forma SCCHRN, Figura S.5, resolvida por Bart (1968), [108],
é um coformador capaz de originar cocristais com outras fluoroquinolonas. [109] A sua

associacao pode ser feita através do grupo sulfonamida ou do grupo amida.
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Preparam-se misturas de delafloxacina com sacarina na relagao equimolar e sujeitaram-
se as misturas a moagem. A moagem foi realizada por LAG mostrando, mais uma vez, ter-se
obtido uma mistura fisica, como é possivel comprovar pelo difratograma de raios-X de pé e o
espetro de infravermelho, Figuras 3.3.32 e 3.3.33, respetivamente. As curvas de aguecimento de

DSC estdo representadas na Figura 3.3.34.

—— Delafloxacina comercial
—— Delafloxacina LAG EtOH
—— Sacarina comercial

——— Sacarina LAG EtOH

—— DLX:Sacarina1:1 LAG EtOH

Intensidade / u.a

r
C

281{®

Figura 3.2.32. Difratogramas de raios-X de pé de amostras de delafloxacina e sacarina comerciais,
obtidas por LAG e da amostra de DLX:sacarina (1:1), obtida por LAG.
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—— Delafloxacina comercial
—— Delafloxacina LAG EtOH
—— Sacarina comercial

—— Sacarina LAG EtOH

—— DLX:Sacarina 1:1 LAG EtOH
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Figura 3.2.33. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina e sacarina comerciais, obtidas por
LAG e da amostra de DLX:sacarina (1:1), obtida por LAG.

—— DLX comercial
—— Sacarina comercial
—— DLX LAG EtOH
W Endo —— Sacarina LAG EtOH
—— DLX:Sacarina 1:1 LAG EtOH
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onset
A H=47.6kJ/mol
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Figura 3.2.34. Curvas de aquecimento de DSC de amostras de delafloxacina e sacarina comerciais, obtidas por
LAG e da amostra de DLX:sacarina (1:1), obtida por LAG, B = 10 °C / min.
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3.2.5 Delafloxacina + 4,4’ — bipiridil

O 4, 4 — bipiridil, identificado como a forma HIQWEJO1 e resolvida por Candan et al.,
(1999), [110], Figura S.6, foi selecionado devido a sua elevada probabilidade em conseguir formar
cocristais. A interacdo que se estabelece com o API é feita através dos atomos de nitrogénio dos
anéis de piridina.

Na preparacao de misturas com 4, 4’ - bipiridil foram feitas moagens de misturas nas
proporg¢des de 1:1, 1:2, 1:3 e 2:1 (DLX:4, 4’ - bipiridil), todas assistidas por solvente, a 30 Hz e
durante 30 minutos. A Figura 3.2.35 apresenta os difratogramas de raios-X de p6 obtidos para as
diferentes amostras. Na estequiometria 1:1 foi possivel obter um cocristal, com novas reflexdes
a(20=9.0°,13.9°, 14.1° e 26.7°), cuja temperatura de fusdo, obtida pela curva de aguecimento
de DSC, Figura 3.2.37, se situa entre os valores de temperatura de fusdo dos compostos puros.
J4 para as amostras nas propor¢des 1:2 e 1:3 verificou-se um excesso de bipiridil nos
difratogramas de raios-X de pd e nos espetros de infravermelho, Figura 3.2.36. A reflexdo a 20 =
5.0° observada nos difratogramas destas misturas indicam um comportamento mais complexo
que poderad ser alvo de investigacdo futura.

Na amostra na proporgao 2:1 (DLX: 4, 4’ — bipiridil) confirma-se a formagao do cocristal
(1:1): registam-se todas as reflexdes do cocristal (1:1), e também reflexdes que indicam o excesso

de delafloxacina.

Delafloxacina
comercial

Delafloxacina
LAG EtOH

4, 4' Bipiridil
I comercial

| | \‘ A ] |
' | |1 | , 4' Bipiridil
“SH—— . Lﬂw’w’b‘ L__/\./U\x/\_) W LL*JVJ wm A E;G it)O(H(

WWJ\MW
19

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 3.2.35. Difratograma de raios-X de p6 de amostras de delafloxacina e 4, 4’ Bipiridil comerciais, obtidas por
LAG e das moagens de DLX:4, 4’ Bipiridil, obtidas por LAG, nas proporgdes 1:1, 1:2, 1:3 e 2:1.
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Figura 3.2.36. Espetros de infravermelho de amostras de delafloxacina e 4, 4’ - bipiridil comerciais, obtidas por LAG
e das amostras de delafloxacina:4, 4’ bipiridil, obtidas por LAG, nas proporgdes 1:1, 1:2, 1:3 e 2:1 (DLX:4, &4’

bipiridil).
T Endo
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Figura 3.2.37. Curvas de DSC de aquecimento de amostras de delafloxacina e 4, 4’ - bipiridil comerciais, obtidas
por LAG e das amostras de delafloxacina:4, 4’ - bipiridil, obtidas por LAG, nas proporgdes 1:1, 1:2, 1:3 e 2:1 (DLX:4,
4’ - bipiridil), B =10 °C/ min.
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Capitulo 4

Conclusdes e perspetivas futuras

A investigacdo de formas polimodrficas por cristalizacdo em solucdo, permitiu concluir que
se obtém a forma comercial na maioria dos solventes. Em acetato de etilo, os varios ensaios
realizados deram conta da possivel existéncia de uma mistura de forma comercial e de uma outra
forma. A diversidade de difratogramas de raios-X de p6 obtidos para as amostras cristalizadas
em THF, apontam para uma maior diversidade de formas, sendo de todo o interesse aprofundar
estes estudos. De realcar que por NG se obteve um sdlido amorfo que, apds cristalizacdo,permitiu
identificar inequivocamente a existéncia de duas formas polimérficas.

Foram obtidos monocristais da forma comercial por cristalizacio em etanol. Assim, é
apresentada pela primeira vez neste trabalho, uma estrutura cristalina resolvida da
delafloxacina.

Uma vez que estamos perante uma molécula complexa, a sintese de cocristais mostrou-
se um desafio, ndo tendo a cocristalizagao sido bem sucedida com coformadores que formam
cocristais com outras fluoroquinolonas. Apenas com o 4, 4’ — bipiridil ocorreu cocristalizacao. Nos
primeiros ensaios para moagens feitas em LAG obteve-se maioritariamente uma mistura fisica.
Para os ensaios de delafloxacina:resveratrol e delafloxacina:pteroestilbeno em NG obtiveram-se
dois coamorfos cuja estabilidade cinética, estudada ao longo de varios meses por difracdo de
raios-X de pé, foi confirmada.

O unico cocristal possivel de obter foi com o 4, 4" — bipiridil com estequiometria 1:1 e
onde a sua possibilidade de formacdo de sintdes supramoleculares se da através dos anéis de
piridina.

Foram obtidos dois coamorfos que podem ser alvo de investigacao futura, uma vez que
estes sistemas multicomponente, sao estdveis ao longo de vdrios meses e concorrer para a
melhoria da solubilidade aquosa do ativo.

A quantidade restrita de material disponivel limitou a continuacdo e o desenvolvimento
de alguns ensaios. Apesar disso, a investigacao apresentada neste trabalho e a inexisténcia dos
estudos apresentados sobre a fase sdlida da delafloxacina, na literatura, faz com que estes

tépicos possam vir a ser incorporados em investigacao futura.
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Figura S.1. Curvas termogravimétricas (TGA) de uma amostra comercial de delafloxacina.

—— Delafloxacina comercial
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Figura S.2. Difratogramas de raios-X de p6 de amostras de delafloxacina cristalizada em acetato de
etilo e THF.
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Figura S.3. Difratogramas experimental do acido nicotinico comercial e simulados a partir das
estruturas depositadas na CCDC, com os cddigos identificados na figura.
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Figura S.4. Difratogramas experimental do nicotinamida comercial e simulados a partir das estruturas
depositadas na CCDC, com os cddigos identificados na figura.
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Figura S.5. Difratogramas experimental da sacarina comercial e simulados a partir das estruturas
depositadas na CCDC, com os cddigos identificados na figura.
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Figura S.6. Difratogramas experimental do 4, 4' - bipiridil comercial e simulados a partir das estruturas
depositadas na CCDC, com os cddigos identificados na figura.
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