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Resumo

Nesta tese sdo investigadas novas formas sélidas de dois activos farmacéuticos com ampla
aplicagdo em pratica clinica, o diflunisal e a lamotrigina. O primeiro é um anti-inflamatoério nao-
esterdide que tem recentemente sido alvo de interesse renovado pelo seu potencial na terapia oral
da polineuropatia amiloidotica familiar. A lamotrigina tem actividade como anticonvulsivante e,
também, no tratamento da doenga bipolar. A biodisponibilidade oral destes dois activos é limitada
pela sua baixa solubilidade aquosa, classe Il do sistema de classificagao biofarmacéutica. A importancia
clinica destes activos e o interesse em incrementar o seu desempenho biofarmacéutico fazem da
pesquisa de novas formas solidas um tema de elevado interesse e actualidade.

Nesta investigacao foi dado particular relevo a pesquisa de co-cristais, nao descurando a
eventual identificagao de polimorfos, solvatos ou sais. Numa perspectiva de engenharia de cristais
foram escolhidos co-formadores com grupos funcionais complementares aos dos activos,
nomeadamente as piridinacarboxamidas, picolinamida, nicotinamida e isonicotinamida, e as duas
xantinas, cafeina e teofilina (estas ultimas em associagao com a lamotrigina).

Na pesquisa de co-cristais foi seguida uma abordagem termodinimica, que incluiu o estudo
de misturas bindrias de diferente composicao por calorimetria diferencial de varrimento e
construgao dos diagramas de fase binarios sélido-liquido. Como método de preparagio das misturas
foi privilegiada a mecanoquimica, sendo a caracterizagao dos sélidos complementada por estudos de
difraccdo de raios-X de pé, por espectroscopia de infravermelho, termomicroscopia e

termogravimetria.
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O estabelecimento dos diagramas de fase binarios sélido-liquido permitiu identificar,
inequivocamente, a formagao de co-cristais entre o diflunisal e qualquer uma das trés
piridinacarboxamidas e a respectiva estequiometria: (1:1, diflunisal :co-formador) no caso do isémero
orto, picolinamida, e (2:1) com os isomeros meta, nicotinamida, e para, isonicotinamida. Foram,
também, identificadas misturas eutécticas que poderao ser igualmente Uteis em desenvolvimento
farmacéutico. Os diagramas ternarios (diflunisal+piridinacarboxamida+etanol), estimados usando
medidas de solubilidade, permitiram definir as condi¢oes de obtencio dos co-cristais puros por
cristalizagao a partir deste solvente, o que podera ser uUtil em processos de transposicao de escala.

O estudo por espectroscopia de infravermelho aponta para arranjos cristalinos com
semelhangas estruturais nos co-cristais com a mesma estequiometria, diflunisal:nicotinamida e
diflunisal:isonicotinamida (pelo menos no que diz respeito a sintdes supramoleculares), com
diferengas acentuadas, relativamente ao co-cristal diflunisal:picolinamida. No entanto, é de destacar a
identificacao do heterossintao acido-N-piridinico nos trés sistemas.

Atendendo as potencialidades privilegiadas do sistema diflunisal:nicotinamida foi determinada
a velocidade de dissolucdo intrinseca deste co-cristal resultando num incremento de 20 %
relativamente ao diflunisal puro. Confirma-se a capacidade desta nova forma sélida de diflunisal para
uma possivel formulagiao mais eficiente deste activo.

O polimorfismo da picolinamida foi também investigado, dada a auséncia de informagao na
literatura. Foram observadas duas formas solidas enantiotrépicas, uma delas identificada pela primeira
vez. A estrutura cristalina deste novo polimorfo foi resolvida, constatando-se a formagao de dimeros
centrossimétricos amida-amida, que se ligam dois a dois formando tetrameros, num arranjo que nao
€ observado em nenhuma das estruturas de piridinacarboxamidas conhecidas.

O processo de mistura de lamotrigina com qualquer dos co-formadores, por mecanoquimica
na auséncia de solvente, resultou em misturas fisicas. O estabelecimento dos diagramas de fase
binarios solido-liquido revelou-se fundamental para identificar a formagao de co-cristais e estabelecer
procedimentos de sintese reprodutiveis. Esta ocorre no processo de aquecimento das amostras,
como se verificou com a isonicotinamida (2:1, lamotrigina:co-formador), com a nicotinamida (I:1),
com a cafeina (2:1) e com a teofilina (I:1). Com a picolinamida, possivelmente devido a impedimento
do azoto no anel aromitico, nao ocorre formagao de co-cristal nas condi¢coes experimentadas. A
associagao dos dois activos estudados nesta tese, diflunisal e lamotrigina, da origem, também por
aquecimento, a um sal na proporgao |:l. Este sal e os co-cristais com cafeina e teofilina sao
potencialmente Uteis numa perspectiva de terapia dual.

Por fim, é de salientar a identificacdo e a resoluciao das estruturas cristalinas de duas outras

formas solidas da lamotrigina: um etanoato (l:1) e um co-cristal-hidrato lamotrigina:teofilina:H,O

((HHE

Palavras-chave: Lamotrigina, Diflunisal, Diagramas de fase, Co-cristais, Sintoes supramoleculares,
Piridinacarboxamidas, Cafeina, Teofilina.
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Abstract

In this thesis new solid forms of two active pharmaceutical ingredients, APIs, diflunisal and
lamotrigine, both with extensive application in clinical practice, are investigated. Diflunisal is an anti-
inflammatory non-steroid drug that has recently been the subject of renewed interest due to its
potential use in the oral therapy of familial amyloid polyneuropathy. Lamotrigine is active as an
anticonvulsant and also in the treatment of bipolar disorder. The oral bioavailabilities of these two
APIs are limited by their low aqueous solubilities, class Il of the Biopharmaceutical Classification
System. Research of new solid forms of these APIs is, therefore, a topic of utmost relevance, taking
into account their medical importance and the concern of incrementing their biopharmaceutical
performance.

In this work, a special emphasis is put on the research of co-crystals, bearing also in mind the
possible identification of polymorphs, solvates or salts. In a crystal engineering approach, co-formers
were chosen that have functional groups that can give reliable supramolecular synthons with the
APIs: pyridinecarboxamides, picolinamide, nicotinamide and isonicotinamide, and the two xanthines,
caffeine and theophylline (the latter two in association with lamotrigine).

A thermodynamic based approach is employed, that includes the investigation of binary
mixtures of different composition by differential scanning calorimetry and construction of the solid-
liquid binary phase diagrams. Mechanochemistry is the method of choice for preparing the binary
mixtures, and X-ray powder diffraction, infrared spectroscopy, thermogravimetric analysis and

thermomicroscopy are used as complementary characterization methods.
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Binary solid-liquid phase diagrams allowed identifying unequivocally the formation of co-
crystals of diflunisal with each of the three pyridinecarboxamides and also their stoichiometry: (l:1,
diflunisal:co-former) in the case of the ortho isomer, picolinamide, and (2:1) for the metaq,
nicotinamide, and for the para, isonicotinamide, isomers. Eutectic mixtures have also been identified,
which may, as well, be useful in pharmaceutical formulation. Ternary diagrams (diflunisal+
pyridinecarboxamide+ethanol), estimated using solubility measurements, allowed to set up conditions
for obtaining pure co-crystals by crystallization from this solvent, which may be useful for scaling-up
purposes.

Infrared spectroscopy data point out that the crystalline arrangements in the co-crystals with
the same stoichiometry, diflunisal:nicotinamide and diflunisal:isonicotinamide, share significant
structural similarities, at least in what concerns the supramolecular synthons, in opposition to what is
observed for the diflunisal:picolinamide co-crystal. However, the acid — N-pyridine heterosynthon is
identified in the three systems.

Due to its particular relevance, the intrinsic dissolution rate of the diflunisal: nicotinamide co-
crystal was determined: an increase of 20 % is observed when compared to the pure API. This
confirms the suitability of this new solid form of diflunisal to make part of a more efficient
formulation of this API.

Polymorphism of picolinamide was also investigated, given the lack of information in
literature. Two enantiotropically related solid forms were identified, one of them for the first time. In
the crystal structure of this new polymorph, amide-amide centrosymmetric dimers exist which bind
together in pairs, giving rise to tetramers, an arrangement that is not observed in any of the known
pyridinecarboxamide structures.

Neat mechanochemical mixing of lamotrigine with any of the co-formers gives rise to physical
mixtures. Binary solid-liquid phase diagrams were crucial to recognize co-crystal formation and their
stoichiometries. Co-crystal synthesis occurs on the heating process, as observed for isonicotinamide
(2:1, lamotrigine:co-former), nicotinamide (I:1), caffeine (2:1) and theophylline (I:l). With
picolinamide, co-crystal formation does not take place, possibly due to hindrance of the nitrogen in
the aromatic ring. Association of diflunisal and lamotrigine, the two APIs studied in this work, yields a
I:] salt, again on the heating process. This salt and the co-crystals of lamotrigine with theophylline
and caffeine are potentially useful in a dual drug therapy approach.

Finally, two other lamotrigine solid forms were identified and their crystal structures solved:

a new lamotrigine ethanoate (I:1) and a co-crystal hydrate lamotrigine:theophylline:H,O (I:1:1).

Keywords: Lamotrigine, Diflunisal, Phase diagrams, Co-crystals, Supramolecular synthons,
pyridinecarboxamides, Caffeine, Theophylline.
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Abreviaturas

Abreviaturas

AINE
ANDA
API
AVC
BCS
Caf
CC
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Cof
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DIF
DMSO

DSC

Anti-Inflamatoério Nao-Esteroide

Do inglés Abbreviated New Drug Application

Do inglés Active Pharmaceutical Ingredient
Acidente Vascular Cerebral

Do inglés Biopharmaceutical Classification System
Cafeina

Co-Ciristal

Do inglés Cambridge Crystallographic Data Centre
Co-formador

Do inglés Cambridge Structural Database
Diflunisal

Dimetilsulfoxido

Do inglés Differential Scanning Calorimetry
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Do inglés Everything Added to Food in United States
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Do inglés Food and Drug Administration

Do inglés Fourier Transform Infra Red

Do inglés Generally Recognized As Safe
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Nicotinamida
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Do inglés Polarized Light ThermoMicroscopy
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Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
Solugao
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Teofilina

Temperatura do liquidus

Temperatura de referéncia
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1 Introducao

1.1 Quimica do estado solido de compostos organicos: forma e

funcao

Em 1832 Friedrich Wohler e Justus von Liebig, dois quimicos de exceléncia,
registaram pela primeira vez a observagao de dimorfismo num composto molecular, a
benzamida. Uma das formas sélidas, de morfologia acicular, foi obtida por cristalizagao a
partir duma solugao aquosa a temperatura elevada, observando-se transformagao noutra
estrutura cristalina, de habito romboédrico, no espago de algumas horas [1-3].

Contudo, em 1937, Martin Julian Buerger, um cristalografo brilhante, dizia: “With
the accumulation of data there is developing a gradual redlization of the generality of
polymorphic behavior but, to many chemists, polymorphism is still a strange and unusual
phenomenon® [4, 5]. De facto, o interesse crescente que as comunidades académica e
industrial tém vindo a colocar na investigagao de formas sélidas de compostos organicos,
sO emergiu como consequéncia directa da tomada de consciéncia da importancia da
forma solida duma entidade molecular para a fungao que se pretende que desempenhe.

Dois acontecimentos, ambos envolvendo activos farmacéuticos, podem ser considerados
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como marcos fundamentais para a mudanga de paradigma. O primeiro diz respeito ao
reconhecimento do efeito do polimorfismo do palmitato de cloranfenicol na
biodisponibilidade oral deste activo farmacéutico, identificado em 1967 por Aguiar e
colaboradores[6-8].

No entanto, sé em 1998, apos os graves problemas surgidos com o aparecimento
de um novo polimorfo, até entao desconhecido, do “ritonavir”, um medicamento usado
no tratamento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (VIH/SIDA) [9, 10], é que a
Agéncia Norte Americana que regula os sectores dos alimentos e medicamentos (FDA,
Food Drug and Administration), e as outras agéncias reguladoras internacionais passaram a
exigir a pesquisa, elucidagado e o controlo do polimorfismo durante a etapa de
desenvolvimento farmacéutico. Sabendo-se que, a eficacia, a selectividade e o
metabolismo sao propriedades fundamentais na investigagdo de novos activos
farmacéuticos, o estudo das propriedades fisicas e quimicas das formas sélidas deve
também ser tido em conta de modo a optimizar e garantir, in vivo, o melhor
desempenho, e, também, a reprodutibilidade necessaria do processo de fabrico.

Deste modo, a investigagao de formas soélidas de uma determinada molécula e a
sua caracterizagao estrutural, sao, actualmente, parte crucial em investigagio e
desenvolvimento na industria farmacéutica [I1-14] e também em todos os outros
dominios em que a fungdo do material pode depender da forma solida. Merecem
destaque as industrias de pigmentos [15-21], explosivos [22], agro-alimentar [23-25],
apesar do maior impacto se registar de facto na industria farmacéutica. Na Tabela I.1,
sao coligidos alguns exemplos da relevancia do estudo do polimorfismo em diversas
areas de aplicagao.

Questoes de proteccao de propriedade intelectual e gestao do ciclo de vida dos
produtos contribuem, também, para o grande impulso que a investigagao e
caracterizagao do universo de formas sélidas de uma molécula tem vindo a registar
desde o final do século passado, especialmente, no que diz respeito a activos
farmacéuticos [26].

Assim, é actualmente um dado adquirido que um grande niumero de compostos
organicos pode apresentar-se sob diferentes estruturas em fase soélida, cristalinas ou
amorfas [1, 5, 27].

Uma vez que formas solidas distintas podem ter caracteristicas fisico-quimicas

diferentes, a pesquisa, identificagao, caracterizagao de formas sélidas que permitam a
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optimizagao das propriedades desejadas, é objecto de estudos de pré-formulagao

farmacéutica. A pesquisa de formas sélidas de uma molécula de interesse abrange

polimorfos e também solidos multicomponente como solvatos, sais e mais recentemente

co-cristais. A Figura |.| sintetiza as diversas formas solidas descritas.

Tabela I.1 Exemplos do impacto do polimorfismo em diferentes dominios de aplicagao.

Industria

Farmacéutica

Ex: Carmabazepina

Pigmentos

Ex: Quinacridona

Alimentar

Ex: Manteiga de cacao

Explosivos

Ex: Triperoxido de triacetona

Entre os activos que apresentam polimorfismo, a carbamazepina ¢ um dos
mais problematicos, e tem um histérico de desempenho irregular e falhas
clinicas [28]. Foi demonstrado que a velocidade de dissolugio dos
comprimidos da carbamazepina pode apresentar elevada variabilidade,
mesmo entre os comprimidos da mesma marca [29]. Possui mais de 50
formas solidas identificadas, entre os quais quatro polimorfos, formas |, II, Il
e IV [30]. E um dos activos de maior importincia no tratamento da

epilepsia.

A quinacridona é o pigmento mais importante para os tons vermelho-
violeta. A produgao anual totaliza varios milhares de toneladas, com um
volume de vendas superior a 100.000.000€ por ano. Sao conhecidos quatro
polimorfos, formas d', a", B, e y. A fase B é avermelhada- violeta enquanto a
fase y é vermelha. Ambas as fases sdo utilizadas para a coloragio de lacas e

tintas, plasticos e tintas de impressao [16].

Possui seis polimorfos, formas | a VI que fundem a temperaturas diferentes.
A forma preferida na producao do chocolate é a forma V porque funde na
boca, dado que a temperatura do corpo humano é superior a sua

temperatura de solidificagao 33,8 °C [25].

O triperéxido de triacetona (TATP) é facilmente sintetizado pelo que atraiu
a atengao de terroristas, tendo sido utilizado nos atentados ao metro de
Londres de 2005. E de realcar o grande esfor¢o feito no sentido de
compreender as suas propriedades, devido a necessidade de identificagao,
controlo, manuseamento e armazenamento. Até a data foram descritas seis

formas polimérficas [22, 31].

Na definicao proposta por McCrone [8], a mais frequentemente citada na

literatura, polimorfismo é a capacidade de uma mesma substancia adoptar mais do que

uma forma cristalina [5]. Numa interpretagao mais abrangente, o termo polimorfismo
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engloba também mesofases (cristais conformacionalmente desordenados, cristais
plasticos, cristais liquidos) e o estado amorfo [32, 33]. Polimorfos, apresentam as
mesmas propriedades nas fases liquida e gasosa, mas comportam-se de forma diferente
no estado solido [8, 34]. A FDA, na sua recomendagao para a indlstria, ANDAs:
Pharmaceutical Solid Polymorphism, de 2007 [35], engloba também na definicao de
polimorfo, os solvatos do API (Active Pharmaceutical Ingredient): estruturas cristalinas
multicomponentes, com moléculas de solvente incorporadas na rede cristalina da
substancia farmacologicamente activa, em quantidades que poderao ser ou nao
estequiométricas. Os solvatos sao por vezes designados por pseudopolimorfos, uma vez
que nio sio estritamente formas solidas diferentes da mesma substincia. E de salientar
que aproximadamente um terco dos compostos organicos e cerca de 80 % dos activos

farmacéuticos comercializados exibem polimorfismo [36-38].

solvato

Co-formador . Solvente QContra-iio

Figura 1.1 Possiveis formas sélidas de um activo farmacéutico, (adaptado de Schultheiss N., Newman A.) [39].

Os polimorfos, possuem diferentes arranjos moleculares tridimensionais e
interacgoes intermoleculares, tais como interacgoes de van der Waals e ligagoes de
hidrogénio. Como consequéncia, poderao apresentar diferentes propriedades fisico-
quimicas, como por exemplo: solubilidade, estabilidade quimica, higroscopicidade,
capacidade calorifica, ponto de fusao, temperatura de sublimagao, densidade, dureza,
morfologia, velocidade de dissolugao.

O efeito do polimorfismo na solubilidade, e na velocidade de dissolugao, afecta
directamente a biodisponibilidade oral de activos farmacéuticos [32, 40], como se

observou no caso do palmitato de cloranfenicol facto que, como ja foi referido, esteve na
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origem do despertar do interesse pela investigagao de formas solidas de APls. As fases
polimorficas diferem também na energia de Gibbs molar, o que é o mesmo que dizer,
que a sua estabilidade termodindmica, em condi¢oes especificas de pressao e de
temperatura, nao é a mesma, excepto nas condi¢oes de equilibrio, caso existam. Neste
caso, dois polimorfos constituirao um sistema enantiotropico, e cada um sera, a uma
dada pressao, a forma termodinamicamente estavel, numa gama de temperaturas
especifica. Num  sistema  monotréopico, um dos polimorfos € sempre
termodinamicamente metastavel relativamente ao outro. Aspectos cinéticos associados a
obtencao de formas solidas a partir do fundido, de solugao e também as transigoes
solido/solido, permitem, em muitos casos, a observagao deste tipo de fases, que
inclusivamente poderao ter estabilidade cinética apreciavel.

Na industria farmacéutica podem surgir diferentes fases solidas durante os varios
passos do ciclo de vida do medicamento [32]. Por exemplo, em etapas de cristalizagao
poder-se-ao obter diferentes fases cristalinas, amorfos ou ainda solvatos. Estados
amorfos podem surgir, também, por exemplo, durante a liofilizagao, secagem por
dispersao, granulagao, trituragao ou mistura. O estado amorfo, termodinamicamente
metastavel, € responsavel pela grande reactividade de alguns sistemas, o que pode
originar problemas com a actividade e a estabilidade dos mesmos. Naturalmente que a
garantia de estabilidade da forma sélida, aquando do armazenamento do produto
acabado, se reveste de grande importancia. As formas cristalinas sao as preferidas para
muitas aplicagbes, relativamente a amorfos, incluindo na preparagao de solugoes,
também pela relativa facilidade de isolamento, rejeicao de impurezas no processo de
cristalizagcdo e estabilidade fisico-quimica. No entanto, em anos recentes, o
desenvolvimento de formulagoes em que uma forma amorfa do API é utilizada, tem sido
alvo de interesse por parte da comunidade cientifica, em grande parte impulsionado pelo
aumento da biodisponibilidade oral que proporcionam quando a solubilidade aquosa é
reduzida [41].

No portefolio de formas solidas classicas, de um activo farmacéutico para além
dos polimorfos, constituidos por um Unico componente, sao também de interesse, como
ja se referiu, solidos multicomponente como solvatos e sais. Mais recentemente, regista-
se um grande entusiasmo no estudo de co-cristais, também solidos multicomponente,

mas obtidos por interaccao entre duas ou mais substancias, as quais sao solidas a
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temperatura ambiente. Os solvatos/hidratos, sais e co-cristais, podem, também,
apresentar polimorfismo.

No que diz respeito aos solvatos, estes nhormalmente nao sao apropriados para o
desenvolvimento farmacéutico, com excepgao dos hidratos e ocasionalmente etanoatos,
devido a toxicidade de muitos solventes.

Os hidratos constituem formas solidas de grande importancia na industria
farmacéutica. Uma parte significativa dos activos existe como hidratos, aproximadamente
30 % dos compostos incluidos na Farmacopeia Europeia [42]. Como ja foi referido, os
hidratos sao complexos moleculares, em que a molécula de agua esta ligada ao activo,
normalmente numa relagao estequiométrica fazendo parte da célula unitaria [43-45].
Durante os processos de sintese e purificagao do activo, a presenga de agua pode
decorrer da cristalizagao, ou ser incorporada durante as etapas de fabrico do
medicamento. As fases sodlidas solvatadas do activo podem ter propriedades
completamente novas [38, 44, 46]. As propriedades susceptiveis de experimentarem
alteragoes com a presenga de agua nas estruturas do activo no estado sélido incluem,
entre outras, a velocidade de degradagao quimica, a cristalizagao, a dissolugao, a
capacidade de dispersao, a compactabilidade, e a dureza. No entanto, durante os
processos de secagem, moagem, mistura e compressao pode ocorrer também, a
dessolvatagao. Convém ter em linha de conta que as substincias activas e os
medicamentos sao sujeitos a diferentes temperaturas e humidades relativas, devido as
condigoes climaticas, caracteristicas de cada pais, o que pode originar hidratagao
inesperada, ou fendémenos de envelhecimento por desidratagao. A evolugao em
comprimidos da teofilina anidra para mono-hidrato [47, 48], que possui uma velocidade
de dissolugao mais baixa do que a observada para as duas formas anidras [49], € um dos
exemplos encontrados na literatura.

O aumento da velocidade de dissolugao de activos com caracteristicas de acidos
fracos ou bases fracas, e o controlo da respectiva solubilidade aquosa, sao as principais
razoes para a preparagao de sais daqueles APIls [50-52]. De facto, cerca de metade dos
activos sao conhecidos sob a forma de sais [50, 53, 54], uma das principais estratégias
para o aumento da sua solubilidade aquosa [55]. A formagao de sais é também o método
de eleicao para o incremento da solubilidade aquosa em formulagoes liquidas de um API
para administragao parentérica [56, 57]. A maioria dos sais diz respeito a activos basicos,

porque sao em maior numero que os acidos e também porque a lista dos anides
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apropriados, quer em termos de valores de pK, quer em termos de seguranga
farmacologica, € mais extensa que a dos catices. No que diz respeito a formagao de sais
de activos acidos verifica-se que muitas bases, sobretudo azotadas, exercem também
fungoes bioldgicas e a maioria dos catides inorganicos, apesar de poderem exercer
fungoes bioldgicas essenciais, sao muitas vezes toxicos em concentragoes relativamente
baixas, sendo que neste ultimo caso, a dose pode restringir o ambito da administragao
do medicamento [I]. Existe um ndmero relativamente reduzido de contra-ides que
poderao ser usados na formagao de sais de APIs [50]. Além disso, nao se pode assumir
que todos os sais irao proporcionar um aumento da solubilidade de um activo, e por
vezes certos sais podem mostrar solubilidade mais baixa do que a correspondente base
livre. Por isso, é realizado frequentemente screening de sais, para identificagao do contra-
iao mais desejavel. Na Tabela 1.2, encontram-se alguns exemplos de APIs desenvolvidos

e comercializados numa das formas sélidas que temos vindo a descrever.

Tabela 1.2 Exemplos de APIs comercializados sob a forma de amorfos, de hidratos e de sais.

Amorfos ou parcialmente amorfos

Ex: Lopinavir E um antiretroviral, desenvolvido pelos laboratérios Abbot, utilizado
em co-formulagao com o ritanovir, no tratamento da infecgao do
HIV/SIDA. Lopinavir existe sob a forma de amorfo e ainda em
quatro formas cristalinas. O produto comercializado é uma mistura

da forma amorfa e da forma cristalina | [1].

Itraconazol Desenvolvida pela Janssen Pharmaceutical, € um activo antifingico,
comercializado sob o nome de SPORANOX. A sua formulagao

solida consiste numa dispersao de itraconazol amorfo [41].

Rosuvastatina calcica Desenvolvida pela Astra- Zeneca, utilizada para reduzir o nivel de
colesterol no sangue, comercializada com a designagao Crestor, é

um sélido amorfo ligeiramente solivel em agua [58].

Sais
Cloridrato de terazosina Comercializado pelos laboratérios Abbot com o nome de Hytrin
para o tratamento de hiperplasia benigna da prostata [59].
Hidratos
Cefalexina mono-hidrato, Comercializados sob a forma de comprimidos, a sua desolvatagao
azitromicina di-hidrato e tem sido reportada tanto na fase de fabrico como durante o
ampicilina tri-hidrato [60-62].  armazenamento [63].




Capitulo | Introducdo

Recentemente, o desenvolvimento e a utilizacao de co-cristais, como alternativa
as formas solidas classicas dos APls, tem recebido grande atengao por parte da

comunidade cientifica.

1.1.1 Co-cristais

Co-cristais sao conhecidos ha mais de 160 anos: o primeiro relato da preparagao
de um co-cristal remonta a 1844, ano em que a quinidrona, um complexo formado entre
a quinona e a hidroquinona, foi sintetizada por Wohler [64]. A estrutura cristalina da

quinidrona foi resolvida em 1965 e apresenta-se na Figura 1.2 [65].

Figura 1.2- Estrutura cristalina da quinidrona, realgando a disposi¢cao das moléculas na célula unitaria [65].

Ao longo dos anos, varias denominagoes foram sendo utilizadas para designar este
mesmo tipo de entidades quimicas, como por exemplo, compostos de adicao [66],
complexos moleculares e compostos moleculares organicos [67].

O termo co-cristal, actualmente utilizado, tem suscitado um debate aceso no que
toca a sua definicao e até a sua grafia [37, 68-74]. A Tabela 1.3 resume o entendimento
que diferentes autores foram assumindo sobre o conceito de co-cristal. Por exemplo
para Aakeroy, co-cristais seriam novas substancias cristalinas sintetizadas a partir de dois
ou mais reagentes distintos, sélidos a temperatura ambiente [71, 75]. Ja Stahly, discorda
desta definigao por achar de pouco valor cientifico a criagao de designagoes com base no
estado fisico de um dos componentes [37]. Para este autor, co-cristais, sao estruturas
cristalinas que possuem propriedades Unicas, formadas por dois ou mais

componentes (o que, obviamente, nao os distinguiria de solvatos).
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Tabela 1.3 Diversas definicdes encontradas na literatura para o termo co-cristal.

Definicao de Co-cristal Autor Ano Ref.

“Multi-component crystals, which have specific non-covalent Desiraju D.R. 2003  [68]
interactions between the distinct molecules and the molecular

complex”

“compounds constructed from discrete neutral molecular species” Aakeroy C. B. et al. 2005 [71]
... “made from reactants that are solids at ambient conditions” ...

“structurally homogeneous crystalline material that contains two

or more neutral building blocks that are present in definite

stoichiometric amounts”

“a crystalline complex of two or more neutral molecular Jones W. et al. 2006  [73]
constituents bound together in the crystal lattice through

noncovalent interactions, often including hydrogen bonding”

“are formed between a molecular or ionic APl and a co-crystal Vishweshwar P.etal. 2006  [76]
former that is a solid under ambient conditions”

“a molecular complex that contains two or more different Stahly G. P. 2007  [37]
molecules in the same crystal lattice*

“crystalline material made up of two or more components, usually  Childs S. L. et al. 2007  [77]
in a stoichiometric ratio, each component being an atom, ionic

compound,or molecule”

“synonym for multi-component molecular crystal” Bond A. D. 2007 [70]
“multi-component solid-state assemblies of two or more BhogalaB.R. etal 2008 [78]
compounds held together by any type or combination of

intermolecular interactions”

“Broadly, a co-crystal is a multicomponent molecular crystal; that Jonathan W. Steed 2013 [79]
is, a crystalline substance comprising two or more chemically

different molecules. Such a definition includes solvates, hydrates,

and both stoichiometric and non-stoichiometric lattice inclusion

compounds.”

Quando se fala de co-cristais farmacéuticos, assuma-se que um dos componentes
é um APIL.

Recentemente, em 2013, a FDA publicou um documento Regulatory Classification
of Pharmaceutical Co-Crystals [80], onde é proposto que “co-cristais sao cristais mistos
contendo dois ou mais componentes, que individualmente sao solidos a temperatura
ambiente e que nao interagem para formar sais”. Para a FDA os co-cristais nao sao
classificados como novos APIls, mas como uma forma soélida diferente da mesma

molécula, dado que as suas ligagoes covalentes nao sao alteradas [75, 80]. Apesar de
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alguma controvérsia levantada por este documento [72, 81], no ambito deste trabalho
sera adoptado o conceito de co-cristal proposto pela FDA.

A distingao relativamente a solvatos/hidratos é clara; a diferenciagao entre um co-
cristal e um sal nao é tdo 6bvia. O elemento chave na formacao dos co-cristais €, em
geral, o estabelecimento de ligagoes de hidrogénio fortes entre o composto de interesse
e o co-formador, que normalmente sao complementadas por ligagoes de hidrogénio
fracas, interac¢oes T-TT e forgas de van der Waals. Uma combinagao de forgas fracas
pode, ocasionalmente, ser suficiente para dar origem a formagao do co-cristal [82, 83].
Alguma controvérsia pode resultar, no entanto, na distingao entre um co-cristal e um sal,

uma vez que esta dependera da extensao de transferéncia do protao entre os dois

centros dador(D) e aceitador(A), (formagao de sal, eq.l.l; formacao de co-cristal,
eq.l.2):

D-H+As D + H-A" (1.1)

D-H+ AsD-H"A (1.2)

Na recomendagao da FDA [80] é sugerido que a formagao de co-cristais €
esperada se ApK, = pK, (base) — pK, (acido) < I, e a formagao de sais para ApK, > |. A
Ageéncia Europeia do Medicamento, EMA [81], mantém os limites que habitualmente se
encontram na literatura [50, 84] : para 0 < ApK, < 3, seria inconclusiva a possibilidade da
formacao de sal ou de co-cristal [85]. A FDA recomenda a utilizagao de métodos
espectroscopicos (FTIR, difraccao de raios-X e de neutroes) como forma de aferir do
grau de transferéncia de protao.

A formacao de sais tem uma limitagao importante visto que o APIl, como ja foi
referido, deve possuir pelo menos um grupo adequado ionizavel (acido ou base). A
investigacao de co-cristais farmacéuticos € vantajosa relativamente ao estudo de sais
porque qualquer API, independentemente de possuir grupos ionizaveis, pode ser
potencialmente co-cristalizado [86]. O numero de potenciais co-formadores é elevado,
para além de que os sistemas nao terao que ser binarios. A investigagao de co-cristais
vem complementar os métodos existentes, reintroduzindo no processo de investigagao
e desenvolvimento moléculas que possuem perfis farmacéuticos limitados [75], mesmo
que nao possuam grupos funcionais ionizaveis e potenciando, mesmo quando estes

grupos existem, novas vias de optimizagao do desempenho do activo.
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Encontra-se na literatura exemplos de co-cristais envolvendo compostos idnicos
(sal-co-cristal) [54] e hidratos de co-cristais [87]. Na Figura 1.3, apresenta-se um
esquema que mostra a possivel sobreposicao no dominio das formas multicomponente,

co-cristal, hidrato e sal.

\7
g

Figura 1.3 Sobreposigao possivel do dominio de formas sélidas multicomponentes; 1) co-cristal- hidrato; 2)
co-cristal-sal; 3) sal-hidrato; 4)co-cristal-sal-hidrato, (adaptado de [88]).

Constata-se que até 1960 eram em numero reduzido os registos de estruturas de
co-cristais depositados na base de dados de estruturas cristalinas CSD, (Crystal Structural
Database), sendo que em 2006 o nimero era de 1350 [76]. A realidade tem vindo a
alterar-se: nesta ultima década, é notorio um crescente interesse por este tipo de formas
solidas, comprovado pelo numero de depésitos de estruturas de co-cristais na CSD [89].
Este interesse deve-se as potenciais aplicagoes dos co-cristais, que como novos solidos
de uma substancia de interesse poderao ser utilizados para a optimizagio do seu
desempenho, ou ampliar o seu ciclo de vida [90]. Para além da indUstria farmacéutica, a
investigacao de co-cristais é de elevado interesse em todos os dominios onde a forma
solida e fungao estao estreitamente relacionadas. A Tabela 1.4 mostra alguns exemplos.

No que diz respeito a co-cristais farmacéuticos, estes representam um novo
paradigma no sentido de resolver problemas que persistem nos activos pertencentes a
classe Il do Sistema de Classificagao Biofarmacéutica (BCS, Biopharmaceutical Classification
System), caracterizados por possuirem baixa solubilidade aquosa, apesar da elevada
permeabilidade membranar, o que afecta a sua biodisponibilidade oral [91]. Os co-cristais
farmacéuticos sao, ainda, investigados no sentido de conferir cristalinidade aos materiais,
na reducao da higroscopicidade, no controlo do polimorfismo de farmacos [76, 92-94], e

ainda, no aumento da estabilidade dos activos no estado sélido [93].
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Tabela 1.4 Exemplos da investigacao da formagao de co-cristais em diferentes dominios de aplicagao.

Dominio de aplicagao

Industria farmacéutica

Sector industrial de

energéticos para explosivos

Industria agro-alimentar

materiais

Possibilidade de controlo da estrutura e composicao por
conhecimento cientifico e previsao das interacgbes nao-covalentes;
Multiplas opgdes na escolha de co-formadores, originando um
incremento na variabilidade estrutural de co-cristais a sintetizar com as
propriedades desejadas; Redu¢ao no tempo gasto nas etapas de
investigagdo e desenvolvimento, especialmente na etapa de avaliagcao
de toxicidade [95, 96]; Como podem ser produzidos por
mecanoquimica em fase sélida, ndo necessitam de solventes para a sua
sintese, tornando o processo de obtengao mais “verde” [97, 98]. Para
além dos exemplos ja citados, existe um grande numero de activos
farmacéuticos alvo de estudos no dambito de investigagio e
desenvolvimento de co-cristais farmacéuticos, como por exemplo com
o antidepressivo cloridrato de fluoxetina mais conhecido por Prozac
[99], o anti-epilético carbamazepina, o antifingico itraconazol, entre
outros [I].

A co-cristalizagao desencadeou um grande progresso na industria de
materiais energéticos, nomeadamente no fabrico de explosivos [100-
102]. Foi demonstrado que a formagao de co-cristais de alguns
materiais explosivos, pode originar materiais com maior poténcia
explosiva e uma menor sensibilidade ou equivalente a dos explosivos
mais potentes, logo mais seguros. Teriam também uma velocidade de
detonagao superior a dos explosivos mais potentes para fins militares.
E o caso do co-cristal 2:1 CL-20:HXM, entre 2,4,6,8,10,|2-hexanitro-
2,4,6,8,10,12hexaazaisowurtziatano  (CL-20) e 1,3,5,7-tetranitro-
1,3,5,7-tetrazaciclooctano (HXM) e o co-cristal |:IDADP/TCTNB
sintetizado entre diacetona diperéxido (DADP) e do 1,3,5-tricloro-
2,4,6-trinitrobenzeno (TCTNB) [103, 104].

Foi patenteado um co-cristal |:| entre o pirimetanilo e ditiino-
tetracarboximida, que demonstrou ser util numa formulagao agricola,
para o controlo de pragas devido a sua acgdo como pesticida e

fungicida [105]

Em 2013, a farmacéutica espanhola ESTEVE, num estudo dirigido ao

desenvolvimento de novas terapias no combate a dor aguda e moderada, anunciou ter

obtido bons resultados em fase Il de estudos clinicos, com um co-cristal formado entre

um placebo e tramadol [106]. Os estudos demonstraram que o novo co-cristal possui

eficacia e seguranga farmacologica superiores as dos activos utilizados na co-cristalizagao.

12
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Quando falamos em co-cristais farmacéuticos, os co-formadores deverao ser
escolhidos, preferencialmente, entre substancias geralmente reconhecidas como seguras,
Generally Recognized As Safe (GRAS) [107], ou, na familia de substancias conhecidas como
Everything Added to Food (EAFUS) [108]. O formaddor de co-cristal pode também ser
farmacologicamente activo [109], o que originara um co-cristal potencialmente utilizavel
em terapia dual [109].

Na investigagao de co-cristais, a seleccao do co-formador é frequentemente
baseada na andlise de potenciais sintoes supramoleculares que resultam de
reconhecimento molecular entre as espécies envolvidas, conhecida como engenharia de
cristais [110]. No caso de homossintoes o reconhecimento molecular envolve interacgao
entre funcionalidades idénticas; heterossintoes descrevem interacgoes entre grupos
funcionais diferentes. A abordagem do sintao supramolecular, sugere que determinados
grupos funcionais, presentes no APl e no formador, desempenham um papel importante
na formagao do co-cristal, de modo que numa experiéncia de co-cristalizagio bem-
sucedida, devem ser usados formadores com grupos funcionais complementares dos do
API. Alguns exemplos tipicos de sintoes supramoleculares, Uteis na sintese de co-cristais,
estao representados na Figura |.4.: os homossintoes acido-acido, amida-amida, os

heterossintoes acido-N-piridina e o acido-amida.

Figura 1.4 Exemplos de sintSes supramoleculares. a) Homossintdo acido-acido, dimero ciclico e b)
homossintio acido-acido, cadeia, c) sintdo acido-N-piridina, d) sintdo acido-amida.

A identificagao de sintoes supramoleculares robustos, e o estabelecimento de
uma hierarquia de sintoes supramolecualres tem sido tentada por analise de um conjunto
elevado de estruturas cristalinas moleculares, por exemplo na Cambridge Structural

Database (CSD) [I11]. A importancia da CSD na engenharia de cristais, é realgada na

13



Capitulo | Introducdo

literatura recente [l12-114]. Contudo, esta abordagem da analise dos sintoes
supramoleculares apresenta algumas desvantagens, na medida em que a formagao do
sintio pode ser bem-sucedida, mas a supra unidade pode nao dar origem a uma
estrutura cristalina ordenada. Além disso, a abordagem nao considera factores como a
competicao entre os diferentes grupos funcionais presentes no APl ou no formador,
nem efeitos estéreos em torno do dador e do aceitador [I15]. E, no entanto, um
excelente ponto de partida.

Em 1999, Allen et al. [83], recorrendo a CSD determinaram a probabilidade global
de formagao, (P.), de 75 sintoes bimoleculares em cristais, utilizando a equagao (I.3),
onde, N, representa o numero total de ocorréncias de um dado sintdo na CSD e N,

o nimero de situagoes em que um tal sintao sera possivel, nos casos observados.
Pm = Nobs/Nposs ( I 3)

Neste estudo, classificaram todas as unidades de reconhecimento molecular de
estruturas organicas, contendo um numero superior ou igual a vinte atomos existente na
CSD, formados por ligagdes de hidrogénio N,,...—H""Nuomiaicoo Namina—H* O,
O—H N, omaico € O—H--O. Concluiram que os sintoes onde ha a formagao de ligagoes
de hidrogénio: (N mira=H** O, Naromssico™"HNaromitico: Namina~H*"O); (Naromasico™ "H*"Naromticor
N,mia—H"O) e (N ~H-O, N

—H:--O), sao os mais provaveis, com uma

amina aromatico amina

probabilidade de formagao de 97, 91 e 76 %, respectivamente [83, | |6].

Os acidos carboxilicos representam um dos grupos funcionais mais estudados no
contexto da engenharia de cristais, e estdo presentes nos activos mais vendidos
mundialmente. Representam um excelente ponto de partida para a engenharia de
co-cristais farmacéuticos, porque, as suas ligagoes de hidrogénio complementares, dador
e aceitador, formam o homossintao acido-acido, que &, a partida, muito favoravel [117,
I 18]. No entanto, a probabilidade de formar o homossintao acido-acido encontrada no
estudo [83] foi de apenas 33 %. A causa desta baixa probabilidade relativa é atribuida a
competicao da ligagao de hidrogénio com outros aceitadores tais como, por exemplo,
COQO;, piridina, amina, amida, C=0O, S=0O, P=0.

Um estudo realizado por Steiner, [I19], em 2001, através da CSD, e confirmado
por calculos computacionais, em dadores carboxilicos na ligagao de hidrogénio, indica
que a interacgao acido-piridina, através da ligacao de hidrogénio, O—H-*N

aromaticos OU Se]a
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o heterossintao acido-piridina € mais favoravel do que as interacgoes acido-amida.
N. Shan [96] em Janeiro de 2008 estudou 1950 estruturas cristalograficas de co-cristais
depositados na CSD, nas quais foram identificados interacgoes por ligagao de hidrogénio.
Destas, 570 entradas resultaram para a conjugagao dos termos COOH e N, ico: 433

(76 %) destas estruturas apresentam o heterossintao supramolecular COOH:--N e

aromatico

30 (5 %) o homossintao supramolecular COOH:---COOH. Ambos os estudos mostram

que o heterossintaio COOH:-*N € dominante. Estes autores e outros, propuseram

aromatico

a seguinte hierarquia de formacao do sintao supramolecular, por ordem decrescente de

probabilidade [120-122]:

Heterossintao acido-N > Homossintao acido-acido > Heterossintao acido-amida >

aromatico

Homossintao amida-amida.

A validade da informagao recolhida a partir das estruturas depositadas em CSD,
permite implementar um programa racional para a concepgao de co-cristais,
seleccionando os melhores formadores e as melhores funcionalidades. Os heterossintoes
supramoleculares nao estao limitados, naturalmente, aos que envolvem o grupo acido
carboxilico: interacgoes N, ..~ H" "N, omuico € @ formagao dos sintoes alcool-piridina e
alcool-amida sao, como ja referido, outros exemplos de heterossintoes possiveis [123,
124].

Tém sido tentadas outras metodologias para previsao da formagao de co-cristais
[125-133], contudo a informagao recolhida a partir das estruturas depositadas na CSD
revela-se de grande utilidade, e permite implementar um programa racional para a
concepgao de co-cristais.

Apds a seleccao de possiveis co-formadores, varias abordagens podem ser
seguidas na obtencao de co-cristais. A cristalizacio em solugao [89, 134-137], a
mecanoquimica [138-141], e a cristalizagao do fundido [142, 143], sao algumas das
técnicas mais utilizadas. A mecanoquimica, método pelo qual um processo € induzido por
energia mecanica, na auséncia, neat grindinig, NG, ou na presenca de pequenas
quantidades de solvente, liquid assisted grinding, LAG [|41, 143-146], resultando num
processo ‘“verde” ambientalmente vantajoso, tem-se revelado muito eficiente para o
screening de co-cristais [140, 147, 148]. Quando o processo ¢ levado a cabo na auséncia

de solvente a formagao da nova estrutura cristalina podera resultar de diversos
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mecanismos, por exemplo difusao molecular, (normalmente se um ou ambos os
reagentes tém pressao de vapor apreciavel em fase soélida); por indugao de uma fase
liquida (por exemplo um eutéctico metaestavel) ou de uma fase amorfa [149]. A
mecanoquimica assistida por solvente resulta com frequéncia num incremento na
velocidade de formagao de co-cristal, e também em maior rendimento e cristalinidade
dos produtos. Nao é ainda claro o papel do solvente no processo de co-cristalizagao. A
quantidade de solvente adicionada podera ter uma fungao puramente fisica, actuando
como catalizador de reacgao, facilitando a difusao molecular, ou podera ter um papel
mais activo, actuando como “template” na formagao de rede cristalina [149]. Como
desvantagem da mecanoquimica na sintese de co-cristais, € de referir que a dimensao dos
cristais obtidos é de um modo geral demasiado reduzida para que seja possivel a sua
utilizagao na resolucao da estrutura cristalina por métodos de difraccao de raios-X de
monocristal.

A cristalizagao em solugao é o método de eleicao para obtengao de cristais com
dimensoes adequadas a resolugao da estrutura cristalina, e também para transposicao de
escala. A sobressaturacao € a forga motriz da cristalizacio e esta é frequentemente
conseguida por evaporagao do solvente, arrefecimento da solugio ou adigao de
anti-solvente a solugao contendo os dois componentes. O processo de co-cristalizagao
visa obter cristais multicomponentes a partir da solugiao do APl e do co-formador em
solvente adequado. No entanto, uma grande desvantagem deste método € que um dos
componentes do co-cristal pode nao ter solubilidade adequada no solvente seleccionado
para a co-cristalizagao, os componentes individuais podem cristalizar separadamente e
obter-se misturas de co-cristais e dos componentes de partida. Assim, nem sempre €
gerado o co-cristal a partir de solugao de composicao que obedece a estequiometria do
solido multicomponente pretendido. O conhecimento do diagrama de fases ternario do
sistema formado pelos constituintes do co-cristal e pelo solvente é da maior importancia

na optimizagao do processo de co-cristalizagao em solugao [150].
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1.2 Objectivo

O trabalho apresentado nesta dissertagao tem como objectivo a investigagao de
novas formas solidas de dois activos farmacéuticos de grande importancia em pratica

clinica, o diflunisal, Figura 1.5a, e a lamotrigina, Figura 1.5b.

(¢]
NH,
OH
N

SOSOSRae

E

Cl Cl

a) b)

Figura 1.5 a) diflunisal; b) lamotrigina.

O diflunisal é um anti-inflamatorio nao-esterodide, AINE, sobre o qual se verificou
recentemente um recrudescimento de interesse dado o potencial da sua utilizagao,
também, em terapia oral da polineuropatia amiloidotica familiar [151, 152]. A lamotrigina,
com actividade anti-convulsivante e também usada no tratamento da desordem bipolar,
tem sido considerada, recentemente, um activo de eleicao, relativamente a prescrigao
tradicional, devido a uma maior tolerabilidade apresentada pelos pacientes [153].

Tanto o diflunisal, Figura 1.5 a), como a lamotrigina, Figura 1.5 b) estao incluidos
na classe Il do sistema de classificacao biofarmacéutica, o que resulta da sua
biodisponibilidade oral ser limitada por baixa solubilidade aquosa, (0,16 mg/mL para o
diflunisal [154, 155], e 0,17 mg/mL, para a lamotrigina [156] a 25°C). A expansao do
conjunto de formas soélidas destes activos é, portanto, desejavel numa perspectiva de
potencial incremento do seu desempenho biofarmacéutico.

Neste trabalho é dado particular relevo a pesquisa de co-cristais, nao descurando
a eventual identificagao de polimorfos, solvatos ou sais. Foi privilegiada uma abordagem
termodinamica, com estudo de misturas binarias de diferente composigao, o que permite
também a identificagao adicional de outras composi¢oes de interesse em formulagao
farmacéutica, por exemplo misturas eutécticas [157].

Como ja foi referido, a formagao de co-cristais resulta de processos de
reconhecimento molecular, com formagao de sintoes supramoleculares. A escolha dos

activos objecto de estudo, resultou da conjugagao do seu interesse clinico, como
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mencionado acima, com o facto de ambos possuirem um nucleo base derivado do
bifenilo, mas apresentarem grupos funcionais muito distintos, o que antecipa a formacgao
de sintoes supramoleculares diferentes. Esta escolha permite, numa abordagem mais
fundamental, contribuir para uma melhor compreensao da quimica supramolecular de
grupos funcionais. No caso do diflunisal o grupo funcional principal é o acido carboxilico,
comum a muitos outros AINE. Obviamente que o hidroxilo fendlico podera também
participar na formagao de ligagao de hidrogénio em estruturas supramoleculares, nao
sendo de descurar a eventual contribuicao dos atomos de flior. A lamotrigina, por seu
turno, possui um anel de triazina, e dois grupos amina nas posi¢oes 3 e 5. Este composto
tem semelhangas obvias a nivel de estrutura molecular com uma familia de inibidores da
di-hidrofolato reductase, que contém um grupo 2,4-diaminopirimidina, por exemplo a
pirimetamina, o trimetroprim, o iclaprim.

Apesar da estrutura supramolecular final dum co-cristal nao poder ser antecipada,
é possivel, a partir dos grupos funcionais dos APls, muitas vezes os mesmos que lhes
conferem actividade biologica, fazer um planeamento racional da pesquisa de co-cristais.
Este processo de engenharia de cristais passa pela escolha de co-formadores que
possuam as necessarias funcionalidades complementares. Na Tabela 1.5 sao indicadas as
substancias seleccionadas neste estudo como co-formadores, e também, os sintoes
supramoleculares mais provaveis para cada caso.

As trés piridinacarboxamidas isoméricas, picolinamida, isonicotinamida e
nicotinamida, foram investigadas quer em associagio com o diflunisal quer com a
lamotrigina. Este grupo de isbmeros podera dar indicagao sobre a eventual consequéncia
da maior/menor acessibilidade do azoto aromatico na formagao dos sintoes (ii) e (iv). As
duas xantinas, cafeina e teofilina, obviamente com estrutura molecular muito distinta da
das piridinacarboxamidas e com potencialidade, portanto, para formagao de outros
sintoes, completam o conjunto de formadores estudados com a lamotrigina. Foi ainda

investigada a eventual associagao entre os dois activos, diflunisal e lamotrigina.
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Tabela 1.5 Activos farmacéuticos, co-formadores utilizados neste estudo, e sintoes supramoleculares
provaveis.

Activos Co-formadores Sintoes supramoleculares provaveis
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2 Investigacdo de novas formas solidas de
(diflunisal + nicotinamida): uma abordagem
termodinamica

O diflunisal ou acido 5-(2,4 difluorofenil)2-hidroxi-benzoico, Figura 1.5 a, como ja
referido anteriormente, é um anti-inflamatério nao esterdide, derivado do acido
salicilico. Este activo foi desenvolvido pela Merck Sharp & Dohme [I55, 158], tendo sido
introduzido no mercado com o nome de marca Dolobid, como analgésico e anti-
inflamatério nao esterdide, indicado para o tratamento da artrite reumatodide,
osteoartroses, € no tratamento da dor ligeira ou moderada [159]. O diflunisal mostrou
vantagens tanto em termos de eficacia como de seguranga num conjunto de mais de 500
salicilatos, desenvolvendo actividade superior ao acido acetilsalicilico como agente
analgésico e antipirético, em termos de duragao de acgao e efeito terapéutico [160].

Estudos recentes confirmam que a administragao por via oral do diflunisal
estabiliza as quatro unidades do homotetramero da transtirretina, impedindo a sua
dissociacao, o que parece ser a primeira etapa no combate a Polineuropatia Amiloidotica
Familiar [151, 152], também conhecida por doenca dos pezinhos, uma doenga

neurodegenerativa, que nao obstante a sua baixa prevaléncia, tem particular incidéncia
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em Portugal, no Japao e na Suécia [161-164] Foram obtidos resultados encorajadores,
em experiéncias com animais, e também em testes em humanos [165-168], utilizando o
diflunisal no tratamento desta doenca [168]. A baixa solubilidade aquosa do diflunisal,
aliada ao seu potencial em aplicagoes clinicas, torna muito relevante a investigagao de

novas formas solidas deste API.

2.1 Caracterizacdo das formas solidas de diflunisal utilizadas neste

trabalho

A molécula do diflunisal possui flexibilidade conformacional e capacidade para
estabelecer ligagcoes de hidrogénio inter e intramoleculares, o que potencia a existéncia
de formas polimorficas [169-171]. Nos varios estudos referidos na literatura, com a
finalidade de identificar e caracterizar as suas diferentes fases cristalinas e amorfas [I55,
169, 170, 172, 173], é reportada a existéncia de polimorfos, solvatos e hidratos.
Observa-se, no entanto, uma certa indisciplina na designagao atribuida as diversas formas
deste composto. Os primeiros estudos revelaram a existéncia de trés polimorfos,
designados por formas I, Il e Ill [I55]. Davey et al. [I170] resolveram em 2003 as
estruturas cristalinas das formas | e lll, Figura 2.1. Uma outra estrutura cristalina, a forma
V, foi resolvida por Kim e colaboradores [174].

As estruturas cristalinas dos solvatos de diflunisal, obtidos por cristalizagao em
agua e em n-hexano, foram publicados por Perlovich et al. [169], e a estrutura do solvato
de diflunisal em acido acético glacial, foi resolvida por Davey [170]. Recentemente foi
descoberto e descrito um novo hidrato do diflunisal, obtido por recristalizagao durante
o arrefecimento duma micro-emulsao de agua em 6leo [173].

Observa-se, nas formas polimorficas e nos diferentes solvatos cuja estrutura foi
resolvida por difraccao de raios-X, a presenca de unidades diméricas definidas pelo
homossintao acido-acido, dimeros de acido carboxilico, registando-se na maioria, com
Unica excepg¢ao do polimorfo lll, desordem entre duas posi¢coes do atomo de flior em
posicao orto, com uma ocupagao de 50 % [170]. Em todas elas existe, também, uma
ligagao de hidrogénio intramolecular entre o grupo hidroxilo e o grupo carbonilo. No

polimorfo | esta presente uma ligagao de hidrogénio intermolecular, relativamente fraca,
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entre os grupos hidroxilo, e no solvato de acido acético existe uma ligacao
intermolecular O—H---F envolvendo o grupo carboxilico e o atomo de flior em posicao

para [170].

Figura 2.1 Empacotamento cristalino dos polimorfos | (a) e Il (b) do Diflunisal [170].

Neste trabalho utilizou-se uma amostra comercial de diflunisal adquirida a Sigma-
Aldrich, com pureza superior a 99 % (anexo Al.l). A comparagao do difractograma de
raios-X de p6 desta amostra com os diferentes difractogramas obtidos por simulagao a
partir de dados de raios-X de monocristal encontrados na literatura, [169, 170, 174],
identifica o composto de partida como sendo diflunisal polimorfo |, Figura 2.2 (as
condigoes de aquisicao sao descritas no anexo Al.9).

Uma vez que a preparagao de misturas binarias foi realizada por mecanoquimica,
foram também caracterizadas, por difraccao de raios-X de po, amostras do diflunisal
sujeitas a0 mesmo tratamento. As experiéncias de mecanoquimica foram conduzidas

com uma frequéncia de vibracao de |15 Hz e um tempo de moagem de 30 min, sem
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qualquer solvente ou assistidas por 10 pl de etanol (ver anexo Al.3). Constatou-se que,
quando a moagem é efectuada na auséncia de solvente, o diflunisal permanece na forma I.
Na presenga de etanol a forma | transforma-se na forma lll. A Figura 2.2 mostra os
difractogramas de raios-X de po do composto de partida e da amostra sujeita a
mecanoquimica na presenca de etanol, bem como os difractogramas simulados para as
formas | e lll.

Os espectros de infravermelho das formas | e lll do diflunisal estao reunidos na

Figura 2.3, e foram adquiridos nas condi¢oes descritas no anexo Al.8.

Intensidade / a.u.

Figura 2.2 Difractograma de raios-X de pé de diflunisal;l) amostra comercial; 2) simulado para a forma |
[170]; 3) amostra obtida por mecanoquimica assistida por etanol; 4) simulado para a forma llI

[170].
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Figura 2.3 Espectro de infravermelho de diflunisal;1) forma I; 2) forma lIl.
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As bandas de absorgao observadas no espectro de infravermelho da forma |,
sensiveis a interacgoes intermoleculares sao as seguintes: vibragoes de elongagao do
grupo carbonilo, C=0, (1688 cm™); elongacdo C=C do anel fenilo, (1621 cm™); vibragdes
de elongacio C—F (1223 cm™); elongagio C-OH no fenol (1199 cm™) e naturalmente a
elongacio OH do grupo carboxilico, banda larga com maximo aos 3128 cm™. Na forma
lll, por exemplo, o méximo desta Gltima banda desloca-se para 3266 cm” e banda de
elongacio do grupo carbonilo C=O experimenta um desvio de 1688 cm™' na forma | para
1673 cm™'. A bandaa | 100 cm’, presente na forma |, € menos intensa na forma lll.

O comportamento térmico dos polimorfos | e lll do diflunisal foi estudado por
calorimetria diferencial de varrimento, DSC (anexo Al.4). As amostras foram aquecidas
entre os 25°C e os 220 °C, com uma velocidade de varrimento =10 °C/min. Em ambos

os casos a fusao ocorre a Ty, = (212,8 + 0,3) °C com uma entalpia de fusao A H = (36,5

*1,0) kJ/mol, Figura 2.4.
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Figura 2.4 Curvas DSC de aquecimento de diflunisal; 1) forma I; 2) forma lll. 8 = 10 °C/min.

Nestas curvas nao é visivel qualquer transicao de fase durante o processo de
aquecimento. No sentido de clarificar esta questao, uma amostra do polimorfo Il foi
aquecida até 195°C, e depois arrefecida até a temperatura ambiente. A comparagao do
espectro de infravermelho e do difractograma de raios—X de po da amostra sujeita a
este ciclo com o esperado para os polimorfos | e lll do diflunisal, Figura 2.5 e Figura 2.6,
respectivamente, permite concluir que durante o aquecimento, a forma lll transita para a

forma I. Portanto, nos termogramas é registada a fusao do polimorfo I.
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O facto de a transformagao nao ser visivel por calorimetria diferencial de
varrimento nas condi¢oes de estudo resulta, certamente, da energia total envolvida ser

baixa, (10 — 24 ]/g segundo Martinez-Oharriz et al) [172], a que eventualmente esta

associada uma cinética lenta.
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Figura 2.5 Espectro de infravermelho de diflunisal;l) forma I; 2) forma Il aquecida até 195°C, seguida de
arrefecimento até a temperatura ambiente, || = 10 °C/min.; 3) forma lIl.
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Figura 2.6 Difractogramas de raios-X de po6 de diflunisal. 1) Simulado para o polimorfo | [170]; 2) Amostra
obtida por aquecimento do polimorfo Il até 195 °C, e posterior arrefecimento até a temperatura

ambiente, |B] = 10 °C/min.; 3) Simulado para o polimorfo Ill [170].
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2.2 Investigacdo de novas formas solidas (diflunisal +

nicotinamida): uma abordagem termodinamica

Na investigagdio de novas formas soélidas de diflunisal, usando as trés
piridinacarboxamidas isoméricas, foi dado relevo ao sistema diflunisal+nicotinamida. A
nicotinamida, Figura 2.7 b, é designada vitamina B3, e como tal € um bom candidato para
a investigacao de misturas binarias com o diflunisal, tendo em conta que pertence ao
grupo de substincias geralmente reconhecidas como seguras, GRAS [107], e também,
pelas vantagens terapéuticas que poderao resultar da sua co-formulagido com um anti-
inflamatorio nao-esterdide. Numa perspectiva de sintese de co-cristais, esta associagao
com o diflunisal pode dar origem a dois importantes heterossintoes: acido-amida e
acido-N [175], como mostra a Figura 2.7 c) e d).

aromatico

o

= A
R e
o <
ol N\
<) d)

Figura 2.7. a) Formula de estrutura do diflunisal; b)molécula da nicotinamida; c) sintdo acido-amida e d) sintao
acido-N-piridina.

Tendo em conta os valores de pK, de ambos os compostos (nicotinamida
pK, = 3,35 [176] e diflunisal pK, = 3,3 [177]) a formagao de sal nao é esperada [80, |178].
A nicotinamida utlizada neste estudo é a forma | [179], como se pode verificar na
Figura 2.8, onde se compara o difractograma de raios-X de pd da nicotinamida inicial
com o difractograma simulado para o polimorfo I. Para o solido utilizado foram obtidos,
por DSC, os seguintes parametros para a fusio (n=6): T, =(128,0%0,5)°C e

AyoH = (25,5 = 0,4) KkJ/mol, em excelente concordancia com os valores descritos na

literatura [180].
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Figura 2.8. Difractograma de raios-X de p6 de nicotinamida. |. Simulado para a forma I[179], 2.Experimental,
amostra comercial.

Nao foi observada qualquer transi¢cao de fase, quando o composto é submetido a
mecanoquimica nas condi¢oes utilizadas neste trabalho.

A forma sélida |, cuja estrutura foi resolvida por Miwa et al. em 1999 [179],
mostra ligagoes de hidrogénio amida-N, . .icv N30 existindo o homodimero
centrossimétrico amida-amida, Figura 2.9 a. Hino et al. [180] identificaram trés outros
polimorfos de nicotinamida, obtidos por cristalizagao do fundido em ensaios de DSC e,
mais recentemente, Bourne e Caira [I81] resolveram a estrutura de uma forma sélida,
nic2, obtida acidentalmente, e apenas, em ensaios de co-cristalizaggo com um
tuberculostatico em acetato de etilo. De referir que neste polimorfo ha ocorréncia do
homodimero centrossimétrico amida-amida, Figura 2.9 b. Todos estes polimorfos sao

metaestaveis relativamente a forma | utilizada nesta investigagao.

a) b)

Figura 2.9- a) Célula unitaria da nicotinamida, polimorfo | [179]; b) célula unitaria da nicotinamida, Nic2. [181].
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2.2.1 Investigacao preliminar da viabilidade de formac&o de co-cristais
diflunisal:nicotinamida

A viabilidade de formacao de co-cristal entre o diflunisal e a nicotinamida foi
confirmada aplicando a metodologia descrita por ter Horst et al. [182]. O método toma
como ponto de partida a solubilidade dos componentes puros no solvente escolhido
para investigar a viabilidade de formagao de co-cristais.

A solubilidade, num determinado solvente a temperatura T, de um co-cristal A,B,
formado por um APl A e um co-formador B, se os componentes nao formarem espécies

complexas em solugao nem se ionizarem, traduz-se pelo equilibrio seguinte:

AaBb(s) = aA(soln) + bB(soln) (2-|)

donde resulta que,

/”'ZaBb,s = a Ha,soln +b UB,soln = A (#X + RTlnaA) +b (,ng + RTlnaB) =

~ a( ul + RTInx,) + b (ug + RTInxg) = a ul + b ug + RTIn(x{xk) (2.2)

onde ‘uZaBb € o potencial quimico do co-cristal, Aoy € MB 5oy OS POtenciais quimicos
dos componentes A e B na solugio em equilibrio com A, B, , U3 e ug , os potenciais
quimicos padrao de A e B, aj e ag, x5 e xg as actividades e fracgoes molares de A e B
na solugao, respectivamente.

Numa solucao saturada do APl ou do co-formador

Ay = Agsoln) (2.3)
B(s) = B(soln) (2.4)
e por conseguinte
Ur = Up + RTlnay =~ pp + RTInx, (2.5)
e
up = ug + RTInag =~ ud + RTInxg (2.6)

onde 1, e Ug sdo os potenciais quimicos de A e B solidos a temperatura considerada,
a,, ag, X5, Xg representam, respectivamente, a actividade e a fracgdo molar de 4 e B

em equilibrio com os solidos respectivos.
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Se o co-cristal € mais estavel que os componentes sélidos puros, entao a sua
solubilidade num solvente escolhido sera inferior a combinacao dos seus constituintes e
(x&.xE) < x§*.xB*, que resulta da condigio Bap, < @pp+ bug. Portanto se a
temperatura T; uma solugdo saturada de A, tem composicdo x,(T;) e uma solugio
saturada de B, composi¢ao xp(T;), a temperatura de saturagio T,, de uma solugao dos
dois componentes com composicao x,(T;) e xg(T;) devera ser superior a Ty, caso a

formagao do co-cristal seja termodinamicamente viavel.

Na avaliagao preliminar da viabilidade de formagao de co-cristal entre o diflunisal
e a nicotinamida utilizou-se um equipamento de alto rendimento Crystal |6 de Avantium
Technologies (ver anexo Al.2), com o etanol como solvente. O equipamento permite
medir os “clear points” e os “cloud points” com base na turbidez, de dezasseis aliquotas de
| mL de solugao em paralelo e automaticamente. A temperatura a qual a suspensao se
transforma numa solugao limpida, “clear point” durante o aquecimento a velocidade de
0,3 °C/min, é tomada como a temperatura de saturagao para a composi¢ao de solugao
previamente estabelecida.

Numa primeira etapa, a solubilidade do diflunisal a uma temperatura de referéncia
T..o Xoi(T.e), € as solubilidades dos formadores a essa temperatura, X c(T.), s3o
determinadas. Numa segunda etapa, é testada a capacidade de formagao de co-cristais
para cada par constituido por diflunisal e um dos co-formadores. Se o diflunisal e o
formador derem origem a um co-cristal, entao uma solugao com a concentragao
X codToe) © Xoi(Toe)» terd uma temperatura de saturagio superior a temperatura de
referéncia, T, > T,

Os valores de temperatura de saturagao, T, registadas experimentalmente para
solugoes etandlicas de diflunisal e de nicotinamida podem ser descritas pela equagao de
van't Hoff simplificada, Equagao 2.7, onde x é a fracgao molar, AH e T, sao parametros
de ajuste e R é a constante dos gases, Figura 2.10.a. Os parametros de ajuste sao

apresentados na Tabela 2.1.

Inx = 22 (l _ i) @.7)
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Em seguida, foram determinadas as temperaturas de saturagao T,, apos dissolugao

e recristalizagdo, de misturas com composicio (Xpir, XNa)» NO mesmo solvente,

Figura 2.10. a.
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Figura 2.10. a. Grifico da equacao de van't Hoff eq. 2.7: NA (e), DIF (m) e hipotético co-cristal DIF+NA (A)
em etanol. b. Diferenga (T, - T,.), entre a temperatura de saturagao medida T, de amostras com
composi¢ao (X*DIF(Tref), X*NA(Tref)), e T, a temperatura a qual a solubilidade dos componentes puros
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Os resultados obtidos foram comparados com os valores das temperaturas de
saturagao de referéncia, T,, para solugoes em etanol de diflunisal puro ou de
nicotinamida pura, com a mesma concentragdo Xpp, € Xna, respectivamente. Estes
valores foram extrapolados a partir do ajuste da equagao de van't Hoff obtido
anteriormente. Valores de T, superiores a T, indicam a formagao de co-cristais entre os
componentes [182], o que foi observado para o sistema diflunisal+nicotinamida,

Figura 2.10. b.

Tabela 2.1. Parametros obtidos ajustando os valores de solubilidade de diflunisal e de nicotinamida em etanol,
em fungao da temperatura, usando a equagao 2.7.

-(AH/R) I K 'AH/(RTO) Coeficiente de correlagdo
Diflunisal (23,97 £ 0,56)x10> 4,30 £ 0,17 0,997
Nicotinamida (36,04 £ 1,1)x10” 8,84 + 0,35 0,995

Os solidos obtidos foram analisados por difracgao de raios-X de pé. Apresenta-se
na Figura 2.11, um difractograma de raios-X de po representativo destes solidos,

confirmando a formagao duma estrutura distinta da dos compostos de partida, como se
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esperava. A nicotinamida, polimorfo I, e o diflunisal, forma lll, sao as formas solidas em
equilibrio nas solugbes saturadas destes compostos em etanol, como foi confirmado por

XRPD, Figura 2.11.
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Figura 2.11 Difractogramas de raios-X de pd dos sdlidos obtidos nas experiéncias realizadas com o
equipamento Crystal |6, utilizando como solvente, etanol. I. diflunisal forma lll; 2. nicotinamida
forma [; 3. sélido em equilibrio com solugoes de diflunisal+nicotinamida.

2.2.2 Determinacdo da estequiometria e caracterizacdo do co-cristal

(diflunisal + nicotinamida)
2.2.2.1 Diagrama de fases solido-liquido (diflunisal + nicotinamida)

Tendo-se verificado que a formagao do co-cristal entre diflunisal e nicotinamida é
termodinamicamente viavel, importa definir a respectiva estequiometria. Para tal
recorreu-se a constru¢ao do diagrama de fases solido-liquido para este sistema binario, a
pressao atmosférica.

Diagramas de fases solido-liquido entre um APl e potenciais co-formadores sao
de grande importancia, tendo em conta que fornecem evidéncia conclusiva da formagao
de co-cristal e da sua estequiometria, permitindo ainda a identificagao doutras
composi¢oes binarias importantes em formulagao farmacéutica, como por exemplo as
misturas eutécticas [183, 184].

O diagrama de fases foi tragado a partir das curvas de DSC de aquecimento
obtidas para misturas binarias dos componentes em diferentes proporgoes, cobrindo
toda a gama de concentragoes 0 < Xy < |. As misturas foram preparadas por
co-moagem das quantidades apropriadas de cada componente, a |5 Hz, durante 30

minutos e com assisténcia de |0 pL de etanol (ver anexo Al.3). Os ensaios de DSC
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foram efectuados as velocidades de varrimento B = 10 °C/min e 8 = 2 °C/min. As curvas

de DSC de aquecimento obtidas para misturas seleccionadas sao mostradas nas

Figura 2.12 e 2.13.
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Figura 2.12 Curvas de DSC de aquecimento seleccionadas para o sistema diflunisal+nicotinamida.
I. X = 0,000, 2. X5 = 0,0499; 3. X 5 = 0,0749; 4. X5 = 0,0995; 5. X5 = 0,1419; 6. X = 0,2785;
7. Xpr = 0,5000; 8. Xpr = 0,6647; 9. X5 = 0,6987; 10. Xpr = 0,7695; |l. Xpr = 0,9444;
12. Xpr = 1,000. S =2 °C/min
TEndo
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Figura 2.13 Curvas de DSC de aquecimento, para misturas representativas do sistema diflunisal +
nicotinamida. |. Xp = 0,000; 2. Xp = 0,0499; 3. Xpr = 0,1419; 4. X5 = 0,4448; 5. X5 = 0,5524;
6. Xpi = 0,6647; 7. Xpr = 0,9444; 8. Xpr = 1,000. 8= 10 °C/min
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O solidus foi obtido a partir do onset do primeiro pico observado nas curvas de
DSC, Tg, T, e o liquidus a partir do maximo corrigido dos segundos picos, T, (se
existirem), respectivamente [|185, 186]. Os valores obtidos sao apresentados Tabela 2.2
e o diagrama de fases solido-liquido do sistema diflunisal-nicotinamida, tragado a partir
destes dados esta representado na Figura 2.14.
Tabela 2.2. Temperaturas de transicdo Ty, Tp,, e T, obtidas para as varias transi¢des de fase observadas no

aquecimento em DSC de misturas de (diflunisal+nicotinamida) com diferentes fracgées molares de
diflunisal, X

XpIF Tei/°C T/ °C Tiq/ °C XpIF Tei/ °C Te2/ °C Tiq/ °C
B =2 °C/min B =10 °C/min
0,0000 127,7 0,0000 128,0
0,0499 117,8 124,5 0,0499 117,0 123,5
0,0749 19,4 121,5 0,0749 119,0 121,9
0,0995 118,0 120,3 0,0991 118,7 120,9
0,1419 16,8 134,0 0,1419 17,1 133,7
0,2785 13,1 158,1 0,2134 118,7 145,4
0,4448 1154 180,2 0,2785 13,1 158,1
0,5000 112,7 184,3 0,3333 117,5 166,9
0,5524 13,0 189,4 0,4448 1153 180,2
0,62271 191,7 0,5135 114,4 185,4
0,6647 192,8 0,5524 116,0 189,4
0,6987 189,6 192,5 0,5742 116,0 190,8
0,7695 190,3 0,6647 192,9
0,8539 190,2 200,8 0,7695 191,4
0,9444 189,0 207,3 0,8134 192,3 193,2
1,0000 212,8 0,8539 190,0 201,0
0,9444 188,9 207,3
1,0000 212,7

Para Xp = 0,67 o termograma apresenta um pico Unico, estreito como se espera
para um composto puro. Para misturas de composicao Xpr < 0,67 € observado um ponto
invariante a Ty, = (1174 1,3) °C, (n=14), e para Xp> 0,67 um outro a
Te, = (190,2 = 1,1) °C, (n = 8), com o excesso de composto a fundir numa gama larga de
temperaturas. A conjugacao destes dados, que o diagrama de fases resume, permite
confirmar a formagao de um co-cristal diflunisal+nicotinamida na proporgao,
DIF:NA (2:1), Xp = 0,67. Este novo co-cristal funde a Ty, = (192,6 + 0,5) °C, (com uma

entalpia de fusao A H = (95 % 2) kJ/mol, (n = 7) o que é significativamente menor do
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que o ponto de fusao do diflunisal, Ty, = (212,8 + 0,3) °C, mas muito superior ao da

nicotinamida, T, = (128,0 £ 0,5) °C, polimorfo I.

20——F——7T 7T T T T T T T

200 |- -

180

120

00 ¢ e e e
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

L

Figura 2.14 Diagrama de fases binario sélidotliquido de (diflunisal+nicotinamida). Simbolos a vermelho,
B = 10 °C/min; simbolos a azul 8 = 2 °C/min. As linhas sio guias de orientagio visual.

Os diagramas de Tamman, Figura 2.15, ou seja a dependéncia da entalpia de fusao
do eutéctico em fungao da fracgao molar, foram construidos para os dois pontos
eutécticos registados para este sistema binario. Usaram-se os resultados dos varrimentos
realizados a 2 °C/min e recorreu-se a deconvolugao das curvas de fusao para calculo de
entalpia quando necessario (da-se um exemplo na Figura 2.16).

A andlise dos diagramas de Tamman permite excluir a formagao de solugoes
solidas quer na vizinhanga do co-cristal, quer na dos compostos puros e determina a
fraccao molar de diflunisal nos pontos eutécticos, Xpr = 0,10 e Xpr = 0,75,

respectivamente.
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Figura 2.15 Diagramas de Tammann para o sistema diflunisal+nicotinamida, identificando os dois pontos
eutécticos, Xpr = 0,10 e Xgr = 0,75, respectivamente.
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Figura 2.16 Um exemplo de deconvolugao da curva de DSC da mistura diflunisal+nicotinamida, Xy = 0,6987,
£ =2 °C/min.

A equagio 2.8 permite calcular as temperaturas do liquidus, Tg,, para misturas de
composicao X; em que um excesso de composto i sélido esta presente, apds fusao do

eutéctico, admitindo imiscibilidade em fase soélida, miscibilidade na fase liquida e ainda que

a entalpia de fusdo de i, AgsHy, ; € constante na gama de temperatura considerada.

11 R
Tfus T Afus H ;,i

Inx;y, (2.8)

X
fus;

Trys: € a temperatura de fusdo de i puro e y; o coeficiente de actividade de i na

solugao liquida. A equagao resulta, obviamente, da condicao de equilibrio entre o solido
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em excesso e a solugao. Esta equagao € aplicavel para xpr > 0,75 (excesso de diflunisal)
e para xpg < 0,10 (excesso de nicotinamida). Usando valores determinados neste
trabalho para o diflunisal (Tgyspir = 212,8 °C e AgHpypip = 36,5 kJ/mol) e para a
nicotinamida (Tf,s na = 128,0 °C e AgyHppy na = 25,5 kJ/mol), os coeficientes de actividade
calculados para o diflunisal variam de ypr = 0,96 para xpr = 0,9444 a yp;r = 0,85 para
xpir = 0,8134 e para a nicotinamida obteve-se, por exemplo, yya = 0,97, para
Xpir = 0,0499. As misturas liquidas apresentam desvios negativos relativamente a
comportamento ideal que se traduzem por temperatura de liquidus inferior ao que se

preveria para comportamento ideal (representado Figura 2.17 pelas linhas tracejadas).

220 T T y T y T T T T

200
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Figura 2.17 Diagrama de fases binario solidotliquido de diflunisal+nicotinamida. Simbolos a vermelho,

B = 10 °C/min; simbolos a azul § = 2 °C/min. As linhas a cheio sio guias de orientagio visual. O
comportamento ideal esta representado pelas linhas a tracejado (eq. 2.8 com y; = |, e eq. 2.10)

O comportamento ideal na vizinhanga do co-cristal, quando um excesso de co-
cristal solido esta presente apés fusao do eutéctico (para 0,10 < xpp < 0,6667 e para
0,6667 < xpir < 0,75) foi representado na Figura 2.17, utilizando a equagao 2.10,

resultante da condi¢ao de equilibrio

IDIF,NA (S) = 2 UDIF (soln) T HNA (soln) (2.9)
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com as restrigoes indicadas também para a equagao 2.8 e admitindo, como se referiu,

comportamento ideal em fase liquida [187].

1 1 R
=1~ a Wl (L —xow] -I[2/3%. /3 @10

Desvios negativos de comportamento ideal na fase liquida sao evidentes, indicando um

grau de interacgao apreciavel entre os compostos.

2.2.2.2 Caracterizacao complementar do co-cristal (Diflunisal:Nicotinamida)

FTIR E XRPD

Os espectros de infravermelho, obtidos para o co-cristal e para misturas
representativas com excesso de nicotinamida, Xp; = 0,20, e excesso de diflunisal
Xpir = 0,75, sao mostrados na Figura 2.18. No espectro da nicotinamida observam-se
duas bandas de elevada intensidade na regiao de vibragao de elongagao do grupo NH,,
localizadas a 3366 e 3163 cm™'; no co-cristal estas bandas parecem deslocar-se para 3407
e 3227 cm’, e sdo observadas duas outras a 3348 e 3297 cm™. Na regido de elongagio
do grupo C=O + amida |, a principal banda no co-cristal tem maximo a 1708 cm,
diferente do registado na amida, 1697 e 1679 cm’, e no espectro do diflunisal, 1673 cm’.
Nota-se, também, muito claramente, no especto do co-cristal, o aparecimento das
bandas caracteristicas da formagao do sintao acido-N,, ..o POr Volta de 2500, 2150 e a
1900 cm™' [188-192]. Como se esperaria, nos espectros das misturas com excesso de
nicotinamida ou de diflunisal, sao visiveis bandas caracteristicas dos compostos puros,
espectros 4 e 5, respectivamente, na Figura 2.18.

Na Figura 2.19 compara-se o difractograma de raios-X de pé do novo co-cristal
diflunisal+nicotinamida com os difractogramas dos componentes puros (foram incluidos
os difractogramas dos polimorfos | e Ill do diflunisal e o da nicotinamida I). Na
Figura 2.20 é feita a comparagao do difractograma deste co-cristal com os difractogramas
de raios-X de po6 simulados do diflunisal, forma V [174], do mono-hidrato de diflunisal

[169], e da nicotinamida, nic2 [180]
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Figura 2.18 Espectros de infravermelho: |. diflunisal, polimorfo lll; 2. nicotinamida, polimorfo I; 3. co-cristal
(diflunisal+nicotinamida) 2:1, Xpr = 0,67; 4.mistura (diflunisal+nicotinamida) 1:4, Xp = 0,21;
5. mistura diflunisal+nicotinamida 3:1, Xy = 0,77. a) 3600 a 1750 cm™; b) 1750 a 1000 cm"".

A formacao de co-cristal resulta no aparecimento de novas reflexdes no
difractograma, que nao existem nos materiais de partida: 20 = 6,6; 8,2; 14,0; 16,3 °,
conjuntamente com a auséncia de algumas outras que estao presentes nos
difractogramas do API e do co-formador: 20 = 7,7; 10,8; 12,5; 12,7; 15,4; 26,8 °, para DIF
: 20 =12,4; 17,1; 26.7 °, para DIF |, e 20 = 11,3; 22,2; 27,3 °, para NA |. As diferengas

relativamente a diflunisal V, diflunisal.H,O e nicotinamida, nic2, sao também evidentes.
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Figura 2.19 Difractogramas de raios-X de pé: I. diflunisal, polimorfo | [170]; 2. nicotinamida, polimorfo |
[179]; 3. mistura sélida diflunisal+nicotinamida isolada nas experiéncias de cristalizagio em etanol,
Crystal 16; 4. co-cristal (diflunisal+nicotinamida) 2:1, Xpr = 0,67, obtido por mecanoquimica;

5. diflunisal, polimorfo lll.
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Figura 2.20. Difractogramas de raios-X de pé. |. Simulado para o diflunisal, forma V[174]; 2. Simulado para o
mono-hidrato do diflunisal [169]; 3. Co-cristal (diflunisal+nicotinamida) co-cristal 2:1,

experimental; 4. simulado para a nicotinamida, nic2 [181].
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ENTALPIA DE _FORMAGCAO DO CO-CRISTAL A PARTIR DOS
COMPONENTES SOLIDOS

A entalpia de formagao do co-cristal a partir dos seus componentes puros,
representada pela equagao 2.1, fornece informagao importante sobre a intensidade das
forgas intermoleculares na nova entidade cristalina, quando comparadas com as

existentes nos compostos de partida.

2 DIF (s) + NA (s) — DIF,NA (s) @2.11)

A entalpia deste processo pode ser obtida combinando a entalpia dos seguintes

processos de solugao, num procedimento proximo do que foi seguido por Oliveira et

al[193]:

2 DIF (s) + NA(soln) — 2DIF (soln) + NA (soln) (2.12)
NA (s) + 2DIF(soln) — 2DIF (soln) + NA (soln) (2.13)
DIF,NA (s) — 2DIF (soln) + NA (soln) (2.14)

Alternativamente, a entalpia de formagao do co-cristal pode ser obtida

conjugando os processos representados pelas equagoes 2.14 e 2.15

2 DIF (s) + NA (s) — 2DIF (soln) + NA (soln) (2.15)

Neste caso, o co-cristal solido puro, ou os dois componentes sélidos puros,
sujeitos a0 mesmo processo de moagem, mas em separado, sao dissolvidos no solvente
puro. Nos processos 2.12 e 2.13, um dos componentes solidos é dissolvido numa
solugao do outro componente, no mesmo solvente com a composigao apropriada. Este
ultimo procedimento evita que ocorra interagao entre os dois componentes durante a

estabilizagao no calorimetro, necessaria a realizagao dos ensaios experimentais.

As determinagoes de entalpia de solugao foram realizadas num calorimetro C80
da Setaram, como descrito no anexo Al.7. A fim de utilizar uma solucao de diflunisal
com uma concentragao relativamente elevada, utilizou-se o dimetilsulfoxido, DMSO,
como solvente. Devido a alta higroscopicidade deste solvente, e no sentido de facilitar a

manipulagao experimental, foi utilizada uma mistura de DMSO:agua, (composicao em
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agua = 10 % v/v), que assegura ainda a solubilidade necessaria do diflunisal. Nas
experiéncias realizadas neste trabalho a solugao final tem a mesma composicao em todos
os processos (0,093 molal para diflunisal e 0,046 molal para nicotinamida), Tabela Al.2,
anexo Al.7. Na Figura 2.2| sao exemplificados os termogramas obtidos num ensaio
correspondente ao processo 2.14 (curva 2) e num relativo ao processo 2.15 (curval).

Os resultados estao sumariados na Tabela 2.3.

4 -

T T T T T T T 1
6000 8000 10000 12000 14000
t/s

Figura 2.21 Termogramas obtidos em ensaios de solugdo para o sistema diflunisal + nicotinamida em DMSO:
Agua (10 % v/v); |. processo 2.15; 2. processo 2.14;T = 25 °C.

Tabela 2.3. Valores da entalpia experimental, A, H,,, para os processos (2.12) a (2.15),a T =25 °C, (n indica o
numero de ensaios independentes.)

Processos A H..,  kJ/mol

(2.12) 10,2 £ 0,6 (n =4)
(2.13) 11,0£09 (n=4)
(2.14) 56,7 £0,9 (n=5)
(2.15) 374+ 1,3 (n=5)

O valor da entalpia da reaccao descrita pela equacao 2.11 foi calculado a partir
dos valores de entalpia dos processos 2.12, 2.13 e 2.14, tendo-se obtido
AH,, = -25 kJ/mol, com uma incerteza estimada de 2 kJ/mol. Um outro valor, um pouco
mais baixo, AH,_= -19 kJ/mol, foi obtido quando foram utilizadas as equagoes 2.14 e 2.15.

Este resultado confirma a ocorréncia de reaccao entre os componentes puros, dando
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inicio a formagao do co-cristal, aquando da estabilizagcao na célula calorimétrica, antes da
dissolucao.
O resultado obtido para a entalpia de formagao do co-cristal a partir dos

formadores solidos, aponta para um processo que é entalpicamente favoravel.

2.3 Estabelecimento de condicbes para a cristalizacao do

co-cristal (diflunisal + nicotinamida) 2:1 em solucé&o de etanol

Na Figura 2.19 foram incluidos, no caso do co-cristal, os difractogramas do
composto preparado por mecanoquimica, e também o do sdélido obtido por cristalizagao
a partir de solugdes em etanol, no equipamento Crystal 6. E evidente que os dois
procedimentos conduzem a formagao da mesma estrutura cristalina.

Como ja foi referido, a sintese de co-cristais por cristalizagao em solugao é de
grande interesse para o processo de transposi¢ao de escala na produgao do co-cristal,
sendo também, em geral, uma metodologia mais promissora para a obtencao de
monocristais. Neste sentido, para ir mais além na optimizagao deste processo de co-
cristalizacao em solugao, realizou-se um conjunto de experiéncias adicional que permitiu
ter informagao sobre o diagrama de fases ternario (diflunisal+nicotinamida+etanol).
Numa primeira aproximagao foi escolhido etanol como solvente, por pertencer a
classe 3 da classificagao de solventes residuais (solvente de baixo potencial toxico) [194,
195], permitindo também assegurar uma adequada secagem do solido a baixa
temperatura.

Foi usado o equipamento Crystal 16, seguindo o procedimento descrito por ter
Horst et al. [182] e Vellema et al. [196]. Esta metodologia permite, de um modo rapido,
fazer uma estimativa do diagrama ternario a uma temperatura de interesse. Preparam-se
misturas com os componentes em diferentes fracgoes molares utilizando como solvente
o etanol. As composi¢oes foram escolhidas por forma que, a uma dada temperatura, as
fraccoes molares de cada componente se situassem na linha recta que une a fracgao
molar do API puro saturado, X, € a do co-formador puro saturado, xy 4 Estes valores
foram obtidos utilizando a equagao de van’t Hoff, equagao 2.7, e os parametros da

Tabela 2.1..
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A temperatura de saturagao destas solugoes foi determinada experimentalmente,
como descrito no Anexo Al.2 e os sélidos gerados analisados por difracgao de raios-X
de po. Em todos os ensaios o difractograma obtido foi o do co-cristal 2:1 que tem vindo
a ser descrito.

As temperaturas de saturagao experimentais, T, (entre 24 e 58 °C), obtidas para
20 solugoes de diflunisal e nicotinamida em etanol, com valores de y compreendidos
entre 0,79 e 0,30 (y = X p/( Xpr + Xna)), fracgdo molar de diflunisal, excluindo o

solvente), foram representadas pela equagao 2.16[196].

In Xp Xa = A /T, + By + C (2.16)

Obtiveram-se para os parametros de ajuste: A = -6975,0, B = -1,96 e C = 12,61
com um desvio padrao de ajuste igual a 0,18 (a diferenga entre os valores experimentais
e os calculados nao ultrapassa 2 %). A equagao 2.16, foi utilizada para propor os

diagramas de fase isotérmicos mostrados na Figura 2.22, a 25 °C e a 50 °C.

014{ ——90°C
—25°C

X
Solubilidade co-cristal DIF

Figura 2.22- Estimativa do diagrama de fase parcial de (diflunisal + nicotinamida), em etanol a 25 °C (azul) e a
50 °C (vermelho), X'ys e Xy representam as solubilidades em etanol da nicotinamida e do
diflunisal a cada uma dessas temperaturas, e as linhas a cheio representam a solubilidade do
co-cristal (foi utilizada a equagdo 2.16, e os valores da Tabela 2.1).

Estes resultados, combinados com a estequiometria conhecida do co-cristal,

permitem  propor, a 25°C, uma estimativa do diagrama  ternario

(diflunisal+nicotinamida+etanol) que se mostra na Figura 2.23.

44



Capitulo 2 Investigacdo de novas formas sélidas de (diflunisal + nicotinamida):
uma abordagem termodindamica

O diagrama indica regidoes de estabilidade termodinamica e portanto da
informacao relevante para identificar solugoes com potencial para originar o co-cristal
puro e prevenir a cristalizagio do co-cristal conjuntamente com os componentes
isolados. Varias experiéncias de cristalizagao em etanol realizadas por dissolugao a 50 °C
de nicotinamida e de diflunisal, por exemplo nas proporgoes assinaladas com o simbolo x
na Figura 2.22, conduziram, apoés arrefecimento até 25 °C, a formagao de co-cristal puro,
como seria espectavel. Nao foram, todavia, obtidos cristais com a dimensao adequada
para a resolugao de estrutura por difraciao de raios-X de monocristal, o que é

compreensivel, atendendo a baixa solubilidade do co-cristal neste solvente.

0,00

7 7

Vi
NA 400 0,25 0,50 075 100 DIF NAo/o 0\01 0,02 0,03 0,04\ 0,05 D|F

Figura 2.23 Proposta de diagrama de fases ternario do sistema (diflunisal+nicotinamida+etanol) a T = 25 °C.

2.4 Determinacdo da velocidade de dissolucéo intrinseca do co-
cristal (diflunisal+nicotinamida) e comparacao com a do API

puro.

Os estudos de dissolugao de farmacos sao indispensaveis durante as varias etapas
dos processos de desenvolvimento, formulagao, controlo de qualidade, e na obtengao de
informagoes acerca da velocidade de libertagao dos activos farmacéuticos no organismo
animal. Sao, normalmente, realizados in vitro, no entanto a escolha dos parametros
experimentais deve ser feita de forma a obter-se uma boa correlagao in vitro-in vivo [197].

A velocidade de dissolugao intrinseca ou taxa de dissolucao intrinseca é definida

como sendo a dissolugao de um farmaco puro quando a area de superficie exposta,
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temperatura, agitagao ou velocidade de rotacao, pH e forga idnica do meio de dissolugao
sao mantidas em condicdes constantes. A velocidade de dissolucao intrinseca de um
farmaco € influenciada pelas suas propriedades no estado solido, tais como a
cristalinidade, polimorfismo, hidratagao, solvatagao, tamanho e a area superficial das
particulas. A velocidade de dissolugao intrinseca depende também de factores
extrinsecos, como por exemplo os factores hidrodindmicos (tais como o equipamento
de ensaio, a velocidade de rotagao dos discos ou o fluxo do fluido) e as condigbes
experimentais (temperatura, viscosidade do fluido, pH do meio, e a for¢a do tampao no
caso de compostos ionizaveis). Expondo a area superficial de um material num meio de
dissolugao apropriado enquanto se mantém constantes a temperatura, a velocidade de
agitacao e o pH, podemos determinar a velocidade de dissolugao intrinseca, que
normalmente se expressa em mg.min'.cm? Regra geral, a maioria dos estudos de
dissolugao regem-se pelas denominadas Sink conditions [198]: a solubilidade do API deve
ser dez vezes, ou no minimo trés vezes superior a concentragao total do farmaco no
reservatorio. Em determinados casos, a solubilidade é igual a concentragao tedrica do
farmaco no reservatorio, o que é denominado de non Sink conditions [198, 199].

A teoria de dissolugao teve como precursores Noyes e Witney, que em 1897
estabeleceram, com base na primeira lei de difusao de Fick, a relagao entre a solubilidade

maxima de soluto e a concentragao ao tempo t, conhecida por equagao de Noyes-

Witney, equagao 2.17 [200].

dc
k. - 217
- =K~ 0) (2.17)

onde, dC/dt representa a velocidade de dissolugao, K o coeficiente de dissolugao ou
transferéncia de massa, C, é a solubilidade maxima da substancia no meio de dissolugao e
C a concentragao da substancia dissolvida no tempo t.

Nerst e Bruner modificaram a equagao de Noyes-Witney, incluindo os
parametros (D), que sao o coeficiente de difusao do farmaco dentro no liquido, (S) a area
de superficie, (h) a espessura da camada de difusaio e (V) o volume do meio de

dissolugao, o que deu origem a equagao de Nerst-Bruner, equagao 2.18 [200].

dc _ DS ..
=K (6= 0) 2.18)

46



Capitulo 2 Investigacdo de novas formas sélidas de (diflunisal + nicotinamida):
uma abordagem termodindamica

A velocidade de dissolucao intrinseca do novo co-cristal foi determinada e
comparada com a do diflunisal puro. Utilizou-se um equipamento SOTAX, tipo 2, nas
condigoes recomendadas pela USP [201] e de acordo com o indicado na monografia para
ensaios de comprimidos de diflunisal (T = 37 °C, pH = 7,2, tampao TRIS 0,I M, 900mL,
50 rpm, ver anexo Al.10)[202] . A concentragao de diflunisal nas solugoes foi
determinada por medida de absorvancia a 306 nm. Foi construida uma curva de
calibragao, representada pela equagao 2.19, utilizando padroes preparados a partir de
uma solucio-mie de diflunisal de concentracio 1,550%10° M. A curva de calibracio foi

utilizada para a obten¢ao da massa de diflunisal dissolvida.
A = (0,04098 + 0,00091) [DIF] + (0,01608 + 0,0099); (r>=0,9953) (2.19)

Nesta equagao A é absorvancia e [DIF] a concentragao de diflunisal em mg/L. Como
pode confirmar-se na Figura 2.24 tanto a nicotinamida como o diflunisal absorvem
radiacao no ultravioleta, nao existindo sobreposicao dos espectros, na regiao utilizada

para quantificacao do diflunisal.
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Figura 2.24 Espectros de absor¢io no ultravioleta de diflunisal (1,550%10* M) e de nicotinamida
(7,779%10* M)). Percurso optico de 5 cm.

O equipamento Sotax permite realizar seis ensaios replicados em simultaneo e os
valores médios para a massa dissolvida do diflunisal em fungao do tempo, para o

co-cristal e para o APl puro, sao apresentados na Figura 2.25. A partir desses valores,
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obteve-se um valor de velocidade de dissolugdo intrinseca de 533 pg.min.cm?, para o
co-cristal e 447 pg.min"'.cm™ para o diflunisal puro. A velocidade de dissolucio intrinseca
do co-cristal é, portanto, cerca de 20 % superior a do API puro. Este resultado confirma

o potencial desta nova forma do diflunisal, para formulagao mais eficiente deste API.
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Figura 2.25. Massa dissolvida do diflunisal em 900 mL do meio de dissolu¢ao em fungao do tempo, para
comprimidos do diflunisal puro (m) e para comprimidos do co-cristal (e)
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3 Investigacdo da formacao de co-cristais
(diflunisal + isonicotinamida) e (diflunisal +
picolinamida)

A isonicotinamida e picolinamida tém sido recentemente estudadas,
conjuntamente com a nicotinamida, como agentes com actividade antinociceptiva e anti-
inflamatoria [203]. A isonicotinamida é reconhecida como um activador de sirtuinas, as
quais desempenham um papel importante na regulagao de varios processos bioldgicos
[204-206]. Por seu lado, a picolinamida é tida como actuando como inibidor de
poli(ADP-ribose) sintetase e com ac¢ao na redugao de danos renais induzidos por ferro
[207, 208].

As trés piridinacarboxamidas tém também sido alvo de grande interesse na
sintese de compostos supramoleculares, com énfase em co-cristais farmacéuticos [209-
213]. Estes dois isomeros da nicotinamida diferem desta apenas na posicao do atomo de
azoto do anel piridina relativamente ao grupo amida: na molécula da picolinamida o
azoto aromatico esta na posi¢ao orto e na isonicotinamida na posigao para, como se pode
verificar na Figura 3.1. O trabalho desenvolvido nesta dissertagao teve como propésito

investigar novas formas solidas com potencial para melhoria das propriedades fisico-



Capitulo 3 Investigacdo da formacdo de co-cristal (diflunisaltisonicotinamida)
(diflunisal+picolinamida)

e

quimicas do diflunisal, e, além disso, obter dados que permitissem discutir o efeito das
mudangas estruturais nas moléculas das piridinacarboxamidas na formagao de co-cristais
com este APl. Também no caso destes dois isomeros, a diferenga de pK, relativamente
ao diflunisal, A pK, = 0,4 para a INA e A pK, = -1,4 para a PA, indicam uma propensao
reduzida para formagao de sais. (INA: pK, = 3,67 [214], PA: pK, = 1,87 [215]).

—N O N=— O — O

\_ 7/ \_/ "\ 7/

NH,, NH,, NH,
a) b) <)

Figura 3.1-Estruturas moleculares das trés piridinacarboxamidas isoméricas: a) Picolinamida; b)Nicotinamida;
c) Isonicotinamida.

A pesquisa de co-cristais por reac¢ao em fase solida utilizando a mecanoquimica
foi o método de eleicao escolhido neste trabalho, e a caracterizacdo das fases solidas dos
co-formadores (e do API, obviamente) reveste-se, portanto, de grande importancia.

O polimorfismo da isonicotinamida tem sido alvo de varios estudos recentes
sendo referida a existéncia de 5 polimorfos [181, 216, 217], apesar de 3 deles apenas
terem sido detectados de forma irreprodutivel (lll, IV e V). A forma | seria obtida por
cristalizagdo em solventes dadores de protao em ligagdo de hidrogénio [216]. Existe na
literatura alguma confusao na identificagao dos polimorfos | e |l da isonicotinamida.
Neste trabalho, mantemos a designacao dada por Aakeroy [216].

Na estrutura cristalina do polimorfo |, [codigo EHOWIHOI] (iso2 na
nomenclatura de Caira et al [I81]), estavel a temperatura ambiente, as moléculas
associam-se em dimeros amida-amida, centrossimétricos, Figura 3.2. Este dimero esta
ausente em todos os outros polimorfos nos quais é registada a existéncia de ligagao de
hidrogénio amida-N,, .ic.» que nNao existe no polimorfo I. Esta forma solida tem uma
relagao enantiotropica com a forma Il, [codigo EHOWIHO02, isol] cuja célula unitaria se
mostra na Figura 3.3. Este é o polimorfo estavel a temperatura elevada (T > 120 °C)
[181]. Assim, para além das diferencas relativamente a nicotinamida a nivel molecular,

também a nivel de estado sdlido a isonicotinamida apresenta diferencas relevantes.
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Figura 3.2 Célula unitaria da isonicotinamida, polimorfo | [216].

Figura 3.3 Célula unitaria da isonicotinamida, polimorfo Il [216].

No que diz respeito a picolinamida, no inicio deste trabalho havia apenas
referéncia na literatura a uma estrutura solida, resolvida por Takano et al, em 1966
[218]. Foi, por isso, levada a cabo a investigagdo do estado solido desta

piridinacarboxamida, em condigoes relevantes para o estudo que se pretendia realizar.

3.1 Investigacédo do polimorfismo da picolinamida

A amostra comercial de picolinamida foi identificada, por XRPD, como a forma

solida descrita por Takano [218] e que neste trabalho sera denominada forma Il. A partir
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de monocristais de boa qualidade, a estrutura foi redeterminada a 293 K apresentando-
se na Figura 3.4 o diagrama ORTEP e a respectiva célula unitaria.

Este cristal contém moléculas de picolinamida, correspondentes a um unico
confébrmero, no qual o angulo de torgao OI-C6-CI-C2 do grupo carboxamida
relativamente ao anel aromatico é de 18,34(1)°. As moléculas associam-se em dimeros
centrossimétricos amida-amida e, dimeros adjacentes sao agregados por associagao por
ligagao de hidrogénio N-H:--O, alinhadas perpendicularmente ao longo do eixo dos
dimeros. O azoto piridinico nao participa em ligagoes intermoleculares, estando
envolvido numa ligagao intramolecular que tem angulo de ligagao no limite do que é
usualmente aceite para a ligagao de hidrogénio [219, 220]. Na Tabela 3.1 apresentam-se

os parametros de ligagao de hidrogénio neste polimorfo de picolinamida.

Figura 3.4.a. ORTEP do polimorfo Il da picolinamida (Elipsdides desenhados ao nivel de 50 % de
probabilidade. (Os atomos de hidrogénio sao desenhados como esferas de raio arbitrario); b.
Célula unitaria do polimorfo Il da picolinamida (ligagdes de hidrogénio representadas por linhas a
tracejado). T =293 K.

Tabela 3.1 Parametros geométricos das ligagoes de hidrogénio, picolinamida, polimorfo I, T =293 K.

H-A/A D--A/A ZD-H-A/°
N2-H2A...Oli 1,971(14) 2,9249(17) 173,9(13)
N2-H2B...Oli 2,395(16) 3,0441(14) 130,1(12)
N2-H2B...N| 2,367(15) 2,7196(17) 103,9(11)

it -X,-y,-z; ii: -1 +x,y,z
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O comportamento térmico do polimorfo Il, investigado pelo uso conjunto de DSC e
PLTM, Figura 3.5, revelou a ocorréncia de uma transi¢ao sélido-sélido que tipicamente
se estende entre T ~ 60 °C e T ~ 100 °C (B8 =10 °C/min), seguida de fusio do novo
polimorfo, I, a T, = (106,4 £ 0,4) com A H, = (19,4 £ 0,4) kJ/mol (n = 10). Na maioria
das experiéncias é ainda registado nas curvas de DSC, um pico endotérmico de baixa

energia (sempre inferior a 0,3 kJ/mol) a T= (102,2 + 0,4) °C (n = 8).

1 endo ‘ 02mw

3 40 50 60 70 8 9 100 110
T/oC

Figura 3.5 Curva de DSC e imagens de PLTM obtidas no aquecimento de picolinamida comercial, polimorfo II,
entre 25 e 115 °C, m = 1,41 mg B = 10 °C/min, ampliagio 200x.

As curvas registadas no ciclo de varrimentos, em DSC, mostrado na Figura 3.6,
permitem propor que esta Ultima transicio podera corresponder a fusao de uma
quantidade residual de forma Il; o liquido formado cristalizaria no arrefecimento, curva
b.2, Figura 3.6, e no aquecimento subsequente, b.3, Figura 3.6, apenas se observa a fusao
da forma |. Este ensaio permite também concluir que a transicao solido-sdlido é
cineticamente impedida no arrefecimento, pelo menos nas condigoes que foram testadas
neste trabalho, o que permitiu isolar a forma .

Os difractogramas de p6 da forma comercial e do sélido obtido da capsula de

DSC apés o ciclo (b.1+b.2), Figura 3.6, apresentam-se na Figura 3.7.
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Figura 3.6 Curvas de DSC aquecimento/arrefecimento; amostra de partida: picolinamida, I,
m = 1,43 mg; B = |10| °C/min. bl. 25 °C — 105 °C; b2. 105 °C — 25 °C; b3. 25 °C — 115 °C

apos o varrimento b2.

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 3.7 Difractogramas de raios-X de pé de picolinamida. |. amostra de partida: picolinamida, Il, 2.
Amostra obtida por DSC apo6s um ciclo térmico (bl+b2), Figura 3.6

A informagao obtida por DSC/PLTM serviu de base para o planeamento da
experiéncia que conduziu a obtengao de monocristais do polimorfo | de picolinamida. Foi
possivel gerar monocristais por sublimagao da forma comercial numa estufa a 90 °C. A
amostra de partida foi introduzida num balao cénico fechado e os cristais da nova forma
condensaram nas paredes do frasco, Figura 3.8. Os parametros cristalograficos dos dois

polimorfos de picolinamida sao mostrados na Tabela 3.2.
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Figura 3.8 Imagem dos cristais de picolinamida, polimorfo |, obtidos por sublimagdo da forma Il em estufa, a
90 °C.

O diagrama ORTEP do polimorfo | e a célula cristalina estao representados na

Figura 3.9.

Figura 3.9 a. ORTEP do polimorfo | da picolinamida (Elipséides desenhados ao nivel de 50 % de
probabilidade). Os atomos de hidrogénio sao desenhados como esferas de raio arbitrario); b.
Empacotamento na picolinamida I; c¢. Um tetramero formado por ligagdes de hidrogénio
representadas como linhas tracejadas.

Neste caso ha dois conformeros diferentes na célula monoclinica, um deles com

angulo de torsao C2-CI-C6-Ol de -7,9(3)° sendo que no outro a molécula é quase
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planar (angulo C2-CI-C6-O1 = 0,7(3)°). Também aqui ocorre a formagao de dimeros
centrossimétricos amida-amida, que se ligam dois a dois formando tetrameros,
Figura 3.9 .c que se empilham segundo o eixo a. Este € um arranjo que nao é observado
em nenhuma das estruturas de piridinacarboxamidas conhecidas. Mais uma vez o azoto
piridinico aparece envolvido apenas na potencial ligagdo de H intramolecular de baixa
energia (na Tabela 3.3 apresentam-se os parametros de ligagao de hidrogénio, neste

polimorfo).

Tabela 3.2. Parametros cristalograficos dos polimorfos | e Il da picolinamida, T =293 K.

Forma | Forma Il
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P2|/c P2|/c
Forma e cor do cristal prisma, incolor prisma, incolor
Tamanho do cristal / mm3 0,18 x 0,12 x 0,05 0,30 x 0,22 x 0,14
alA 5,3463(2) 5,1973(3)
bl A 11,3075(5) 7,0850(4)
c/A 19,9400(10) 16,114(10)
al® 90 90
B/° 98,087(3) 101,233(4)
y/° 90 90
v/ A3 1193,45(9) 592,74(6)
z 8 4
d/mgm> 1,359 1,369
p/ mm’! 0,097 0,097
Reflecgbes coligidas/tnicas 13087/2287 12204/1309
Rint 0,0602 0,0349
G-F 1,072 0,966
indices R finais R, = 0,046l R, =0,0376
[1>2-()] wR, =0,1014 wR, =0,0896

Tabela 3.3. Parametros geométricos das ligagoes de hidrogénio, picolinamida, polimorfo I, T =293 K.

H--A/A D--A/A Z/ D-H-A/°
N2A-HI--OIB 1,87(2) 2,826(3) 172(2)
N2B-H3--OlA! 2,52(2) 3,200(3) 136,0(19)
N2B-H4--OlA 2,05(3) 3,040(3) 173(3)
N2A-H2NIA 2,23(3) 2,664(3) 110,2(19)

ir 1-x,1-y,-z.
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O espectro de infravermelho do polimorfo |, difere do da forma Il, Figura 3.10,
especialmente na regido da elongagido assimétrica do NH,, Vais(NH,) = 3417 cm’,
forma Il; vV, ((NH,) = 3450 / 3436 cm”, forma I), na da elongagio simétrica do NH,
(V«(NH,) = 3276 / 3178 cm™', forma II; v,(NH,) = 3338 / 3279 / 3216 / 3171/3110 cm™,
forma 1), e na elongacio C=0O (V(C=0) = 1662 cm’', forma II; v(C=0) = 1680 cm’,
forma I). Pela semelhanga dos espectros de infravermelho, o polimorfo | é a forma solida

obtida por Borba et al. [221] a 7 °C, por annealing do vidro formado por deposicao de

vapor a -263 °C.
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Figura 3.10. Espectros de infravermelho de polimorfos da picolinamida.l. Polimorfo Il; 2. Polimorfo I.

Foram também efectuadas algumas experiéncias de cristalizagio em solugao
utilizando etanol e acetato de etilo como solventes (0,5 mmol de picolinamida/5mL de
solvente, filtrado para a caixa de Petri). Apos evaporagao do solvente a temperatura
ambiente (ca. 20 °C), os solidos obtidos foram analisados tipicamente decorrida uma
semana, verificando-se que em todas as experiéncias foi obtido o polimorfo I,

Figura 3.11.
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Figura 3.1 1.Difractogramas de raios-X de p6 de picolinamida. |. Simulado para o polimorfo IlI; 2. Amostra
comercial; 3. Amostra cristalizada em etanol; 4. Amostra cristalizada em acetato de etilo.

No entanto, as diferengas de habito cristalino e/ou a eventual presenga de uma
quantidade residual do polimorfo |, tém um efeito consideravel no comportamento
térmico, como ¢é visivel nas Figura 3.12 e Figura 3.13. Os ensaios de PLTM foram

realizados com o equipamento descrito no anexo Al.5.

N

3 30 4 5 60 70 8 9 100 110
T/°C

70
T/°C

Figura 3.12.Curvas de DSC registadas no aquecimento de amostras de picolinamida cristalizadas em
solventes, nas condicdes descritas no texto. |. de etanol; 2. e 3. de acetato de etilo;

B = 10 °C/min.
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Figura 3.13. Imagens de PLTM recolhidas no aquecimento de duas amostras de picolinamida, |l, obtidas por
cristalizagao em acetato de etilo; = 10 °C/min, ampliagao 200x.

Para o solido obtido em etanol o termograma registado nao difere do da
substancia comercial, Figura 3.12.1. Em duas das experiéncias realizadas com cristais
obtidos em acetato de etilo, de maior dimensao, foi possivel observar a fusao do
polimorfo Il, Figura 3.12.2 e Figura 3.13.b (T, =102 °C, A H, = 20,4 e 20,6 k}/mol). Foi
mais comum que tivesse lugar a transicao parcial de Il para I, observando-se depois a
fusao da fase Il remanescente, seguido de recristalizagao do liquido e fusao do polimorfo
I, Figura 3.12.3 e Figura 3.13.a. Os resultados obtidos estao em consonancia com o que
se espera para um sistema enantiotropico [222, 223]: transicao endotérmica Il = |, com
A H, > A H, e um blueshift nas bandas de infravermelho do polimorfo | quando

comparado com o do polimorfo Il. A fase |l sera termodinamicamente estavel a

temperatura ambiente.

3.1.1 Transformagdes induzidas por mecanoquimica

Uma vez que é objectivo deste trabalho a sintese de co-cristais por
mecanoquimica usando a picolinamida como co-formador, foi também investigado o
comportamento desta piridinacarboxamida quando submetida a moagem. As
experiéncias (anexo Al.3), realizadas com frequéncia de |15 Hz e sem assisténcia de

qualquer solvente resultam em conversaio da forma comercial, polimorfo Il, no
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polimorfo | numa extensao que depende do tempo de moagem, Figura 3.14 e

Figura 3.15.

Absorvéncla/u.a.

; . . . — = d . .
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Figura 3.14 Espectros de infravermelho, picolinamida. |. Polimorfo Il; 2. Amostra obtida por moagem de I,
sem assisténcia de solvente, a |15 Hz, durante 30 min; 3. Amostra obtida por moagem de I, sem
assisténcia de solvente, a 15 Hz, durante 60 min 4. Amostra obtida por moagem de Il, sem
assisténcia de solvente, a |15 Hz, durante 120 min, polimorfo I.

Intensidade / u.a.

T T T T T T 1

10 20 29/ © 30 40

Figura 3.15 Difractogramas de raios-X de po6 de picolinamida. |. Simulado para o polimorfo Il; 2. Amostra
obtida por moagem de Il, sem assisténcia de solvente, a |15 Hz, durante 60 min; 3. Amostra obtida
por moagem de Il, sem assisténcia de solvente, a |5 Hz, durante 120 min 4. Simulado para o

polimorfo I.

Apos 30 ou 60 minutos de moagem ¢é evidente a presenga de uma mistura das 2
formas, enquanto que apés 120 minutos a conversao no polimorfo | € completa.

A curva de DSC do polimorfo |, obtido por mecanoquimica, Figura 3.16.2
apresenta uma transicao de fase correspondente a fusao com A H, = (19,2 + 0,3) k}/mol.

A transicao solido-solido, é, como se espera, observada para misturas sujeitas a moagem
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por 30 ou 60 minutos, Figura 3.16.1 - um pico endotérmico bem definido a

T= (581 £ 1,2) °C (n = 7).

? endo
5mw
5
i
2 /
1 R
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30 40 50 60 70 80 90 100 110

T/°C

Figura 3.16 Curvas de DSC de aquecimento de amostras de picolinamida. |. Amostra obtida por moagem de
I, sem assisténcia de solvente, a |15 Hz, durante 30 min; 2. Amostra obtida por moagem de Il, sem

assisténcia de solvente, a 15 Hz, durante 120 min; #=10 °C/min.
A amostra de polimorfo |, gerada por mecanoquimica evolui para forma |l quando
armazenada a temperatura ambiente, Figura 3.17, como é espectavel, com cinética

favoravel, para este sistema enantiotropico.

Absorvancla/u.a.
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Figura 3.17 Espectros de infravermelho, picolinamida. I. Amostra de polimorfo | obtida por mecanoquimica
sem assisténcia de solvente, a partir da forma Il. 2. A mesma amostra guardada em exsicador a
temperatura ambiente durante: 2. 3 dias; 3. |13 dias; 4. 16 dias. 5. Polimorfo II.

A presenga de quantidades diminutas de solvente e a sua natureza, poderao dar
lugar a comportamentos de transicao de fase diferentes, em processos de
mecanoquimica [139]. Assim, foram realizadas também experiéncias de moagem com

frequéncia de 15 Hz e assisténcia de 10 pl de solventes seleccionados por forma a variar
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a polaridade e capacidade de participar em ligacao de hidrogénio (n-heptano, tolueno,
acetato de etilo, dimetilsulfoxido, alcool isopropilico, metanol, etanol). Em todas as
experiéncias realizadas a presenca de solventes estabiliza o polimorfo Il, mesmo apos 120

minutos de moagem (com n-heptano foi necessario usar 20 ul de solvente).

3.2 Pesquisa e caracterizacao de co-cristais (diflunisal +

iIsonicotinamida) e (diflunisal +picolinamida)

A viabilidade da co-cristalizagao do diflunisal com a picolinamida e com a
isonicotinamida foi verificada, tal como para o sistema (diflunisal+nicotinamida), aplicando
a metodologia descrita por ter Horst et al., [182] com o equipamento Crystall6 da
Avantium Technology, utilizando etanol como solvente.

Os valores experimentais obtidos para a solubilidade dos dois co-formadores
neste solvente podem ser descritas pela equagao de van’t Hoff simplificada, equagao 2.7,

como se pode verificar na Figura 3.18 e Tabela 3.4.
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Figura 3.18 Grifico da equagao de van’t Hoff, eq. 2.7. |. picolinamida, 2. isonicotinamida, 3. Diflunisal.
hipotéticos co-cristais 4. DIF+INA e 5. DIF+PA ; solvente etanol.
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Tabela 3.4 Parametros de ajuste a equagao 2.7 dos dados experimentais obtidos na determinagao das
temperaturas de saturagio, com o equipamento Crystall6, para diflunisal, isonicotinamida e
picolinamida em etanol.

-(AHIR) / K -AH/(RT,) Coeficiente de correlagdo
Diflunisal (23,97 £ 0,56)x10? 4300,17 0,997
Isonicotinamida (28,42 £ 0,61) x10? 6,13 +0,19 0,997
Picolinamida (38,55 £ 0,94) x10? 10,01 £ 0,31 0,996

A analise por difrac¢ao de raios-X de po confirmou que os sélidos em equilibrio
com as solugoes sao o diflunisal forma Ill, como foi referido no capitulo anterior, a
isonicotinamida, forma |Il, (isol) com alguma contaminagao da forma |, (iso2) e a

picolinamida, forma I, Figura 3.19.
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Figura 3.19 Difractogramas de raios-X de po. a. |. Simulado para o polimorfo lll do diflunisal [170]; 2.
Diflunisal cristalizado em etanol (Crystal 16); b.l. Simulado para o polimorfo Iso3, da
isonicotinamida [181]; 2. Simulado para o polimorfo Il, isol, da isonicotinamida [224]; 3.
Isonicotinamida, cristalizada em etanol (Crystall6); 4. Simulado do polimorfo 1, (iso2) da
isonicotinamida [216]; c.l. Simulado para o polimorfo | da picolinamida; 2. Picolinamida, cristalizada
em etanol (Crystall 6); 3. Simulado para o polimorfo Il da picolinamida.
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Numa segunda etapa, foram determinadas, depois de dissolvidas e recristalizadas
em etanol, as temperaturas de saturagio T, de misturas com composicdes (Xprg, Xcof)-

Os valores foram comparados com as temperaturas de saturagao de referéncia,
T., para solugoes em etanol, do diflunisal puro ou dos potenciais co-formadores puros
com a mesma Concentragio Xpp € X¢op respectivamente, obtidos a partir da equagio de
van’t Hoff (2.7), com os parametros da Tabela 3.4. Os valores experimentais de T, sao
superiores a T., em ambos os casos, como mostrado na Figura 3.20. Deste modo, a
formacao de co-cristal entre diflunisal e picolinamida, bem como com a isonicotinamida é
possivel do ponto de vista termodindamico. Nos difractogramas de raios-X de pé dos
solidos gerados a partir das solugoes API+co-formador podem observar-se novas

reflexdes, como é esperado quando se forma uma nova entidade solida, Figura 3.21.
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Figura 3.20 Diferenca (T, - T, entre as temperaturas de saturagio medidas, T, de amostras com
composigcoes (X*DlF(Tref), (X*Cof(Tref)), e a temperatura para a qual a solubilidade dos componentes

puros é (X*DIF(Tref) e x*c (Tee), (®) diflunisal + isonicotinamida; (o) diflunisal + picolinamida. (m)
diflunisal + nicotinamida.
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Figura 3.21. Difractogramas de raios-X de poé. a.l. Simulado para o polimorfo Ill do diflunisal[170]; 2.
Simulado para o polimorfo Il Isol, da isonicotinamida [224]; 3. Simulado para o polimorfo |, Iso2,
da isonicotinamida [216] ; 4. Experimental obtido das misturas diflunisal + isonicotinamida
cristalizadas em etanol nas experiéncias realizadas com o equipamento Crystall6. b.l. Simulado
para o polimorfo lll do diflunisal[170]; 2. Simulado para o polimorfo | da picolinamida [219] ; 3.
Simulado para o polimorfo Il da picolinamida [218, 219]; 4. Experimental obtido de misturas
diflunisal + picolinamida cristalizadas em etanol nas experiéncias realizadas com o equipamento

Crystall6.
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3.2.1 Estabelecimento do diagrama de fases soélido-liquido dos sistemas
(diflunisal+isonicotinamida) e (diflunisal+picolinamida). Determinacgéo

da estequiometria dos co-cristais.

Para a construgao dos diagramas de fases binarios (sélido+liquido) dos sistemas
(diflunisal+isonicotinamida) e (diflunisal+picolinamida), foi utilizado o método ja seguido
para o sistema (diflunisalt+nicotinamida). Realizaram-se, portanto, varrimentos de
aquecimento em DSC de misturas com diferentes composi¢coes, preparadas por
moagem, a = 10 °C/min e = 2 °C/min, a partir dos quais se determinaram o solidus e
o liquidus. As misturas de diflunisal e de isonicotinamida foram preparadas por moagem
sem assisténcia de solvente, (ver anexo Al.3), e nestas condicoes nao foi registada
alteracao da forma solida dos componentes de partida: diflunisal, forma | e
isonicotinamida, polimorfo I, (iso2).

No caso da picolinamida, na generalidade dos ensaios, a moagem foi assistida por
10 pl de etanol, o que resulta como ja se referiu anteriormente, na transicao do
diflunisal | para diflunisal Ill e nao ocasiona alteracdo na forma sdélida original de
picolinamida, forma Il. Algumas misturas com Xp> 0,5 foram preparadas sem adigao de

solvente.

3.2.1.1 Diflunisal + Isonicotinamida

Os valores de temperatura de interesse para todos os ensaios realizados sao
apresentados na Tabela 3.5. A Figura 3.22, representa um conjunto de termogramas
ilustrativos do comportamento de sistema binario (diflunisal+isonicotinamida). Estes
resultados foram utilizados na constru¢cao do diagrama de fases solido+liquido, que se
apresenta na Figura 3.23. Foi identificada a formagao dum co-cristal
(diflunisal:isonicotinamida) 2:1, com temperatura de fusao, Ty, = (179, £ 0,3) °C e

entalpia de fusao, Ay H,, = (88,6 + 1,8) kJ/mol (n = 5).
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Figura 3.22 Curvas de DSC de aquecimento seleccionadas para o sistema (diflunisal+isonicotinamida),
B =2°C/min. I. Xp = 0, isonicotinamida; 2. X p = 0,0502; 3. Xpr = 0,1667; 4. Xp = 0,1999;
5.Xpr = 0,2501; 6. X5 = 0,4004; 7. Xpr = 0,6667; 8. Xpr = 0,7484; 9. Xy = 0,7996;
10. XpF = 0,8572; 1. Xpe = 1.

A isonicotinamida, polimorfo | (iso2), composto de partida, apresenta uma
transicao solido-solido no processo de aquecimento, como se observa na Figura 3.22,
transformando-se no polimorfo Il (isol), como descrito na literatura [181] e confirmado
nas experiéncias realizadas durante a execucao deste trabalho. Nas curvas de DSC
obtidas para as misturas que contém um excesso do co-formador, x,; < 0,6667, aparece
regularmente um pequeno pico endotérmico no termograma antes dos dois pontos
invariantes a T, = (133,1 £2,2) °C, (n = 12), e T, = (139,1 £ 0,6) °C, (n = 8). Estes sao
imputaveis a dois pontos eutécticos envolvendo diferentes formas polimérficas da
isonicotinamida, e o co-cristal. O diagrama de Tammann apresentado na Figura 3.24.a, foi
obtido utilizando a soma dos valores das entalpias de ambos os picos, indicando uma
composicgao eutéctica de Xy = 0,20. Estes valores de entalpia foram obtidos a partir das
curvas de DSC tragadas com velocidade de varrimento f = 2 °C/min, efectuando
deconvolugao, quando necessario. Foi registado ainda, um outro ponto invariante para
composigcoes X p> 0,6667 a temperatura, Ty = (177,2 £ 1,3) °C, (n = 6). Os resultados
apontam para uma composi¢ao de mistura eutéctica muito préximo da do co-cristal,
Xpir= 0,70. Também para este sistema é excluida a formagao de solugoes sodlidas para as

composi¢oes extremas do diagrama.

67



Capitulo 3

Investigacdo da formacdo de

(diflunisal+picolinamida)

co~-cristal

(diflunisal+isonicotinamida)

e

Tabela 3.5 Temperaturas de transi¢o T, Tp,, Ty, e T,, obtidas para as vérias transi¢Ses de fase observadas no
aquecimento, em DSC, de misturas de (diflunisal+isonicotinamida) com diferentes fracgoes
molares de diflunisal, Xy

Xor Tei/°C Tem/°C Tel/°C Tiq/ °C XoiF Te/°C  Te/°C Te/°C T/ °C
B =2 °C/min B =10 °C/min

0,0000 155,8 0,0000 1558
00502 1362 138,7 152,0 0,0502 139, 152,
0,1008 1357 139, 148,4 0,3001 132,2 152,5
0,1667 1354 138,9 142, 0,3323 131,1 153,
0,1999 1357 138,7 0,4002 132,0 161,3
02501 1362 140,5 143,6 04169 132,0 164, |
03323 1339 139,3 154,9 0,4999 130,0 171,1
0,4004 1344 139, 162, 0,6667 179,0
0,4169 133,8 138,7 163,2 0,7142 177,7 181,5
04999 131, 172, 0,8572 174, 1 196,8
05556  131,8 174,6 0,8988 178,4 202,9
0,6003  130,7 176,4 1,0000 212,8
0,6254 130,7 176,4
0,6667 179,5
0,6916 176,8
07141 177,0
0,7484 177,7 184,4
0,7996 177,9 192,9
0,8572 177,9 196,1
0,8988 177,9 201,9

1,000 2128

A previsao das temperaturas do liquidus, utilizando as equagoes 2.8 e 2.10,

(admitindo y; = 1), esta representada na Figura 3.23, linhas tracejadas. Sao de registar

desvios significativos a comportamento ideal para solugoes ricas em diflunisal, Xy >0,7

com coeficientes de actividade que variam entre j),; = 0,90 para Xy = 0,8988 e

Yo = 0,76 para Xp = 0,7484. Para misturas mais abundantes em isonicotinamida os

desvios a idealidade sao menos significativos; yys = 0,99 para X = 0,0502 e jja = 0,98

para Xp = 0,1667. Nestes Ultimos calculos foram usadas os valores de temperatura e

entalpia de fusao registados apos aquecimento do polimorfo | da isonicotinamida,

T.. = (1555 £ 0,5) °C e A, H,, = (22,9 + 0,5) k}/mol (n = 6).
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Figura 3.23 Diagrama de fases (sélido + liquido) do sistema (diflunisal + isonicotinamida). @, o, temperatura de
fusio de um eutéctico, A, A, liquidus, m, fusio de composto puro. (simbolos fechados,
B =2 °C/min, simbolos abertos, 8 = 10 °C/min); as linhas a cheio sio guias para orienta¢do visual

(- ) descrigao usando equagao (2.8); (- ) descrigao usando equagao (2.10)..
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Figura 3.24 Diagramas de Tammann para o sistema (diflunisal+isonicotinamida) a. Xy < 0,6667 b.
XpiF 2 0,6667.
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3.2.1.2 Diflunisal+Picolinamida

Para ambos os sistemas (diflunisal+isonicotinamida) e (diflunisal+nicotinamida), foi
possivel preparar co-cristais por moagem em moinho de bolas, na proporgao de 2:1.

O diagrama de fases binario sdlido-liquido do diflunisal com a
orto-piridinacarboxamida, Figura 3.26, construido utilizando os dados da Tabela 3.6,
evidencia claramente a formagao de um composto de adigao na proporgao |:1.

Tabela 3.6. Temperaturas de transicdo T, Tg, Tg; e Ty, obtidas para as transiges de fase observadas no
aquecimento em DSC de misturas de diflunisal+picolinamida, Xy fracgao molar de diflunisal,

XpiF Tei/°C Tp/°C Te/°C T/ °C XDIF Tei/°C T /°C Te/°C Tyl °C
B =2 °C/min B =10 °C/min
0,0000 102,1 0,0000 102,
0,0000 106,4 0,0000 106,4
0,0259 100,2 120,4 0,0259 105,6 119,2
0,0501 100,5 125,5 0,0501 99,1 104, 131,1
0,1080 100,6 104,9 148,4 0,1080 100, 1 104,3 145, 1
0,1636 100,9 104, 160,9 0,1636 94,1 98,2 160, |
0,2001 99,8 104,6 165,5 0,2509 95,2 103,2 172,3
0,2509 100,5 104,8 172,5 0,3334 100,6 105,5 180,3
0,3334 100,5 104,8 179,5 0,3996 100, 1 105, 1 184,
0,3996 104, 183,1 0,4502 90,8 98,9 186,5
0,5000 186,7 0,5000 187,1
0,5569@ 180, | 185,1 0,5991 178,0 185,0
0,5991 180, | 184,1 0,6497 180,3
0,6061 179,8 183,9 0,6654 182,0
0,6557@ 179,8 0,7492@ 180, 1 193,1
0,6654 180,9 0,9357 180,3 205,3
0,7482 180,9 190,4 0,9499 178,3 2111
0,7492@ 181,1 189,9 1,0000 212,8
0,8547 180,3 198,9
0,8954 178,3 203,5
0,8990@ 180,9 205,1
0,9357 175,6 207,3
1,0000 212,8

(a) Moagem nao asssistida por solvente, neat grinding, NG.

A Figura 3.25 mostra termogramas para misturas representativas deste sistema.
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A temperatura e a entalpia de fusaio do co-cristal sao, respectivamente,

To. = (186,6 £ 0,2) °C e A, H,, = (65,8  2,2) k}/mol, (n = 8).

Tendo I3 wg*t
13

N
I
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"

3 )
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50 75 100 125 150 175 200
T/°C

Figura 3.25 Curvas de DSC de aquecimento de misturas seleccionadas de diflunisal+picolinamida,
B=2°C/min. |. Xp = 0, picolinamida; 2. xp = 0,1636; 3. Xpr = 0,3334; 4. X5 = 0,3996;
5. Xpr =0,5000; 6. Xpr = 0,5569; 7. xpr = 0,6061; 8. Xpr = 0,6557; 9. Xy = 0,7492;
10. Xpr = 0,8547; 1. Xpr = 0,8954; 12. X = 0,8990 (NG); 13. Xp = I
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Figura 3.26 Diagrama de fase solido-liquido (diflunisal+picolinamida), e, o, temperatura de fusio de um
eutéctico, A, A, liquidus, m, fusio de composto puro. (simbolos a cheio, 8 = 2 °C/min, simbolos
abertos, 8 = 10 °C/min); As linhas a cheio sdo guias para orientagio visual (----) descri¢do usando
as equagoes (2.9) e (3.1).
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Constata-se que o primeiro ponto eutéctico possui uma composigao que € muito
proximo de picolinamida pura. Isto indica a formagao dum co-cristal muito estavel
comparado com este composto. O polimorfismo da picolinamida [219] esta evidenciado
nas curvas de DSC para as misturas com excesso desta substancia, relativamente a
composi¢ao do co-cristal. De facto duas temperaturas invariantes foram determinadas,
Te, = (100,5£04) °Ce T, = (1046 £ 0,4) °C, que sao atribuidas a fusao de misturas
eutécticas contendo os polimorfos Il e | da picolinamida, com temperaturas de fusao,
respectivamente, T, = (102,2 £ 0,4) °C e T, = (106,4 + 0,4) °C.

E observado, um outro ponto invariante a T = (180,2 £ 0,9) °C. Para
composigoes Xp > 0,5, as misturas foram preparadas por moagem assistida com etanol e
também na auséncia de solvente. As curvas de DSC para misturas obtidas na presenga de
etanol apresentam um perfil mais complexo como é exemplificado pelas curvas || e 12
na Figura 3.25. Este facto resulta da transicao, pelo menos em parte, do polimorfo lll do
diflunisal para a forma |, no processo de aquecimento. Na constru¢ao do diagrama de
Tammann, representado na Figura 3.27, foram utilizadas apenas valores obtidos para
misturas preparadas sem adi¢ao de solvente. A composicao do eutéctico foi calculada e
corresponde a um valor de xp = 0,64, sem registo de formagao de solugoes solidas.

200 -
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XDIF

Figura 3.27 Diagrama de Tammann para o sistema diflunisal+picolinamida, x,,:20,5000.

Também neste sistema se observam desvios negativos da idealidade ()5 = 0,97
para Xpr = 0,9357 e jp = 0,87 para Xp = 0,7482), representada na Figura 3.26, pelas

linhas tracejadas obtidas usando a equagao 2.8 para X >0,64 (excesso de diflunisal) e a

72



Capitulo 3 Investigacdo da formacdo de co-cristal (diflunisaltisonicotinamida) e
(diflunisal+picolinamida)

equacao 3.l [187] desenvolvida para um composto de adigao I:1, na vizinhanga do co-
cristal. Os desvios sao no entanto, muito menores do que no caso do sistema

(diflunisal+isonicotinamida).

1 1 R
= — {In[xpr(1 — xpp)] — In0,25} (3.1
Tfus Tfus,cc AfusHm,cc PIF PIF

3.2.2 Caracterizagao dos co-cristais por XRPD e por FTIR.

Os dados de difraccao de raios-X de po representados na Figura 3.28. para os
sistemas (diflunisal+isonicotinamida) e (diflunisal+picolinamida), identificam claramente
novos arranjos no estado solido, como se esperaria para co-cristais, com novas reflexoes
quando comparados com os difractogramas dos compostos puros. O co-cristal
DIF:INA, 2:1 apresenta reflexdes caracteristicas a 260 = 6,4; 9,6; 11,2 e 14,1°. Para
Dif:PA, I:1, registam-se novas reflexoes a 26 = 9,6; 10,7; 12,6; 15,3; 19,3; 26,7°.

Os picos correspondentes a presenca de excesso dos componentes sao
claramente identificados na Figura 3.28a para Xy = 0,3323 (excesso de INA I) e
Xpir = 0,8572 (excesso de DIF I) e na Figura 3.28.b, para Xy = 0,3334) (excesso de PA Il)
e Xpr = 0,6654 (excesso de DIF IlI).

Os espectros de infravermelho dos co-cristais estao representados na Figura 3.29
para DIF:INA e nas Figura 3.30 e 3.3| para DIF:PA. Os espectros dos componentes
puros e de algumas misturas seleccionadas foram incluidos nas figuras para efeito de
comparagao. A diferenga registada em misturas preparadas por LAG ou na auséncia de
solvente é claramente ilustrada nos espectros para o sistema DIF:PA.

Na Figura 3.32 sao comparados os espectros de infravermelho dos trés co-cristais
identificados neste trabalho entre o diflunisal e cada uma das piridinacarboxamidas
isoméricas. Na regiao de elongacao do NH sao observadas diferengas significativas entre
o co-cristal DIF:PA e os formados pelo diflunisal com as piridinacarboxamidas meta e
para. A banda de elongagio assimétrica Vas(NH,) que na INA aparece a 3372 cm”' e na
nicotinamida a 3367 cm”', é deslocada nos co-cristais para valores de energia superiores,

3394 cm™' no primeiro caso e 3406 cm™' no segundo. O mesmo acontece com o modo
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Figura 3.28 Difractogramas de raios-X de poé. a. DIF+INA: |. DIF, polimorfo I; 2. INA, polimorfo |, iso2; 3.
Co-cristal Xpr = 0,6667; 4. Xpr = 0,3323 (excesso de INA 1); 5. X5 = 0,8572 (excesso de DIF I).
b. DIF+PA: 1. DIF, polimorfo lll; 2. PA, polimorfo II; 3. Co-cristal X5 = 0,5000; 4. Xy, = 0,3334
(excesso de PA Il); 5. Xpr = 0,6654 (excesso de DIF Ill).
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de elongacio simétrica Vs(NH,): 3176 cm™ na INA e 3209 cm™' no co-cristal DIF:INA, 2:1,
e 3162 cm”’ na nicotinamida e 3229 em DIF:NA, 2:I. Este tipo de comportamento -
blueshift - foi observado por Desiraju et al. [225] na formagao de heterodimeros ciclicos
acido-amida, e proposto como uma forma de identificagao deste sintao em co-cristais.
Nesta regiao do espectro para os dois co-cristais, DIFIINA, 2:1 e DIF:NA, 2:1, sao ainda
claramente visiveis duas bandas adicionais, a 3331 e a 3281 cm™' no primeiro, e a 3379 e
a 3250 cm”' no segundo.

No caso do isébmero orto, picolinamida, o comportamento nesta regiao do
espectro é completamente distinto, ocorrendo desvios para menores numeros de onda -
redshift: a elongacao assimétrica, Vas(NH,), a 3417 cm™' na picolinamida é deslocada no co-
cristal para 3394 cm”' e a elongacio simétrica, Vs(NH,) de 3176 cm™ para 3106 cm™. Na
estrutura cristalina da picolinamida ocorre associagao em dimeros amida-amida
centrossimétricos. Desiraju et al. [192], numa tentativa de identificagao de sintoes em co-
cristais e polimorfos utilizando a espectroscopia de infravermelho e com um foco
especial em amidas primarias, associou o desvio para menores energias das bandas de
elongacao do NH, a alteragao de associagao em dimeros para associagao em cadeias.

Como seria de esperar, nos trés co-cristais ocorrem alteragoes significativas
relativamente aos co-formadores, na regiao atribuida a deformagao angular do NH,
(1600-1640 cm™).

O heterossintao formado pelos grupos acido-N,, ..o foi identificado nos trés co-
cristais, pelas bandas caracteristicas a cerca de 2500, 2150 e 1900 cm”! [189-192, 226]. O
numero de co-cristais referidos na literatura utilizando a picolinamida como co-formador
é reduzido [210, 227]. O azoto piridinico neste isomero, orto, esta nhuma posicao mais
impedida que nos outros dois isdmeros. Foi no entanto observado que participa em
ligagoes N, ,.s.—H "N na rede do co-cristal picolinamida:acido salicilico e em ligagao
acido-N

piridina

O-H:--N no co-cristal com acido adipico [227]. Na associagao com o

aromatico, piridina

diflunisal este ultimo sintao é também observado.
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Figura 3.29 Espectros de Infravermelho. DIF+INA: |. DIF, polimorfo I; 2. INA, polimorfo |; 3. Co-cristal
DIF+INA (2:1) Xpr = 0,6667; 4. Xpr = 0,2501 (excesso de INA); 5. X5 = 0,4999 (excesso de INA);
6. Xpr = 0,8988 (excesso de DIF).
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Figura 3.30 Espectros de Infravermelho. DIF+PA: |. DIF, polimorfo lll; 2. PA, polimorfo Il; 3. Co-cristal

DIF+PA (1:1) Xgr = 0,5000; 4. X5 = 0,3334 (excesso de PA Il); 5. Xpr = 0,6654 (LAG) (excesso de
DIF 1lI).
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Figura 3.31 Espectros de Infravermelho. DIF + PA: |. DIF, Ill; 2. DIF, I; 3. Co-cristal DIF + PA (I:1)
Xpir = 0,5000; 4. Xpr = 0,7492 moagem sem solvente (excesso de DIF I); 5. X = 0,8990 moagem

sem solvente (excesso de DIF I).
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Figura 3.32 Espectros de Infravermelho dos co-cristais: |. DIFFINA (2:1); 2. DIF+PA (1:1); 3. DIF+NA (2:1).
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3.2.3 Estabelecimento de condigcbes para cristalizacdo do co-cristal

(diflunisal + isonicotinamida) 2:1 em etanol

Tal como para o sistema (diflunisal+nicotinamida) foi também avaliado o diagrama
de fases ternario de (diflunisal+isonicotinamida) em etanol, usando a metodologia
descrita por ter Horst e colaboradores [182, 196]. Esta metodologia permite, de um
modo rapido, fazer uma estimativa destes diagramas. Como ja foi referido, definir as
condigoes de obtengao do co-cristal puro no diagrama de fases ternario € de grande
relevancia nos processos de scaling-up e também podera ser util no processo de
preparagao de monocristais para a resolugao de estruturas cristalinas.

Tal como para o sistema DIF+NA foram preparadas em etanol, misturas de
isonicotinamida e diflunisal com diferentes fraccoes molares calculadas a uma
temperatura de referéncia, por exemplo 25 °C, utilizando os dados da equagao de van't
Hoff mostrados na Tabela 3.4, de forma a estarem abaixo do valor previsto para o API
puro saturado e para o co-formador puro saturado.

Com a isonicotinamida estudaram-se |8 misturas, para valores de 0,89 <y < 0,30
obtendo-se temperaturas de saturagao experimentais entre 24 e 5| °C. As temperaturas
de saturagao obtidas experimentalmente para estas misturas foram ajustadas a
equacao 2.6, apresentando-se os parametros de ajuste na Tabela 3.7, conjuntamente
com os resultados anteriormente referidos para (diflunisal+nicotinamida+etanol).

Tabela 3.7 Parametros de ajuste a eq. 2.16, das temperaturas de saturagao experimentais obtidas com o
equipamento Crystal |6, para misturas de DIF+INA ou DIF+NA em etanol.

A B C Desvio padrao do ajuste (Valor experimental
- valor calculado)
DIF+INA+etanol -10145,7 0 22,64 0,22 3%
DIF+NA+etanol -6975,0 -1,96 12,61 0,18 2%

As estimativas de diagramas ternarios (diflunisal+isonicotinamida+etanol) representadas
na Figura 3.33 e na Figura 3.34 foram obtidas a partir destes resultados. No que diz
respeito ao sistema (diflunisal+picolinamida+etanol) nao foi possivel efectuar o numero

de ensaios replicados necessario para fazer a estimativa do diagrama.
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Figura 3.33 Estimativa do diagrama de fase parcial de (diflunisal + isonicotinamida), em etanol a 25 °C (azul) e
a 50 °C (vermelho), X',ua € X'pjr representam as solubilidades em etanol da isonicotinamida e do
diflunisal a cada uma dessas temperaturas, e as linhas a cheio representam a solubilidade do co-
cristal (foi utilizada a equagdo 2.16 com os parametros da Tabela 3.7 e a equagdo 2.7 com os
parametros da Tabela 3.4).
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Figura 3.34 Proposta de diagrama de fases ternario do sistema (diflunisal+isonicotinamida+tetanol) a
T=25°C.

Foram realizadas varias tentativas de cristalizagao do co-cristal (DIF:INA) 2:1 em
etanol. Usaram-se solugdes com as concentragoes de cada um dos componentes que
estao assinaladas com o simbolo x na Figura 3.33. As solugoes foram preparadas a 50 °C
e apos arrefecimento até 25 °C, foram obtidos os co-cristais puros, como previsto. Nao

foram, todavia, conseguidos cristais com a dimensao adequada para a resolugao de
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estrutura por difraccao de raios-X de monocristal, o que é compreensivel, atendendo a

baixa solubilidade do co-cristal neste solvente.
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A lamotrigina, 6-(2,3-diclorofenil)-1,2,4-triazina-3,5-diamina ou 3,5-diamina-6-(2,3-
diclorofenil)-1,2,4-triazina, Figura 1.5 b, foi originalmente sintetizada, no inicio dos anos
oitenta, por cientistas dos laboratorios Wellcome em resposta a necessidade de
medicamentos antiepilépticos que pudessem melhorar os perfis de seguranga e com
indices terapéuticos mais amplos [228]. Quando foi sintetizada, nao se tinha
desenvolvido nenhum outro antiepiléptico num periodo de mais de trinta anos.

Um estudo recente, realizado no Pais de Gales, mostra que a percentagem de
prescricoes de lamotrigina como medicamento de primeira escolha no tratamento da
epilepsia tem aumentado consideravelmente, verificando-se um decréscimo no que diz
respeito a medicamentos de referéncia, como o valproato de sodio, a carbamazepina e a
fenitoina [229]. A lamotrigina é também indicada no tratamento de crises generalizadas
associadas com a sindrome de Lenox-Gastaut [230], uma das formas mais severas de
epilepsia em criancas, podendo ser usada, conjuntamente, com outros antiepilépticos
como a carbamazepina, fenitoina, fenobarbital, primadona, ou valproato [231]. Este
activo tem outras aplicagoes terapéuticas [232-236], merecendo destaque a sua acgao no

tratamento de desordens psiquiatricas como transtornos de humor, incluindo a
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desordem unipolar e bipolar [153, 237, 238]. Um estudo recente, feito pelo grupo da
Universidade de Stanford que investiga a desordem bipolar, revela que na ultima década,
a lamotrigina, devido a sua elevada tolerabilidade, foi o medicamento mais prescrito no
tratamento desta patologia, registando-se um aumento para mais do dobro do numero
de pacientes medicados com lamotrigina, em comparagdo com as terapéuticas
tradicionais com litio e valproato de sodio [153].

A solubilidade aquosa da lamotrigina é muito baixa, 0,17 mg/ml a 25 °C [156], o
que limita, naturalmente, a sua biodisponibilidade oral, e como tal incentiva a comunidade
cientifica para a pesquisa de novas formas sélidas com o objectivo de melhorar a sua
eficiéncia terapéutica [239-244].

Até a data, apenas é conhecida uma estrutura cristalina da lamotrigina nao havendo
referéncia a observagao de polimorfos. A estrutura cristalina foi recentemente resolvida
e depositada na CSD [245], merecendo destaque por corresponder ao nimero meio
milhao de estruturas cristalinas ja depositadas nesta base de dados. O monocristal foi
obtido em metanol, é monoclinico, C 2/c e a célula cristalina tem dimensoes: a =
19,136(3) A; b = 8,6409(12)A; c = 13,5549(18)A; B = 109,172(2)° Z =8,V = 2117,02A,
(T =21 °C). Na estrutura cristalina da lamotrigina, as moléculas estao ligadas por ligagoes
de hidrogénio que formam dimeros, através da ligagao N-H,...""Niomiicor € €
estabilizada pelas ligagoes de hidrogénio N-H:*N e N-H---Cl. Todos os atomos de azoto

do anel triazina participam em ligagoes de hidrogénio [245], Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Geometria das ligagdes de hidrogénio no cristal de lamotrigina [245].

D-A/A /D-H-A F°
N(3)-H(4)-N(1) 3,284(2) 155(2)
N(3)-H(5)"N(4) 3,178(2) 176,8(18)
N(5)-H(6)"N(2) 3,152(2) 151(2)
N(5)-H(7)--Cl(2) 3,4122(18) 151(2)

Na Figura 4.1 apresenta-se o diagrama ORTEP da estrutura da molécula da
lamotrigina e a numeragao dos atomos na estrutura cristalina, e na Figura 4.2, um
diagrama mostrando o empacotamento cristalino das moléculas de lamotrigina na célula

unitaria. No empacotamento cristalino, camadas hidrofilicas estio intercalados com
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cadeias hidrofébicas, em que as ligagoes de hidrogénio levam a formagao de uma rede de

ligagoes de hidrogénio supramolecular [245].

Figura 4.1 ORTEP da lamotrigina mostrando o esquema da numeragao dos atomos [245]. (Elipsoides
desenhados ao nivel de 50 % de probabilidade. (Os atomos de hidrogénio sio desenhados como
esferas de raio arbitrario); T =293 K.

/

Figura 4.2 Célula unitaria da lamotrigina (é evidenciada a formagao de dimeros através das ligagoes de
hidrogénio N—H---N [245].

Em trabalho anterior, Janes e colaboradores [246], haviam determinado as
dimensdes duma célula unitiria de lamotrigina: a = 6,386(3)A; b = 10,467(3)A; e
c = 14,856(4)A; B =100,774(3)°, para um cristal monoclinico nio tendo, no entanto,
efectuado o deposito na CSD. As dimensoes desta célula unitaria sao significativamente

diferentes da descrita anteriormente, o que podera ser indicio de polimorfismo.
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4.1 Caracterizagcdo das amostras de lamotrigina utilizadas neste

trabalho

A amostra comercial de lamotrigina (Anexo Al.l) foi identificada, por analise por
difraccao de raios-X de po, Figura 4.3, como a forma solida que foi descrita na secgao

anterior (EFEMUXO0I) [245].

Intensidade / u.a.
;H £N g

T T T T T T T T T 1
10 15 20 25 30 35 40
20/°

[é)]

Figura 4.3 Difractogramas de raios—X de p6. |) Simulado para a lamotrigina [EFEMUO1] [245]; 2) lamotrigina
comercial; 3) lamotrigina, moagem na auséncia de solvente.

Tendo em conta que nos ensaios de obtengao de co-cristais da lamotrigina sera
essencialmente utilizada a mecanoquimica, sem solvente ou assistida por etanol,
estudou-se também o efeito deste procedimento na forma soélida do composto.
Verificou-se que na auséncia de solvente nao ocorre alteragao na estrutura cristalina,
Figura 4.3. Contudo, a moagem assistida por etanol resulta em alteragao notéria do
difractograma de raios-X de po, Figura 4.4, e portanto, em modificagao estrutural do
composto de partida.

Os espectros de infravermelho da lamotrigina comercial e da amostra submetida a
moagem na auséncia de solvente nao apresentam, como se esperava, diferengas entre si,
Figura 4.5. Os modos vibracionais de elongagao assimétrica e simétrica do NH, registam-
se, respectivamente, a 3452 cm™, 3319 cm™, 3267 cm’, 3214 cm™ [247]. A vibragio de
deformacdo angular do N-H da amina primaria ocorre a 1621 cm™. A vibragio de

elongacao do grupo C—CI, normalmente da origem a bandas fortes, na regiao de 710 a
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505 cm™' [248]. No espectro de infravermelho da lamotrigina as bandas a 512, 626, 717,

e a 739 cm’, sdo atribuidas a este modo vibracional [247].

|
|
MM

5 10 15 20 25 30 35 40
209/ °

Intensidade / u.a.
N

Figura 4.4. Difractogramas de raios-X de po6; |) lamotrigina comercial, 2) lamotrigina obtida por moagem
assistida por 10 pL de etanol, 15 Hz, 30 min.

As bandas a 1490, 1583 e 1622 cm™ sdo atribuidas a elongacio do grupo C=N [249,
250].

Como se esperaria os espectros de infravermelho da lamotrigina comercial e da

lamotrigina moida na presenca de etanol, Figura 4.6, apresentam diferencas significativas,

merecendo destaque a banda larga centrada em 3100 cm™.

Absorvancia/ u.a.
N

=

/L
7/ I T T

T T
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Figura 4.5 Espectros de infravermelho:l) lamotrigina comercial; 2) lamotrigina, moagem na auséncia de
solvente.
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Figura 4.6. Espectros de infravermelho: |) lamotrigina comercial, 2) lamotrigina, mecanoquimica assistida por
etanol, 30 min, 15 Hz.

Estas amostras apresentam também diferengas no comportamento térmico,

avaliado por calorimetria diferencial de varrimento, DSC, Figura 4.7. As amostras foram

aquecidas entre 25 °C e 225 °C, com uma velocidade de varrimento 8 = 10 °C/min, em

capsulas fechadas de 30 pl e no caso da amostra preparada por LAG, em capsula de 50 pl

com furos.
TEndo
5Wg_1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
T/°C
Figura 4.7 Curvas de DSC de aquecimento; |) lamotrigina comercial, m = 1,46 mg; 2) lamotrigina,
mecanoquimica sem solvente, m = 1,35 mg; 3) lamotrigina, mecanoquimica LAG 10 pL de etanol,

m = 1,73 mg; 8= 10 °C/min.
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A lamotrigina comercial funde a T = (215,9 £ 0,2) °C com uma entalpia de fusio
A H = (35,2 £ 0,7) kJ/mol, (n = 6), nao se registando qualquer transigao de fase antes da
fusao. A amostra da lamotrigina obtida por moagem assistida por etanol tem um
comportamento claramente distinto das duas outras amostras: a T = |01,7 °C, ocorre
uma transicao endotérmica, AH = 16,0 kJ/mol, atribuivel a dessolvatagao, registando-se
de seguida a fusao a uma temperatura idéntica a da lamotrigina original.

Os resultados sao compativeis com a formagao de um solvato, provavelmente um
etanoato, aquando da moagem assistida por este solvente. E de referir que existe um
numero consideravel de solvatos de lamotrigina descritos na literatura.

Assim, todos os ensaios de mecanoquimica foram realizados na auséncia de

solvente.

4.2 Investigacao de formas solidas binarias

lamotrigina + piridinacarboxamidas

A avaliagao da literatura evidencia a capacidade da lamotrigina para formagao de
co-cristais com co-formadores contendo grupos carbonilo e amida, através de ligagoes
de hidrogénio N-H, ... "Naromitico © N—Hamina™ " Ocarbonito [240-242, 251]. Experiéncias de
associagao com alguns acidos carboxilicos resultaram na formacao de sais, com
transferéncia de protao para o atomo de azoto N2, do anel de triazina, Figura 4.1[241,
242].

Na associagdo com as piridinacarboxamidas é expectavel a formagao dos
heterossintoes que se exemplificam na Figura 4.8 para o caso da associagio com a
isonicotinamida. Obviamente que no caso da nicotinamida e, especialmente da
picolinamida, o azoto aromatico tem um maior impedimento no estabelecimento de
ligagcoes de hidrogénio intermoleculares.

A pesquisa de co-cristais foi efectuada, como para os sistemas descritos nas secgoes
anteriores, por mecanoquimica, tomando como condigoes de partida uma frequéncia de

I5 Hz e um tempo de moagem de 30 minutos.
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Figura 4.8 llustracao de pontos de associagao possiveis entre a lamotrigina e as piridinacarboxamidas (a
isonicotinamida é tomada como exemplo).

4.2.1 Lamotrigina + picolinamida

As misturas de lamotrigina e picolinamida foram preparadas por moagem a |5 Hz
por um periodo de 30 minutos, sem adicao de qualquer solvente. Termogramas
representativos do processo de aquecimento em DSC dessas misturas, com
composicoes estequiométricas diferentes, saio mostrados na Figura 4.9, curvas 2 a 6.

O perfil dos termogramas e a analise dos espectros de infravermelho, Figura 4.10,
apontam para que nao ocorra associagao entre os dois compostos. De facto, os
espectros das misturas correspondem a soma dos espectros da lamotrigina e da
picolinamida Il (Ver espectro 4, Figura 4.10). Adicionalmente, as temperaturas das
transicoes registadas experimentalmente nao se afastam do previsto para um diagrama
de fases com eutéctico simples, Figura 4.11, calculado utilizando a equagao 2.8,
secgao 2.2.2.1, usando os valores de temperaturas e entalpias de fusao dos compostos

puros e admitindo solugao ideal.
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Figura 4.9. Curvas de DSC de aquecimento de misturas de lamotrigina+picolinamida, |. picolinamida;
2. Xiamo = 0,105 3. Xiamo = 0,20; 4. Xiumo = 0,33; 5. Xmo = 0,50; 6. Xiumo = 0,67; 7. Lamotrigina;
B =10 °C/min.
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Figura 4.10. Espectros de infravermelho: |. lamotrigina; 2. picolinamida, polimorfo |; 3. picolinamida, polimorfo
IIl; 4. mistura lamotrigina+picolinamida, X, = 0,67, mecanoquimica sem solvente, 15Hz, 30 min;
5. Mistura 4, submetida a 30 minutos adicionais de moagem, 15 Hz; 6. mistura 5, espectro obtido
apos | semana de preparagao.
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Figura 4.11. Diagrama de fases com eutéctico simples, simulado para a mistura binaria (lamotrigina+
picolinamida), eq. 2.8; m pontos experimentais obtidos dos termogramas da Figura 4.9.

Um tempo adicional de moagem, num total de 60 minutos, resulta numa mistura
fisica da picolinamida, polimorfo I, com a lamotrigina, espectro 5, Figura 4.10. Esta
amostra guardada a temperatura ambiente evolui, como esperado, para uma mistura de
lamotrigina e PA, polimorfo I, espectro 6, Figura 4.10.

Neste sistema, a mecanoquimica, na auséncia de solvente, nao resulta em
associagao entre os dois compostos, obtendo-se uma mistura fisica. As tentativas que

foram realizadas com assisténcia de etanol também nao foram bem-sucedidas.

4.2.2 Lamotrigina + nicotinamida

O sistema lamotrigina + nicotinamida foi investigado por Cheney e colaboradores
[241] resultando na obtengao de um co-cristal na estequiometria I:l, ainda que os
autores nao tenham conseguido resolver a respectiva estrutura cristalina. O co-cristal foi
obtido por mecanoquimica assistida por metanol e também por fusao de uma mistura
dos dois componentes.

Neste trabalho tentou-se gerar o co-cristal por mecanoquimica sem assisténcia de

solvente, mas sem resultado, Figura 4.12.
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Figura 4.12 Difractogramas de raios-X de pé. |. Lamotrigina; 2. Nicotinamida; 3. Mistura Lamo+NA I:I,
mecanoquimica, sem solvente.

O co-cristal descrito por Cheney e colaboradores [241] foi obtido com sucesso, por
aquecimento desta mistura fisica em DSC até 140 °C. Na Figura 4.13, apresentam-se os
espectros de infravermelho da lamotrigina, da nicotinamida e do co-cristal. Este ultimo
espectro € coincidente com o do co-cristal referido [241]. As alteragoes no espectro do
co-cristal em relagao aos compostos puros sao evidentes: no espectro da lamotrigina as
bandas a 3452,3 cm” e 3318,8 cm™, atribuidas a vibragio de elongacao assimétrica do
NH,, sofrem desvios para os 344 cm™ e os 3291 cm™, respectivamente, enquanto as
bandas correspondentes a vibragao de elongagao simétrica se deslocam de 3267 e
3214 cm™ para 3226 e 3107 cm™. A vibragio da deformagio angular do N-H da amina
primaria, observada a 1621 cm”', desvia-se para 1612 cm™. No espectro da nicotinamida
as alteragcoes mais significativas sao observadas a nivel dos modos de vibracao de
elongagdo assimétrica e simétrica do N-H do grupo amida, de 3366 cm” e 3164 cm’,
para 3347 cm” e 3106 cm’, respectivamente. A banda aos 1679 cm’ atribuida a

elongacio do carbonilo do grupo amida desloca-se para a 1664 cm.
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Figura 4.13 Espectros de infravermelho: |. lamotrigina; 2. nicotinamida, polimorfo I; 3. Mistura Lamo+NA |[:1,
mecanoquimica, sem solvente, 4. Co-cristal (Lamo+NA) I:1, obtido por aquecimento a 140 °C.

4.2.3 Lamotrigina + isonicotinamida

Na sequéncia do procedimento que tem vindo a ser seguido neste trabalho,
preparam-se misturas bindrias de lamotrigina e isonicotinamida em diferentes
proporgoes, por mecanoquimica na auséncia de solvente. Inicialmente caracterizaram-se
as amostras obtidas por calorimetria diferencial de varrimento, DSC.

Analisando os termogramas obtidos, Figura 4.14, constatou-se que a mistura da
lamotrigina com a isonicotinamida, X, = 0,67 (2:1), apresenta temperatura de fusao,
Tes = (196,2 £ 0,2) °C, A H = (89,4  2,6) kl/mol, (n = 5), superior ao ponto de fusao da
isonicotinamida, Ty, = (155,5%0,5) °C, e inferior ao da lamotrigina, T;,, = (215,9 £ 0,2) °C.
A fusao da mistura traduz-se por um pico estreito, o que normalmente é interpretado
como sendo uma caracteristica de um composto puro. A partir das curvas de
aquecimento  obtidas por DSC, para as  diferentes  misturas  de
lamotrigina+isonicotinamida, Tabela 4.2, é possivel construir o diagrama de fases

solido-liquido que se mostra na Figura 4.15.
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Figura 4.14 Curvas de DSC de aquecimento de misturas seleccionadas de (lamotrigina+isonicotinamida),
1) Isonicotinamida, polimorfo I; 2) X_mo = 0,33; 3) Xiumo = 0,50; 4) Xiumo = 0,675 5) Ximo = 0,80;
6) lamotrigina. 8 = 10 °C/min.

Tabela 4.2 Temperaturas de transigdo T, Ty, e T, obtidas para as varias transiges de fase observadas no
aquecimento em DSC de misturas de (lamotrigina+tisonicotinamida) com diferentes fracgoes
molares de lamotrigina, X, 8 = 10 °C/min.

Xiamo Tg /°C T,/ °C T/ °C
0,00 155,7
0,05 135,6 152,7
0,10 136,1 145,5

0,13 138,2

0,20 140,1 154,4
0,33 137,1 174,8

0,41 136,3 185,5

0,50 137,4 189,8
0,67 196,3

0,70 189,0

0,75 186,8 193,1

0,80 190,1 201,3

0,90 188,3 209,0
1,00 216,0
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Figura 4.15 Diagrama de fases binario sélido+liquido de (lamotrigina+isonicotinamida). As linhas a tracejado
resultam de simulagio usando as equagdes 2.10 e 4.1. 8= 10 °C/min.

No diagrama de fases é possivel identificar dois pontos invariantes, ambos
correspondentes a misturas com temperaturas de fusao inferiores a da mistura
Xamo = 0,67, o que possibilitou a identificagaio da formagao do co-cristal
(lamotrigina:isonicotinamida) (2:1).

A previsao do liquidus, quer na regido entre os dois pontos eutécticos,
(equagao 2.10), quer nas regides ricas em lamotrigina ou em isonicotinamida,
(equagao 4.1), representa uma boa estimativa, quando comparada com os resultados
obtidos experimentalmente, o que reforca a conclusaio de formagao dum novo

composto supramolecular.

1 _ 1 R
Tfus,i Tftls,i AfUSHI;,i

Inx; 4.1)

Prosseguindo o estudo da caracterizagao da mistura identificada como sendo o
co-cristal (lamotrigina:isonicotinamida) 2:1, uma amostra da mistura X, = 0,67 foi
analisada por difraccao de raios-X de pé. Comparando o difractograma desta mistura,

com os difractogramas das substancias de partida, Figura 4.16, constatou-se que se trata
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de um difractograma soma dos difractogramas destas, o que indica que o processo de

mecanoquimica nao resultou em alteragao estrutural.

Intensidade / u.a.
N

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura 4.16 Difractogramas de raios-X de po. 1) Isonicotinamida polimorfo |; 2) Lamotrigina; 3) Lamotrigina +
isonicotinamida (2:1) mecanoquimica sem solvente, 15 Hz, 30 min.

Esta conclusao nao é concordante com os resultados obtidos a partir do diagrama de
fases, onde foi possivel identificar a formagao de um novo composto e a sua
estequiometria.

No entanto, analisando a curva de aquecimento da mistura X,,, = 0,67,
Figura 4.14, é evidente a ocorréncia de eventos térmicos entre 120 e 150 °C. Estas
alteragoes no perfil do termograma indiciam que a amostra sofre transformagoes
durante o processo de aquecimento, que deverao corresponder a formagao do co-
cristal. Foi confirmado por termogravimetria (anexo Al.5) que nao ocorre degradagao
das misturas em toda a gama de temperaturas investigada. De facto, a amostra gerada no
ciclo de aquecimento/arrefecimento |+2, Figura 4.17, apresenta um difractograma de
raios-X de po, com alteragoes significativas quando comparado com os difractogramas
dos compostos iniciais, como se espera para o co-cristal, Figura 4.18. De notar que no
processo de aquecimento 3 (apos o ciclo 1+2), Figura 4.17, se obtém um termograma
onde se regista apenas a fusao do co-cristal a Ty, = 192,6 °C.

O espectro de infravermelho do co-cristal lamotrigina:isonicotinamida (2:1),
Figura 4.19, reflecte a formagao de uma rede de ligacoes de hidrogénio distinta da dos
compostos de partida. Merecem destaque as alteragoes na regiao de elongagao do grupo

amida da isonicotinamida — a banda a 3371 cm’' desloca-se para 3433 cm” — e na
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elongacio do carbonilo do grupo amida da isonicotinamida — a banda a 1668 cm’,

desloca-se para 1680 cm.
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Figura 4.17 Curvas de DSC da mistura lamotriginat+isonicotinamida, X,,, = 0,67. 1) Aquecimento até 180 °C;
2) Arrefecimento subsequente até temperatura ambiente; 3) Aquecimento até a fusao apos |+2.

B =10 °C/min.
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Figura 4.18 Difractogramas de raios-X de po. I. Isonicotinamida polimorfo I; 2. Lamotrigina; 3. Lamotrigina +
isonicotinamida (2:1) mecanoquimica sem solvente, 15 Hz, 30 min; 4) Co-cristal
(lamotrigina+isonicotinamida) 2:1 - mistura anterior apds aquecimento até 180 °C e arrefecimento

até a temperatura ambiente, 8 = 10 °C/min.
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Figura 4.19 Espectros de Infravermelho. |) Lamotrigina; 2) Isonicotinamida, polimorfo |; 3) co-cristal
(lamotrigina + isonicotinamida) 2:1.

4.2.3.1 Estrutura cristalina dum novo etanoato de lamotrigina (1:1)

Um aspecto importante durante a realizagao de um screening de co-cristais € a
resolugao da estrutura cristalina. No entanto, tal objectivo muitas vezes é de dificil
concretizagao pelas dificuldades inerentes a obtengao de monocristais. A cristalizagao em
solugao é um dos métodos mais utilizados para este fim, no entanto, podera nao dar
resultado, principalmente quando as duas substancias tém solubilidades muito diferentes
no solvente utilizado. No caso da lamotrigina a tarefa é dificultada também pela sua
tendéncia para formar solvatos.

Foram efectuadas varias tentativas no sentido de obter cristais de dimensao
adequada para resolugao da estrutura cristalina do co-cristal (Lamo+INA) 2:1, utilizando
varios solventes e diferentes condicoes experimentais. Nao foi possivel atingir este
objectivo, no entanto, como acontece por vezes neste tipo de pesquisas, podem surgir
novas formas solidas como no caso da nicotinamida [I81]. No caso concreto, uma outra
forma solida de lamotrigina foi descoberta durante estas experiéncias: um novo etanoato
de lamotrigina (1:1). Monocristais deste solvato foram obtidos a partir de uma amostra
de 1,50 mg da mistura lamotrigina:isonicotinamida (2:1), preparada em moinho de bolas,

dissolvida em 10 mL de etanol, apés evaporagao do solvente a temperatura ambiente.
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A estrutura deste etanoato foi resolvida por difraccao de raios-X de monocristal,
(ver anexo Al.9). Pertence ao grupo espacial monoclinico, C2/c, e a célula unitaria,
Figura 4.20, possui as seguintes dimensdes: a = 21,300(2) A; b =10,4709(1) A;
c=15,0238(6) A; B=119,190(7)% Z = 8, V = 29252(5) A>T = 293 K . A estrutura
cristalina do etanoato da lamotrigina foi depositada no CSD com o numero CCDC
981033. Na Figura 4.21, apresenta-se o diagrama ORTEP, mostrando o esquema da
numeracao dos atomos na estrutura cristalina do etanoato da lamotrigina. Os dois anéis
da lamotrigina formam entre si um angulo de 61,39(7)° e as moléculas de etanol

apresentam desordem posicional.

Figura 4.20 Célula unitaria do etanoato da lamotrigina(l:1) CCDC 981033, realgando a rede de ligagdes de
hidrogénio entre as cadeias de dimeros e as moléculas de etanol.

Figura 4.21 ORTEP do etanoato da lamotrigina(l:1) CCDC 981033, mostrando o esquema da numeragdo dos
atomos.

Na rede cristalina, as moléculas de lamotrigina formam cadeias de dimeros,
Figura 4.22, através das ligagoes de hidrogénio intermoleculares, N(5)-H(5A)---N(l),
N(I1):-*H(5A)-N(5) e N(4)-H(4A)--*N(2). As moléculas de etanol estao integradas nas

cadeias por ligacoes de hidrogénio entre o atomo de oxigénio e os atomos de

98



Capitulo 4 Investigacdo de novas formas sélidas de lamotrigina

hidrogénio do grupo amina da lamotrigina, O(l):--H(4B)-N(4) e O(l)---H(5B)-N(5),
Tabela 4.3.

Tabela 4.3 Parametros geométricos das ligagoes de hidrogénio existentes na estrutura cristalina do etanoato
da lamotrigina (1:1) CCDC 981033.

D--A/A /D-H--Al°
N@)—H(4A)~N(2) 3,0270(18) 162
N(4)-H(4B)-~O(1) 3,01447(16) 162
N(5)-H(5A)N(I) 3,0147(16) 174
N(5)-H(5B)-O(1) 2,8734(18) 135
a)
b)

Figura 4.22 a) Diagrama de empacotamento cristalino do etanoato da lamotrigina (I:1) CCDC 981033,
mostrando as cadeias de ligagdes de hidrogénio. b) Uma vista em pormenor da ligagio de
hidrogénio na formagao dos dimeros de lamotrigina, e a associagao as moléculas de etanol.
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E interessante registar a capacidade da lamotrigina dar origem a etanoatos com
diferentes estequiometrias. Assim, uma patente, registada nos Estados Unidos, [252] da
conta dum outro etanoato, Lamo:etanol mas numa propor¢ao de (1:2/3), tendo os
autores publicado o respectivo difractograma de raios-X de po, Figura 4.23. Quer o
etanoato patenteado, quer o solvato (etanoato) que se obtém por moagem da

lamotrigina assistida por etanol, Figura 4.24, sao distintos da estrutura resolvida neste

trabalho.

Intensidade / u.a.

Figura 4.23. Difractogramas de raios-X de po. A vermelho - simulado para o etanoato de lamotrigina |:1
CCDC 981033, a preto — etanoato de lamotrigina (1:2/3) [252].
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Figura 4.24 Difractogramas de raios-X de po. |.Simulado para o novo etanoato de lamotrigina I:I; 2. Solvato

obtido por moagem de lamotrigina assistida com etanol; 3. Lamotrigina comercial.
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4.3 Investigacdo de formas sélidas binarias de lamotrigina com as

xantinas, teofilina e cafeina

4.3.1 Lamotrigina + teofilina

A teofilina, uma metilxantina, €& um activo farmacéutico com accao
broncodilatadora usado no tratamento da asma.

O polimorfismo deste composto tem sido alvo de estudo continuado, tendo sido
identificadas inicialmente duas formas polimorficas, Il e I, que Legendre e Randzio [253] e
Suzuki et al [49] propuseram como enantiotropicas. A forma |l seria
termodinamicamente mais estavel a temperatura ambiente que a forma |, ocorrendo a
transicao ll—l a T = 264 °C, com uma entalpia baixa AH = 2 kJ/mol [253]. Recentemente
Seton et al. [254] resolveram a estrutura de um novo polimorfo, IV, e por medidas de
solubilidade em metanol concluiram que esta seria a forma termodinamicamente estavel
a temperatura ambiente e propuseram uma ordem inversa de estabilidade para as formas
| e ll. Qualquer destas formas é cineticamente estavel a temperatura ambiente [254].
Duas outras formas, Il [255-257]e V [258], metaestaveis, foram também identificadas.

A teofilina usada neste trabalho tem a estrutura cristalina do polimorfo Il, nao se
alterando por mecanoquimica, nas condi¢oes de ensaio, Figura 4.25.

Do ponto de visto fisico-quimico, a teofilina representa um grande desafio em
formulacao farmacéutica uma vez que forma um mono-hidrato estavel a partir das
formas anidras, mesmo em condi¢oes de actividade relativamente baixa de agua. Estudos
tém demonstrado que uma forma possivel de resolver o problema da estabilidade das
formas anidras da teofilina em relagao ao hidrato podera ser a co-cristalizagao da
teofilina [259], uma vez que foi demonstrado que na teofilina, forma hidratada, existe,

uma preferéncia para a formagao da ligagao de hidrogénio O—H-:-N.
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Intensidade / u.a.

Figura 4.25 Difractogramas de raios-X de p6 da teofilina. |. Simulado para o polimorfo IV [260]; 2. Simulado
para o polimorfo | [261]; 3. Simulado para o polimorfo Il [262]; 4. Amostra comercial; 5. Amostra

obtida por mecanoquimica, sem solvente, 15 Hz, 30min.

A co-cristalizacao entre a lamotrigina e a teofilina, do ponto de vista da

engenharia de cristais, representa uma oportunidade para explorar a formagao de

diferentes heterossintoes intermoleculares, ilustrados na Figura 4.26.
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Figura 4.26 llustracao de pontos de associagdo possiveis entre a lamotrigina e a teofilina.

102




Capitulo 4 Investigacdo de novas formas sélidas de lamotrigina

Tendo em conta que em nenhuma das moléculas intervenientes na
co-cristalizagao existe o grupo OH, obviamente nao tera lugar a formagao da ligagao de
hidrogénio O-H:N. Sera interessante averiguar se estes heterossintoes serao
suficientemente eficazes, de modo a evitar a formacgao de hidratos.

Por outro lado, sabendo que a lamotrigina e a teofilina sao ambos activos
farmacéuticos, um co-cristal com os dois activos podera ser potencialmente Util em

terapia dual [109].

Neste sistema, lamotrigina + teofilina, seguiu-se a mesma metodologia de estudo:
preparagao de misturas binarias com diferentes fracgoes molares de lamotrigina, por
mecanoquimica, sem solvente, seguida de anadlise das misturas por DSC. A andlise dos
termogramas, Figura 4.27, permite identificar dois pontos invariantes, ambos com

temperatura de fusao inferior a da mistura (I:1).

TEndo

‘ZWg_l

e
7

r r ——
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275

T/°C

Figura 4.27 Curvas de DSC de aquecimento de misturas seleccionadas de (lamotrigina+teofilina). I. teofilina
comercial; 2. X,mo = 0,105 3. Ximo = 0,20; 4. Xiamo = 0,25; 5. Xime = 0,50; 6. X, = 0,67;
7. Xiamo = 0,90; 8. lamotrigina. 8 = 10 °C/min.

A mistura (l:1) apresenta um pico de fusao estreito, a temperatura

Tes = (223,1 £0,4) °C, A H = (51,1 £ 1,3 ) kJ/mol, (n = 6) ( lamotrigina, T, = (215,9 £
0,2) °C; teofilina, T, = (269,7 £ 0,7) °C. A partir dos dados extraidos dos termogramas,
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Tabela 4.4, foi possivel construir o diagrama de fase sdlido-liquido deste sistema,

Figura 4.28.

Tabela 4.4 Temperaturas de transigio T, Tp, e T, obtidas para as varias transi¢es de fase observadas no
aquecimento em DSC de misturas de (lamotrigina+teofilina) com diferentes fracgdes molares de
lamotrigina, X, B = 10 °C/min.

Xiamo Tg 1 °C T,/ °C T/ °C
0,00 269,7
0,10 222,8 262,9
0,20 219,0 248,5
0,25 217,0 241,5
0,33 2189 232,8
0,40 222,1

0,50 223,5
0,67 199,9 217,5
0,75 202,8 2111
0,80 200,4

0,90 204,2 212,5
1,00 216,0

70 l_ T T T T T T T T T ]

260 i
250 - \‘\“ -
240 | * -

230 | -

T/°C
°

220 - LN N ]

210 + ® poal

200 ]
1 | 1 | | 1

0,0 0,2 04 0,6 08 10

XIamo’[rigina

Figura 4.28 Diagrama de fases binario sélido+liquido de (lamotrigina+teofilina), As linhas a tracejado resultam
de simulagio usando as equagdes 3.1 e 4.1. 5= 10 °C/min.
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Os resultados mostram a formagao de um co-cristal (Lamo+Teof) |:l. As curvas
do liquidus calculadas utilizando as equagoes 3.1 e 4.1 (a tracejado na Figura 4.28) estao
em excelente concordancia com os dados experimentais.

No entanto, tal como verificado no sistema (lamotrigina:isonicotinamida), a analise
por difraccao de raios-X de po da mistura X,,, = 0,50, preparada por mecanoquimica,
Figura 4.29, veio mostrar que a reacgao nao ocorreu, pelo menos por completo, no
processo de moagem: o difractograma da mistura com composicao equimolar apresenta
reflexdes dos compostos de partida, apesar de aparecerem também novas reflexoes. A

formacao do co-cristal ocorre, portanto, durante o aquecimento.

Intensidade / u.a.
N

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°
Figura 4.29 Difractogramas de raios-X de po6. |. Lamotrigina; 2. Teofilina, polimorfo II;

3. (lamotrigina+tteofilina) (1:1), mistura preparada por mecanoquimica.

Assim, uma amostra preparada aquecendo a mistura X, = 0,50, obtida por
mecanoquimica, até aos 205 °C e arrefecendo-a de seguida até a temperatura ambiente,
ciclo 2+3, Figura 4.30, resulta em conversao no co-cristal: no termograma 4, Figura 4.30,
observa-se apenas a fusao deste novo soélido. O difractograma de raios-X de p6 do
co-cristal (lamotriginatteofilina) I:l, gerado no ciclo aquecimento/arrefecimento 2+3 é

mostrado na Figura 4.31 e o respectivo espectro de infravermelho na Figura 4.32.
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T Endo

-1
2Wg

) _

T 1
50 75 100 125 150 175 200 225 250
T/°C

Figura 4.30 Curvas de DSC da mistura X,,,, = 0,5, sistema lamotrigina+teofilina. |. Aquecimento até 250 °C;
2. Aquecimento de uma nova amostra até 205 °C; 3. Arrefecimento subsequente até temperatura
ambiente. 4. Aquecimento até a fusdo apés 2+3. = 10 °C/min.
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Intensidade / u.a.

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°
Figura 4.31 Difractogramas de raios-X de poé. |. Lamotrigina; 2. Teofilina, polimorfo Il; 3. Co-cristal

lamotrigina+teofilina (I:1) obtido por tratamento térmico por DSC (ciclo 2+3, Figura 4.30) de uma
mistura preparada por mecanoquimica.

Algumas das alteragoes verificadas na comparagao dos espectros de infravermelho

da teofilina, polimorfo Il, da lamotrigina e do co-cristal sao as seguintes: o aparecimento
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duma banda nova no co-cristal a 3507 ¢cm”, o deslocamento da banda de vibracio
assimétrica da ligacio NH da lamotrigina de 3450 para 3460 cm™, o deslocamento da

banda da vibragio do grupo CO da teofilina, de 1717 cm™' para 1698 cm™'.

Asovanda/ ua

T LI — 7 /1 T

I I I I
1250 1000 750 500

I I I
3500 3000 2500 1750 1500 L
Nirerodeonda/ an
Figura 4.32 Espectros de Infravermelho. [.Teofilina, polimorfo Il; 2. Lamotrigina; 3. Co-cristal

(lamotrigina + teofilina) 1:1.

4.3.1.1 Co-cristal hidrato de lamotriginatteofilina+agua (1:1:1)

Num dos multiplos ensaios realizados na tentativa de obtengao do monocristal de
(Lamo+Teof) I:1 foram utilizadas as condigoes seguintes: dissolugao de 0,2 mmol de
lamotrigina e 0,2 mmol de teofilina em 5 ml de tetra-hidrofurano (saturado com agua), a
uma temperatura de 70 °C. A solucao foi deixada a evaporar a temperatura ambiente. A
observagao em microscépio dos sélidos obtidos levou a selecgao de um monocristal cuja
estrutura foi possivel resolver.

Trata-se de um co-cristal hidrato lamotrigina:teofilina:H,O (I:1:1), confirmando a
tendéncia de ambos os compostos para formagao de solvatos. A estrutura cristalina
deste co-cristal hidrato foi depositada na CSD com o numero CCDC 988214. Este
solvato cristaliza no sistema triclinico P-lI, com os seguintes parametros de célula
unitaria, Figura 4.33: a = 7,6371Q2) A, b = 817572) A; ¢ = 16,8031(4) A;
o = 84,2400(10)%; B = 83,1620(10)° ; y = 67,885(2)°, Z = 2, V = 963,34(4) A’,
T =293 K. Na Figura 4.34 apresenta-se o diagrama ORTEP, mostrando o esquema da
numeragao dos atomos na estrutura cristalina deste solvato. Os dois anéis da lamotrigina

formam entre si um angulo de 67,74(11)°.
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Figura 4.33 Célula unitaria mostrando o empacotamento na estrutura cristalina do co-cristal hidrato
lamotigina:teofilina:1:1:1.

Figura 4.34 Diagrama ORTEP do co-cristal hidrato lamotrigina:teofilina (T = 293 K). Os elipsoides sao
desenhados a um nivel de probabilidade de 50 %. Os atomos de hidrogénio foram desenhados com
esferas de raio arbitrario.

Na Tabela 4.5, estao representados os parametros geométricos das ligagcoes de
hidrogénio existentes na estrutura cristalina do co-cristal hidrato. As moléculas de
lamotrigina e de teofilina estao ligadas por ligagoes de hidrogénio N(4)-H(4A)--*N(8) e
N(7)-H(7A)-*N(2) formando heterodimeros. Os dimeros estio ligados em cadeia,

Figura 4.33 e Figura 4.35, através da ligagao de hidrogénio intermolecular,

N(4)-H(4A)--N(8).
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Duas camadas de cadeias de dimeros, Figura 4.33, ligam-se entre si por
intermédio de moléculas de agua através das ligagdes de hidrogénio intermoleculares,
O(3)-H(3A)---H(I), O(3)-H(3B):*N(3), e da ligagao, N(5)-H(5A)---O(3).

A resolugio da estrutura cristalina do co-cristal hidrato da
lamotrigina:teofilinazagua  (1:1:1), veio comprovar a formagao dos sintoes
supramoleculares indicados na Figura 4.26, confirmando a previsao feita, através do
design das estruturas supramoleculares, pela andlise estrutural e funcional do APl e do
co-formador.

Tabela 4.5 Parametros geométricos das ligagoes de hidrogénio existentes na estrutura cristalina do co-cristal
hidrato lamotrigina:teofilina:agua (1:1:1).

D-A/A /D-H-Al°
O@3)-H(BA)--O(1) 2,883(2) 157
O(3)-H(EB)N@3) 2,90000(2) 172(2)
N(4)-H(4A)--N(8) 2,921(3) 173
N(4)-H(4B)--O(2) 2,872 162
N(5)-H(5A)--O(3) 2,904(3) 157
N(7)-H(7A)--N(2) 2,853 174

Figura 4.35 Pormenor das interac¢oes entre a lamotrigina e a teofilina na estrutura cristalina co-cristal hidrato
lamotrigina:teofilina:agua (1:1:1), formando cadeias de heterodimeros, através da ligagdo de
hidrogénio, N(4)—H(4A)---N(8).
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4.3.2 Lamotrigina + cafeina

A cafeina, tal como a teofilina, € uma xantina e ocorre naturalmente em diversas
plantas. Tem sido utilizada como aditivo alimentar e também como estimulante do
sistema nervoso central.

Do ponto de vista estrutural, a molécula de cafeina difere apenas da de teofilina
na substituicao do atomo de hidrogénio do N-H do anel de imidazol por um grupo
metilo. Assim, a teofilina possui relativamente a cafeina um grupo dador em ligagao de
hidrogénio adicional, N-H do imidazol, o que pode implicar que a cafeina podera
participar em estruturas supramoleculares diferentes das da teofilina. Por exemplo,
o N-H do imidazol esta envolvida nas ligagoes de hidrogénio da estrutura do co-cristal
hidrato de lamotrigina-teofilina apresentado na sec¢ao anterior.

A tentativa de obter um co-cristal da lamotrigina com a cafeina seria uma
oportunidade de explorar o efeito desta alteragao estrutural na formagao de co-cristal.
Um outro objectivo desta associagao seria sintetizar um co-cristal com duplo efeito
terapéutico de forma a potenciar as propriedades fisico-quimicas dos dois activos e
melhorar a acgao terapéutica dos mesmos.

Sao conhecidas duas formas polimorficas da cafeina [263], enantiotropicas [264,
265], e também um mono-hidrato [266, 267]. A forma Il (identificada por alguns autores
como forma [3) é estavel a temperatura ambiente, ocorrendo a transi¢ao para a forma |
(forma o) a cerca de 150 °C, com um a entalpia de AH = 4 kJ/mol [265]. Recentemente
foi reportada a existéncia de um eventual polimorfo Il [268].

Neste trabalho foi utilizada a cafeina, polimorfo Il, como amostra de partida,
Figura 4.36, nao se alterando a forma sdélida por mecanoquimica, nas condigoes deste
trabalho.

As misturas de lamotriginatcafeina, com diferentes propor¢oes de cada um dos
compostos, foram preparadas em moinho de bolas, sem solvente, e inicialmente
caracterizadas por DSC, com velocidade de varrimento £ = 10 °C/min. Na Figura 4.37,
estao representadas curvas de aquecimento destas misturas, revelando um
comportamento complexo. Em algumas curvas é observado um primeiro evento
endotérmico, de energia relativamente elevada, curvas 2 e 4, Figura 4.37, compativel com

fusao, seguido de um processo exotérmico. Apos este evento sao observados picos
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endotérmicos compostos para todas as misturas, com excep¢ao da mistura de

Composicao X, = 0,67. De facto, esta é a Unica que apresenta fusao sem indicagao de

excesso de um dos componentes.
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Figura 4.36. Difractogramas de raios-X de po. |I.
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simulado para cafeina, polimorfo Il [269]; 2. cafeina

comercial; 3. simulado para cafeina, polimorfo | [270].
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Figura 4.37 Curvas de DSC de aquecimento de misturas binarias (lamotrigina+cafeina). 1) Cafeina comercial;
2) Xiamo = 0,335 3) Xiamo = 0,505 4) Ximo = 0,675 5) Xiamo = 0,75; 6) Xiumo = 0,80; 7) lamotrigina.

B =10 °C/min.

A andlise da amostra (lamo+caf) X, = 0,67 por espectroscopia de infravermelho,

Figura 4.38, e por difraccao de raios-X de po, Figura 4.39 mostra que a mistura de

partida € uma mistura fisica dos compostos iniciais, como acontece com outros sistemas

estudados neste trabalho, envolvendo a lamotrigina.
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Figura 4.38 Espectros de infravermelho; |. lamotrigina, 2. Cafeina, polimorfo II; 3. mistura

(lamotrigina+cafeina) X ., = 0,67, mecanoquimica sem solvente; 4) mistura de 3 ap6s aquecimento
em DSC, até 180 °C (ciclo 3+4, Figura 4.40).
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Figura 4.39. Difractogramas de raios-X de poé; |. lamotrigina, 2. Cafeina, polimorfo Il; 3. mistura

(lamotrigina+cafeina) X, = 0,67, mecanoquimica sem solvente; 4) mistura de 3. ap6s aquecimento
em DSC, até 180 °C (ciclo 3+4, Figura 4.40).

Neste caso, os dados de DSC, nas condigoes utilizadas, nio permitem a
construgao do diagrama de fases solido+liquido para este sistema. No entanto,
evidenciam claramente a ocorréncia de transformagoes no processo de aquecimento.
Assim, fez-se o tratamento térmico duma amostra da mistura X_,, = 0,67, como
indicado na Figura 4.40, curvas 3+4. O espectro de infravermelho, Figura 4.38, e o
difractograma de raios-X de po, Figura 4.39, do solido obtido mostram alteragoes que
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sugerem a formagao de uma nova estrutura. No espectro do infravermelho, na regiao de
elongacao do NH da lamotrigina é de registar o aparecimento de bandas novas na
mistura depois de aquecida a 180 °C, a 3421 e a 3158 cm™. A banda da lamotrigina al 700
cm™ desloca-se para 1711 cm” e a banda al662 cm™ para 1671 cm™.

Como se pode verificar, a curva de DSC obtida no aquecimento apés o ciclo 3+4,
curva 5, Figura 4.40, apresenta um pico da fusao estreito a T, = (192,7 + 0,4) °C,
AysH = (99 £ 2) kJ/mol, (n = 5), temperatura inferior as temperaturas de fusao da cafeina
Tis = (236,9 £ 0,2) °C e da lamotrigina, Ty, = (215,9 £ 0,2) °C. Este resultado conjugado
com os dados de FTIR e XRPD, sugere a formagao dum co-cristal lamotrigina:cafeina
(2:1). A hipotese alternativa de uma mistura eutéctica constituida por novos polimorfos

de lamotrigina e de cafeina é muito improvavel.
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Figura 4.40 Curvas de DSC de aquecimento de misturas seleccionadas de lamotrigina+tcafeina, |. Cafeina,
2. Xamo = 0,67, mecanoquimica 25 °C — 245 °C; 3. X, = 0,67, mecanoquimica 25 °C — 180 °C ;
4. Arrefecimento 180 °C — 25 °C, apés o ensaio 3; 5. Aquecimento 25 °C — 245 °C, apos 3+4;
6. lamotrigina. 8 = 10 °C/min.

O estudo de DSC efectuado sobre misturas binarias lamotrigina + cafeina, de
diferente composicao, com velocidade de varrimento = 2 °C/min, Figura 4.41, permitiu
obter dados, Tabela 4.6 a partir dos quais foi possivel construir o diagrama de fases
solido-liquido mostrado na Figura 4.42. A formagao de um co-cristal lamotrigina +

cafeina na proporgao 2:1 ¢ indiscutivel.
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Figura 4.41 Curvas de DSC de aquecimento de misturas seleccionadas de (lamotrigina+cafeina). |. cafeina
comercial; 2. Xmo = 0,10; 3. Xmo = 0,20; 4. Ximo = 0,33; 5. Xmo = 0,50; 6. Xio = 0,67;
7. Xamo = 0,75; 8. X mo = 0,80; 9. X amo = 0,90; 10.lamotrigina. 8 = 2 °C/min

Tabela 4.6 Temperaturas de transigio T, Tg, T, e T, obtidas para as transicGes de fase observadas no
aquecimento em DSC de misturas de lamotrigina+cafeina, X, .., fracgdo molar de lamotrigina.

Xiamo Tet/°C Te/°C Tiq/ °C Xiamo Te/°C Tg/°C Tel/°C Tiq/ °C
B =2 °C/min B =10 °C/min

0,00 236,9 0,00 236,7
0,10 179,8 222,1
0,20 179,3 208,0
0,333 181,1 0,333 164 180
0,50 180,8 186,4 0,50 175 187
0,667 192,5 0,667 167 193
0,75 189,3 197,6 0,75 167 190 198
0,80 188,3 200, | 0,80 187 200
0,90 185,7 206,6
1,00 216,0 1,00 216,1
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Figura 4.42 Diagrama de fases binario sélido+liquido de (lamotrigina+cafeina). Simbolos a cheio 8 = 2 °C/min;
simbolos abertos 8 = 10 °C/min. As linhas a tracejado resultam de simulagio usando as equagdes
2.10e4.1.

4.4 Investigacdo de formas solidas binarias, lamotrigina +

diflunisal

A investigacao da associagao dos dois activos que estiveram na base deste
trabalho, diflunisal e lamotrigina, constituiu o ultimo topico desenvolvido. Neste caso,
atendendo a diferenga de pK,, (PK, (.m0 = 5,7 [156], pK, o = 3,3[155], ApK, = 2,4) nao é

de excluir a formagao de sal, Figura 4.43. Uma nova forma sélida com estes dois activos

é, naturalmente, de interesse na perspectiva de terapia dual.

_ NH, c oH 4& _________ >7
ﬂ_ ) : Q O o e

Figura 4.43 llustragao de pontos de associagao possiveis entre a lamotrigina e o diflunisal.

Os termogramas das misturas binarias com diferente composicao, Figura 4.44 e
Tabela 4.7, preparadas seguindo a metodologia adoptada nos outros sistemas estudados,

()
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indicam claramente a existéncia de dois pontos invariantes distintos a 183 ea 191 °C, e a

ocorréncia duma transicao exotérmica com inicio a cerca de 120 °C.
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Figura 4.44 Curvas de DSC de aquecimento de misturas de (lamotriginatdiflunisal). |. Diflunisal; 2. X .., =
0,17; 3. Xiamo = 0,20; 4. Xiimo = 0,25; 5. X(4mo = 0,33; 6. X umo = 0,50, mistura inicial, mecanoquimica
sem solvente; 7. X0 = 0,50 mistura inicial, ldia em estufa,100 °C; 8. X,.,, = 0,67; 9. X;mo = 0,75;
10. X,,mo = 0,83; | I. lamotrigina. 8 = 10 °C/min.

Tabela 4.7 Temperaturas de transicao T, Tp, e T, obtidas para as vérias transicoes de fase observadas no
aquecimento em DSC de misturas de (lamotrigina+diflunisal) com diferentes fracgées molares de
lamotrigina, X_,me, 8 = 10 °C/min.

Xlamo Te / °C Te,/ °C T/ °C
0,00
0,11 183,4 203,8
0,17 183,94 195,3
0,20 184,8 193,8
0,25 185,8
0,33 185,1 210,1
0,40 182,1 217,9
0,45 182,0 223,0
0,49 223,8
0,50 225,5
0,6l 188,6 220,1
0,67 192,1 212,7
0,75 192,6 202,4
0,85 189,6 198,9
0,95 192,3 213,1
1,00 216,0
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A mistura equimolar funde a Ty, = (225,5 % 0,6) °C, (n = 4) um valor superior a
temperatura de fusao dos dois compostos de partida. O diagrama de fases mostrado na

Figura 4.45 permite uma visualizacao clara deste comportamento.

230 . , . , . , . ,

od
220 ° 4

210 |- o -

200 - o .

T/°C

190 | = =

180 - -

170 . 1 . 1 1 . 1 .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 10

Lamotrigina

Figura 4.45 Diagrama de fases binario solidotliquido de (lamotrigina+diflunisal). As linhas sdo guias para
orientacdo visual. 8 = 10 °C/min.

Os resultados permitem concluir que a lamotrigina e o diflunisal se associam
numa nova entidade na proporgao I:l. Também neste caso, a associagao nao acontece

por mecanoquimica, como se comprova por XRPD, Figura 4.46.
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Figura 4.46 Difractogramas de raios-X de po. |. lamotrigina, 2. diflunisal; 3. (lamotrigina+diflunisal) I:1,

mecanoquimica, sem solvente.
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Tal como para a isonicotinamida, a teofilina e a cafeina, um ciclo de
aquecimento/arrefecimento (2+3, Figura 4.47), que é sugerido pelo comportamento

térmico observado, permite gerar a nova forma solida, Figura 4.48 e Figura 4.49.

T Endo
25W g'1
4 j H

M\MJL

I T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
T/°C

Figura 4.47 Curvas de DSC da mistura X,,, =0,50, sistema (lamotrigina+diflunisal). |. Aquecimento até 250
°C; 2. Aquecimento de uma nova amostra até 200 °C; 3. Arrefecimento subsequente até

temperatura ambiente. 4. Aquecimento até a fusdo ap6s 2+3. 8 = 10 °C/min.

rvancia/ u.a.
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Figura 4.48 Espectros de Infravermelho. I. lamotrigina; 2. Diflunisal, polimorfo I; 3. Sal (lamotrigina+diflunisal)
I:1, aquecimento da mistura obtida por mecanoquimica, em estufa, | dia, 100 °C; 4) Sal
(lamotrigina+diflunisal) |:1 obtido por tratamento térmico por DSC (ciclo 2+3, Figura 4.47) da
uma mistura preparada por mecanoquimica.
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i

Intensidade / u.a.

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura 4.49 Difractogramas de raios-X de pé. 1. lamotrigina; 2. diflunisal, polimorfo [I; 3.
(lamotrigina+diflunisal) |:l, mecanoquimica, sem solvente. 4. Sal lamotrigina+diflunisal (1:1) obtido
por tratamento térmico por DSC (ciclo 2+3, Figura 4.47) de uma mistura preparada por
mecanoquimica.

O espectro de infravermelho apresenta alteragoes de relevo na regiao de
elongacio do carboxilato com a presenca de bandas a 1650 e 1374 cm” que sao
atribuidas, respectivamente a elongacdo assimétrica (1650-1540 cm™ [271, 272]) e
simétrica do ido carboxilato (1450-1360 cm™ [271, 272]), confirmando a formacio de um

sal. Este novo sal foi também obtido apos cerca de 24 horas em estufa al 00 °C.
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5 Notas finais

Este trabalho teve como foco a investigagao de novas formas solidas dos activos
diflunisal e lamotrigina, com relevancia para a pesquisa de co-cristais. A abordagem
termodinamica adoptada revelou-se uma excelente ferramenta na identificagao
inequivoca de co-cristais (ou sais) e da respectiva estequiometria.

A metodologia descrita por ter Horst et al. [182], aplicada neste trabalho aos
sistemas diflunisal+piridinacarboxamidas, revelou-se um método eficaz na avaliagao da
viabilidade de formagao de co-cristais. O método baseia-se em medidas de temperatura
de saturagao num solvente escolhido, conjugadas com analise por difracao de raios-X
de p6. Havendo disponibilidade de equipamento, esta metodologia permite tornar mais
eficiente o screening de co-cristais.

O estabelecimento dos diagramas de fase binarios solido-liquido, com base no
estudo por calorimetria diferencial de varrimento, permitiu identificar de forma clara a
estequiometria dos trés co-cristais de diflunisal: (2:1) com a nicotinamida e a
isonicotinamida e (l:1) com a picolinamida. O estudo complementar por difrac¢ao de
raios-X de po, confirma, como se esperava, a formagao de novas estruturas cristalinas.
Estas novas formas sélidas de diflunisal tém temperaturas de fusao inferiores a do

diflunisal e  superiores as dos  co-formadores: T (DIF;NA) = 192,6 °C,



Capitulo 5 Notas finais

Tis(DIFINA) = 179,1 °C, T (DIFPA) = 186,6 °C. Foram estabelecidas condigoes
reprodutiveis para a obtenc¢ao dos co-cristais: por mecanoquimica e também, com auxilio
de diagramas ternarios (diflunisal+piridinacarboxamidatetanol), por cristalizacio em
etanol.

A velocidade de dissolugao intrinseca do co-cristal (diflunisal:nicotinamida) foi
determinada como sendo superior em 20 % a do diflunisal puro. Confirma-se a
capacidade desta nova forma sélida de diflunisal para uma possivel formulagao mais
eficiente deste activo. A partir dos diagramas de fases binarios foram também
identificadas as misturas eutécticas com composi¢ao Xpr = 0,10 e Xy = 0,75
(diflunisal+nicotinamida) e Xy = 0,20 (diflunisal+isonicotinamida) e Xp = 0,65
(diflunisal+picolinamida) que poderao, a par dos co-cristais, ser igualmente uteis em
formulagao farmacéutica [ 183, 184].

Foram efectuadas inumeras tentativas no sentido de obter cristais de dimensao
adequada para resolugao das estruturas cristalinas dos co-cristais, utilizando varios
solventes e diferentes condigoes experimentais. Estas experiéncias nao foram, para ja,
bem-sucedidas, como nao € incomum neste tipo de estudos. Todavia, a investigagao por
por espectroscopia de infravermelho distingue claramente o co-cristal de diflunisal com a
orto-piridinacarboxamida dos formados com os isomeros meta e para. Nestes Ultimos os
arranjos cristalinos deverao ter semelhangas estruturais, pelo menos no que diz respeito
a sintoes supramoleculares, com diferengas acentuadas relativamente ao co-cristal
diflunisal:picolinamida. No entanto, é de destacar a identificagdo do heterossintao
acido-N,  aico NOS trés sistemas.

Na investigacao de novas formas soélidas de lamotrigina, o estabelecimento dos
diagramas de fase binarios solido-liquido revelou-se fundamental para identificar a
formacao de co-cristais e estabelecer procedimentos de sintese reprodutiveis. Para estes
sistemas a mecanoquimica, na auséncia de solvente, revelou-se, por si so, ineficaz na
sintese de co-cristais. Por aquecimento das misturas fisicas foram sintetizados co-cristais
da lamotrigina com a nicotinamida (l:l1), com a isonicotinamida (2:1),
Tis(Lamoy: INA) = 196,2 °C, com a cafeina (2:1), T (Lamo,:Caf) = 192,7 °C e com a
teofilina (I:1), T, (Lamo:Teof) = 223,I °C. E interessante verificar que com a
picolinamida, possivelmente devido a impedimento do azoto no anel aromatico, nao

ocorre formagao de co-cristal nas condigoes experimentadas.
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A associagao dos dois activos estudados nesta tese, diflunisal e lamotrigina, da
origem, também por aquecimento, a um sal na proporgao I:I, T, (Lamo:DIF) = 225,5 °C.
A diferenca de pK, entre os dois activos sugeria esta possibilidade de associagao.

O sal (lamotrigina:diflunisal) e os co-cristais (lamotrigina:cafeina) e
(lamotrigina:teofilina) sao potencialmente Uteis numa perspectiva de terapia dual.

No decurso das varias tentativas de gerar monocristais destas novas formas
solidas obtiveram-se cristais de dimensoes apropriadas para resolugao estrutural por
difraccao de raios-X, de duas outras formas sélidas da lamotrigina: um etanoato (l:1) e
um co-cristal-hidrato lamotrigina:teofilina:H,O (l:1:1). Nesta dGltima estrutura
identificam-se os sintoes supramoleculares que foram previstos pela analise estrutural e
funcional do API e do co-formador, confirmando a importancia da engenharia de cristais.

O polimorfismo da picolinamida, um dos co-formadores utilizados, foi também
investigado, dada a auséncia de informacao na literatura, e a importancia de ter
informagao sobre o estado solido dos diferentes intervenientes nos processos de
co-cristalizagao. Foram observadas duas formas solidas enantiotropicas, uma delas
identificada pela primeira vez. A estrutura cristalina deste novo polimorfo foi resolvida,
constatando-se a formagao de dimeros centrossimétricos amida-amida, que se ligam dois
a dois formando tetrameros, num arranjo que nao € observado em nenhuma das

estruturas de piridinacarboxamidas conhecidas.
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Anexo | Materiais, técnicas e condicdes
experimentais

Al.1 Materiais

Os materiais de partida, utilizados neste estudo, o diflunisal (C,;HgF,O;, MW
250,2 g.mol™"), polimorfo I, [170], os trés isémeros das piridinacarboxamidas (C,H,N,O,
MW=122,12 g.mol™"), a nicotinamida, polimorfo |, [179], picolinamida, polimorfo Il [218,
219] a isonicotinamida, polimorfo |, (cédigo de referéncia EHOWIHOI) [216] e a
teofilina (C,HgN,O,, MW 180,15 g/mol), polimorfo Il [262], foram adquiridos na Sigma-
Aldrich, com uma pureza de 99,5 %, 99,5 %, 98 %, 99 %, e 99 % respectivamente. A
lamotrigina [245] (CoH,Cl,N;, MW=256,09 g/mol), utilizada neste estudo foi adqurida a
firma Jai Radhe Sales, India, com uma pureza de 99,79 %. A cafeina (CgH,,N,O,,
MW=194,19 g/mol), polimorfo Il [269], foi adquirida a Fluka com uma pureza 299,0 %.
Todos os compostos foram usados sem tratamento adicional.

A origem e a pureza dos solventes utilizados neste trabalho figuram na Tabela

Al.l



Anexo |

Tabela Al.l Origem e pureza dos solventes utilizados neste trabalho.

Solvente Origem Pureza/ %
acetato de etilo Romil Chemicals >99,8
alcool isopropilico  Lab-Scan 99,7
DMSO Sigma-Aldrich > 99,9
etanol Ficher Chemical 99,99
metanol Fluka =99
n-heptano Riedel-de Haén =99
tolueno Merck >99,5

Al.2 Medida de temperatura de saturacdo com o equipamento
Crystal 16 da Avantium Technologies

A viabilidade da formagao de co-cristal entre o diflunisal e as
piridinacarboxamidas, a nicotinamida, picolinamida e a isonicotinamida, foi confirmada
com a utilizagago do equipamento de alto rendimento Crystall6 da Avantium
Technologies, Figura Al.l, aplicando a metodologia descrita por ter Horst et al. [182],

utilizando etanol como solvente (secgoes 2.2.1 e 3.2).

Figura Al.l Equipamento para a determinagao da solubilidade, Crystall 6 da Avantium Technologies.

O equipamento permite medir clear points e pontos de turvagao, cloud points,

baseado na turbidez, de dezasseis aliquotas de | mL de solugao em paralelo e
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automaticamente. Solugdes de composicao conhecida sao sujeitas a ciclos de
arrefecimento/aquecimento a velocidade de 0,3 °C/min. A temperatura a qual a
suspensao se transforma numa solucao limpida, durante o aquecimento a uma velocidade
de 0,3 °C/min, é tomada como a temperatura de saturagao, (a composicao da solucao
estabelecida previamente, por pesagem, é a solubilidade da amostra a essa temperatura).

Apods a medida das temperaturas de saturagao, as solugoes sao arrefecidas até

20 °C, e os solidos cristalizados analisados por difraccao de raios-X de pé.

A1l.3 Mecanoquimica

Na preparagao das misturas binarias com diferentes composigoes, foram pesadas
quantidades exactas de cada uma das substancias, numa balanga da Mettler MI163
(¥0,01 mg), tipicamente entre 80 e 100 mg, que foram sujeitas a moagem num moinho
de bolas Retsch MM 400, Figura Al.2. Usaram-se dois vasos de ago inoxidavel de 10 mL,
onde sao colocadas as amostras pesadas, e em cada vaso duas esferas de 7 mm também

de ago inoxidavel. Usou-se um tempo de moagem de 30 min com frequéncia de 15 Hz.

Figura Al.2. Moinho de bolas Retsch MM 400.

Nos sistemas (diflunisal+nicotinamida) e (diflunisal+picolinamida), os ensaios
foram efectuados com assisténcia de I0pl de etanol, e no sistema
(diflunisal+isonicotinamida) e nalgumas experiéncias para (diflunisal+picolinamida) nao foi

usado qualquer solvente. Todas as misturas binarias envolvendo a lamotrigina foram
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preparadas por mecanoquimica, massa tipicamente entre 80 a 100 mg, nas condi¢oes
descritas e sem adicao de qualquer solvente.

Todos os componentes individuais das misturas foram testados em condigoes
idénticas as usadas na preparacao das misturas e caracterizadas de seguida.

No caso da picolinamida foram efectuadas ensaios adicionais sem assisténcia de
solvente, com a mesma frequéncia, mas tempo de moagem de 60 e [20 minutos.
Realizaram-se, também, varias experiéncias de LAG, com esta carboxamida, usando n-
heptano, tolueno, acetato de etilo, dimetilsulfoxido, alcool isopropilico, metanol, a 15 Hz

com tempos de moagem até |20 minutos.

Al.4 Analise térmica por calorimetria diferencial de
varrimento (DSC)

Neste estudo foi utilizado um calorimetro de compensagao de poténcia, Pyris I,

da Perkin Elmer, Figura Al.3, e o software versao 3.5| para o Windows.

Figura Al.3. Calorimetro de compensagao de poténcia Pyris |, da Perkin Elmer.

O arrefecimento ¢ feito por meio de um intracooler com circulagao de uma mistura
I:1(v/v) de (etilenoglicol + agua) a -25 °C. Como gas de purga utilizou-se o azoto com
um débito de 20 mL/min. A calibragao da temperatura [273, 274], foi feita com os
seguintes padroes primarios de alta qualidade: bifenilo (CRM LGC 2610, T, = (68,93 +
0,03) °C), acido benzdico (CRM LGC 2606 T,, = 122,4 °C), cafeina, substincia de
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calibragao da Mettler Toledo (ME 18 872, T, = (235,6 £ 0,2) °C) e indio, padrao
primario da Perkin Elmer x= 99,99 % T, =156, 60 °C, A, ,H = 3286 J/mol ou 28,6 J/g. O
indio foi também utililizado na calibragao de entalpia.

As amostras foram preparadas com massas que variam entre | e 2 mg, em
capsulas de aluminio de 30 pl da Perkin Elmer para compostos volateis. Foi usada uma
capsula vazia como referéncia. Os ensaios foram realizados com velocidades de

varrimento B = 10 °C/min e 8 = 2 °C/min.

Al1.5 Termomicroscopia

Foram realizados alguns ensaios por termomicroscopia de luz polarizada, PLTM,
utilizando um Hot stage DSC600 da Linkam, Figura Al.4. A placa de
aquecimento/arrefecimento, permite efectuar varrimento numa gama de temperatura
que varia de —160 °C a 600 °C, e com velocidades de varrimento entre os 0,| °C/min e

130 °C/min.

Figura Al.4 PLTM (Polarized Light ThermoMicroscopy), Hot Stage DSC600 da Linkam.

A temperatura da placa é controlada por uma unidade central C1194 e a refrigeragao
pode ser efectuada por circulagao de azoto liquido através da unidade LNP94/2.

Nas observac¢oes das amostras foi utilizado um microscépio da Leica, DMRB, com
ampliacao 200 x. Na captagao de imagens utilizou-se uma camara de video da Sony,
CCD-IRIS/ RGB, e a visualizagao foi feita num monitor Sony HR Trinitron, modelo PVM-

2053MD. As imagens foram obtidas combinando o uso da luz polarizada e
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compensadores de ondas. A gravagao das imagens foi realizada com um gravador de
DVD Sony.

Na analise das imagens foi utilizado o software fornecido pela Linkam Systems,
com RTVMS, Real Time Video Measurement system. O software permite acompanhar as
transformagoes experimentais pela variagdo da intensidade luminosa. Utilizaram-se
células de vidro de 7 mm de diametro e 2 mm de altura, cobertas com uma tampa do
mesmo material.

A calibragao foi efectuada com acido benzdico e cafeina, cujas caracteristicas

foram referidas na secgao anterior.

Al1.6 Termogravimetria

Os estudos de termogravimetria, TG-DSC, foram realizados com um aparelho da
Perkin-Elmer, STA 6000, Figura Al.5, utilizando uma unidade de arrefecimento
estabilizado a 15 °C e um fluxo de azoto de 20 mL/min. A calibragao de temperatura foi
realizada com indio (Perkin-Elmer, x = 99,99 %, T;,, = 156,60 °C) e zinco (Perkin Elmer,
material de referéncia, T, = 419,47 °C). A escala de massa foi verificada com o
termograma de CaC,0,H,0.

As amostras foram aquecidas de 25 °C a 800 °C com uma velocidade de

varrimento de 20 °C/min, em cadinhos de alumina.

Figura Al.5 Equipamento utilizado nos estudos de termogravimetria STA 6000, da Perkin Elmer.
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Al.7 Calorimetria de solucao

As entalpias de solucao indicadas na secgao 2.2.2.2 foram determinadas, a

T =125 °C, num calorimetro de fluxo de calor, Calvet C80 da Setaram, Figura Al.6

Figura Al.6 Calorimetro de fluxo de calor, Calvet C80 da Setaram.

Nestes ensaios foram utilizadas as células, Figura Al.7, e o procedimento

descritos por Tomé et al. [275].
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Figura Al.7. Célula calorimétrica utilizada nas medigoes das entalpias de solugdo, mostrando os varios
componentes que a constituem: A-Compartimento do solvente; B-compartimento do soluto; C-
Haste vedante; D- Peca auxiliar; E-Componente auxiliar; F-Haste; a- o-ring; a- Tampa; b-Tampa; c-
o-ring [275].

Coloca-se um volume de solvente conhecido (= 3 cm’) no compartimento de
aco A. Coloca-se o o-ring a e o compartimento do soluto, B e A sao enroscados.
Introduzimos a haste de selagem, C, permitindo a vedacao do compartimento do
solvente pela tampa a. Uma quantidade conhecida da substancia em estudo ¢ introduzida
em B. Os compartimentos D, E e B sao depois ligados entre si e o compartimento que
contém o soluto é entao selado pela rolha b. A célula fica montada completamente
enroscando a haste F. Apds estabilizagao, a mistura do soluto e do solvente é conseguida
puxando a haste F e por inversao do calorimetro. As quantidades de solvente e soluto

sao determinadas por pesagem.
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O sistema calorimétrico foi calibrado utilizando a entalpia de solugao de KCl em

agua (m = 0,11l mol/kg; Aso1Hyy = 17,584 kJ/mol) [273, 276]. Utilizou-se KCI Panreac,
X> 0,995, triplamente recristalizado em agua [277] e seco em estufa de vacuo a
T =150 °C, durante uma semana [277].

A calibragao foi verificada por medida de entalpia de solugao de acido nicotinico
(Sigma-Aldrich x > 99,5 %) em dimetilsulféxido, DMSO, para concentragoes de solucao
entre 0,05 e 0,20 molal (n = 6). Obteve-se um valor da entalpia de solugao a diluicao
infinita de Agq Hy = (20,7 £0,9) kJ/mol, valor este concordante com o obtido por
Gongalves em 201 | (Agq)Hmy = (20,02 £0,08) kj/mol [278].

A Tabela Al.2 resume o procedimento experimental seguido para cada um dos

processos detalhados na sec¢ao 2.2.2.2.

Tabela Al.2. Procedimento experimental seguido na determinagao de entalpia de solugao, secgdo 2.2.2.2

Processo Solvente (m = 3,2 g) Nicotinamida Diflunisal Co-cristal
Solugao =0,046 molal de NA em
(2.12) - m=75 mg -
DMSO+H,0 (10 %v/v H,0)

Solugdao = 0,093 molal de DIF

(2.13) m =18 mg - -

em DMSO+H,O (10 %v/v H,0)
(2.14) DMSO+H,0 (10 %v/v H,0) - - m=93 mg
(2.15) DMSO+H,0O (10 %v/v H,0O) m =18 mg m =75 mg -

A1.8 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos, com uma resolugao espectral de
| cm”, num espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Thermo Nicolet IR300, Figura Al.8, equipado com um detector de sulfato de triglicina
deuterado (DTGS) e um divisor de feixe Ge/KBr, utilizando a técnica de pastilha numa

matriz de brometo de potassio.
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Figura A1.8 Espectrémetro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) ThermoNicolet IR300.

A1.9 Difraccéo de raios-X

Os difractogramas de raios-X de pés foram efectuados no Centro de Estudos de
Materiais por Difraccao de raios-X, no Departamento de Fisica da Universidade de
Coimbra, e também no Process & Energy Laboratory, na Universidade de Tecnologia de
Delft, Holanda.

Em Coimbra, os difractogramas foram obtidos a temperatura ambiente num
difractometro ENRAF-NONIUS FR 5900, Figura Al.9, com um detector INEL CPS 120°.
Foi usada radiagio do tipo CuKa, ( A = 1,540598 A). As amostras foram pulverizadas e
inseridas num capilar de vidro de 0,3 mm de diametro. Nalgumas ensaios, para evitar
manipulagao da amostra, esta foi colada ao exterior do capilar com auxilio de vaselina.
O capilar foi colocado sob rotagao e a recolha de dados efectuada por periodos que
variam entre |5 minutos e | hora.

Na Holanda, utilizou-se o difractometro de raios-X de pé Bruker-AXS D2 Phaser,
Figura Al.10, com a geometria Bragg-Brentano, radiacio CuKa, (A = 1,54184 A, filtro de
Niquel) equipado com o detector Lynxeye. A colheita de dados foi efectuada,
tipicamente, por periodos que variam entre | horas e 2 horas.

Os espectros de raios-X de pé simulados foram obtidos com o programa

PLATON, A.L.Spek, versao 161008.
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Figura Al.9. Difractometro ENRAF-NONIUS FR 5900.

Figura Al.10 Difractometro de raios-X de p6 Bruker-AXS D2 Phaser

Na determinagao das estruturas cristalinas, por analise de difraccao de raios-X de

monocristais, foi utilizado um difractémetro Bruker—Nonius Kappa Apex Il CCD,

Figura Al.l1, radiagio MoKa (1 = 0.71073 A°, monocromador de grafite), a T = 293 K
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e a T=150 K. Foi usado um sistema criostato N-HELIX Oxford (Oxford Cryosystems)
para manter os cristais sob um fluxo de azoto arrefecido na recolha de dados a baixa
temperatura. As estruturas foram resolvidas por métodos directos e pela sintese de
Fourier convencional (SHELXS-97) [279]. O refinamento das estruturas foi efectuado
pelos minimos quadrados das matrizes por F* (SHELXL-97) [280] Todos os outros

atomos, para além dos atomos de hidrogénio, foram refinados anisotropicamente.

Figura Al.l | Difractometro Bruker—Nonius Kappa Apex Il CCD.

A1.10 Medidas de velocidade de dissolucao intrinseca

Na determinacao da velocidade de dissolucao intrinseca do co-cristal
diflunisal+nicotinamida e do diflunisal, foi utilizado 70 mg das substancias moidas, que
foram comprimidas durante 30 s, sujeitos a uma pressao de 0,5 toneladas. Foi aplicado
nos comprimidos obtidos com um diametro de 7,0 mm, uma camada fina de resina
impermeavel a agua numa das faces e também lateralmente. Os estudos de dissolugao
intrinseca foram realizados utilizando o equipamento do tipo 2 da SOTAX, Figura Al.l2,
em conformidade com os requisitos da USP 711> [201], incluindo os referidos na
monografia sobre a determinagao da velocidade dissolugao dos comprimidos de diflunisal

(T =37 °C, pH = 7,2, tampao Tris 0,IM, 50 rpm e meio de dissolugao de 900 mL) [202].
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Seis réplicas saio medidas simultaneamente no aparelho. As concentragoes de diflunisal na

solugdo, num periodo de tempo determinado, foram obtidas por medidas de

absorvancias a 306 nm, como recomendado na monografia para este API.
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Figura Al.12. Equipamento do tipo 2 da SOTAX, utilizado na realizagdo das experiéncias para determinagio
da velocidade de dissolugao intrinseca.
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