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Resumo

O langamento de um novo medicamento no mercado ¢ um processo de custo elevado que
pode levar 10-15 anos de trabalho arduo, desde a sintese e caracterizagdao, passando por diferentes
fases de ensaios. O desenvolvimento de novas formula¢Ges a partir de novas formas solidas de
ingredientes farmacéuticos ativos (API) pode trazer uma oportunidade unica para o
desenvolvimento de produtos confiaveis e mais eficazes com custo e intervalo de tempo limitado. A
investigacado de ocorréncia de polimorfismo e a pesquisa de co-cristais como forma de otimizar as
propriedades fisico-quimicas de APIs sao de elevada relevancia para encontrar a melhor forma de
um API pouco solavel, quer para ativos classicos quer para ativos emergentes.

Nesta dissertagao foi feita a investigacao de formas sélidas de dois ativos farmacéuticos, a
fenilbutazona e o roxadustate. A primeira parte do trabalho foi dedicada ao estudo de polimorfos da
fenilbutazona, um anti-inflamatério nio-esterdéide bem estabelecido, atualmente usada em medicina
veterinaria. A molécula de fenilbutazona apresenta elevada flexibilidade conformacional, e diferentes
formas polimorficas e varios solvatos estio referenciadas na literatura. Contudo, os resultados
apresentados nos varios estudos sobre sido pouco claros. Neste trabalho foi efetuada uma
investigacdo sistematica das formas polimorficas de fenilbutazona obtido em diferentes condi¢oes
experimentais, tendo sido possivel estabelecer condi¢oes reprodutiveis para obtengao de alguns dos
polimorfos desse composto e carateriza-los inequivocamente por difragao de raio-X e espetroscopia
de infravermelho.

A segunda parte do trabalho foi dirigida a investigacdo de polimorfos e a pesquisa de co-
cristais do roxadustate, um ativo recente, inibidor do HIF-PH (fator indutor de prolil hidroxilase),
em fase III de ensaios clinicos. A investigacao de polimorfismo do roxadustate nao revelou novas
formas solidas, mas permitiu resolver a estrutura cristalina por difragao de raios-X de monocristal, a
partir de cristais obtidos por cristalizacao em etanol.

Para a pesquisa de co-cristais foram selecionados diversos co-formadores com grupos
funcionais complementares aos do roxadustate, possibilitando a formacao de diferentes sintdes
supramoleculares. Como método de preparacao das misturas binarias foi usado a mecanoquimica
com assisténcia de solvente (etanol). Os solidos obtidos foram caraterizados por calorimetria
diferencial de varrimento, termomicroscopia com luz polarizada, espetroscopia de infravermelho e
difracao de raios-X de pé. Foram identificados dois co-cristais de roxadustate com os co-formadores
picolinamida e a cafeina, na proporcao (1:1). Com os outros co-formadores, nicotinamida,
isonicotinamida, pirazinamida, teofilina, acido tartarico e acido benzdico, nao ocorreu formagao de
co-cristais, nas condi¢oes utilizadas. Os resultados globais desta pesquisa de co-ctistais sao de grande

utilidade para investigagao futura de efeitos de competicao entre sintdes na formagao de co-cristais.

XVii



Palavras-chave: Fenilbutazona, roxadustate, polimorfismo, co-cristal farmacéutico, sintdes

supramoleculares, piridinacarboxmidas, cafeina, teofilina.

xviii



Abstract

The launch of a new drug on the market is a costly process that can take 10-15 years of hard
work, from synthesis and characterization, to different stages of testing. The development of new
formulations from new solid forms of active pharmaceutical ingredients (APIs) can bring a unique
opportunity for the development of reliable and more effective products with limited cost and time.
Polymorphism research and the search for co-crystals as a way of optimizing the physico-chemical
properties of APIs are of great relevance in finding the best form of a poorly soluble API, both for
classical and emerging active.

In this thesis, we investigated the solid forms of two active pharmaceutical ingredients,
phenylbutazone and roxadustat. The first part was dedicated to the study of polymorphs of
phenylbutazone, a well-established anti-inflammatory non-steroid, currently used in veterinary
medicine. The phenylbutazone molecule presents high conformational flexibility, and different
polymorphic forms and several solvates are referenced in the literature. However, the results
presented in the various studies are unclear. In this work a systematic investigation of the
polymorphic forms of phenylbutazone, obtained in different experimental conditions, was carried
out and it was possible to establish reproductible conditions to obtain some of the polymorphs of
this compound and to characterize them unequivocally by X-ray diffraction and infrared
spectroscopy.

The second part was directed to the investigation of polymorphs and to the co-crystals
research of roxadustat, a recent active, inhibitor of HIF-PH (hypoxia-inducible factor prolyl
hydroxylase inhibitor) in Phase III clinical trial. The polymorphism investigation of the roxadustat
did not reveal new solid forms, but allowed to solve the crystalline structure by X-ray diffraction of
mono-crystal, from crystals obtained by crystallization in ethanol.

For the co-crystals research, several co-formers with functional groups complementary to
those of roxadustat were selected, allowing the formation of different supramolecular synthons.
Mechanochemistry with solvent assisted (ethanol) was used as a method of preparation of the binary
mixtures. The solids obtained were characterized by differential scanning calorimetry, polarized light
thermomicroscopy, infrared spectroscopy and X-ray powder diffraction. Two co-crystals of
roxadustat were identified with the co-formers picolinamide and caffeine in the ratio (1:1). With the

other co-formers, nicotinamide, isonicotinamide, pyrazinamide, theophylline, tartaric acid and
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benzoic acid, no co-crystals were formed under the used conditions. The overall results of this co-
crystals research are of great use for future investigation of competition effects between synthons in

the formation of co-crystals.

Keywords: Phenylbutazone, roxadustat, polymorphism, pharmaceutical co-crystal, supramolecular

synthons, pyridinecarboxmides, caffeine.
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1. Introdugao

As propriedades de um material sélido dependem nido s6é da identidade dos seus
constituintes, mas também do seu arranjo na estrutura sélida'. No estado solido, dependendo do
empacotamento interno das unidades constituintes, os materiais podem ser classificados como
cristalinos ou amorfos (ou uma combinac¢io de ambos)®. Num sélido cristalino ha ordem de longo
alcance bem definida’, em que os componentes, 4tomos, moléculas, ou ides, estio dispostos numa
ordem regular, repetindo os padrdes em trés dimensdes'. Os solidos amotfos nio possuem a ordem
tridimensional de longo alcance caracteristica dos cristais, mas podem exibir ordem de curto
alcance®.

O solido cristalino é constituido por unidades estruturais base, denominadas células
unitarias, que se repetem regular e indefinidamente em trés dimensdes no espago’. A célula unitaria
tem uma forma e orientacdo definidas, configurando sete sistemas cristalinos: cubico, tetragonal,
ortorrdbmbico, romboédrico, monoclinico, triclinico e hexagonal®. Alguns destes sistemas, podem ter,
para além da célula primitiva, uma célula de corpo centrado, de face centrada ou de base centrado.
Assim numa distribuicdo espacial a trés dimensde ha 14 tipos de células unitarias distintas, as
chamadas redes de Bravais’.

E bastante comum um tnico constituinte existir em mais do que um atranjo cristalino', o
que pode representar mudanca nas suas propriedades fisico-quimicas, como energia de superficie,
densidade, compressibilidade, ponto de fusdo, solubilidade, estabilidade fisica e quimica e
comportamento biofarmacéutico (dissolugdo, biodisponibilidade)>. A diversidade de formas no
estado sélido, para uma mesma molécula, ¢ modulada por interacbes nio covalentes tais como
ligacio de hidrogénio, forcas de van der Waals, interagdes m — 7 e interacgoes electrostaticas™’. Essas
interagoes intermoleculares sdo responsaveis pela associacio de tals sistemas em estruturas
supramoleculares'.

A maioria dos ingredientes farmacéuticos activos (API) sio solidos cristalinos a temperatura
ambiente e sao normalmente administrados sob a forma de dosagens orais solidas, tais como
comprimidos, capsulas, etc.', em grande patte, devido as vantagens combinadas de facilidade de
fabrico, custos mais baixos, facil manuseamento e vida util (na prateleira) mais longa'®. Além disso,
proporcionam uma maneira estivel e conveniente de caracterizar, transportar, armazenar, etc.”’, em
comparagao com formas liquidas ou injectaveis. Frequentemente, as formas cristalinas de um API
exibem baixa solubilidade aquosa', classes II e IV do sistema de classificacio biofarmacéutica,
BCS", que limita a biodisponibilidade oral'’, e pode ser apropriado usar uma forma amorfa mais

soltvel” como forma de aumentar o potencial terapéutico''®. Contudo, a necessidade de satisfazer
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as especificagoes em termos de estabilidade termodinamica, pureza e processamento faz com que a
forma cristalina seja geralmente preferida’, pois tende a ser mais estavel, reprodutivel e passivel de
purificacao®.

Um farmaco pode existir em mais do que uma forma sélida (cristalina ou amorfa), podendo
apresentar propriedades fisicas e quimicas significativamente diferentes®"”, incluindo cor,
morfologia, higroscopicidade, estabilidade, dissolucio, biodisponibilidade e solubilidade®. Neste
contexto, a capacidade de administrar o farmaco ao doente de uma forma segura, eficaz e rentavel
depende, em grande parte, das propriedades fisico-quimicas do estado sélido do API* e é cientifica
e clinicamente imperativo a identificacio da melhor forma de um candidato farmacéutico™. E
também importante para perspetivas legais e reguladoras™.

Compreender, caracterizar e controlar as propriedades quimicas e fisicas dos APIs sélidos é
crucial para o desenvolvimento de cada firmaco e processos de producao farmacéutica. Assim, o
desenvolvimento de metodologias que facilitem a geragao de formas sélidas de forma reprodutivel e
a contribuicio para o conhecimento da quimica do estado sélido ¢é essencial na industria

10,22

farmacéutica "~ e em todos os outros dominios onde diferengas na forma sélida podem influenciar

as propriedades do material.

1.1. Polimorfismo

O polimorfismo, amplamente estudado em ingredientes farmacéuticos activos (API), ¢é a
capacidade de um composto existir em mais de uma forma cristalina e tem atraido muita aten¢ao nas
N . N . 25
ciéncias farmacéuticas™.
A primeira referéncia foi feita pelo quimico alemao Mitcherlich, em 1822, mas a primeira
definicio moderna® ¢é provavelmente a de McCrone, que definiu o polimorfismo como “uma fase
cristalina solida de um dado composto resultante da possibilidade de pelo menos dois arranjos

cristalinos das moléculas desse composto no estado sélido”’, Figura 1.

Polimorfo I Polimorfo 11

Figura 1 - Esquema de dois empacotamentos cristalinos distintos de um API".
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Por sua vez, a FDA, (Food and Drug Administration) a agéncia reguladora dos EUA que
supervisiona a industria farmacéutica, classifica os polimorfos como “diferentes formas cristalinas da
mesma substancia”. Inclui produtos de solvatacio ou hidratacio, também conhecidos como
pseudopolimorfos, e formas amorfas. Diferencgas nestas formas podem, em alguns casos, afetar a
qualidade ou o desempenho dos novos medicamentos. Nos casos em que existem diferengas que
demonstrem afetar o desempenho do farmaco, biodisponibilidade ou estabilidade, deve ser
especificado o estado sélido apropriado®. De acordo com o esquema regulatério atual, diferentes
formas polimérficas sio consideradas como os mesmos ingredientes ativos™.

Acredita-se que mais de 50 % dos APIs existem em mais de uma forma polimérfica™.

Os polimorfos refletem a interagdo de empacotamento proximas e interagdes
intermoleculares em cristais orginicos”. Embora idénticos na composi¢io quimica, polimorfos
podem diferir em biodisponibilidade, solubilidade, taxa de dissolugdo, estabilidade quimica,
estabilidade fisica, ponto de fusio, cor, densidade, fluidez e muitas outras propriedades™”.

No passado, varias falhas clinicas surgiram durante as fases de comercializacio, em alguns
casos com graves repercussOes para a industria farmacéutica, como a obrigagio de retirar ou
reformular o produto’. Exemplo disso, foram os célebres casos Zantac™ e Ritonavir’', ocorridos na
década de 1990. Nos dltimos anos, organismos reguladores como o FDA e o ICH pressionaram a
industria farmacéutica a adotar metodologias e técnicas analiticas inovadoras que deveriam
proporcionar uma melhor compreensio do fenémeno do polimorfismo para cada firmaco em
desenvolvimento e permitir que os departamentos de controle de qualidade avaliem adequadamente
o estado sélido dos lotes produzidos™, uma vez que pode afetar a qualidade, seguranca e eficicia do
medicamento™.

Os polimorfos oferecem uma oportunidade unica para estudar as relagGes estrutura-
propriedade do mesmo composto formado em diferentes ambientes supramoleculares™.
Geralmente, o polimorfismo pode ser dividido em duas categorias principais: polimorfismo
conformacional, e polimotfismo de empacotamento™”. O polimorfismo conformacional refere-se 2
ocorréncia de diferentes conformagdes moleculares em diferentes polimorfos, enquanto polimorfos

1**, Embora as

de empacotamento diferem no empacotamento cristalino tridimensional tota
estatisticas possam servir de orientacdao, cada composto representa um novo sistema e ainda nao ha
meios para saber, sem experimentacao apropriada, quantas formas cristalinas podem existir, como
preparar essas formas cristalinas desconhecidas, ou uma vez preparadas, quais serdo as suas

propriedades. O polimorfismo é imprevisivel com base na estrutura molecular™.



A flexibilidade ou tamanho molecular parece nido ter correlagdio com a capacidade de um
composto apresentar polimorfos. As moléculas quirais sio menos propensas a polimorfismo do que
as suas contrapartes aquirais € os compostos capazes de ligacdo a hidrogénio exibem apenas uma
propensio ligeiramente mais elevada para polimorfismo do que aqueles que nio o fazem™.

Como a nucleagao de cristais ¢ o passo primario de um processo de cristalizagao, pois
determina as caracteristicas do produto resultante, tais como a distribui¢ao do tamanho do cristal e o
polimorfismo, o controle da qualidade do produto de materiais cristalinos passa pelo controle da
nucleacio do cristal”’. Além da cristalizacdo, durante o processo de formulagio do firmaco, outros
passos do procedimento podem levar a alteragdes polimorficas, tais como os processos de
micronizagdo, granulagao humida, secagem e compressao, pelo que, durante o perfodo de validade
de um farmaco, as formas menos estiveis podem converter-se nas mais estaveis™.

O estudo de polimorfos de um farmaco deve passar por uma caracterizagdo completa,
incluindo estabilidade termodindmica e cinética™”.

Virios métodos analiticos tém sido utilizados para caracterizar a forma cristalina do farmaco
durante as virias etapas de processamento e desenvolvimento’. As técnicas convencionalmente
usadas incluem, principalmente, difracio de raios-X de monocristal (SCXRD), difracao de raios-X
de p6 (PXRD), métodos térmicos como calorimetria de varrimento diferencial (DSC) e analise
termogravimétrica (TGA), métodos microscopicos, métodos espectroscopicos (espetroscopia de
infravermelho®

(ssNMR)".

, espectroscopias Raman e ressonancia magnética nuclear de estado sélido

De acordo com a estabilidade termodinamica, os polimorfos podem ser classificados como
monotrdpicos ou enantiotrépicos. No caso de dois sistemas cristalinos monotropicos uma forma é
mais estavel do que a outra, em toda a gama de temperaturas, a pressio considerada. Para os
polimorfos enantiotropicos ha uma temperatura de transi¢ao solido-sélido, reversivel, abaixo das
temperaturas de fusdo; acima e abaixo da temperatura de transicio a ordem de estabilidade

termodinamica inverte-se®.

1.2. Co-cristais

A co-cristalizacio de ingredientes farmacéuticos activos na presenca de co-formadores

9,8, 20, 41

farmaceuticamente aceitaveis emergiu como uma técnica viavel para melhorar a solubilidade e

17,42

biodisponibilidade oral de farmacos pouco solaveis ***, sem alterar a bioatividade inerente dos APIs

de interesse®. Para além de potenciais melhotias na solubilidade e biodisponibilidade oral, os co-



cristais farmacéuticos melhoram frequentemente outras propriedades essenciais dos APIs tais como
higroscopicidade, estabilidade fisica e quimica, compressibilidade e fluidez™.

Relatados pela primeiro vez por Wohler em 1844 durante estudos com quinona®; os co-
cristais sdo definidos como sistemas multicomponentes, Figura 2, formados por dois ou mais
componentes soélidos, quando puros, em condi¢cdes ambientais, numa relacio estequiométrica
definida, estabilizados através de interac¢Oes nao-covalentes tais como ligagoes de hidrogénio,
interacoes -7 ou ligacdes de halogéneos'> ***. A ligagio de hidrogénio ¢ o tipo de interagio mais
importante na engenharia de cristal, pois combina a for¢a com a direcionalidade®’.

A Figura 2 esquematiza a diferenca entre trés tipos de solidos multicomponentes envolvendo

um API, solvatos, co-cristais e sais.

a) b) c)
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Figura 2 — Representa¢do esquematica de sistemas cristalinos multicomponentes: a) solvato; b) co-cristal; c) sal*2.

A principal diferenca entre os solvatos cristalinos e os co-cristais consiste no estado fisico
dos seus componentes puros isolados: se um dos componentes ¢ um liquido a temperatura
ambiente, os cristais sio designados como solvatos/hidratos; se ambos os componentes sio sélidos
A temperatura ambiente, este sistema ¢ designado por co-cristal® > *. Tais diferencas podem afetar
profundamente a estabilidade, o processamento e as propriedades fisicas dos APIs®. Os solvatos
envolvem inerentemente o risco de dessolvatagao espontianea. A formagao de co-cristais é mais
versatil do que a formacgao de sal, visto que niao requer um centro ionizavel no API, e ha
consideravelmente mais compostos aceitaveis como co-formadores do que contra-ides
farmaceuticamente aceitaveis™ *. Esta divisio dos sélidos multicomponentes, no entanto, nio é

estanque como ilustrado na Figura 3.



(i) Co-cristal sal
(ii) Sal solvato
(iii) Co-cristal solvato

(iv) Co-cristal sal solvato

Figura 3 — Sobreposicao de classes de cristais multicomponentes?!.

Os co-cristais apresentam uma oportunidade para manipular a disposi¢do de moléculas no

1

estado sélido usando estratégias de design baseadas em sintdes supramoleculares®™ *. Desiraju
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“cunhou™ o termo sintdo supramolecular e definiu-os como “unidades estruturais dentro das

supermoléculas que podem ser formadas e / ou montadas por interacdes intermoleculares
conhecidas ou concebiveis”*.

Para implementar uma estratégia de concegao de co-cristais, uma série de co-formadores sao
cuidadosamente selecionados pela sua capacidade de formar sintdes supramoleculares com a
molécula alvo'”. Dependendo do tipo de grupos funcionais envolvidos nas ligagdes de hidrogénio
que conduzem 2o arranjo supramolecular, os sintdes foram divididos por Walsh et al.” em
homossintao, entre os mesmos grupos funcionais complementares, por exemplo dimeros acido

carboxilico—acido carboxilico e amida—amida, e heterossintdo, entre grupos funcionais diferentes,

mas complementares, como acido—azoto aromatico e acido—amida, Figura 4.
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Figura 4 — Sintées supramoleculares mais comuns em co-cristais*2.

Uma analise sistematica, recorrendo a Cambridge Structural Database (CSD), permite
identificar os sintdes supramoleculares mais confiaveis e é fundamental para a selecdo de co-
formadores® >*. Por exemplo, se uma molécula contém um grupo de 4cido carboxilico, com base na
frequéncia de ocorréncia na CSD, as interac¢oes acido carboxilico—azoto aromatico através da
ligagao de hidrogénio O-H...N, sdo as mais provaveis, ¢ a ordem de preferéncia de grupos funcionais
no co-formador é azoto aromatico> amida> acido.

A abordagem de sint supramolecular tem falhas, pois embora a formagao de sintdes
supramoleculares possa ser favoravel, a prépria supermolécula pode nio empacotar numa estrutura
cristalina ordenada, pois nao sao considerados fatores tais como por exemplo, a competigdo entre os

1**% e no co-formador.

diferentes grupos funcionais presentes no AP

Existe um grande numero de potenciais co-formadores considerados nao téxicos, entre os
quais se incluem aditivos alimentares, conservantes, excipientes farmacéuticos, vitaminas,
aminoacidos e outras biomoléculas, assim como outros APIs**. Podem ser escolhidos entre as mais
de 3000 substancias incluidas nas listas EAFUS (Everything Added to Food in the US) ou GRAS™
(Generally Regarded as Safe)”.

Tendo seleccionado co-formadores putativos, varias abordagens para a obten¢dao do co-

60 61,62

cristal sdo possiveis . A cristalizagdo a partir de solu¢ao®, ou a moagem mecanica®"* sio algumas
das técnicas utilizadas. Na cristalizacio de solu¢io”, o API e co-formador, numa quantidade
estequiométrica apropriada, sao dissolvidos num solvente. Todos os componentes necessitam de ser
, . . . 42 , , ~ ~
soluveis no solvente, ou mistura de solventes seleccionados®. Porém, os métodos em solucio sio
susceptiveis de falhar no rastreio de co-cristais de APIs de baixa solubilidade, uma vez que ocorre

frequentemente separacio do API sélido, sendo o co-formador mais soltvel retido em solugio®. A



competicao de fatores cinéticos, associada a etapa de nucleagdo do processo de cristalizagao,
também deve ser levada em consideracio®.

Uma abordagem alternativa é a moagem em estado sélido, na qual dois solidos sao triturados
juntos usando um almofariz ou num moinho de mistura (ex: moinho de bolas) para induzir a
formacdo de co-cristais”. A mecanoquimica® foi recentemente redescoberta para atender a procura
de processos limpos e reacdes ambientalmente amigaveis, sem adi¢ao de solvente ou somente de
quantidades residuais® *> > . A moagem com quantidades muito pequenas de liquido adicionado
(denominada LAG — /liguid assisted grinding, solvent drop grinding ou kneading) pode acelerar as reaccoes
de co-cristalizacio e dar produtos de maior grau de cristalinidade™ em compara¢io com a moagem

. . 66 , , . . . .

pura (neat grinding)™. O método mecanoquimico parece ser mais eficiente para o sereening do que os
métodos de cristalizacio em solu¢io® e pode proporcionar um meio bem sucedido de controlar o

667 nomeadamente a formacio de solvatos™.

resultado da co-cristalizaciao

A co-cristalizagio em solugdo, no entanto, pode permitir obter monocristais®, quando
obtidos com carateristicas especificas, a partir dos quais pode ser possivel determinar a estrutura
cristalina, por difracio de raios-X de monoctistal’, o que nio € possivel por mecanoquimica.

Para além da cristalizagio em solugdo e moagem, outros métodos tais como cristalizagao a
partir da fusdo, sublimacao, fluidos supercriticos, compressio humida ou a seco, ou ainda moagem
assistida por polimeros” tém sido usados na pequisa de co-cristais® > **.

Os co-cristais tém, também, grande potencial na industria farmacéutica, no que diz respeito a
protecio da propriedade intelectual e a extensio dos ciclos de vida de APIs*, pois satisfazem bem
os critérios de patenteabilidade de novidade, nio-evidéncia e utilidade*. Embora a formacdo de co-
cristais farmacéuticos possa ser guiada pelo conceito de sintdes supramoleculares, esta nao ¢ uma

metodologia exata, como se disse, e as propriedades fisico-quimicas do material resultante nao

podem ser prontamente previstas™.

1.3. Fenilbutazona

A fenilbutazona, 1,2-difenil-4-#-butilpirazolidin-3,5-diona, Figura 5, ¢ um anti-inflamatério
nao-esterdide, AINE, com propriedades anti-inflamatodrias, analgésicas e antipiréticas, sintetizado

pela primeira vez nos laboratérios de investigacio da J. R. Geigy em Basel, Suica™.
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Figura 5 — Estrutura molecular da fenilbutazona, FBZ.

A sua primeira aplicacdo clinica foi numa mistura em partes iguais com a aminopirina (4-
dimetilaminoantipirina), de forma a promover a solubilidade da aminopirina para administragao

171,71

parental". Foi introduzido na medicina humana em 1949 como uma nova classe de farmaco,

agente anti-inflamatério nao-esterdide para uso no tratamento de dores inflamatérias agudas e

crénicas, nomeadamente, varias formas de artrite™>"

e em 1952 foi posto no mercado com o nome
comercial de Butazolidina, licenciado originalmente pela Farmacéutica Geigy e subsequentemente
pela Farmacéutica Novartis™ 7. Provou ser um excelente analgésico, e durante aproximadamente 30
anos, foi usado extensivamente, como farmaco de elei¢do para o tratamento de artrite reumatéide e

74,76,77,78,79

gota™". Ap6s a identificagio de um conjunto de efeitos adversos o seu uso na medicina

humana foi limitado, com a licenga para uso em humanos revogada no Reino Unido em 1984 e nos
Estados Unidos™.

Introduzida na medicina veterinaria nos anos cinquenta do século passado, tem sido usada

em cdes, numa escala mais reduzida, e mais extensivamente em cavalos, por mais de 50 anos™"**. K

o AINE mais comumente usado na ortopedia equina em todo o mundo®. O uso de FBZ em cavalos
de corrida, entre outros AINESs, configura pratica de “doping” quando usado intencionalmente para

esconder condi¢oes patolgicas®’.

1.3.1 Formas soélidas da fenilbutazona

A molécula de fenilbutazona, como ¢é evidente da estrutura molecular, Figura 5, nao apresenta
grupos susceptiveis de associagao por ligaces de hidrogénio. Tem, no entanto, elevada flexibilidade
conformacional o que poderd potenciar diferentes estruturas em fase sélida. De fato, foram
identificados, até ao momento, diferentes polimorfos de fenilbutazona, sendo o polimorfo 8 o
termodinamicamente estavel 2 temperatura ambiente® e os outros polimorfos, denominados por «,
B, v, e €, metastaveis™. Foi depositada na CSD (Cambridge Structural Database), em 2009, uma estrutura

cristalina referente ao polimorfo o, enantiotrépico relativamente a & e estivel a baixas



temperaturas®. A célula unitiria de empacotamento cristalino encontra-se representada na Figura 6 e

os parametros cristalograficos na Tabela 1, respetivamente.

Figura 6 — Empacotamento cristalino do polimorfo « da fenilbutazona, CCDC 755086%*

Tabela 1 — Parametros cristalograficos do polimorfo « da fenilbutazona CCDC 7550868+

Polimorfo « [CCDC 755086]

Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P2i/c
a/A 21,4154
b/A 5,7295(10)
c/A 27,782(5)
«/° 90
B/o 108,068(3)
y/o 90
v/ A3 3240,68
Z 8

Miiller* caracterizou os polimorfos «, B e 8, a partir da diferenca no padrio de difragio de
raios-X de po, pela posicao dos trés principais picos no difratograma, Tabela 2. Na tabela inclui-se

também comparagao das reflexdes em difragao de raios-X de po, atribuidas por diferentes autores
aos diferentes polimorfos.
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Tabela 2 — Reflexdes relevantes no padrio de difracgio de raios-X de p6 de alguns polimorfos da
fenilbutazona8385.86,87.88,

Polimorfo 20 /°
Mullerss Madsudas® Matsumoto®  Kaneniwa’ Grant®
o 8,71 0,2 6,6 6,7 13,3 6,7
19,4 19,1 13,3 6,7 8,6
6,9 8,6 9,0
9,0 13,3
B 8,35 £ 0,2 16,4 8,6 7,1
20,2 20,1 8,4
7,05 16,5
S 7,09 £0,2 7.1 5,1 5,1 8,05
20,7 21,0 7,3 20,8
7,05 8,0
15,5
e 8,2
10,7
13,5
3 6,7
8,4
15,8

Além de diferentes polimorfos, ha também referéncia na literatura a varios solvatos, sendo

que os primeiros a ser descritos foram os de ciclo-hexano e isobutanol®*

, porém sem resolugao
das estruturas cristalinas. Em 2004 foram descritas as estruturas cristalinas de cinco solvatos da
fenilbutazona 2:1, com benzeno, ciclo-hexano, 1,4-dioxano, tetra-hidrofurano e tetraclorometano™.

Nos varios estudos encontrados na literatura versando a investigacao da fenilbutazona, os
resultados apresentados por diferentes autores sio com frequéncia confusos, comecando pela
nomenclatura utilizada e por exemplo, no que diz respeito a efeitos de velocidades de
aquecimento/arrefecimento na obtencio de diferentes formas polimérficas e também a
caracterizacao das formas obtidas a partir de diferentes solventes. Este composto constitui,

portanto, um desafio e uma oportunidade de obter uma identificagao clara e inequivoca das

diferentes formas polimérficas.
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1.4. Roxadustate

O roxadustate, #-[(4-hidroxi-1-metil-7-fenoxi-3-isoquinolina)carbonil]-glicina ou 2-[(4-
hidroxi-1-metil-7-fenoxisoquinolina-3-carbonil)amino] acido acético, Figura 7, conhecido como FG-
4592 (FebroGen's anaemia drng)”, é uma pequena molécula inibidora do HIF-PH (fator indutor de
prolil hidroxilase), encontrando-se em fase III de ensaios clinicos para o tratamento da anemia em
pacientes com doenca crénica dos rins. Pode tornar-se uma primeira opgio no tratamento””*” desta
doenca. A anemia ¢ uma complicacio comum em pacientes com doen¢a renal crénica e a

prevaléncia e gravidade da anemia aumenta com a gravidade da doenca™.

o]
Z N 0
| "
\ N\)L
OH
OH o]

Figura 7 — Estrutura molecular do roxadustate.

Aumentar a capacidade do sangue para o transporte de oxigénio por agentes estimuladores
da eritropoiese (ESAs), como ¢ o caso do roxadustate, constitui um processo proibido de melhoria
de desempenho, de acordo com a Agéncia Mundial Anti-Doping (WADA)”". Roxadustate pertence a
uma nova classe de drogas com alto potencial dopante”™. A WADA assinalou estabilizadores HIF e
roxadustate (FG-4592), em particular, como substincias proibidas desde 2011%.

E um composto recente, com poucos estudos publicados, sendo que o que existe a nivel do
estado solido, esta descrito em patentes. Foram descritas varias formas solidas do roxadutate,
nomeadamente um hemi-hidrato, alguns solvatos e sais, ¢ uma forma amorfa. Foi apresentada
também, a conformacao molecular obtida por difracao de raios-X e as dimensoes da célula unitaria,
conjuntamente com a curva de DSC, onde ¢é obervado um pico endotermico a T ~ 223 °C,
correspondente a fusio (Ver patentes US 2015/0031721, US 2015/00322015 publicadas a 29 de

Janeiro e 12 de Novembro de 2015, respetivamente).
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2. Objetivo

O trabalho apresentado nesta tese tem como objetivo a investigacdo de formas solidas de
dois ativos farmacéuticos, a fenilbutazona e o roxadustate.

Como se referiu a fenilbutazona ¢ um antiflamatério nao esteréide que, apesar de ter sido
usado extensivamente como farmaco de eleicdo para o tratamento de artrite reumatica e gota, por
mais 30 anos, viu o seu uso ser limitado na medicina humana, depois da identificagio de um
conjunto de efeitos adversos. A molécula de fenilburazona tem elevada flexibilidade conformacional
e, até a0 momento, foram identificadas diferentes formas polimoérficas e varios solvatos. Contudo,
os resultados apresentados na literatura sio confusos.

Neste trabalho ¢ feita a pesquisa de polimorfos de fenilbutazona e uma tentatativa de obter
uma identificagdo clara e inequivoca das diferentes formas polimorficas. Apesar de se tratar de um
ativo bem estabelicido, o esclarecimento do seu comportamento em estado sélido, é uma
contribuicdo para o conhecimento, mas também para uma eventual melhoria das propriedades
fisico-quimicas, da fenilbutazona, dois objetivos que sao sempres atuais, mesmo para ativos
classicos.

O roxadustate, como ja foi referido anteriormente, ¢ uma pequena molécula inibidora do
HIF-PH e que se encontra na fase III de ensaios clinicos para o tratamento em anemia com doenga
crénica dos rins. Sendo um farmaco recente, apresenta uma oportunidade de pesquisa de novas
formas sélidas. Algumas formas sélidas, nomeadamente varios solvatos e uma forma amorfa estao
descritas na literatura, mas nenhum co-cristal foi, até agora, relatado.

Assim, para este ativo, para além da investigacdo de polimorfos, foi feita também a pesquisa
de co-cristais com um conjunto de co-formadores escolhidos com base na probabilidade de
formacdo de interacGes supramoleculares com os diferentes grupos funcionais do roxadustate, por
serem considerados GRAS e/ou port serem ativos farmacéuticos.

Na Tabela 3 encontram-se os co-formadores escolhidos para a pesquisa de co-cristais com o
roxadustate, Figura 8, estando evidenciados os grupos que podem participar em ligagdes de
hidrogénio para formacdo de sintdes supramoleculares. Dada a complexidade da molécula de

roxadustate, nao sao de excluir efeitos de competi¢ao na formacao de heterossintoes.
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Roxadustate (API)

Figura 8 — Estrutura molecular do roxadustate, evidenciando grupos que podem participar em ligacdes de hidrogénio.

Tabela 3 — Co-formadores utilizados neste trababalho, evidenciando possiveis pontos de interacio para formagao de
co-cristais.

Nicotinamida (NA)  Isonicotinamida (INA) Picolinamida (PA) Pirazinamida (PZA)

Teofilina (Teof) Acido tartarico (TA)  Acido benzoico (BA)

As piridinacarboxamidas (nicotinamida, isonicotinamida e picolinamida) possuem um grupo
amida com dois grupos dadores e dois aceitadores em ligagoes de hidrogénio, o grupo cabonilo e o
azoto aromatico. A pirazinamida, com um anel de pirazina, tem dois atomos de azoto no anel
aromatico, estando o grupo amida em posi¢ao orto relativamente a um deles, como na picolinamida,
e meta relativamente ao outro (como na nicotinamida). As intera¢oes por ligagcdes de hidrogénio
mais provaveis para estas moléculas originam a formacio dos heterossintoes dcido—amida e/ou
acido—azoto aromatico.

As xantinas, cafeina e teofilina, possuem trés grupos aceitadores em ligacao de hidrogénio, o
grupo imidazole, com um atomo de azoto, e dois grupos carbonilo, sendo que a interacio mais

provavel sera através do azoto do imidazole formando o heterossintio acido—imidazole. Além disso,
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a teofilina possui um grupo amina que lhe confere capacidade de dador de ligacio em hidrogénio,
possibilitando a interagdo através da ligagao de hidrogénio N-H---O.

O 4cido tartarico e o acido benzoéico, com grupos dadores e aceitadores de ligacdo de
hidrogénio (O-H e carbonilo, respetivamente) permitem explorar a possivel formagao do
homossintio acido—acido, dimero ou em cadeia.

Como ja foi referido, novas formas soélidas de um API poderdo incrementar as suas
propriedades, tais como biodisponibilidade oral, e, no caso de co-cristais API-API, podera, para

além disso, ser util na terapia dual.

2.1. Co-formadores utilizados neste trabalho

As piridinacarboxamidas sao amplamente utilizadas como co-formadores’” 11!

para a
sintese de co-cristais farmacéuticos.

A nicotinamida, piridina-3-carboxamida, é uma das trés piridinacarboxamidas isoméricas, um
dos componentes da vitamina B'"’, designada como vitamina B3, e amplamente utilizada para

consumo humano®'”

. Pertence ao grupo de substancias geralmente consideradas como seguras,
GRAS™. Apresenta elevada solubilidade aquosa e pertence a classe I de acordo com a BCS'™. A
nicotinamida I, (Nic1'®) cuja estrutura foi resolvida por Miwa e al', é a forma
termodinamicamente estavel em condi¢oes ambientais. Foram referidas trés formas polimorficas, 11,

III e IV, metaestaveis, identificadas em cristalizacio de fundidos'”

. Uma segunda estrutura foi
resolvida recentemente, por Li ¢# al., Nic2, durante uma tentativa de co-cristaliza¢ao da nicotinamida
com o isoxil. Nicl e Nic2 sio monotropicamente relacionados'”.

A isonicotinamida (piridina-4-carboxamida), ¢ um dos co-formadores mais populares
utilizados na preparacao de co-cristais. Dois polimorfos da isonicotinamida foram relatados por

/l()7

Aakerdy ef al'”, polimorfos 1 e 11, designados por Li ef a/'” como iso2 e isol, respetivamente, sendo

um terceiro identificado recentemente, iso3, durante tentativas de formar um co-cristal com o API
isoxil. Isol (II) é enantiotropicamente relacionado com Iso2 e Iso3, enquanto Iso2 e Iso3 sio
monotrépicos'”. No total hi cinco diferentes polimorfos conhecidos da INA, sendo a forma II
estavel 2 temperatura ambiente”’.

A picolinamida, piridina-2-carboxamida, atua como um forte inibidor de poli (ADP-ribose)

1108,109

sintetase ¢ desempenha um papel na reducao do dano rena Sao conhecidos duas formas

polimérficas, polimorfos I e Il,enantiotrépicas, cujas estruturas foram resolvidas por difragao de

0,11

raios-X'"""". O polimorfo II, estivel 2 temperatura ambiente, apresenta Trsu = 102,0 °C e o

polimorfo I, Ti; = 106,4 °C. O polimorfo II apresenta uma transi¢ao solido-solido que, tipicamente
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se estende entre T~ 60 °C e T ~ 100 °C, a 8 = 10 °C/min, seguido por fusio da forma I. A moagem
em moinho de bolas do polimorfo II, na auséncia de solvente, resulta na conversao em polimorfo I
dependendo das condigdes experimentais. A moagem assistida pela adi¢io de liquido estabiliza o

polimorfo II'". A picolinamida difere da nicotinamida e da isonicotinamida apenas na posi¢io do

grupo amida em relagio ao azoto do anel (orto, meta e para, respectivamente em PA, NA e INA)'.

O hidrogénio da amida e o azoto heterociclico da picolinamida estio em estreita proximidade, pelo
que os seus potenciais eletrostaticos associados se cancelam significativamente, reduzindo assim a
tendéncia de formacio de ligacdes de hidrogénio'", o que faz com que a picolinamida, em principio,
seja menos propensa a formar co-cristais''*.

A pirazinamida (pirazina-2-carboxamida), ¢ um farmaco antituberculose que consta da Lista

de Medicamentos Essenciais da OMS (WHO)'"”, o mais eficaz contra a infecgio latente por

114

Mycobacterium tuberculosis''*. B uma molécula relativamente rigida conformacionalmente®, com quatro

polimotfos relatados (formas o, B, y € 8) e um possivel quinto polimorfo, o’, semelhante a o> '"°. A

pirazinamida possui multiplos locais de ligacao de hidrogénio, incluindo um grupo amida primario e
. L. ., 44

um heterociclo aromatico contendo dois atomos de azoto, orto e meta™.

A cafeina (1,3,7-trimetilpurina-2,6-diona) é um estimulante do sistema nervoso central e
também atua como relaxante muscular'’ e é comumente utilizado com aditivo na formulacio de
analgésicos'®. E um dos compostos alcaléides, do grupo da xantina, mais consumidos e estd
presente em muitas plantas. Encontramos a cafeina no café, cha preto, cacau e bebidas

energéticas''’. Sdo conhecidas duas formas polimoérficas anidras'®, enantiotrpicas, e um hidrato

b

cristalino'”. O polimorfo II () da cafeina, estavel 2 temperatura ambiente, transforma-se na fase

cristalina I (x) no processo de aquecimento, fundindo esta a T ~ 235 °C'"". Uma nova forma

polimérfica I11 foi, recentemente, identificada'”.

116,17,120

Virios co-cristais de cafeina tém sido descritos na literatura . A cafeina possui trés

locais que podem atuar como aceitadores de ligacao de hidrogénio: um 4atomo de azoto de grupo

120

imidazole e dois atomos de oxigénio dos grupos carbonilo™™. Um levantamento da base de dados

estrutural de Cambridge (CSD) de todos os co-cristais de cafeina-acido carboxilico indica que a
interacao se da tipicamente entre o azoto do imidazole da cafeina e o grupo carboxilico através de
uma ligacio de hidrogénio O-H---N'*".

A teofilina, 1,3-dimetilpurina-2,6-diona, ¢ um derivado da xantina, um composto

farmaceuticamente activo utilizado para o tratamento de asma e doenga cardiopulmonar para o qual

121

existem cinco polimorfos anidros previamente identificados™™. As formas I a IV foram descritas por

/122 [123

Seton e# al.”*~ e uma forma adicional (Forma V) foi identificada por Roy ef /.= por cristalizacao a

partir de CO, superctitico. Estruturas cristalinas foram dectitas para as formas I, IT e TV'?412>1%0,
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Do ponto de vista fisico-quimico, a teofilina representa um desafio para os formuladores
pelo facto das formas cristalinas anidras se converterem no mono-hidratado em fun¢ao da humidade
relativa. A sua capacidade de ligagao de hidrogénio inclui os varios aceitadores de ligaces de
hidrogénio, em tudo igual a cafeina (dois oxigénios carbonilicos e um azoto aromatico), mas além
disso, possui menos um grupo metilo do que a cafeina, o que lhe confere capacidade de dador em
ligagao de hidrogénio N-H. A presencga de grupos dadores e aceitadores na teofilina adiciona um
elemento extra de complexidade ao considerar o design de co-cristais™.

O acido tartarico (acido 2,3-dihidroxibutanodidico) é um dos acidos principais no vinho, e
para além das uvas encontra-se nas bananas e nos tamarindos. O acido tartarico natural é o acido L-
(R,R) - (1) tartarico. O acido D- (S, S) - (-) -tartarico e o acido mesotartarico, podem ser produzidos
sinteticamente'”’.

O acido benzdico é um composto com propriedades antifingicas, amplamente utilizado
como conservante alimentar. Ocorre naturalmente em muitas espécies vegetais e é pouco soluvel em
4dgua. A temperatura de fusio ¢ T = (122,3 + 0,02) °C'*. Apresenta um grupo carboxilico que lhe

confere um carater dador e aceitador de ligagoes de hidrogénio.
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3. Materiais e métodos

3.1 Materiais

A origem dos compostos utilizados nas experiéncias, bem como o peso molecular, ponto de fusio e

grau de pureza, de acordo com a informagao do fornecedor, encontram-se indicados na Tabela 4.

Tabela 4 — Origem dos compostos utilizados e informagées do fornecedor.

Composto Laboratério M / gmol! Ths / °C Pureza / %
Fenilbutazona a) 308,36 105,9* > 99
Roxadustate Boc Sciences 352,34 223 5" 98
Nicotinamida Sigma - Aldrich 122,13 128 - 131 99,5
Isonicotinamida Sigma - Aldrich 122,13 256 99,5
Picolinamida Sigma - Aldrich 122,13 106,4 98
Pirazinamida Fluka 123,12 189-191 99

233 - 238
Cafeina Fluka 194,19 234 —236,5 =99
Teofilina Sigma - Aldrich 180,15 271 99
Acido benzéico Sigma - Aldrich 122,12 1221 =995
Acido L-tartarico Fluka 150,9 166 - 170 =995

a)  Amostra cedida pelo Prof. Doutor Manuel Minas da Piedade, Faculdade de Ciéncias, Universidade de Lisboa
* Temperatura obtida experimentalmente, neste trabalho.

Na Tabela 5 estio apresentados os diferentes solventes utilizados nas experiéncias de

cristalizagdo, a respetiva origem e grau de pureza.
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Tabela 5 — Origem e grau de pureza dos solventes utilizados.

Solvente Laboratorio Pureza / %
Acetona Lab-Scan 99,5
Acetato de etilo Fluka 99.8
Etanol Merck 99
Metanol Fluka 99.8
Tetra-hidrofurano Panreak 99.5
1,4-Dioxano Lab-Scan 99,8
1-Propanol Merck 99,5
2-Butanol May & Barker 99
Tolueno Merck 99,5

3.2 Métodos

A cristalizagio a partir de solu¢io e métodos mecanoquimicos de moagem, foram os
métodos usados na investigacdo de polimorfismo e na sintese de co-cristais. Para avaliacio dos
resultados obtidos foram usadas varias técnicas analiticas, tais como calorimetria diferencial de
varrimento, espectroscopia de infravermelho, termomicroscopia com luz polarizada, e difragio de

raios-X.

3.2.1 Cristalizagao em solvente

Para a recristalizacao da fenilbutazona foram preparadas solugoes de 10 — 15 mg da amostra
de partida em 4 mL de solvente. A recristalizacio do roxadustate foi feita preparando solugdes de
aproximadamente 10 mg da amostra de partida em, aproximadamente, 5 — 6 mL de solvente. As
solu¢oes foram filtradas para caixas de Petri, usando filtro de papel, e deixadas, tapadas, a
temperatura ambiente, para evaporag¢ao lenta do solvente.

Para o sistema binario roxadustate + picolinamida foram preparadas solugdes, em etanol, a
partir das misturas 1:1 obtidas por mecanoquimica. As solu¢des foram também filtradas para caixas
de Petri, usando filtro de papel, e deixadas, tapadas, para evaporagdo lenta do solvente, a

temperatura ambiente.
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3.2.2 Mecanoquimica

A pesquisa de co-cristais realizada neste trabalho, foi feito por moagem de misturas binarias
usando um moinho de bolas Retsch MM 400, em vasos de 10 ml. em aco inoxidavel com duas
esferas de 7 mm de diametro, também em ago inoxidavel. As experiéncias foram realizadas com uma
frequéncia de vibragio de 15 Hz, durante 30 minutos. Foi utilizada uma massa total de

aproximadamente 40 mg, na maior parte dos casos com adigdao de 10 uL de etanol.

3.2.3 Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

As experiéncias realizadas em DSC foram feitas utilizando um calotimetro de poténcia
compensada, Perkin-Elmer DSC7, com refrigeracdo ajustada -8 °C (intracooler com circulagao da
mistura etilenoglicol/agua (1:1) (v/v)). Como gas de purga foi utilizado azoto, de pureza N50, com
fluxo de circulacio de 20 mL./min.

O calorimetro foi calibrado com padrdes certificados de elevada pureza. Para a calibragao da
temperatura foi utilizado indio™ (Perkin Elmer, x = 99,99 %), Tws = 156,60 °C, AwnHn = 3286
J.mol™ e bifenilo'® (LGC 2610), Tws = (68,93 £ 0,03) °C, AwsHiwm = 18,60 kJ.mol™. Para a calibracio
da entalpia foi utilizado indio'”. As amostras com massa compreendida entre 1 mg e 2 mg foram
preparadas em capsulas de aluminio de 30 pl. (Perkin Elmer) e seladas hermeticamente. Como
referéncia foi usada uma capsula igual vazia. Os ensaios foram realizados com diferentes velocidades

de varrimento (B).

3.2.4 Termogravimetria (TG)

A analise das amostras foi feita numa balanca termogravimétrica da Perkin-Elmer STA 6000,
um sistema de TG/DSC, com circuito de refrigeracio a 15 °C. Neste equipamento TG encontra-se
hifenado com DSC e, deste modo, para o mesmo evento, foi possivel a visualizagao de fendmenos
de perda de massa, conjuntamente com os fendmenos observados nas curvas de DSC. Uma amostra
de aproximadamente 15 mg foi colocada num cadinho de alumina, numa atmosfera de azoto, e

submetida 2 uma velocidade de vartimento de 10 °C.min", numa gama de temperatura entre 50 a

800 °C.
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3.2.5 Termomicroscopia com luz polarizada (PLTM)

Nas experiéncias realizadas por PLTM, uma célula de vidro de 7 mm de diametro contendo
a amostra, coberta com tampa do mesmo material, foi colocada numa placa de aquecimento Linkan
DSC600, ligada a uma interface CI94, que controla a temperatura nas etapas de aquecimento/
arrefecimento. A refrigeracio é controlada por uma unidade LNP94/2 através da circulagio de ar e a
temperatura do forno monitorizada por sensores de Pt100.

Foi utilizado um microscépio Leica DMRB com uma ampliagio de 200x, para observagiao
6tica, com uma camara de video acoplado Sony CCD-IRIS/RGB de modelo DXC-151 AP, para
captacdo de imagem. Na analise de imagem utilizou-se o software fornecido pela Linkam systems,
com RTVMS (sistema de medi¢dao em tempo real). Os ensaios foram realizados com velocidades de

vartimento 3 = |2| °C/min, § = |10] °C/mine f = |20| °C/min.

3.2.6 Espetroscopia de Infravermelho

Os espetros de absor¢ao no infravermelho foram registados a temperatura ambiente, num
espetrometro com transformada de Fourier ThermoNicolet FT-IR 380, com uma resolugao de 2 cm’
', na gama de comprimento de onda entre 4000 cm” e 400 cm™. Foi usado um acessério de

refletancia total atenuada com cristal de diamante (ATR SmartOrbit, modelo ATR Diamond).

3.2.7 Difragao de raio-X

Difragao de raios-X de po

Os estudos por difragao de raios-X de p6 foram realizados num difratémetro ENRAF-
NONIUS equipado com um detetor CPS 120° da INEL. As amostras foram colocadas em capilares
de vidro (6 = 3 mm) e como radiacdo incidente foi utilizada CuKa (A = 1,540598 A). De modo a
garantir uma correta intensidade relativa das reflexdes, o capilar é colocado sob rotagdo, sendo a
recolha de dados efetuada por perfodos que podem variar entre 15 minutos a 4 horas. Alguma
amotras foram analisadas com difractometro Rigaku MiniFlex 600, utilizando radiagao
monocromatica, CuKa (A = 1,54188 A) e detetor D/teX Ultra com recolha de dados entre 10 e 15
minutos. Foi feito um scan entre 3° e 50°. Os difratogramas de raios-X de p6 simulados a partir do

CIF, foram obtidos utilizando o programa PLATON, A.L.Spek, versao 161008.
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Difracdo de raios-X de monocristal

Os estudos por difragio de raios-X de monocristal foram realizados num difratémetro
Bruker-Nonius Kappa Apex II CCD, sendo os dados obtidos a temperatura ambiente, com radia¢ao
incidente Mo Ko (A = 0,71073 A, monocromador de grafite). As estruturas foram resolvidas por
métodos diretos e refinadas por métodos de minimos quadrados (SHEXS-97). Todos os atomos, a

exce¢ao do hidrogénio, foram refinados anisotropicamente.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Fenilbutazona: caracterizagao da forma sdlida de partida

Os difractogramas de raios-X de p6 experimental da amostra de partida de fenilbutazona e o
simulado para o polimorfo «, o unico cuja estrutura cristalina foi resolvida, como se disse,
encontram-se representados na Figura 9. A amostra de fenilbutazona usada no presente trabalho foi

identificada como sendo o polimorfo 8, Tabela 2.
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Figura 9 — Difratogramas de raio-X de p6 da fenilbutazona: a) experimental para a amostra de partida; b) simulado
(forma a).

Foi estudado o comportamento térmico da amostra de fenilbutazona de partida com recurso
a calorimetria diferencial de varrimento, em processos de aquecimento entre 25 °C a 115 °C,
utilizando velocidades de varrimento 8 = 2 °C/min, § = 10 °C/min e § = 20 °C/min.

A Figura 10 mostra curvas tipicas de DSC obtidas com estas diferentes condi¢bes de
varrimento e na Tabela 6 encontram-se especificados os parametros termodinamicos referentes aos
ensaios realizados. E observado um pico estreito, endotérmico, de alta energia referente a fusio do
polimorfo 8, a Trs = (105,910,2) °C com AwH = (27,0+1,1) kJ.mol". Como pode verificar-se dos
resultados da Tabela 6, contrariamente ao referido no estudo feito por Forni e colaboradores'”, a
velocidade usada durante o aquecimento nio tem influéncia nos parametros termodinamicos,

temperatura e entalpia de fusao.
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Nalgumas das experiéncias, as curvas de DSC apresentam picos endotérmicos de baixa
energiaa T'= (92 -93) °Ce T = (96 — 97) °C, o que indica que a amostra nao é polimorficamente

8580 ¢ B respetivamente, abaixo do limite de

pura, contendo quantidades residuais das formas o
detecdo de XRPD. Na Figura 11 mostram-se difractogramas de raios-X de p6é da amostra de partida

a 18 °C e o obtido a 100 °C por aquecimento desta amostra, nao sendo visiveis alteragdes.
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Figura 10 — Curvas de DSC de aquecimento da amostra de fenilbutazona de partida, polimotfo 8: 1. § = 2 °C/min; 2.
=10 °C/min; 3. B = 20 °C/min.

Tabela 6 — Parametros termodindmicos obtidos a partir das curvas de DSC do primeiro aquecimento da amostra de
fenilbutazona de partida, § = 10 °C/min., 20 °C/min e 2 °C/min

Amostra m/mg B /°C.min-! Tonser /°C AH /kJ.molt T /°C AH /kJ.mol!

A 2,02 10 105,9 27,7 93,0 0,4
B 2,52 10 106,0 271

C 2,21 10 105,7 27,9

D 2,42 20 106,3 27,2 96,7 0,3
E 2,47 20 105,9 27,1 96,7 0,3
P 1,91 20 106,2 27,6 96,3 0,6
G 2,25 10 106,1 24,6 96,1 0,3
H 2,16 10 105,7 25,7 96,0 0,4
I 2,27 10 106,2 26,8 92,6

] 1,94 2 105,4 26,6

K 40 2 105,7 283

Média 1059+ 03 27,0+ 1,1
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Figura 11 — Difratogramas de raios-X de p6 da fenilbutazona: 1. amostra de fenilbutazona de partida a 18 °C; 2.
aquecimento a 100 °C, 8 = 6 °C/min.

104,1°C

107,5°C

107,7°C

Figura 12 — Fenilbutazona, imagens obtidas por PLTM: aquecimento da amostra de partida, de 25 °C a 115 °C,
B=10°C/min, ampliagio 200x.
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As imagens de PLTM mostradas na Figura 12 ilustram 2 ensaios de aquecimento realizados
sobre a amostra de partida. Na Figura 12A apenas é evidente a fusaio do composto a T ~ 106 °C. Na
Figura 12B, a observacdo de mudanga de cor a cerca de 94 °C, conjugada com informac¢ao de XRPD
e DSC, é compativel com fusio de uma quantidade residual de um outro polimorfo que estara
depositado sobre o cristal da forma 8.

Na Figura 13 encontra-se o espectro de infravermelho da fenilbutazona de partida,
polimorfo 8. E possivel na regizo 3000-2800 cm™ bandas carateristicas das vibracdes de elongacio
—~C-H. Encontram-se a 1749/1715 cm™ as bandas carateristicas da elongacio do grupo C=O e a
1595/1485 cm™ as vibragoes atribuiveis a0 anel aromatico. A banda a 1295 cm™ e que se estende a,
aproximadamente, 1030 cm™, corresponde a vibragdes de elongacio —C—N. As duas bandas a 754

cm e 693 cm™ sdo caracteriticas de benzenos monossubstituidos’*'*".
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Figura 13 — Espectro de infravermelho de fenilbutazona de partida, polimorfo 8.

4.2. Fenilbutazona: investigacdo da cristaliza¢ido de fundidos

Ap6s fusido, as amostras foram arrefecidas, de 115 a 25 °C, com diferentes velocidades de
varrimento de forma a verificar a influéncia deste parametro no sélido que se obtém a partir do
fundido. As amostras A e D foram arrefecidas a p = -10 °C/min,Be Ea =-5°C/mineCeDap
= -2 °C/min. As curvas de DSC, representadas na Figura 14, mostram picos exotérmicos, mais
largos a velocidades mais elevadas e que sdo mais estreitos, como se esperaria, a medida que a

velocidade de arrefecimento diminui. Os parametros termodinamicos encontram-se na Tabela 7.
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Figura 14 — Fenilbutazona, cutvas de DSC de arrefecimento do fundido: Ae D a § =-10°C/min; Be Eaf = -5
°C/min; C ¢ F a § = -2 °C/min, precedidos por aquecimento a: a) § = 10 °C/min; b) $ = 20 °C/min.

Tabela 7 — Fenilbutazona, parametros obtidos a partir das curvas de DSC de arrefecimento do fundido, de 115 °C a 25
°C, a diferentes velocidades de varrimento.

Amostra  m /mg  f/°C.min”  Tone /°C  AH /kJ.mol’

A 2,02 10 50,3 8,7
B 2,52 5 55,6 225
C 2,21 2 66,3 19,9
D 2,42 10 53,8 10,1
E 2,47 5 59,8 16,8
F 1,91 2 65,6 19,9

Depois de arrefecidas, todas as amostram foram sujeitas a um segundo aquecimento, de 25 a
115 °C a B = 10 °C/min, Figura 15. Na Tabela 8 encontram-se sumariados os valores de

temperaturas de onser dos diferentes eventos observados nas curvas de DSC correspondentes a estes

varrimentos.
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Figura 15 — Fenilbutazona, curvas de DSC de aquecimento dos sélidos obtidos a partir do arrefecimento do fundido, 8
=10 °C/min. O arrefecimento precedente foi realizado a diferentes velocidades de vatrimento: A e D a 8 = -10 °C/min
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Tabela 8 — Fenilbutazona: temperaturas de onses dos diferentes eventos registados nas curvas de DSC de aquecimento
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T/°C
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100

dos sélidos gerados a partir do arrefecimento do fundido, de 25 °C a 115 °C, 8 = 10 °C/min.

Amostra /mg  1/°C  Towa/°C T/°C  T/°C
A? 2,02 37,7 95,1 104,5
B 2,52 957  100,0  104,1
C 2,21 956 101,
D 2,42 36,8 94,7 104,3
EP 2,47 953 99,3 105,22
e 1,91 94,3 99,4 103,

a) Precedido de atrefecimento do fundido a § = -10 °C/min.

b) Precedido de arrefecimento do fundido a § = -5 °C/min.

¢) Precedido de arrefecimento do fundido a B = -2 °C/min.
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As curvas de DSC, Figura 15, mostram que a velocidade de arrefecimento, nestas condi¢oes
de ensaio, influencia claramente a natureza da amostra sélida que se obtém a partir do arrefecimento
do fundido. As amostras arrefecidas a mesma velocidade apresentam curvas de DSC de
aquecimento muito semelhantes entre si e significativamente diferentes das obtidas com velocidades
de arrefecimentos diferentes. As amostras A e D, para as quais B = -10 °C/min, sio as unicas que
apresentam um pico exotérmico no aquecimento a T ~ 37 °C e AH ~ - 6 kJ.mol", o que indica que
num processo de arrefecimento mais rapido, nestas condi¢des, o fundido nio cristaliza totalmente,
completando-se o processo no aquecimento subsequente. Os termogramas apresentam um pico
endotérmico de energia elevada correspondendo a fusio do polimorfo B, Ths ~ 95,4 °C*, seguido de
um pico exotérmico, o que indica que ocorre recristalizagdo pelo menos parcial do fundido, seguida
de outro pico endotérmico de energia mais baixa a T'~ 105 °C, fusao do polimorfo &, Tabela 8. Os
resultados apontam para uma predominancia de forma¢io do polimorfo B na cristalizagio do
fundido, com eventual mistura com a forma 8.

Para velocidades de arrefecimentos 8 = -5 °C/min ¢ f = -2 °C/min a cristalizacio é
completa no arrefecimento. As amostras B e E, arrefecidas a f = -5 °C/min, mostram no
aquecimento um primeiro pico endotérmico de alta energia a Ths ~ 95,4 °C, que indica fusdo do

polimorfo B, seguindo-se um outro pico endotérmico de baixa energia a T~ 100 °C e um ultimo

pico endotérmico T~ 105 °C. O pico intermédio podera indicar a presen¢a de uma outra forma
polimétfica, para além dos polimorfos B e 8. Forni ef al'™ e Ibrahim® detetaram também esta
ocorréncia.

As curvas de DSC de aquecimento das amostras C e F mostram que, o arrefecimento do
fundido a B = -2 °C/min, da origem a uma mistura de polimorfos, com o polimorfo § em menor
quantidade em relagao a formas de temperatura de fusao mais elevada.

Por ultimo, todas as amostras foram arrefecidas, rapidamente, 2 mesma velocidade nominal
de B = -50 °C/min e aquecidas de seguida a § = 10 °C/min. Nas curvas de DSC, Figura 16, observa-
se cristalizacio a T = (43,7+0,6) °C com AH = (-18,210,5) kJ.mol", a fusio do polimotfo B, Ts =
(94,9£0,4) °C, alguma recristalizag¢ao do fundido seguida de um pico endotérmico de baixa energia a
T =(102,21+0,2) °C e um ultimo pico endotérmico a T = (105,0£0,3) °C, correspondendo a fusio do

polimorfo 8. As temperaturas relevantes encontram-se na Tabela 9.
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Figura 16 — Fenilbutazona: cutvas de DSC de aquecimento, § = 10 °C/min, de amostras obtidas a pattit do
arrefecimento do fundido a § = -50 °C/min.

Tabela 9 — Fenilbutazona: temperaturas de onser dos eventos registados nas curvas de DSC de aquecimento (§ = 10
°C/min) de amostras obtidas por arrefecimento do fundido, apds arrefecimento rapido (8 = -50 °C/min).

Amostra 7 /mg T /°C Tonsee /°C T /°C T/°C

A 2.02 440 95,0 102.1 105.1

B 2,52 43,0 952 102,5 1053

C 221 42,9 95,3 102,4 1053

D 2,42 442 94,2 102,0 104,4

E 2,47 441 94,7 102,1 104,8
Média 43740,6 949104  102,2%0,2 105,00,3

Na Figura 17 encontram-se imagens do aquecimento do fundido, obtidas por PLTM. A
cristalizagdo do fundido, observada apenas no aquecimento, para as velocidades de arrefecimento
utilizadas (-2, -5, -10 °C/min) tem inicio a T ~ 39°C prolongando-se por uma gama longa de
temperatura. O sélido obtido funde a T' ~ 95°C. O sélido cristalizado a partir do fundido, nestas
condig¢des, é maioritariamente o polimorfo . O material sélido que se observa a 97 °C podera ter-se
formado aquando da cristalizacdo de B ou formar-se apds fusio a 95 °C. Podemos ainda ver a
recristalizacio a partir do fundido que acorre a T'~ 98 °C. Parte do material obtido funde a 103 °C e

um processo de fusdo ocorre a T~ 106 °C, referente ao polimorfo 8.
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Figura 17 — Fenilbutazona, imagens obtidas por PLTM: aquecimento do fundido, de 25 °C a 115 °C, § = 10°C/min,
ampliagdo 200x. No arrefecimento precedente nio ocorreu recristalizagao.

Este comportamento foi observado nos vatios ensaios de arrefecimento / aquecimento do
fundido realizados por PLTM. Na Figura 18 mostram-se imagens de um outro ensaio. Niao ocorreu
recristalizagdo durante o proceso de arrefecimento riapido que precedeu o aquecimento. A

recristalizacdo do fundido ocorreu no aquecimento com inicio a T ~ 39 °C. A fusdo ocorre a T ~ 95

33



°C, polimorfo B, seguida recristalizagdo a T ~ 97 °C e nova fusao a T ~ 103 °C e por ultimo a fusao

de pequenas aciculas a T ~ 105 °C, polimorfo 8.

51,9°C

103,4°C 104,8°C

105,3 106,3°C

Figura 18 — Fenilbutazona, imagens obtidas por PLTM: aquecimento do fundido, 8 = 10°C/min, precedido de
arrefecimento em que nio ocorreu rectistalizacio, ampliacdo 200x.

No estudo feito por difragdo de raios-X de péd com variagao de temperatura, é obervada
cristalizacdo no arrefecimento e os difratogramas, Figura 19, mostram que a velocidade de
arrefecimento do fundido influencia o sélido que se obtém. Um arrefecimento controlado, 3 = -6
°C/min ou = -1 °C/min, origina o polimorfo 8, enquanto que num arrefecimento rapido se obtém
uma mistura dos polimorfos § e 8. Na figura 20 estdo representados os difratogramas dos

polimorfos a, 8 e & assinalando as reflexdes mais relevantes para a respetiva diferenciagao.

34



Intensidade / u.a
N w »
= % {
<
o %
g
=

Intensidade / u.a

r T T T T 1 10 15 20 25 30 35
20 /°

20/°

Figura 19 — Fenilbutazona, difratogramas de raios-X de p6 dos sélidos obtidos a partir do arrefecimento do fundido: 1.
arrefecimento § = -6 °C/min; 2. arrefecimento B = -1 °C/min; 3. arrefecimento répido. 4. amostra de partida, polimotfo

8. (difratograma recolhido a T ~ 20°C).
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Figura 20 — Difratogramas de raios-X de p6 da fenilbutazona: a) simulado, polimorfo «; b) amostra de partida,
polimorfo §; ¢) solido obtido a pattir da ctistalizacio do fundido, polimotfo B, arrefecimento a B = -6 °C/min.

O difratograma de raios-X de pd, mostra que o sélido que se obtém a partir do o fundido,
arrefecendo a velocidade controlada g = -6 °C/min ou § = -1 °C/min, corresponde ao polimorfo
B¥, o que podera sugerir que as outras formas polimérficas observadas, em DSC e PLLTM durante a
fusdo do solido obtido a partir do fundido, para além do polimorfo B, advém da recristalizagao que
ocotre durante/apds o processo de fusio de B. Difratogramas de raios-X de p6 obtidos durante o

aquecimento do polimorfo B, a diferentes temperaturas, mostram que este se transforma no
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polimorfo 8 durante o processo de aquecimento. Este comportamento ¢ ilustrado na Figura 21,

pelos difratogramas registados no processo de aquecimento as temperaturas de 50 °C, 101 °C e 104

°C.
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Figura 21 — Fenilbutazona, difratogramas de raios-X de p6 obtidos no aquecimento do polimorfo : 1. 20 °C; 2. 50 °C;
3.101 °C; 4. 104 °C, B = 6 °C/min.

4.3. Fenilbutazona: cristalizagdo a partir de solugao

Foi também investigada a cristalizagao da fenilbutazona em diferentes solventes. Na Tabela 5
estao indicados os diferentes solventes usados na cristaliza¢ao, bem como a respetiva origem e grau
de pureza. A cristalizagdo foi realizada por evaporagao do solvente a temperatura ambiente. Os
solidos obtidos apresentam diferentes habitos cristalinos, Tabela 10, tais como aglomerados de

aciculas, esferulites e placas.
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Tabela 10 — Caraterizagdo morfolégica dos sélidos obtidos nos processos de cristalizagio da fenilbutazona em
diferentes solventes, observacio sob luz polarizada, ampliagao 200x.

Solvente Hibito cristalino

Esferulite
+
placas
Aglomerado de
aciculas
+
esferulite

Acetato de etilo

Acetona

Esferulite
Diclorometano
Aglomerado de
aciculas

+

Etanol esferulite

Placas
Metanol

4.3.1. Cristalizacdao em metanol, etanol, acetona e acetato de etilo

Apbs a evaporagao do solvente, os solidos foram analisados, numa primeira abordagem, por
espetroscopia de infravermelho. Podemos verificar que, os espetros apresentam diferencas, ainda
que pequenas, em relacio ao composto de partida. Apesar das moléculas de fenilbutazona nio
poderem estar envolvidas em ligagoes de hidrogénio, diferengas conformacionais poderao resultar
da formacio dos diferentes arranjos cristalinos. Ibrahim® considerou que diferencas na regido da
vibragdo de elongacio do carbonilo, especificamente de 1760 a 1700 em™, e na regido 750-650 sio
caracteristicos de cada forma e podem ser usadas para identificagdo de diferentes fases cristalinas. Ja
Tuladhar", considera que as pequenas diferencas observadas na regiao de 1500-1450 cm™, 1425-

1300 cm™ e 750-640 cm™ nio sio muito Uteis para diferenciar as formas cristalinas da fenilbutazona.

A analise dos espetros de infravermelho obtidos indica que sélidos cristalizados em solventes
diferentes apresentam semelhancas entre si. F o caso dos sélidos obtidos por cristalizagio em etanol

e metanol, e em acetona e acetato de etilo, respetivamente. Na Figura 22 e na Figura Al estio
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representados os espetros dos solidos obtidos em etanol e metanol, bem como o espetro do

composto de partida, polimorfo 8.
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Figura 22 — Espectros de infravermelho de fenilbutazona: 1. Amostra de partida; 2. sélido obtido por cristalizacdo em
etanol; 3. sélido obtido por cristalizagdio em metanol.

Os espetros dos solidos cristalizados em etanol e em metanol sio semelhantes e apresentam
diferencas em relagao ao composto de partida, nomeadamente alteracdes das bandas entre 3000-
2800 cm™ referentes a vibracio de elongacio C-H, entre 1360-1030cm™ referente a elongagio -C-N,
aos 800 cm™, 770-730 cm™ e 710-690 cm™ atribuiveis a deformac¢io angular =C-H de benzenos
monosubstituidos.

Por sua vez os espetros dos solidos cristalizados em acetona (esferulites) e acetato de etilo,
Figuras 23 e 24, sio semelhantes entre si e, apesar de terem bandas semelhantes as do composto de
partida, apresentam algumas diferencas em relacio a este. De notar a existéncia de pequenas
alteracdes na regiao dos 3000-2800 cm™, aos 1449 cm™, na regido entre 1360-1030 cm™ e ainda entre

os 1050-800 cm™. Também é interessante que, as amostras obtidas nestes solventes, em ensaios
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independentes, apresentam espetros de infravermelho que tém pequenas diferencgas, Figura 24, ao

contrario do que se observa em metanol e etanol, Figura Al.
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Figura 23 — Espectros de infravermelho de fenilbutazona. 1. amostra de partida; sélido obtido por cristalizacdo em: 2.
acetato de etilo; 3. Acetona (esferulite); 4. etanol; 5. metanol.
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Figura 24 — Espectros de infravermelho de fenilbutazona. 1. amostra de partida; sélido obtido por cristalizacdo em: 2.
acetona (2° solu¢io); 3. acetato de etilo (2* solu¢io); 4. acetona (1°* solu¢io); 5. acetato de etilo (1? solucio).

E interessante verificar ainda que os cristais obtidos em acetona, com hébitos cristalinos

diferentes, aciculas e esferulites, tém espetros de infravermelho com algumas diferengas, Figura 25.
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Figura 25 — Espectros de infravermelho de fenilbutazona. 1. amostra de partida; sélido obtido por cristalizacdo em

acetona: 2. aciculas; 3. esferulites.

Os difratogramas de p6 apresentados nas Figuras 26 a 28 indicam que em etanol e em
metanol se obteve o polimorfo «, enquanto que em acetona, apesar desta ser também a forma soélida
dominante, ha cristalizacdo concomitante da forma 8. Em acetato de etilo a forma o é também
maioritaria apesar de, pelo reultados do infravermelho se poder antecipar contamina¢iao com outro

polimorfo.
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Figura 26 — Difratogramas de raios-X de p6 da fenilbutazona: 1. sélido obtido a partir da cristalizagdo em acetona; 2.
simulado (forma a); 3. amostra de partida (forma 8); 4. polimorfo B; *contaminante.
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Figura 27 — Difratogramas de raios-X de pé da fenilbutazona: 1. sélido obtido a partir da cristalizagdo em acetato de
etilo; 2. simulado (forma «); 3. amostra de partida (forma 8); 4. polimorfo §; *contaminante.
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Figura 28 — Difratogramas de raios-X de pé da fenilbutazona: 1. sélido obtido a partir da cristalizagio em etanol; 2.
simulado (forma «); 3. amostra de partida (forma 8); 4. polimorfo B3; *contaminante.

Curvas de DSC obtidos para os solidos cristalizados nestes 4 solventes estao ilustradas na

Figura 29.
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Figura 29 — Curvas de DSC de aquecimento dos sélidos obtidos por cristalizagao da fenilbutazona em: 1; 1°. acetato de
etilo; 2; 2”. acetona; 3; 3. etanol; 4. metanol, § = 10 °C/min. Os valotes de tempreratura indicados dizem respeito ao
onset dos picos.
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O comportamento térmico do polimorfo «, obtido por cristalizagdo em metanol e etanol,
registado por termomicrocopia esta ilustrado nas Figuras 30, 31 e A2.

Nas imagens de PLTM para cristais obtidos em acetona, Figura 32, podemos ver cristais com
dois tipos de morfologia, um que inicia a fusao a T ~ 93°C, polimorfo «, com recristalizagao do
fundido a T ~ 97°C. Os cristais com habito de agulhas finas, s6 iniciam a fusio a T ~ 104°C. A
tusdo do recristalizado ocorre no mesmo valor de temperatura, o que indica que devera ser a mesma

forma sélida, o.

94,4 °C 95,3 °C 96,2 °C 99,9°C

Figura 30 — Imagens obtidas por PLTM no aquecimento do sélido obtido por cristaliza¢do da fenilbutazona em etanol,
polimotfo «, de 25 °C a 115 °C, 8 = 10 °C/min, ampliacio 200x.
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94,0 °C 94,9 °C 95,8 °C 101,9°C

Figura 31 — Imagens obtidas por PLTM no aquecimento do sélido obtido por cristalizacio da fenilbutazona em
metanol, polimotfo «, de 25 °C a 115 °C, § = 10 °C/min, ampliacio 200x.

103,0°C 103,9°C 104,7°C 105,4°C

Figura 32 — Imagens obtidas por PLTM no aquecimento do sélido obtido por cristalizacio da fenilbutazona em
acetona, de 25 °C a 115 °C, 8 = 10°C/min, ampliagio 200x.
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Estudos complementares feitos por PLTM sobre o sélido obtido por cristalizacio em
acetato de etilo mostram a fusao de uma unica forma soélida com temperatura de fusio Tas ~ 93°C,
polimorfo «, Figura 33. Noutro ensaio, Figura A4, uma outra forma sdlida, recristaliza do fundido
ou, em caso de ja existir concomitantemente com a que funde primeiro a T ~ 93°C, cresce sobre o

fundido e funde posteriormente a T ~ 105°C.

95,9°C 96,2°C

Figura 33 — Imagens obtidas por PLTM no aquecimento do sélido obtido por cristalizacido da fenilbutazona em acetato
de etilo, de 25 °C a 115 °C, $=10°C/min, ampliagio 200x.

4.3.2. Cristalizagao em diclorometano

Foi realizado apenas um estudo exploratorio para este sistema, que merece, no entanto, ser
referido. Na figura 34 encontra-se a representacio de curvas de DSC para o sélido obtido por
cristalizagdo em diclorometano. A analise por DSC em capsula fechada revelou uma curva muito
complexa, curva 1, indicag¢ao de provavel formacio de solvato. Uma capsula perfurada foi usada
para uma segunda analise, obtendo-se uma curva muito diferente da primeira, curva 2, com um
primeiro pico endotérmico de baixa energia a T'= 84 °C e um segundo pico endotérmico de maior
energia a T = 100 °C. Outros estudos seriam necessarios para confirma¢io, mas tudo indica

formacao de um solvato de fenilbutazona com diclorometano.
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Figura 34 — Curvas de DSC de aquecimento do sélido obtido por cristalizagio da fenilbutazona em diclorometano: 1.
capsula fechada; 2. Capsula perfurada, § = 10°C/min.

Imagens PLTM do solido obtido por cristalizacdo da fenilbutazona em diclorometano,
Figura 35, mostram um primeiro processo de fusio a T ~ 88 °C. Este processo termina a T'= 95,0
°C, ficando um pequeno cristal intacto, assinalado na Figura a T = 95,4°C. Podemos ver também,
pequenas “agulhas” no fundido, que poderiam ja existir concomitantemente com a forma sélida que
fundiu anteriormente, ou ter-se formado a partir do fundido. A fusao do pequeno cristal inicia-se a
T ~ 96°C, consistente com a forma B3, e as pequenas agulhas sio as ultimas a fundir a T'= 102 °C.

Evidéncia desta forma sélida, com Txs = 102°C, distinto da forma 8 e, obviamente das formas o ¢ 3

foi registada, por exemplo, nas Figuras 15 e 16 (e Tabela 9).
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Figura 35 — Imagens obtidas por PLTM no aquecimento do solido obtido por cristalizacido da fenilbutazona em
diclorometano, de 25 °C a 115 °C, B = 10 °C/min, ampliacio 200x.

4.4. Roxadustate

4.4.1. Caraterizagdao do composto de partida e pesquisa de polimorfos

O comportamento térmico da amostra de roxadustate de partida foi caraterizado por
calorimetria diferencial de vatrimento (DSC) e por TG/DSC. As amostras foram sujeitas a ciclos de

aquecimento / arrefecimento, ocorrendo degradaciao da amostra logo ap6s a fusio, confirmado por
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TG/DSC na Figura 37, pelo que o estudo foi limitado somente a ciclos de aquecimento entre os 25
°C e os 230 °C, com velocidade de varrimento de § = 10 °C/min. Na Figura 36 encontra-se
exemplificada uma curva de DSC, que apresenta um pico estreito endotérmico de energia elevada
referente a fusdo do composto, a Trs = (223,5 = 0,6) °C e entalpia de fusio AxH = (47,0 £ 1,0)
k].mol" (n = 5).

dQ/dt /mw

T T — 7T 1 T T T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
T /°C

Figura 36 — Cutva de DSC de aquecimento de roxadustate de pattida, 8 = 10 °C/min.
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Figura 37 — Curvas de TG / DSC registadas no aquecimento de roxadutate de partida; 3 = 10 °C/min; 7 = 14,22 mg,
atmosfera de azoto.
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No processo de aquecimento nao ocorre qualquer outro evento para além da fusao, como mostra a

imagem obtida por PLTM, Figura 38.

25,2°C 100,8°C

200,7°C

220,5°C

222,10C 222,8°C © O 2235C  2242:C

Figura 38 — Imagens obtidas por PLTM no aquecimento da amostra do roxadustate de partida, de 25 °C a 230 °C, § =
10 °C/min, ampliagdo 200x.
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Figura 39 — Espectro de infravermelho do roxadustate, amotra de partida.

A amostra de partida do roxadustate foi analisada por espetroscopia de infravermelho,
apresentando-se o espetro na Figura 39. Podemos ver que o espetro do roxadustate apresenta uma
banda larga na regido 3600-3200 cm™ carateristica da elongacio do OH do alcool. Entre os 3200-
2400 cm™ encontra-se a banda carateristica da elongagio do OH do grupo carboxilico, a 3362 cm™ a
referente a elongagio do NH do grupo amina, a 1724/1700 cm™ a banda carateristica da elongagio
do grupo C=0O e a banda referente a vibragio do anel entre 1586-1486 cm™. As duas bandas entre
1275-1200 cm™ e 1075-1020 cm™ sdo caracteristicos de ésteres arométicos (C-O-C). A banda a 941

cm’ é referente 2 deformacio O-H...O, caracteristica de dimeros de 4cidos carboxilicos'”
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Com o intuito de pesquisar novas formas solidas do roxadustate, foram feitos ensaios de
cristalizacdo em alguns solventes, etanol, metanol, acetona, #-propanol, 1,4-dioxano, acetonitrilo,
diclorometano, por evaporag¢ao lenta do solvente a temperatura ambiente. Os s6lidos obtidos foram
analisados por PLTM, espetroscopia de infravermelho e difragao de raios-X. As imagens e o habito
cristalino encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11 — Caraterizacio morfolégica dos sélidos obtidos no processo de cristalizacdo do roxadustate em diferentes
solventes, observac¢ao sob luz polarizada, ampliagao 200x.

Solvente Imagem Habito cristalino

1-propanol

Acetona

Acetonittilo \ QF Placas
Diclorometano Placas e esferulite
Etanol

Metanol Placas

1,4 — dioxano Esferulite

A analise dos solidos obtidos por cristalizagio nos diferentes solventes por FTIR-ATR,
exemplificados na Figura 40, para 3 deles, permite conluir que nao ocorre qualquer deslocacao das
bandas carateristicas, sendo que os espetros sio iguais a0 da amostra de roxadustate de partida

obtendo-se, portanto, a mesma forma polimériica em todos os ensaios.
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Figura 40 — Espectros de infravermelho de roxadustate: 1. Amostra de partida; sélidos obtidos por cristalizacio em
diferentes solventes: 2. etanol; 3. 1,4-dioxano; 4. 1-propanol.

Em etanol obtiveram-se cristais com qualidade para analise por difracao de raios-X de
monoctistal tendo sido resolvida a estrutura cristalina, que foi depositada na Cambridge Structural
Database com o numero de registo CCDC 1469842. Os parametros cristalograficos nao siao
diferentes dos apresentados por Claudia Witchi e a/. (ver patente US 2015/0322015 Al). No entanto
os autores nao fazem qualquer descricio da estrutura cristalina. O diagrama ORTEP, mostrando o
esquema de numeragao dos atomos de roxadustate, encontra-se na Figura 41, e os parametros

cristalograficos na Tabela 12.

Figura 41 — ORTEDP da estrutura do roxadustate mostrando a numerac¢do dos atomos (elipsoides desenhados ao nivel
de 50 % de probabilidade); T = 20 °C, CCDC 1469842.
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Tabela 12 — Parametros cristalograficos para o monocristal de roxadustate obtido por cristalizagdo em etanol a T = 20
°C, CCDC 1469842.

Roxadustate
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P-1
a/A 8,5772(4)
b/ A 9,2702(5)
c/A 11,3654(7)
o«/° 99,140(4)
B/° 108,396(4)
y/° 102,339(4)
vV /A 812,36(8)
Z 2

Tabela 13 — Geometria das liga¢es de hidrogénio no cristal de roxadustate, CCDC 1469842.

D+A/A  D-H-"A/°

N(1)-H(IN)"N(2) 2,636(4) 117(3)
O(1)-H10)~O@)*  2,631(3) 174(3)
O(4)-H(40)0(3) 2,645(3) 149(3)
C(10)=H(10)~OG3)**  3447(4) 166

*Operagao de simetria 1-x, -y, -1-z
** Operac¢io de simetria: x, 1+y, z

O roxadustate cristaliza num arranjo centro-simétrico numa célula unitaria triclinica, Fgura
42a. A célula assimétrica contém uma molécula completa de roxadustate. Em cada molécula os 16
atomos centrais partilham o mesmo plano definido pelos dois anéis fundidos. Apenas os grupos
localizados nas extremidades, um anel benzénico e um grupo carboxilico, pertencem a planos
distintos, Figura 42b. As moléculas agregam-se em pares relacionados por um centro de simetria
através de duas ligacoes de hidrogénio entre dois grupos carboxilicos que se orientam frente a frente,
Figura 42c. Existem também duas ligagdes de hidrogénio intramoleculares entre os dois atomos de
nitrogénio e os dois atomos de oxigénio do grupo hidroxilo e do grupo cetona. A célula unitaria ndo

contém espago vazio com tamanho suficiente para acomodar moléculas de solvente.
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Figura 42 — a) Célula unitaria da roxadustate, mostrando as ligaces de hidrogénio; b) A molécula de roxadutate, na
estrutura CCDC 1469842, evidenciando a planaridade da parte central; ¢) Dimeros centrossimétricos de roxadustate na
estrutura, CCDC 1469842.

Na Figura 42 apresenta-se a célula unitaria do roxadustate, mostrando as ligagdes de
hidrogénio, onde podemos ver que as moléculas formam cadeias de dimeros na rede cristalina,
através das ligagoes de hidrogénio intermoleculares O(1)-H(10)-+O(2). Formam-se também liga¢coes

de hidrogénio intramoleculares N(1)-H(IN)-*N(2) e O4)-H(4O)+O(3) e intermoleculares fracas
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C(10)-H(10)O(3). Na Tabela 13, encontram-se os parametros geométricos das ligacdes de

hidrogénio existentes nesta estrutura cristalina do roxadustate.

Da compara¢ao do difratograma de raios-X de pé experimental para a amostra de partida,
Figura 43, com o simulado para a estrutura cristalina resolvida, podemos concluir que o sélido
obtido por cristalizagdo em etanol apresenta a mesma forma cristalina que a amostra de partida,
como ja havia sido referido anteriormente, com base nos espetros de infravermelho, Figura 40.
Outros cristais obtidos por cristalizacdo noutros solventes, nomeadamente metanol, 1-propanol e
acetonitrilo, foram também analisados por difracdo de raios-X de monocristal, apresentando todos a

mesma estrutura cristalina idéntica 2 obtida em etanol.

Intensidade /u.a

20 /°

Figura 43 — Difratogramas de raios-X de p6 do roxadustate: 1. experimental para a amostra de partida; 2. simulado para
a estrutura CCDC 1469842.

4.4.2. Investigagdao da formagao de co-cristais de roxadustate

A investigacao de formagao de co-cristais do roxaduste foi feita utilizando a mecanoquimica
assistida por solvente, como descrito na secgao 3.2.2. Como tal, fez-se a moagem do roxadustate,
nas mesmas condi¢cdes, de forma de avaliar o comportamento da amostra de partida quando
submetida ao processo de moagem. Na Figura 44, encontram-se os difratogramas experimentais de

raios-X de p6 das duas amostras.
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Figura 44 — Difratogramas de raios-X de p6 experimentais de roxadustate para: 1. amostra obtida por moagem com
adicio de 10 pL de etanol; 2. amostra de partida.
Podemos observar que as reflexdes do difratograma 2, correspondente a amostra sujeita a
moagem, nao apresentam quaisquer alteragdes em relacio a amostra de partida, difratograma 1,

concluindo que o composto mantém a mesma estrutura sélida.

Os termogramas obtidos por aquecimento em DSC de 25 °C a 230°C, Figura 45, confirmam

que o processo de moagem nao altera o comportamento térmico de roxadutate.
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Figura 45 — Curvas de DSC de aquecimento para roxadustate: 1. amostra de partida; 2. amostra obtida por moagem
com adi¢do de 10 pL de etanol, § = 10 °C/min.
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A investigacdo de formacgao de co-cristais do roxaduste prosseguiu com a moagem em
moinho de bolas assistida por solvente de misturas de roxadustate e diferentes co-formadores, na
proporc¢ao 1:1. Sempre que se justificou, foram estudadas misturas noutras propor¢oes. Para cada
mistura, foi feito uma analise preliminar por espetroscopia de infravermelho, FTIR - ATR, e por
DSC e posterior analise por difracao de raios-X para as misturas em que havia indicacdo de possivel

associagﬁo entre os compostos.

Roxadustate + Piridinacarboxamidas

Roxadustate + isonicotinamida

Misturas equimolares de roxadustate e isonicotinamida obtidas por moagem em moinho de
bolas assistida de etanol, foram analisadas por DSC. Na Figura 46 estdo representados os
termogramas das misturas obtidos por DSC, bem como os dos compostos puros, roxadustate e

isonicotinamida.
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Figura 46 — Curvas de DSC de aquecimento para: 1. isonicotinamida, I; 2. mistura roxadustate e isonicotinamida obtida
por moagem na propor¢ao 1:1 com adicdo de 10 pL de etanol; 3. mistura roxadustate e isonicotinamida obtida por
moagem na propor¢io 1:1 sem adi¢io de solvente 4. roxadustate. § = 10 °C/min.

A isonicotinamida, curva 1, apresenta uma transicdo sélido-sélido a 1227 °C,
correspondente 2 transicio do polimorfo II para o polimorfo I'” seguida da fusio a 156,1 °C,
polimorfo I. O termograma da mistura do roxadustate e isonicotinamida obtida por moagem com
adicao de solvente, curva 2, apresenta dois picos endotérmicos a 130 °C e a 136 °C, abaixo da

temperatura de fusio dos compostos puros, o que podera ser atribuido a fusdo de misturas eutéticas
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com diferentes formas polimoérficas da isonicotinamida. A isonicotinamida I transforma-se na forma
II por moagem assistida por etanol'. A curva 3, referente 2 mistura de roxadustate e
isonicotinamida obtida por moagem sem adi¢do de solvente, apresenta dois picos, um pico
exotérmico a T ~ 50 °C e um outro endotérmico a 127,9 °C referente a fusdo da mistura eutética.

A mistura foi também analisada por espetroscopia de infravermelho. O espetro da mistura

bem como dos compostos puros, roxadustate e isonicotinamida, sao apresentados na Figura 47.
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Figura 47 — Espectros de infravermelho de: 1. roxadustate; 2. mistura de roxadustate e isonicotinamida obtida por

moagem na proporcio 1:1; 3. isonicotinamida, I1.

Por analise dos espetros podemos concluir que o espetro da mistura, espetro 2, nio apresenta
alteracdes, correspondendo a soma dos epetros dos compostos puros. Podemos concluir que, nas condi¢des

utilizadas, ndo ocorre formacio de co-cristal entre os compostos de partida.

Roxadustate + nicotinamida

A mistura de roxadustate e nicotinamida obtida por moagem assistida de etanol, na
proporcao (1:1) foi analisada por DSC. Na curva de DSC, Figura 48, podemos ver um pico
endotérmico a 116°C, abaixo do ponto de fusio dos compostos puros, o que podera indicar fusao

de uma mistura eutéctica, seguida de fusio de um excesso de roxadutate.
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Figura 48 — Curvas de DSC de aquecimento: 1. roxadustate; 2. mistura roxadustate e nicotinamida (1:1); 3.

nicotinamida. § = 10 °C/min.

Os espetros de infravermelho que se encontram na Figura 49 confirmam a obtencio, por

moagem de uma mistura fisica dos compostos.
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Figura 49 — Espectros de infravermelho de: 1. roxadustate; 2. mistura de roxadustate e nicotinamida obtida por moagem

na propor¢io 1:1; 3. nicotinamida.
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Roxadustate + picolinamida

O estudo do sistema roxadustate:picolinamida iniciou-se com a prepara¢ao de uma mistura
equimolar por moagem em moinho de bolas assistida por 10pLL de etanol. Na Figura 50 mostram-se
as curvas de aquecimento, em DSC, da mistura e dos compostos puros.

Na curva de aquecimento da picolinamida, curva 3, podemos ver a ocorréncia de uma
transi¢ao solido-solido entre os 65 °C e os 80 °C, correspondente a transi¢ao do polimorfo II para o
polimorfo I, seguida de fusiao a 106,9 °C, polimorfo I. A presenca de etanol no processo de moagem
estabiliza o polimorfo 1'%,

A mistura apresenta um pico endotérmico a (151,4 = 0,2) °C, com entalpia ApH = (38,0 £

0,6) kJ.mol", diferente dos compostos puros e muito superior 2 temperatura de fusio da

picolinamida.
o
g
C
o
T,.. =1069°C
: L
= T, .. =151,4°C
=
£ 2
5 v
o
S
1
I T T T T T T T T T T T T T T T T
25 50 75 100 125 150 175 200 225
T /°C

Figura 50 — Curvas de DSC de aquecimento para: 1. roxadustate; 2. mistura roxadustate e picolinamida (1:1); 3.
picolinamida, II. 8 = 10 °C/min.

Como forma de esclarecer a natureza da mistura roxadustate e picolinamida, a amostra foi
analisada por espetroscopia de infravermelho, Figura 51. Podemos ver que o espetro da mistura,
espetro 2, apresenta alteracOes significativas em relacdo aos compostos puros, ¢ a presenca de
bandas a 2245 cm” e 1897 cm’, carateristicas do heterossintio formado pelos grupos 4cido
carboxilico e azoto do anel aromitico”. A elongagio assimétrica do NHa, que no espetro da
picolinamida aparece a 3413 cm™, no espetro da mistura encontra-se deslocada para 3422 cm™. A
elongacio simétrica NH: desloca-se de 3273/3160 cm™ na picolinamida para 3310/3260 cm™ na

mistura.
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Figura 51 — Espectros de infravermelho de: 1. roxadustate; 2. mistura de roxadustate e picolinamida obtida por moagem
na proporeao 1:1; 3. picolinamida, II.

Os difratogramas experimentais de raios-X de p6 da mistura de roxadustate e picolinamida
estao representados na Figura 52, bem como os dos compostos puros. Podemos identificar novas
reflexdes no difratograma da mistura que confirmam a presen¢a de um novo arranjo no estado
solido, nomeadamente a 5,9°, 14,0° ¢ 29,1°. E& possivel também assinalar reflexdes nos compostos
puros que deixam de observar-se no difratograma da mistura, tais como as reflexoes a 8,3° e 27,3°

para o roxadustate e e 20,7° e 28,3° para a picolinamida.
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Figura 52 — Difratogramas de raios-X de p6 experimentais para: 1. roxadustate; 2. mistura de roxadustate e picolinamida
(1:1); 3. picolinamida, II.

Foram preparadas misturas com excesso de roxadustate ou de picolinamida em relagdo a
proporcao (1:1), que foram analisadas por calorimetria diferencial de varrimento e por difracio de
raios-X de po. Os difratogramas experimentais de raios-X de po, Figura 53, mostram na mistura na
proporgao (2:1) reflexdes a 8,3° e a 27,3°, assinaladas com setas, que nao sao observados na mistura
equimolar, indicando excesso de roxadustate. De igual forma podemos ver que a mistura na

proporcao (1:2) apresenta reflexdes a 20,7°e 28,3°, referentes a excesso de picolinamida.

4 Roxa:PA (1:2)

3 J A A A }\ (Jm M 0 Roxa:PA (1:1
Roxa Roxa

¥ 4 ,

2 Roxa:PA (2:1

Intensidade /u.a
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Figura 53 — Difratogramas de raios-X de p6 experimentais para: 1. roxadustate; 2. mistura de roxadustate e picolinamida
(2:1); 3. mistura de roxadustate e picolinamida (1:1); 4. mistura de roxadustate e picolinamida (1:2); 5. picolinamida, II.
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Na Figura 54, podemos identificar dois pontos invariantes a temperatura inferior a fusao do
co-cristal (1:1) para misturas com excesso de picolinamida ou roxadustate, relativamente a mistura
equimolar. Um deles a T ~ 146,0 °C diz respeito a fusio de uma mistura eutéctica seguido de um
pico largo referente ao excesso de roxadustate. Para as misturas com excesso de picolinamida, as
curvas de DSC apresentam um pico endotérmico a T ~ 98,0 °C, correspondente a fusio da mistura

eutética seguido da fusdo do excesso de co-cristal.

O

o

c

()

T onset = 106,9 °C

AU.’ 7

; 6 Tonsel = 98’2 °C

E /5 T,..=97,4°C

= V onset = 151’4 °C

kel 4

~

g J 3 Tonset - B
5 L
} Tore Ty =2235°C/ |
\IL onset ’
I T T T T T T T T T T T T T T T T

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

Figura 54 — Curvas de DSC de aquecimento para: 1. roxadustate; 2. mistura de roxadustate e picolinamida (3:1); 3.
mistura de roxadustate e picolinamida (2:1); 4. mistura de roxadustate e picolinamida (1:1); 5. mistura de roxadustate e
picolinamida (1:2); 6. Mistuta de roxadustate e picolinamida (1:3); 7. Picolinamida, II, § = 10 °C/min.

As experiéncias de cristalizacio em solu¢do, com semente do co-cristal obtido por
mecanoquimica (descritas na secgao 3.2.1) ndo resultaram em formacgao de co-cristal puro, nem na

obtencao de mono-cristais.

Roxadustate + pirazinamida

A investiga¢ao de uma mistura equimolar de roxadutate com pirazinamida, preparagao por
EAG, nio conduz a associagao supramolecular entre os compostos, como ¢ visivel nos espetros de
infravermelho representados na Figura 55. O espetro da mistura nao apresenta alteracdo, sendo a

soma das contribui¢oes dos compostos puros.
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Figura 55 — Espectros de infravermelho de: 1. roxadustate; 2. mistura de roxadustate e pirazinamida 1:1, obtida por
moagem; 3. pirazinamida, polimorfo a.

O comportamento térmico da mistura de roxadustate e pirazinamida foi analisada por DSC.
Na Figura 56 encontram-se os termogramas da mistura e dos compostos puros, roxadustate e
pirazinamida «. No termograma da pirazinamida, termograma 1, podemos observar uma transi¢ao
s6lido-solido a 152,0 °C, transicio do polimorfo o para ', seguida da fusio da a 188,8 °C, forma y.
A curva da mistura, curva 2, apresenta transicdes a 152 e 157 °C atribuiveis a fusio de misturas

eutécticas com diferentes polimorfos da pirazinamida.
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Figura 56 — Curvas de DSC de aquecimento para: 1. pirazinamida, a; 2. mistura roxadustate e pirazinamida (1:1); 3.

roxadustate. § = 10 °C/min.
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Roxadutate + Xantinas

Roxadustate + cafeina

O estudo exploratério do sistema roxadustate:cafeina comegou com a preparagdo de uma
mistura 1:1 por mecanoquimica nas condi¢oes que temos utilizados. Na figura 57 podemos ver que
o espetro da mistura, espetro 2, apresenta alteragdes relativamente aos espetros dos compostos
puros, espetros 1 e 3, referentes ao roxadustate e a cafeina, respetivamente. A mistura apresenta
alteracio da banda 1690 — 1630 cm referente a elongacio C=N que na mistura encontra-se
deslocada para 1706 cm™. Pode-se observar também alteragdes na banda de elongagio OH do
grupo carboxilico do roxadustate; a banda a 3076 cm™, no roxadustate, encontra-se deslocado para

3154 cm™ no espetro da mistura.
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Figura 57 — Espectros de infravermelho de: 1. roxadustate; 2. mistura de roxadustate e cafeina obtida por moagem na
proporcio 1:1; 3. cafeina, II.

O comportamento térmico da mistura, analisada por DSC, traduz-se no termograma
apresentado na Figura 58. A curva de aquecimento da cafeina, termograma 3, apresenta uma
transicao solido-solido a 147,2 °C, correspondendo a transicao da forma II para a forma I, seguida
de fusao a 2306,2 °C, forma I. A mistura, termograma 2, apresenta um pico endotérmico a (174,5 *
0,1) °C, correspondendo a fusio, com entalpia AwH = (55,4 + 2,6) k].mol". Um segundo pico de
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menor energia ¢ registado a T = (179,1% 0,2) °C com uma entalpia de fusaio AH = (2,0 £ 0,2)
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Figura 58 — Curvas de DSC de aquecimento para: 1. Roxadustate; 2. mistura roxadustate e cafeina (1:1); 3. cafeina, II.
B =10°C/min.

A mistura fol analisada por difragao de raios-X de p6 como forma de verificar a natureza da
mistura de roxadustate e cafeina. O difratogramas da mistura e dos compostos puros, roxadustate e
cafeina, encontram na Figura 59. Verifica-se o aparecimento de reflexdes no espetro da mistura,
espetro 2, nomeadamente a 10,1°, 25,0° e 26,6°, indicando que estamos na presen¢a de um novo
arranjo cristalino, como se espera quando ha formacao de co-cristal. De salientar que também ha
reflexdes que desaparecem, como ¢ o caso das reflexdes do difratograma do roxadutate, 1, a 16,3,

22.8° e 27.3° que nao se observam no espetro da mistura.
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Figura 59 — Difratogramas de raios-X de p6 experimentais para: 1. roxadustate; 2. mistura de roxadustate e cafeina (1:1);
3. cafeina, II.
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Novas misturas foram preparadas, com excesso de roxadutate e cafeina relativamente a
mistura equimolar. As misturas foram analisadas por difragdo de raios-X de pé e por DSC. Na
Figura 60 encontram-se o difratogramas de raios-X de p6 dos compostos puros e das misturas nas
diferentes propor¢oes. No difratograma 2, referente a mistura na proporcao (2:1), podem observar-
se reflexdes que se encontram ausentes na mistura (1:1), difratograma 3, indicando excesso de
roxadutate. Da mesma forma, no difratograma 4 correspondendo a proporc¢ao (1:2), podem-se

observar refelexoes indicando excesso de cafeina, polimorfo II.
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Figura 60 — Difratogramas de raios-X de p6 experimental para: 1. roxadustate; 2. misrura de roxadustate e cafeina (2:1);
3. mistura de roxadustate e cafeina (1:1); 4. misrura de roxadustate e cafeina (1:2); 5. cafeina, II.

o
©
c
)
T,..=236,2°C
5 Caf
-0 T __ =170,4°C
= 4 onset ' Roxa:Caf (1:2)
s
E 3 Tonser = 174,5°C Roxa:Caf (1:1)
=
2 T, =173,2°C
g 2 /.goxa:Caf (2:2)
—
1 Tonser = 223,5°C L
———— Roxa
r 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 61 — Curvas de DSC de aquecimento para: 1. roxadustate; 2. mistura de roxadustate e cafeina (2:1); 3. mistura de
roxadustate e cafeina (1:1); 4. mistura de roxadustate e cafeina (1:2); 5. cafeina, II, § = 10 °C/min.

Os termogramas das misturas nas propor¢oes (2:1) e (1:2), termogramas 2 e 4

respetivamente, Figura 61, apresentam um pico endotérmico abaixo da temperatura de fusiao do co-
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cristal, referente a fusio de uma mistura eutética, e um pico arrastado no termograma 2, referente a

fusao do excesso de roxadustate.

Roxadustate + teofilina

A analise por espetroscopia de infravermelho, da mistura de roxadustate e teofilina (1:1),
obtida por mecanoquimica, com adi¢ao de solvente, Figura 62, permite concluir que o espetro da
mistura ndo apresenta alteragoes, reletivamente aos compotos de partida, sendo a soma das

contribui¢des dos compostos puros.
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Figura 62 — Espectros de infravermelho de: 1. roxadustate; 2. mistura de roxadustate e teofilina obtida por moagem na
proporcao 1:1; 3. teofilina.
O termograma 2, Figura 63, correspondente a mistura, apresenta um pico unico endotérmico
a 191,9 °C, inferior as temperaturas de fusao dos compostos puros, e que ¢ atribuido a fusio de uma

mistura eutéctica. Podemos assim concluir, que nestas condi¢cdes, nao ha formacao de co-cristal

entre o roxadustate e a teofilina.
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Figura 63 — Curvas de DSC de aquecimento para: 1. teofilina; 2. mistura roxadustate e teofilina (1:1); 3. roxadustate. § =
10 °C/min.

Roxadustate + acidos carboxilicos

Roxadustate + acido benzdico

A mistura equimolar de roxadustate e acido benzoico foi preparada por mecanoquimica em
moinho de bolas com adi¢ao de solvente. No espetro de infravermelho, Figura 64, nao é visivel
qualquer deslocamento das bandas observadas na mistura em relagao aos compostos puros, sendo o

espetro da mistura a soma das contribui¢bes dos compostos puros.
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Figura 64 — Espectros de infravermelho de: 1. roxadustate; 2. mistura de roxadustate e acido benzoico obtida por

moagem na proporcao 1:1; 3. acido benzdico.
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O termograma da mistura, Figura 65, apresenta um pico endotérmico a T'= 116 °C, inferior
a temperatura de fusdo dos compostos puros, e que ¢ atribuivel a fusdo de uma mistura eutéctica.

Pode concluir-se que, nas condi¢oes utilizadas, ndo ha formacao de co-cristal entre roxadustate e

acido benzdico.

@]
o
c
(¢}
3 T oo = 223,5°C L
o v
=
= \
: 2 Tonset :116’1 °C
E ——’_’//'\__————w./
o
©
1
. T, ..=1227 °‘j
[ T T T T T T T T T T T T T T T T
25 50 75 100 125 150 175 200 225
T/°C

Figura 65 — Curvas de DSC de aquecimento para: 1. dcido benzdico; 2. mistura de roxadustate e dcido benzdico (1:1); 3.

roxadustate. B = 10 °C/min.

Roxadustate + Acido tartarico

O estudo exploratorio efetuado para a mistura equimolar de roxadustate e acido tartarico nas
condig¢bes utilizadas neste trabalho permite concluir que, também com este acido nao ha formacao
de co-cristais. O termograma da mistura, curva 2, Figura 66, apresenta dois picos endotérmicos, um
a 165,7 °C e outro a 206,0 °C, correspondentes a fusio da mistura eutéctica e ao excesso do

roxadustate, respetivamente. O espetro de infravermelho, Figura 67, é a soma das contribui¢cbes dos

COmMPpOstos puros.
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Figura 66 — Curvas de DSC de aquecimento para: 1. acido tartarico; 2. mistura roxadustate e 4cido tartarico (1:1); 3.
roxadustate. 3 = 10 °C/min.
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Figura 67 — Espectros de infravermelho de: 1. roxadustate; 2. mistura de roxadustate e acido tartarico obtido por

moagem na proporcio 1:1; 3. 4cido tartarico.
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A Tabela 14 resume os resultados obtidos na pesquisa de co-ctistais de roxadustate.

Tabela 14 — Resultados obtidos na pesquisa de co-ctistais de roxadustate.

Co-formador Picolinamida Nicotinamida Isonicotinamida Pirazinamida
Co-cristal 1:1 X X X

Co-formador Cafeina Teofilina Acido Tartérico Acido benzéico
Co-cristal 1:1 X X X

X — Nio ocotreu formacio de co-cristal.

E interessante verificar que apenas se obtiveram co-cristais com a picolinamida, que a partida
seria, das piridinacarboxamidas, a menos provavel, e com a cafefna. Na picolinamida, espera-se que a
associa¢ao intermolecular envolvendo o azoto aromatico seja menos favorecida que nas restantes
piridinacarboxamidas. O sintado acido carboxilico...azoto aromatico foi identificado no co-cristal
com roxadustate (Figura 51), mas podera resultar, também, da associagdo entre moléculas do ativo.
A cafeina, como se referiu, ao contrario da teofilina, é apenas aceitador em ligaciao de hidrogénio.

Na formacgdo de co-cristais a associacdo na nova estrutura cristalina deve ser favorecida

relativamente 2 associagio dos compostos puros'>.
APl + co-formador () Z2YJ(APLn:co-formadotm)erist
Os valores das entalpias de sublimag¢ao, compilados para os varios co-formadores na Tabela
15, indicam as contribui¢Ges entalpicas para a energia de rede cristalinados co-formadores, inferiores

para a picolinamida e para a cafeina.

Tabela 15 — Entalpias de sublimac¢io dos co-formadores utilizados neste trabalho.

Co-formador AsaoHCmposic) /kJ.mol ™
Picolinamida 91,7
Nicotinamida 112,1
Isonicotinamida 109,5'%
Pirazinamida 112,6'
Cafeina, 1T 116-119'°
Teofilina, IT 1441%
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Este fato, conjugado com o efeito de competi¢oes na formacgao de sintdes supramoleculares,
menos importante no caso destes dois co-formadores, pode justificar o sucesso na sintese destes co-
cristais e o insucesso com os restantes co-formadores.

Este ¢ um tema que sera interessante investigar em trabalho futuro.
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5. Conclusao

Neste trabalho foi realizada a pesquisa de formas solidas dos ativos fenilbutazona e
roxadustate.

O estudo referente a fenibutazona incidiu, principalmente, na investigagao dos efeitos de
velocidades de aquecimento / arrefecimento na obtencdo de diferentes formas polimorficas e
também na caracterizagdao das formas obtidas por cristalizacdo a partir de diferentes solventes.

Estudos por calorimetria diferencial de varrimento a diferentes velocidades de aquecimento
/ arrefecimento, 8 = |2| °C/min, 8 = |10| °C/min e 8 = |20| °C/min, mostram que a velocidade
usada durante o aquecimento niao tem influéncia nos parametros termodinamicos da amostra de
partida, temperatura e entalpia de fusido, sendo observado um pico estreito, endotérmico, de alta
energia, referente a fusdo do polimorfo 8, a Tws = (105,9%0,2) °C com AwH = (27,0+1,1) kJ.mol ™.
Ja a velocidade de arrefecimento, nas condi¢des usadas, influencia claramente a natureza da amostra
solida que se obtém a partir do arrefecimento do fundido. O estudo por difracao de raios-X com
gradiente de temperatura vai de encontro aos dados obtidos por DSC.

A partir da cristalizagao do fundido foi possivel identificar, por imagens PLTM e por DSC, a
forma @ que funde a Ths ~ 95 °C, a forma 6 com Txs ~ 106 °C e uma terceira forma a Tr,s ~ 102°C.

A forma o foi obtida por cristalizagdo em etanol e metanol, com Ths ~ 93 °C. Outros
estudos seriam necessarios para confirmacao, mas imagens PLTM e DSC indicam formag¢ao de um
solvato de fenilbutazona por cristalizagio em diclorometano.

A pesquisa de polimorfos de roxadustate com recurso a cristalizacdo a partir de solventes,
com diferentes polaridades, nao conduziu com a identificagdo de novas formas sélidas, mas permitiu
obter mono-cristais a partir dos quais foi resolvida a estrutura cristalina por difragao de raios-X.
Nesta estrutura o roxadustate forma dimeros centro-simétrico entre dois grupos carboxilicos, através
de ligagdes de hidrogénio. Varios ensaios de co-cristalizagdo permitiram sintetizar co-cristais
roxadustate:picolinamida e roxadustate:cafeina, na proporcio (1:1). E importante referir que, entre
as piridinacarboxamidas, a picolinamida é a menos propensa a co-cristalizacao. O roxadustate forma
co-cristal com a cafefna e nido com a teofilina, embora estas duas substancias sejam muito
semelhantes a nivel molecular, com a diferenca de que a teofilina, ao contrario da cafeina, ¢ também
dador em ligacao de hidrogénio.

Os resultados globais desta pesquisa de co-cristais sao de grande utilidade para investigagao

futura de efeitos de competi¢ao entre sintoes na formagao de co-cristais.
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7. Apéndice
Apéndice I

Na Figura Al estao representados os espetros de infravermelho de sélidos obtidos por
cristalizagao da fenilbutazona em metanol e etanol, com evaporagao lenta do solvente, a partir de

duas solucoes diferentes de cada solvente.
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Figura Al — Espectros de infravermelho do sélido obtido por cristalizagiao de fenilbutazona em: 1. metanol (1* solugio);
2. metanol (2% solugdo); 3. etanol (1* solugdo); 4. etanol (2° solugio).

Na Figura A2 encontra-se imagens obtidas por PLTM no aquecimento do sélido obtido por

cristalizacdo da fenilbutazona em etanol.
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Figura A2 — Imagens obtidas por PLTM no aquecimento do sélido obtido por cristalizacio da fenilbutazona em etanol,
de 25°Ca 115 °C, § = 10 °C/min, amplia¢io 200x.

Na Figura A3 encontram-se imagens obtidas por PLTM no aquecimento do sélido obtido por
cristalizagdao da fenilbutazona em acetato de etilo, onde é possivel observar uma fusio com inicio a T

~ 95 °C seguida de recristalizacdo e nova fudo a T'~ 105 °C
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Figura A3 — Imagens obtidas por PLTM no aquecimento do solido obtido por cristalizagdo da fenilbutazona em acetato
de etilo, formato de placas, de 25 °C a 115 °C, B=10°C/min, ampliacio 200x.
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