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“What we know is a drop, what we don't know is an ocean.”

Isaac Newton
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Resumo

Esta dissertacédo teve como objetivo 0 estudo de cocristais com potencial para utilizagéo
em terapia dual, tendo-se, para isso, investigado os sistemas binarios constituidos por diflunisal,
um anti-inflamatério ndo esterdide, e isoniazida, um tuberculostético; diflunisal e etossuximida,
um anticonculsivante; assim como o sistema que junta dois anticonvulsivantes com mecanismos
de acao distintos, a lamotrigina e a etossuximida. O trabalho teve, ainda, como objetivo contribuir
para o conhecimento da estabilidade de cocristais na presenca de excipientes, um tema ainda
pouco estudado. Assim, investigou-se a compatibilidade dos cocristais obtidos com excipientes
cujas propriedades &cido-base sdo distintas além das fungfes farmacéuticas, em proporgoes
padrdo e em excesso, numa proporcao de 50 %.

O estudo realizado sobre os ativos puros permitiu identificar dois polimorfos da
etossuximida, um dos quais ndo se encontra ainda descrito na literatura.

Foi possivel realizar a transposicdo de escala para um cocristal ja estudado
anteriormente, DIF-ISO 1:1, através de cristalizacéo a partir duma solugéo equimolar em etanol,
com um rendimento de 66 %. Para o sistema diflunisal-etossuximida foi identificada uma mistura
eutéctica, composta maioritariamente por etossuximida. A investigacdo do sistema lamotrigina-
etossuximida conduziu & descoberta de um novo cocristal, na proporgéo de 1:1, obtido tanto por
NG como por LAG, assistida por etanol.

Os estudos de compatibilidade de ambos os cocristais com diferentes excipientes,
realizados com recurso a calorimetria diferencial de varrimento, permitiram concluir que a
incompatibilidade observada néo se deve ao carater acido/base, mas sim a miscibilidade em fase
liquida. Para que o cocristal ndo interaja com um excipiente, ambos 0s seus componentes tém
de ser compativeis com esse mesmo excipiente. O talco e o DCP foram os Unicos excipientes
que demonstraram compatibilidade com os cocristais, a altas temperaturas.

Em condi¢des aceleradas, 40 °C / 75 % HR, todos os APIs, exceto a etossuximida,
demonstraram ser estaveis durante um periodo de 45 dias. Ao fim de 3 meses, o cocristal DIF-
ISO 1:1 manteve-se estavel quando puro, e também na presenca de talco, DCP e manitol. O
cocristal LAM-ESM 1:1 também demonstrou ser estavel durante os 2 meses de estudos de

estabilidade, mesmo na presenca dos excipientes selecionados, o talco e o DCP.

Palavras-chave: cocristais farmacéuticos; terapia dual, excipientes; compatibilidade;

estabilidade.
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Abstract

This dissertation aimed to study cocrystals with potential for use in dual therapy, having
investigated the binary systems consisting of diflunisal, a non-steroidal anti-inflammatory, and
isoniazid, a tuberculostatic; difflunisal and ethosuximide, an anticonvulsant; as well as the system
that combines two anticonvulsants with different mechanisms of action, lamotrigine and
ethosuximide. The work also aimed to contribute to the understanding of the stability of cocrystals
in the presence of excipients, a topic that is not yet widely studied. Thus, the compatibility of the
obtained cocrystals with excipients whose acid-base properties and pharmaceutical functions are
distinct, in standard proportions and in excess, in a proportion of 50 %, was investigated.

The study carried out on the pure actives allowed the identification of two polymorphs of
ethosuximide, one of which is not yet described in the literature.

It was possible to scale-up a previously studied cocrystal, DIF-ISO 1:1, through
crystallization from an equimolar solution in ethanol, with a yield of 66 %. For the diflunisal-
ethosuximide system, a eutectic mixture was identified, mainly composed of ethosuximide. The
investigation of the lamotrigine-ethosuximide system led to the discovery of a new cocrystal, in a
1:1 ratio, obtained by both NG and LAG, assisted by ethanol.

Compatibility studies of both cocrystals with different excipients, carried out using
differential scanning calorimetry, allowed us to conclude that the observed incompatibility is not
due to the acid/base character, but to miscibility in the liquid phase. In order for the cocrystal not
to interact with an excipient, both its components must be compatible with that same excipient.
Talc and DCP were the only excipients that demonstrated compatibility with cocrystals at high
temperatures.

Under accelerated conditions, 40 oC / 75 % RH, all APIs, except ethosuximide, were
shown to be stable over a period of 45 days. After 3 months, the DIF-ISO 1:1 cocrystal was stable
when pure, and also in the presence of talc, DCP and mannitol. The LAM-ESM 1:1 cocrystal was
also shown to be stable during the 2 months of stability studies, even in the presence of the

selected excipients, talc and DCP.

Keywords: pharmaceutical cocrystals; dual therapy; excipients; compatibility; stability.
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Capitulo 1

Introducéo

1.1 Formas cristalinas multicomponente

Um composto no estado soélido é, em geral, qguimicamente mais estavel do que em
solucdo, pois a degradacdo deste é mais extensa e mais rapida [1]. Para além disso é
relativamente facil de preparar e € menos propicio a conter impurezas [2]. Deste modo, apesar
de se veicularem ativos em vérias formas farmacéuticas, as formulacdes sélidas sdo as
preferidas, pela grande adesao na pratica clinica e pelas vantagens na industria farmacéutica
[1].

Os ativos farmacéuticos (APl — Active Pharmaceutical Ingredient) podem existir sob véarias
formas cristalinas. Uma forma cristalina composta por apenas um componente pode apresentar
polimorfismo, ou seja, a capacidade de cristalizar em diferentes sistemas cristalinos [3]. Como,
frequentemente, as formas cristalinas do API apresentam baixa solubilidade aquosa, por vezes
€ necessario utilizar a sua fase amorfa, isto é, sem ordem de longo alcance, ou uma forma
multicomponente, se esta for mais solluvel. As fases cristalinas multicomponente incluem os

solvatos/hidratos, os sais e 0s cocristais, Figura 1, que podem ter, também, polimorfos [4].

= API

Amorfo Polimorfos .
= Solvente / Agua
“ - - <€ =Contra-ido
- \
- - \ - .- M = Coformador
j -\
Solvatos / Hidratos Sais Cocristais

Figura 1. Diferentes formas solidas de um API. Adaptado de [2].



Os solvatos sdo sélidos que possuem moléculas de solvente incorporadas na sua
estrutura cristalina. No caso de o solvente ser a agua, estes sdlidos sdo denominados hidratos.
Normalmente, estas moléculas de agua formam ligacbes de hidrogénio e ligacdes de
coordenacdo com o API. A presenca de moléculas de agua ir4 afetar a energia interna, a entalpia,
a entropia e a energia de Gibbs e, consequentemente, as propriedades fisico-quimicas como a
solubilidade, a velocidade de dissolucéo, a estabilidade e a biodisponibilidade do API [5].

Os sais farmacéuticos sao constituidos por um API ionizavel e um contra-ido molecular
ou atomico, numa estequiometria bem definida. Estes tém sido muito utilizados para aumentar a
solubilidade aquosa e, consequentemente, a biodisponibilidade oral do API, pelo que mais de 50
% dos farmacos disponiveis no mercado sdo comercializados nesta forma. Para além disto, os
sais sdo faceis de sintetizar e cristalizar [2].

Os cocristais podem ser classificados como moleculares ou idnicos se todos o0s seus
constituintes forem neutros ou se pelo menos um dos seus constituintes for iénico,
respetivamente [6]. Os cocristais moleculares sdo formados por dois ou mais compostos, cujas
interagdes intermoleculares observadas séo néo-idnicas, obtendo-se uma estrutura cristalina e
monofasica [4]. Os componentes do cocristal existem numa proporgéo estequiométrica definida
e sdo solidos, quando puros, a temperatura ambiente. Para que 0s cocristais possam ser
utilizados para fins farmacéuticos um dos seus constituintes deve mostrar atividade
farmacoldgica [6].

Uma vez que cada forma sélida apresenta diferentes propriedades fisico-quimicas, é
necessario encontrar a forma ideal de cada farmaco [4]. Apesar das suas vantagens, a
estabilidade dos solvatos a temperatura ou humidade elevadas podera ser um problema. A
utilizacdo dos sais na industria farmacéutica também estd comprometida, pois para que seja
possivel obté-los é necessario que o API utilizado seja ionizavel. Por outro lado, os cocristais
ndo apresentam estas limitacdes e podem ser sintetizados utilizando coformadores selecionados
pelas abordagens utilizadas na engenharia de cristal [7].

Embora os cocristais mostrem uma importancia crescente na industria farmacéutica,
ainda héa vérios desafios a serem ultrapassados, como a estabilidade do proprio cocristal na
presenca de excipientes, a formulacdo de farmacos para uso oral e a sua producdo em larga

escala [7].
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1.2 Cocristais e a industria farmacéutica

Ao longo dos ultimos anos, o desenvolvimento de sistemas de vetorizagdo de farmacos
para os seus locais terapéuticos de forma mais eficaz tem consumido bastantes recursos. A
industria farmacéutica desenvolve medicamentos sob as formas sdélidas, semi-sélidas e liquidas.
A maioria dos farmacos sdo administrados por via oral e na forma sélida, pois sdo mais faceis
de preparar, mais estaveis e utilizam tecnologia mais econémica [8]. No entanto, perto de 40 %
apresentam baixa solubilidade aquosa, nimeros estes que atingem os 70 a 90 % nos candidatos
a medicamentos na fase de pesquisa e desenvolvimento, o que pode fazer com que estes nao
atinjam as etapas dos ensaios clinicos [9].

Os cocristais farmacéuticos combinam caracteristicas do farmaco utilizado com o
coformador, ligados, normalmente, por pontes de hidrogénio na rede cristalina obtendo-se,
assim, um novo composto supramolecular com o objetivo principal de melhorar as propriedades
do API. A escolha do coformador mais adequado ndo é facil, no entanto, a descoberta e
classificacdo de sintdes supramoleculares relevantes € um desafio interessante nesta area. A
descoberta de que quanto maior for o comprimento da cadeia carbonada do coformador, menor
serd a solubilidade do cocristal também veio ajudar a reduzir a lista de coformadores possiveis.
Para além disto, o coformador devera ser farmaceuticamente aceitavel e devera ter um baixo
custo, baixo peso molecular e varios locais de ligacao ao APl com capacidade de formar fortes
interacdes intermoleculares [10].

Deste modo, 0s cocristais sdo uma boa aposta no que toca a preparacdo de novos
medicamentos, pois é possivel modificar as propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas dos
ativos como a solubilidade aquosa e a velocidade de dissolugdo, a permeabilidade, a
biodisponibilidade, a morfologia e o tamanho das particulas, a compactacéo, o ponto de fusdo e
a higroscopicidade [11]. Para além do que ja foi mencionado, os cocristais tém um baixo custo
de producgédo, um baixo risco de toxicidade e alta eficicia. Estes, também, apresentam uma maior
diversidade relativamente as formas cristalinas de um (nico componente no que toca a
composicao e as propriedades, sendo que 0s cocristais ibnicos S840 0S menos propensos a serem
afetados pelo solvente e os que mais tendem a proporcionar grandes variagdes de propriedades
fisico-quimicas [10, 12].

Para que um cocristal dé origem a uma nova forma farmacéutica é necessario percorrer

8 estagios que vao desde o design e selecdo do coformador, passando pela descoberta do
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cocristal, a caracterizacdo, o estudo das suas propriedades fisicas e quimicas, o estudo da
farmacocinética, a sua formulagdo, producéo em larga escala, até a sua aprovagao regulatoria
[7].

O Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (BCS) ordena os compostos em quatro
classes distintas de acordo com a sua solubilidade aquosa e permeabilidade gastrointestinal,
Figura 2. Este sistema relaciona a dissolucéo in vitro com a biodisponibilidade in vivo, o que leva
a uma reducéo dos custos e do tempo gasto no desenvolvimento de novos medicamentos [13].
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Figura 2. Representagdo esquemética do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica.

Os farmacos com alta solubilidade aquosa e permeabilidade membranar pertencem a
classe I. Estes sdo os que possuem uma absorcéo ideal. Na classe Il encontram-se os ativos
com baixa solubilidade aguosa e alta permeabilidade, sendo esta a classificacéo de cerca de 90
% dos novos farmacos [10]. No caso dos farmacos da classe Ill a solubilidade é alta e a
permeabilidade é baixa. Os farmacos da classe IV apresentam baixa solubilidade e baixa
permeabilidade, pelo que a sua biodisponibilidade oral € bastante limitada.

Uma das caracteristicas mais importantes de um farmaco é a sua biodisponibilidade, pois
se esta for muito baixa o medicamento pode ser ineficaz, mas se for muito alta 0 medicamento
pode tornar-se toxico. Assim, a biodisponibilidade € um dos paréametros farmacocinéticos mais
estudados para os cocristais farmacéuticos.

O cloridrato de fluoxetina, Prozac®, é um antidepressivo que pertence a classe | do

Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, ou seja, apresenta alta solubilidade aquosa e alta
6



Capitulo 1 - Introducao

permeabilidade. Apds investigacao foi demonstrada a existéncia de cocristais de cloridrato de
fluoxetina com acido benzéico, acido fumarico e 4cido succinico, cuja velocidade de dissolugao
diminuiu em cerca de 50 %, praticamente nao sofreu alteracdes e foi cerca de trés vezes maior
que a do sal cloridrato do API, respetivamente [14].

A furosemida, um anti-hipertensor, pertence a classe IV do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica, isto é, a sua biodisponibilidade oral € limitada pela baixa solubilidade aquosa e
baixa permeabilidade. Estudos varios relatam a existéncia de trés cocristais deste APl com maior
solubilidade (11, 7 e 6 vezes maior), taxa de dissolucdo (2 vezes maior) e estabilidade que a
furosemida [15].

Se os dois componentes do cocristal forem ativos farmacéuticos, ha a possibilidade de
utilizacdo da forma sélida para terapia dual. A combinagéo de varios farmacos numa Unica forma
farmacéutica sélida permite diminuir a quantidade de comprimidos que o paciente tem de tomar,
0 numero de prescri¢cdes, os custos de fabrico e ajuda na gestdo de farmacos ja existentes. O
efeito sinérgico e/ou aditivo, a melhoria da solubilidade e da dissolu¢éo, de pelo menos um dos
compostos, a melhoria da biodisponibilidade e a estabilidade de compostos instaveis devido as
interagdes intermoleculares realizadas sdo algumas das vantagens que um cocristal formado por
dois APIs, pode proporcionar. Apesar das suas vantagens, a investigacao de cocristais com dois
APls ainda é pouco extensa [16].

Cocristais de sildenafil-aspirina apresentaram uma velocidade de dissolugéo intrinseca
superior a do citrato de sildenalfil, ingrediente ativo do Viagra®. Este cocristal podera permitir a
realizacdo de uma terapia dual no tratamento da disfungéo erétil em pacientes com problemas
cardiovasculares [17].

Indicado para o tratamento da insuficiéncia cardiaca crénica sintomética com fracéo de
ejecdo reduzida em adultos, o cocristal composto por sacubitril, valsartan dissddico e agua
apresenta uma melhoria significativa na mortalidade e a toleréncia do paciente a este cocristal é
semelhante & do enalapril. Atualmente € comercializado sob o nome de ENTRESTO™ [7, 18].

O cocristal de cloridrato de tramadol-celecoxib, na propor¢cédo de 1:1, foi desenvolvido
para o tratamento da dor, encontrando-se na fase Il dos ensaios clinicos. Através de estudos de
dissolucéo foi possivel perceber que este cocristal melhora o perfil de libertagéo do tramadol e
do celecoxib, apresentando, assim, potencial para melhorar a seguranca e eficacia das terapias

ja existentes [19].



Dos exemplos anteriores € possivel perceber como um cocristal pode modificar as

propriedades de um APl de modo a que a sua biodisponibilidade oral seja incrementada.

1.3 Excipientes e a industria farmacéutica

As formas farmacéuticas sdo, geralmente, compostas pelo APl e por compostos
adicionais, os excipientes, que irdo auxiliar a preparacédo e a libertacdo do mesmo da forma
pretendida [20]. Deste modo, um dos fatores mais importantes no desenvolvimento de novos
medicamentos € a escolha dos excipientes. Os excipientes sdo substancias materiais inativas,
ou seja, componentes sem atividade terapéutica que sao adicionados intencionalmente ao API
de modo a obter a forma farmacéutica desejada [7]. No entanto, dependendo das suas
propriedades fisicas e quimicas podem interagir com os farmacos afetando o modo como se
desintegram, a sua dissolucéo, a vida util e, consequentemente, a sua eficacia, pelo que a sua
escolha é um passo bastante importante [21]. Os excipientes podem ser naturais, sintéticos ou
semi-sintéticos e tanto podem ser moléculas organicas ou inorganicas simples como complexas
[22].

Com base no papel que o excipiente desempenha na formulag¢éo, nas interagfes que
realiza e nas propriedades fisico-quimicas € feita a sua classificacdo. Estes podem melhorar a
solubilidade, a biodisponibilidade oral e a estabilidade do API, manter o pH e a concentracdo
osmotica das formulagdes liquidas e regular a resposta imunogénica. Para além disto, podem
ainda atuar como diluentes, aglutinantes, desintegrantes, lubrificantes, espessantes e

edulcorantes, entre outros, Tabela 1 [22].
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Tabela 1. Alguns exemplos de excipientes farmacéuticos e sua funcéo. Adaptado de [23].

Tipo de Excipiente Funcao Exemplo
Edulcorantes Tornar o sabor do farmaco mais agradavel Manitol
Sacarose
Antiaderentes Auxiliar na formacdo dos comprimidos Talco
Lubrificantes lubrificando a mistura de pés MgSte
Antioxidantes Prevenir aNdetenora(;ao das preparacdes Acido ascérbico
por oxidacao

. : . FD&C Azul N.° 2

Corantes Tornar o fArmaco mais apelativo

Eritrosina

Desintegrantes

Promover a quebra do comprimido apés a
toma

Alginato de so6dio
Croscarmelose de soédio

Manitol
Diluentes Aumentar o volume das formulacdes MCC
DCP
. Conferir a adeséo do farmaco em p6 e das Acido alginico
Ligantes A :
restantes substéncias Lactose monohidrato
Dissolver, suspender ou emulsionar o Etanol
Solventes , ~ P . .
farmaco na preparacgéo de liquidos Oleo de amendoim
Conferir resisténcia a mudanca de pH Acido adipico

Agente tampé&o

apos a diluicdo ou adicdo de acidos/bases

Acido itacénico

O excipiente selecionado deve ser adequado a forma farmacéutica pretendida, estar em

conformidade com a regulamentacéo e ser facil de obter e trabalhar. Assim, alguns dos fatores
decisivos para a escolha de um excipiente sdo o uso pretendido, a quantidade necessaria, as
condigbes ambientais a que irdo estar sujeitos, a toxicidade e a sua origem [24].

As formas sélidas sao desenvolvidas sob a forma de capsulas ou comprimidos, sendo
gue dentro dos comprimidos temos os de libertacdo rapida e os de libertacdo controlada. Nas
formas farmacéuticas em capsula, o API e os excipientes sao colocados dentro de um invélucro
de gelatina mole ou dura. Uma vez que ndo necessitam de compactacdo, estas formulacdes
tendem a ser mais simples, podendo necessitar apenas de um excipiente que promova um
melhor escoamento do APl ou de um diluente para ocupar o volume livre da capsula. Ao
comprimir o API e os excipientes, de forma simples ou em camadas, obtém-se os comprimidos
que, por norma, necessitam de um maior niumero de excipientes [20].

Em formas farmacéuticas de libertacdo rapida, as interacdes fisicas ou quimicas entre o
APl e os excipientes sdo prejudiciais, pois a natureza dessas interagfes podera afetar a
estabilidade e a qualidade da forma farmacéutica. Por outro lado, nas formas soélidas de
libertacdo controlada é necessario que haja interagbes entre o API e 0s excipientes, pois esta

libertacdo apenas € alcangada usando as propriedades dos excipientes [20].



O interesse dos cocristais na area farmacéutica tem vindo a aumentar devido ao facto de
estes poderem ser utilizados como ativos, pois as suas propriedades fisico-quimicas podem ser
bastante interessantes. No entanto, para se obter uma nova forma farmacéutica € necessario
percorrer varios estagios, geralmente de longa duragao temporal.

Um dos estagios de desenvolvimento de cocristais farmacéuticos € a sua formulagéo, ou
seja, a sua compatibilidade com os excipientes e a sua estabilidade ao longo de todo o processo
de obtencdo de um novo medicamento e também no armazenamento. Uma vez que 0s
excipientes podem conter grupos capazes de formar ligagbes de hidrogénio e, uma vez que 0s
cocristais sdo, normalmente, formados por estas mesmas ligacbes, a sua estabilidade na
presenca de excipientes podera estar comprometida. Ainda existem poucos estudos sobre este
tema, mas prevé-se que estes venham a aumentar dado ser uma parte essencial do processo
de desenvolvimento de medicamentos [7].

O cocristal de cafeina-acido oxalico foi armazenado a temperatura ambiente / 98 % de
humidade relativa (HR) durante 7 semanas, ndo se verificando a sua dissociacéo, tal como ja
havia sido relatado em estudos anteriores. Deste modo, juntou-se este cocristal a diversos
excipientes para avaliar a sua estabilidade, tendo-se verificado que este acaba por se dissociar.
Pressupfs-se, entédo, que esta dissociacdo tenha ocorrido devido a adsorgédo de agua que acaba
por solubilizar o cocristal e 0 excipiente, seguida de transferéncia de protdes do acido oxalico
para o excipiente, terminando com a formacéo de sais metalicos e um hidrato de cafeina. Deste
modo, é sugerido que se utilizem excipientes neutros aquando da formulagdo deste cocristal [25].

Comprimidos contento o cocristal de teofilina-acido glutarico mantiveram-se estaveis
durante 2 semanas em condi¢cdes de estabilidade acelerada, 40 °C / 75 % HR. No entanto,
verificou-se a dissociacdo do cocristal quando comprimidos contendo este cocristal e excipientes
foram armazenados, nas mesmas condi¢cdes, obtendo-se a forma anidra da teofilina. Dos
resultados, concluiu-se que a dissociacdo do cocristal € mediada pela agua e que as
propriedades dos excipientes como, por exemplo, a higroscopicidade e a capacidade de se
ionizar, influenciaram a estabilidade do cocristal, pois excipientes sem tendéncia para captar
agua e neutros, como a lactose monohidrato, ndo provocam a dissocia¢cao do mesmo, tal como
relatado no estudo descrito anteriormente [26].

Numa investigacao realizada mais tarde, pelo mesmo grupo, foi novamente estudada a
estabilidade de cocristais de teofilina com &cido glutérico, mas também com isonicotinamida e
com benzamida, coformadores &cido, basico e neutro, respetivamente, na presenca de Varios
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excipientes. Pretendia-se, assim, avaliar o papel das propriedades do coformador e do excipiente
na sua estabilidade. Para isso utilizaram-se excipientes acidos, basicos e neutros, pertencentes
a varias categorias. Em condi¢oes aceleradas de estabilidade, 40 °C/ 75 % HR, os comprimidos
contendo os cocristais de teofilina com acido glutarico e de teofilina com isonicotinamida, ambos
na proporgdo de 1:1, permaneceram estaveis ap0s uma semana de armazenamento, mas na
presenca de excipientes basicos e acidos, respetivamente, sofreram dissociacdo mediada pela
agua, tendo-se identificado o produto da reacao por difracdo de raios-X de pd4. Por outro lado,
nas mesmas condi¢cbes de armazenamento, os comprimidos do cocristal de teofilina com
benzamida na presenca e auséncia de excipientes ndo houve dissociagdo, mas ocorreu uma
transformacao polimorfica. De acordo com os resultados, foi demonstrado que cocristais com um
coformador bésico sofram dissociacdo mediada por dgua na presenca de excipientes acidos;
cocristais com um coformador &cido sofram dissociacdo mediada por agua na presenca de
excipientes basicos; e cocristais com um coformador neutro s8o estaveis na presenca de
excipientes acidos e basicos. Se o cocristal se tornar altamente sollvel devido ao coformador,
também ir4 haver uma tendéncia para a ocorréncia de dissociacdo na presenca de excipientes
neutros [27].

Foi investigada a compatibilidade e a estabilidade do cocristal brexpiprazol-catecol na
presenca de excipientes utilizados na formulacdo de brexpiprazol, REXULTI®, na propor¢éo de
1:1. Os estudos de estabilidade foram realizados durante 1 més a 40 °C / 75 % HR e
acompanhados por difragdo de raios-X de pé (XRPD) e calorimetria diferencial de varrimento
(DSC). Por DSC concluiu-se que o cocristal brexpiprazol-catecol mantém-se estavel na presenca
de celulose microcristalina (MCC), diéxido de titanio, 6xido de ferro e amido, pois as curvas
apresentam apenas um pico endotérmico. Para além disto, este cocristal também mostrou ser
mais estavel que o brexpiprazol com o PVP [28].

Outros estudos demonstraram, por exemplo, que o co-cristal de ertugliflozina com acido
L-piroglutamico, na proporgédo de 1:1, em condi¢des de temperatura e humidade relativa elevada,
€ estavel, mas na presenca de alguns excipientes sofre dissociacdo. Os excipientes utilizados
encontram-se divididos em quatro categorias: acidos e higroscopicidade baixa (categoria 1),
acidos e higroscopicidade alta (categoria 2), basicos e higroscopicidade baixa (categoria 3) e
béasicos e higroscopicidade alta (categoria 4). Os resultados revelaram que existe uma relacdo
entre o carater 4cido/base e a higroscopicidade dos excipientes com a dissociagdo do cocristal

e o0 aparecimento da forma amorfa da ertugliflozina. Apés a realizagcéo de estudos acelerados de
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estabilidade, 40 °C / 75 % HR, durante 4 semanas com comprimidos revestidos do cocristal com
silica hidrofébica e acido citrico, um agente de carater acido, ndo se verificou dissociacdo. Assim,
concluiu-se que excipientes basicos tém tendéncia a induzir a dissociacdo de cocristais com
coformadores &cidos. Para além disso, o revestimento de comprimidos de cocristal com silica
hidrofébica e um modificador de pH poderéa ser a melhor forma de obter-se formulag6es soélidas
mais robustas [29].

Num trabalho mais recente, sobre este tema, foi estudado o efeito da moagem de 11
cocristais e um sal da clorotiazida na presencga do excipiente polivinilpirrolidona (PVP) e da MCC.
Verificou-se que todos o0s cocristais, exceto o de clorotiazida-propionamida e clorotiazida-
acetamida, sdo estaveis aquando da moagem com 0s excipientes na proporcédo de 1:1. Para
além disso, ao moer o APl com o coformador na presenca de PVP e MCC foi possivel formar 8
dos cocristais e 0 sal em estudo. Foi ainda estudada a estabilidade e formagéo de clorotiazida-
carbamazepina, clorotiazida-nicotinamida e hidroclorotiazida-nicotinamida na presenca dos
excipientes hidroxipropilcelulose, a-lactose, acido deoxicélito e taurocolato de so6dio. No total
foram identificados 13 cocristais que poderiam dar origem a formulagdes adequadas. Os estudos
de estabilidade foram realizados a 20 °C / 56 % de humidade relativa (HR) e acompanhados por
andlises de difracéo de raios-X de p6 apos 7, 14 e 30 dias. Concluiu-se, assim, que a estabilidade
de um cocristal ou a sua dissociagdo, durante ou apds a formulag¢éo, depende da cinética de
conversao, contando, também, com a energia de interacdo dos sintdes presentes nos cocristais
e a competicdo entre as interacdes API-coformador e coformador-excipientes, sendo estes dois

aspetos importantes para a obtencdo de cocristais farmacéuticos [30].

1.4 Ativos farmacéuticos investigados neste trabalho

1.4.1 Diflunisal

O diflunisal (DIF), Figura 3, um anti-inflamatério ndo esterodide, é um derivado do acido

salicilico, com pKa = 3,3 [31]. Tem propriedades anti-inflamatérias, antipiréticas e analgésicas. A

N e
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processo inflamatorio. Este farmaco é utilizado no tratamento da dor, de distensdes, de entorses
e da osteoartrite [32].

Até a data encontram-se descritas cinco formas polimérficas do diflunisal, I-V. Cotton e
Hux descreveram a existéncia das formas polimérficas I, Il e Il [31], Martinez-Oharriz et al.
descreveram a forma IV [33] e Perlovich et al. descreveram a forma V [34]. No entanto, apenas
se encontram resolvidas as estruturas das formas | e Ill por Cross et al. [35] e da forma V por
Kim et al. [36].

OH

F Q O "

F

Figura 3. Estrutura molecular do diflunisal.

S&o varios os estudos que relatam a existéncia de cocristais com diflunisal. Evora et al.
sintetizaram, pela primeira vez, o cocristal diflunisal-pirazinamida 1:1, por trés métodos
diferentes: annealing de uma mistura fisica a 80 °C, annealing a temperatura ambiente de uma
mistura de baixa cristalinidade obtida por moagem sem solvente e moagem assistida por liquido
[37].

Cocristais de diflunisal com nicotinamida e isonicotidamida, ambos na proporcéo de 2:1,
foram obtidos por Wang et al. através de cristalizacdo em solu¢éo usando etanol como solvente.
A velocidade de dissolucéo e a solubilidade aguosa de ambos os cocristais sdo superiores a do
API puro [38]. Evora et al. também confirmou a existéncia do cocristal diflunisal-nicotinamida 2:1
por moagem assistida por liquido, verificando que este cocristal apresenta uma velocidade de
dissolucao intrinseca superior a do diflunisal puro em cerca de 20 % [39]. O mesmo grupo
confirmou ainda a existéncia do cocristal diflunisal-isonicotinamida 2:1 e obteve o cocristal
diflunisal-picolinamida, na propor¢cdo de 1:1, aquando do estudo do DIF com
piridinacarboxamidas isoméricas. Através do diagrama sélido-liquido foram ainda identificadas
duas misturas eutéticas com possiveis aplicacdes farmacéuticas [40].

Surov et al. obtiveram cocristais de diflunisal e diclofenac com teofilina, ambos na

propor¢cdo de 1:1, tendo a sua estrutura sido resolvida. Os dois cocristais foram armazenados
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em diferentes condicBes de humidade relativa, demonstrando serem estaveis. Para além disto,
exibiram maior solubilidade quando comparados com o respetivo APl puro e, apesar de a
velocidade de dissolucéao intrinseca do cocristal diflunisal-tecfilina ser semelhante a do DIF, a do
cocristal diclofenac-teofilina é cerca de 1,3 vezes superior a do API correspondente [41].

Num estudo realizado por Veverka et al. obtiveram-se cocristais de quercetina com 22
coformadores, de entre os quais o diflunisal (1:1). No entanto, ao serem realizados testes de
estabilidade este ndo demonstrou ser estavel [42]. De modo a controlar o habito cristalino do
diflunisal, Pallipurath et al. identificaram 8 novos cocristais com este API e resolveram trés
estruturas cristalinas [43].

Relativamente a estabilidade do diflunisal na presenca de excipientes, Martinez-Oharriz
et al. investigou dispersdes sélidas de diflunisal-polietilenoglicol preparadas através de diferentes
métodos. Assim, concluiu-se que se obtém a forma | quando a concentracdo de polietilenoglicol
€ baixa e a forma lll quando a concentragéo deste excipiente é mais elevada [44]. Mandal et al.
verificaram que ndo ha interacéo fisica nem quimica significativa entre o API e o alginato de
célcio, pelo que este pode ser utilizado como vetor na libertagdo controlada [45]. Foi estudada
por Kaur et al. a compatibilidade de excipientes lipidicos como o behenato de glicerilo, o palmitato
de cetilo, o acido esteérico, 0 monoestearato de glicerilo e o 6leo de ricino hidrogenado com o
diflunisal e todos foram considerados adequados para o desenvolvimento de nanoparticulas
lipidicas soélidas [46].

O diflunisal esta inserido na classe Il do BCS, uma vez que a sua biodisponibilidade oral

¢ limitada pela baixa solubilidade aquosa [47].

1.4.2 Lamotrigina

A lamotrigina (LAM), Figura 4, um derivado da feniltriazina, € um agente
anticonvulsivante, sendo também utilizado como estabilizador de humor em pacientes com
transtorno bipolar. Este farmaco atua como anticonvulsivante através do bloqueio dos canais de
sédio dependentes de voltagem, o que se traduz na nao libertacdo de neurotransmissores

excitatorios. Relativamente ao transtorno bipolar, o seu mecanismo de acao podera ser a inibicao
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dos canais de sodio e calcio dos neurdnios pré-sinapticos e, posteriormente, a estabilizacdo da
membrana neuronal [48, 49].

Apenas é conhecida uma estrutura cristalina da lamotrigina, tendo esta sido resolvida por
Sridhar e Ravikumar [50].

NH,

N

v

Cl Cl

Figura 4. Estrutura molecular da lamotrigina.

Cheney et al. relataram 10 novas formas de cristais de lamotrigina entre as quais se
encontram os cocristais lamotrigina-metilparabeno 1:1 na forma | e Il e lamotrigina-nicotinamida
1:1 na forma anidra e monohidratada [51], tendo sido confirmada a existéncia destes dois Ultimos
por Chadha et al. [52]. Mais tarde, foram descobertos por Leksic et al. os cocristais lamotrigina-
ftalimida 1:1, lamotrigina-isoftaldeido 1:1, lamotrigina-diimida piromelitica 1:1 e lamotrigina-
cafeina 2:1, estando os ultimos dois solvatados por dimetilformamida e 3-pentanona,
respetivamente [53].

Quatro novas formas de lamotrigina foram relatadas por Thipparaboina et al., sendo uma
delas o cocristal lamotrigina com vanilina que possui uma maior velocidade de dissolugdo quando
comparada com o APl puro [54]. Ao juntarem dois anticonvulsivantes, a lamotrigina e o
fenobarbital, Kaur et al. obtiveram um novo cocristal com uma solubilidade e velocidade de
dissolucgéo intrinseca mais baixas que as dos APIs puros. Tal facto pode dever-se ao aumento
das interacdes [55]. Estudos realizados por Du et al. deram origem a cocristais de lamotrigina
com os isomeros 4,4’-bipiridina e 2,2’-bipiridina por moagem sem solvente e assistida por liquido
[56].

Numa investigacdo realizada por Chappa et al. verificou-se que o0s cocristais de
lamotrigina com &cido maleico e &cido maldnico, quando comparados com o API puro,
apresentam maior solubilidade e velocidade de dissolucao intrinseca [57]. Através da moagem

assistida por liquido e cristalizacéo, Kuang et al. sintetizaram o cocristal lamotrigina-ftalimida e o
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cocristal monohidratado lamotrigina-succinimida e resolveram as suas estruturas cristalinas.
Ambos 0s cocristais sdo estaveis com 85 e 98 % de humidade relativa [58].

Evora et al. sintetizaram dois novos cocristais de lamotrigina com teofilina e
isonicotinamida sendo que o primeiro se transforma num monohidrato aguando da realiza¢do de
testes de estabilidade acelerados durante 2 meses, tendo sido possivel resolver a sua estrutura
cristalina. Foi também confirmada a existéncia do cocristal lamotrigina-nicotinamida 1:1 e
lamotrigina-cafeina 2:1 [59]. A existéncia do cocristal monohidratado de lamotrigina com teofilina
foi confirmada por Kuang et al. e um novo cocristal do mesmo API com glutarimida foi sintetizado
e caracterizado por difracdo de raios-X de monocristal. Este Ultimo cocristal apresenta maior
velocidade de dissolucéo que o cocristal monohidratado, mas menor estabilidade. Ainda assim,
a estabilidade dos cocristais é superior a do API puro a 25 °C e 98 % de humidade relativa [60].

Um estudo realizado por Parezanovic et al. a formula¢gbes de lamotrigina de libertacdo
rapida, dentro do prazo de validade e expirados ha 10 anos, demonstrou que o contetddo do
comprimido ndo sofreu alteracdes significativas, mas que a velocidade de dissolu¢do dos
comprimidos expirados diminuiu. Deste modo, concluiu-se que esta alteracdo se deva a
interagdo do APl com um ou varios excipientes presentes na formulagéo [61].

A lamotrigina pertencem a classe Il do BCS, ou seja, a sua biodisponibilidade oral é

limitada pela baixa solubilidade aquosa [47].

1.4.3 Isoniazida

A isoniazida (1SO), Figura 5, é um derivado sintético do acido nicotinico (vitamina B). E
agente antibacteriano muito utilizado no tratamento da tuberculose. Este farmaco inibe a sintese
de acidos micdlicos e &cidos nucleicos nas bactérias [62].

Apesar dos varios estudos realizados, apenas era conhecida uma forma polimérfica da
isoniazida, tendo-se concluido que esta deveria ser realmente monomorfica [63]. L. H. Jensen
[64] e Bhat et al. [65] obtiveram a estrutura cristalina deste polimorfo a temperatura ambiente e
A. Lemmerer obteve a -100,15 °C [66]. No entanto, em 2020, Keke Zhang et al. descobriram dois
novos polimorfos metaestaveis deste composto através da cristalizacéo a partir do fundido e de
nanoconfinamento, tendo conseguido resolver a estrutura de um deles, polimorfo Il [67].
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Figura 5. Estrutura molecular da isoniazida.

A isoniazida é um API bastante estudado no que toca a sua capacidade de formar
cocristais. Lammerer et al. sintetizaram cocristais de isoniazida com o &cido malo6nico, sucinico,
glutarico, adipico, pimélico, 4-hidroxibenzéico e 2,4-dihidoxibenzdico [68]. O mesmo grupo
desenvolveu também cocristais do mesmo APl com &cido 2-hidroxibenzdico [66] e com o acido
tereftélico através da cristalizacdo em solugdo e moagem assistida por liquido, estando a sua
estrutura resolvida [69]. Por outro lado, Aitipamula et al. obtiveram dois polimorfos de um cocristal
hidratado de isoniazida-acido 4-hidroxibenzéico, um polimorfo do cocristal isoniazida-acido
fumarico e cocristais ternarios de isoniazida com nicotinamida e acido fumarico ou acido sucinico
[70].

Grobelny et al. juntaram a isoniazida com o acido 4-aminossalicilico, tendo sido possivel
resolver a sua estrutura [71]. Sarcevica et al. obtiveram 4 novos cocristais ao juntar a ISO com
0s acidos benzéico, sebéacico, subérico e cinamico [72]. O mesmo grupo realizou ainda um
estudo com &cidos dicarboxilicos alifaticos (Cs-Cio), alguns deles ja referidos anteriormente,
sendo que nao obtiveram cocristal apenas com o acido azelaico (Cg) [73]. Anos mais tarde,
Mashhadi et al. sintetizou novos cocristais de isoniazida com derivados do &cido cindmico [74].

Quatro novos cocristais foram sintetizados por Swapna et al. com a ISO, mas com o0s
acidos vanilico, ferulico, cafeico e com a resorcina, sendo que todos eles, exceto o ultimo, sédo
estaveis durante 6 meses a 40 °C / 75 % de humidade relativa [75]. Um cocristal na forma anidra
e hidratada de acido géalico com isoniazida foi obtido por Kaur et al. [76]. A juncao do APl com os
acidos gélico, 2,3-dihidroxibenzéico, 3,5-dihidroxibenzdico e 3-dihidroxibenzdico por Mashhadi
et al. resultou na formacgéo de cocristais [77]. O cocristal resveratrol-isoniazida sintetizado por
Zhou et al. apresenta maior solubilidade aquosa, velocidade de dissolucdo intrinseca e
compressibilidade que o resveratrol puro [78].

Estudos realizados por Gopi et al. demonstraram que o cocristal de hidroclorotiazida-
isoniazida apresenta uma solubilidade semelhante a da hidroclorotiazida pura [79]. Diniz et al.
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descobriram 3 novos cocristais de isoniazida com os acidos 4-nitrobenzoico, 4-cianobenzobico e
4-aminobenzéico [80]. O cocristal 5-fluorocitosina e entacapone com isoniazida, ambos na
proporcdo de 1:1, foram desenvolvidos por Souza et al. [81] e Bommaka et al. [82],
respetivamente.

Apesar de tanto a baicaleina como a isoniazida apresentarem baixa capacidade de
compressao, o cocristal dos dois compostos obtido por Liu et al. apresenta boa compressibilidade
[83]. A luteolina monohidratada com a isoniazida da origem a um cocristal estavel, estudado por
Lou et al., e que apresenta solubilidade e disponibilidade oral mais elevada que a luteolina
monohidratada.[84] Foram também obtidos cocristais de isoniazida com &cido siringico e com a
guercetina por Yadav et al. [85].

O cocristal isoniazida-curcumina 2:1, sintetizado por Xuan et al., demonstra a utilidade
dos cocristais na libertagdo prolongada de farmacos [86]. Gonzalez-Gonzalez et al. juntaram a
isoniazida com o catecol, o orcinol, o 2-metilresorcinol, o pirogalol e o floroglucinol e obteram,
assim, 5 novos cocristais deste API [87]. Um cocristal de ISO com o 4cido gentisico e glicélico
foi reportado por Mashhadi et al. [88] e Alvarez-Vidaurre et al. [89], respetivamente.

A compatibilidade da isoniazida com dois excipientes, a celulose microcristalina e a
lactose, foi investigada por Lavor et al. através de calorimetria diferencial de varrimento. Os
resultados demonstraram que a isoniazida néo interage com a celulose microcristalina, mas
interage com a lactose, pois 0s eventos térmicos que ocorrem na mistura sao diferentes daqueles
que se verificam para o API puro [90].

A isoniazida pertence a classe Ill do BCS, pois possui alta solubilidade e baixa

permeabilidade [47].

1.4.4 Etossuximida

A etossuximida (ESM), Figura 6, tal como a lamotrigina, € um anticonvulsivante, mas com
um mecanismo de atuacao diferente, sendo utilizado em crises de auséncia. Atua reduzindo as

correntes de célcio de baixa voltagem do tipo T em neurénios talamicos [91, 92].
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Recentemente, Osiecka et al. relatam evidéncias de que a etossuximida apresenta dois
polimorfos, obtidos por cristalizacdo do fundido, com temperaturas de fusdo muito préximas uma

da outra, ndo sendo facilmente identificaveis [93].

ZT

H.C
3 CH,

Figura 6. Estrutura molecular da etossuximida.

A etossuximida pertence a classe Ill do BCS, ou seja, possui alta solubilidade e baixa
permeabilidade [47].

1.5 Objetivo

Um dos objetivos do trabalho apresentado nesta dissertacéo é investigar a formacgéo de
cocristais de diflunisal e de lamotrigina com potencial para utilizagdo em terapia dual.

O diflunisal é um anti-inflamatério ndo esterdide utilizado no tratamento de dor, pelo que
a sua associagao com outros ativos numa nova estrutura supramolecular pode ser de interesse.
Investigaram-se os sistemas diflunisal+isoniazida e diflunisal+etossuximida. A associagdo com
a isoniazida reveste-se de particular interesse, uma vez que um dos possiveis efeitos
secundarios da isoniazida é a dor articular [94], pelo que a sua associacdo com o diflunisal
podera ser util para minimizar esses mesmos efeitos. No caso do diflunisal com a etossuximida,
um anticonvulsivante, a sua associacao €, também, de interesse para pacientes que, para além
das crises de auséncia, apresentem dores como patologia.

A lamotrigina e a etossuximida sdo ambos anticonvulsivantes, no entanto, o seu
mecanismo de acdo é diferente. Deste modo, a associacdo destes compostos podera ser

potencialmente Gtil em terapia de dupla acéo.
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Pretendeu-se ainda avaliar a compatibilidade e estabilidade dos cocristais desenvolvidos
de diflunisal, um acido, e de lamotrigina, uma base, na presenca de excipientes comuns nas
formulacdes farmacéuticas, sendo este um estagio bastante importante e ainda pouco explorado
no caminho para o desenvolvimento de cocristais farmacéuticos. Assim, a investigacdo da
compatibilidade dos APIs com 0s excipientes selecionados é necesséria de modo a compreender
como estes interagem com o cocristal.

Selecionados os excipientes mais promissores, é indispensavel a realizacao de testes de

estabilidade dos APIs e dos cocristais na presenca de excipientes.
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Capitulo 2

Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Na Tabela 2 indicam-se os diferentes compostos utilizados no desenvolvimento deste

trabalho, fornecedor, grau de pureza, massa molar e temperatura de fusao.

Tabela 2. Compostos utilizados e propriedades fisico-quimicas dos mesmos.

Composto Fornecedor Pureza % M /g mol? Trs / °C Referéncias
DIF Sigma-Aldrich 99,0 250,20 210,0-211,0 [95]
LAM Jai Radhe 99,79 256,10 216,0-218,0 [95]
ISO Sigma-Aldrich >99,0 137,14 171,4 [95]
ESM Sigma-Aldrich >98,0 141,17 64,0-65,0 [95]
Manitol Scharlau 97,0-102,0 182,17 166,0-168,0 [96]
MCC Sigma-Aldrich - - 260,0-270,0 [96]
Talco Sigma-Aldrich - 379,27 800,0 [97]
Alginato de so6dio Sigma-Aldrich - - - -
MgSte Scharlau - 591,24 117,0-150,0 [96]
Lactose monohidrato Scharlau - 360,31 201,0-202,0 [96]
DCP Sigma-Aldrich 98,0-105,0 136,06 - -
CCs Merck - - - -
Acido adipico TCI >99,0 146,14 152,1 [96]
Acido itaconico TCI >99,0 130,10 162,0-164,0 [95]

Para os ensaios de moagem dos compostos para a preparagdo dos cocristais foi utilizada
a técnica de adicdo de liquido (solvente). Estes ensaios e a cristalizacdo em solug&o envolveram

a utilizacao de etanol puro a 99,8 %, do laborat6rio Fluka.
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2.2 Métodos
2.2.1 Preparacéo de cocristais

2.2.1.1 Mecanoguimica

A mecanoquimica € o home dado a rea¢des induzidas por energia mecanica, podendo
estas ocorrer de forma rapida através da moagem dos reagentes solidos com ou sem adi¢&o de
solvente [98].

A moagem, muito utilizada neste trabalho, tem tido uma importancia crescente na sintese
de cocristais [99]. Esta pode ser realizada manualmente ou com recurso a um moinho de bolas,
pois em ambos 0s casos 0s compostos sofrem agdo mecéanica, havendo introducdo de desordem
(amorfizacdo) e reducao do tamanho das particulas [98].

O processo mais simples de cocristalizacdo por mecanoquimica € a moagem sem
solvente (NG — Neat Grinding), no entanto, esta reagcdo nem sempre € completa [100]. Deste
modo, a moagem assistida por liquido (LAG — Liquid Assisted Grinding) tem demonstrado ser
uma boa alternativa, pois a adicdo de quantidades cataliticas de solvente pode acelerar a reacéo
e melhorar o seu rendimento, obtendo-se, também, um produto mais cristalino [98, 99]. A
aplicacao da moagem assistida por liquido pode, no entanto, levar a formacao de solvatos, pois
em alguns casos observou-se uma correlagédo entre a reatividade e a solubilidade do reagente
[98, 100].

Procedimento experimental:

As amostras foram obtidas utilizando o moinho de bolas Retsch MM400 com vasos de
moagem de 10 mL e duas esferas de 7 mm de didmetro, ambos de aco inoxidavel. Todas as
amostras foram sujeitas a frequéncias de 15 Hz e tempos de moagem de 30 minutos.

Os compostos DIF e ISO foram investigados com recurso a LAG e, no caso dos
compostos LAM e ESM, foi aplicada LAG e NG. As misturas DIF-ISO e DIF-ESM apenas foram
obtidas por LAG e NG, respetivamente, e as misturas LAM-ESM foram obtidas por ambos os

métodos, tendo-se utilizando uma massa total de, aproximadamente, 70 mg.
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No caso da moagem dos compostos LAM e ESM e do cocristal LAM-ESM 1:1 o
procedimento foi ligeiramente diferente, uma vez que a etossuximida apresenta uma temperatura
de fusdo muito baixa e essa temperatura € facilmente atingida no interior dos vasos. Assim, antes
de iniciar a moagem, foi necessario colocar os vasos no congelador, a T = -20 °C, durante 10
minutos e, durante a moagem, apds cada 5 minutos, os vasos eram colocados novamente no
congelador durante outros 5 minutos, até perfazer os 30 minutos de moagem. Deste modo foi

possivel baixar a temperatura o suficiente para que nao ocorresse a fusao da etossuximida.

2.2.1.2 Cristalizagc&o em solucéao

A cristalizacdo em solucéo é outro método utilizado para a obtencao de cocristais, quer
em processos de screening, quer para transposicdo de escala. Para aplicar este método é
necessario atingir a sobressaturacdo, podendo esta ser conseguida, por exemplo, através da
evaporagao do solvente ou do arrefecimento da solug&o [101].

No caso dos cocristais € necessario ter em consideragdo a concentracdo do API e do
coformador. Devido as diferencas de solubilidade entre o APl e o coformador, por vezes é
necessario recorrer a diagramas de fases ternarios, pois estes ddo informacdo sobre a
solubilidade de cada uma das fases solidas no solvente ou mistura de solventes e sobre as
regides de estabilidade termodindmica de cada forma sdélida, para uma dada pressdo e
temperatura [101, 102].

Na Figura 7 encontram-se representados exemplos de diagramas de fase ternarios
solvente (S) + ativo (A) + coformador (B), com formacdo de um cocristal de estequiometria
equimolar e soluc¢des saturadas do cocristal congruente (Figura 7a) e incongruente (Figura 7b).
No sistema congruente, o cocristal pode ser preparado a partir de solucbes de composicao
estequiométrica, 1:1, pois a sobressaturacéo é atingida através do aumento da concentracéao
dos reagentes ao longo da linha estequiométrica (pontos S-c-AB). Neste caso o APl e o
coformador apresentam solubilidades préximas e sdo mais solUveis no solvente do que o
cocristal (ponto c). Por outro lado, no sistema incongruente o API e o coformador tém diferentes
solubilidades, sendo a solubilidade do cocristal no solvente maior que a do componente A. Neste
caso, a utilizacao de solucbes de composicao estequiométrica pode nédo levar a cristalizacao do
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cocristal, mas sim de um dos componentes ou de uma mistura deste com o cocristal, pois a
sobressaturacdo € gerada em relagdo ao componente A ou ao componente A e ao cocristal.

Assim, é necessario utilizar solu¢cdes de composicao ndo estequiométrica [103].

() (b)

Figura 7. Representacdo esquematica de um diagrama ternéario: (a) congruente; (b) incongruente [103].

Procedimento experimental:

O cocristal diflunisal-isoniazida foi, inicialmente, obtido por mecanoquimica, que
originava, aproximadamente 50 mg por ensaio. De modo a obter-se quantidades mais elevadas
de cocristal para a preparacao das capsulas gelatinosas foi utilizada cristalizacdo em solugao,
apos escolha de um solvente apropriado, como € descrito na sec¢ao 3.2.1.2: num baldo de fundo
redondo dissolveram-se 800 mg de diflunisal e isoniazida, na proporgéo de 1:1 (mpr = 0,5169 g
e miso = 0,2833 g) em 10 mL de etanol. Esta mistura foi colocada em refluxo e sob agitacdo até
gue 0s compostos estivessem totalmente dissolvidos. Apds arrefecimento, até a temperatura
ambiente, a solucédo foi colocada numa camara frigorifica, a T = 7 °C, até ocorrer precipitacao,
tendo-se obtido cerca de 530 mg de material sélido.

De seguida procedeu-se a filtracdo do precipitado e, posteriormente, & sua secagem
numa estufa a 100 °C. De modo a uniformizar o tamanho das particulas de cocristal obtidas pela

cristalizagdo em solucédo, colocou-se a amostra no moinho de bolas com uma frequéncia de 15
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Hz, durante 10 minutos. O sélido obtido é o cocristal desejado, como confirmado por FTIR, DSC
e XRPD.

2.2.2 Caracterizacao de fases solidas

2.2.2.1 Espetroscopia de infravermelho

Para caracterizar as formas soélidas obtidas recorreu-se a espetroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier no modo reflexéo total atenuada (ATR-FTIR). Na espetroscopia de
infravermelho a radiag@o eletromagnética que incide na molécula em estudo encontra-se na
regido do infravermelho. A absorgédo deste tipo de radiagédo resulta na excitagdo de modos
vibracionais, se a energia da radiagéo for igual a diferenca de energia entre os niveis vibracionais.
Para que um modo seja ativo em infravermelho é necessario que a vibragéo esteja associada a
uma alteracdo do momento dipolar da molécula [104].

O principal componente do FTIR é o interferometro que funciona como um divisor de
feixe. Deste modo, metade do feixe proveniente da fonte incide num espelho fixo e a outra
metade num espelho movel e é refletida, criando-se interferéncias construtivas e destrutivas. A
radiacdo ja modulada passa pela amostra que a absorve seletivamente. Posteriormente, o
detetor regista a radiagdo como um interferograma e as informacdes ai contidas séo traduzidas
num espetro, através da transformada de Fourier [104].

Os espetros foram obtidos em modo ATR, pois esta € uma técnica que permite analisar
diretamente as amostras, ao contrario do que pode acontecer no modo de transmisséao utilizando

pastilhas de KBr.

Procedimento experimental:

Os espetros das amostras foram obtidos com recurso ao equipamento Thermo Scientific
Nicolet 380 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), equipado com o acessoério Smart Orbit

Diamond ATR (Thermo Scientific). O registo foi feito em gamas de numeros de onda
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compreendidas entre 4000 cm™ e 400 cm™, com 64 acumulacgdes por espetro e resolucdo de 2

cm™.

2.2.2.2 Calorimetria diferencial de varrimento

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC) € uma técnica bastante importante na
caracterizacdo de compostos. Esta técnica permite identificar varios eventos como a fusao,
recristalizacdo, transi¢cdes polimérficas, transices vitreas e reagdes quimicas, que envolvam
trocas de calor ou variacdo de capacidade calorifica.

Existem dois tipos de DSC, o de fluxo de calor e 0 de poténcia compensada, tendo sido
este Ultimo o utilizado para analisar todas as amostras. Neste tipo de DSC a amostra e a
referéncia sdo colocadas em dois fornos diferentes, termicamente isolados, com temperatura
controlada. Este calorimetro mede a diferenca de energia fornecida (dQ/dt) entre a amostra e a
referéncia em fung@o da temperatura. Ambas as capsulas sdo submetidas a um programa
controlado de variagdo de temperatura e, caso seja detetadas diferengas de temperatura entre
a amostra e a referéncia, a energia fornecida é ajustada de modo a que estas voltem a estar em
equilibrio térmico [105].

A absorcgédo de energia é registada sob a forma de picos endotérmicos (sinal positivo) e a
libertacdo sob a forma de picos exotérmicos (sinal negativo). Assim, durante um evento

endotérmico o DSC fornece energia a amostra [105].

Procedimento experimental:

Os termogramas foram obtidos com recurso a um calorimetro de poténcia compensada
da Perkin Elmer, modelo DSC7, equipado com um intracooler a -20 °C, usando como liquido de
refrigeragdo uma mistura de agua com etilenoglicol, numa proporcao de 1:1 (V/V). Como gés de

purga foi utilizado o azoto, com um fluxo de 20 mL/min.
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Todas as amostras foram analisadas utilizando capsulas de aluminio hermeticamente
fechadas de 30 L, tendo sido pesadas entre 1 a 2,5 mg do sélido em andlise. Como referéncia
foram utilizadas capsulas vazias iguais a da amostra.

A calibracdo da temperatura e da entalpia foi realizada com recurso a materiais de
referéncia certificados, tendo-se utilizado o bifenilo (Tws = 68,93 °C) e a cafeina (Trws = (235,9 +
0,2) °C) na calibracédo da temperatura e o indio (AwsH = (3286 + 13) J mol™?) na calibragéo da
entalpia [106, 107].

2.2.2.3 Difracéo de raios-X

Na caracterizacdo dos compostos obtidos foi ainda utilizada difracdo de raios-X, uma
técnica muito utilizada no estudo de estruturas cristalinas e de distancias atdbmicas. Através desta
técnica € possivel determinacdo as fases cristalinas presentes nas amostras, os defeitos
existentes na mesma e a auséncia de cristalinidade [108, 109].

Os feixes de raios-X, gerados por um tubo de raios catédicos, sao filtrados, de modo a se
produzir uma radiagdo monocromaética, e colimados. Ao incidirem na amostra, estes podem ser
refletidos ou podem sofrer difracdo. Os feixes difratados geram interferéncias construtivas,
criando um padrdo Unico para cada amostra que depende da densidade dos &tomos e da sua
organizagao [108].

A difracdo de raios-X obedece a Lei de Bragg, Equacéo 1,

nd = 2dsin@ 1)

onde A € o comprimento de onda da radiagéo, d é a distancia interplanar que gera o padréo de
difracdo e 6 € o angulo de difracdo [108].

Esta técnica apresenta duas aplicagdes, a difracdo de raios-X de p6 (XRPD) e a difracao
de raios-X de monocristal (SCXRD). A primeira é a alternativa mais facil e rapida, pois a obtengéo
de um monocristal adequado é uma tarefa dificil. A difrac&o de raios-X de monocristal permite
obter informacdes sobre toda a estrutura da amostra, enquanto a difracao de raios-X de po os

dados séo apresentados a uma dimenséo, o que leva a uma sobreposi¢do de picos [110].
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Procedimento experimental:

A difracdo de raios-X de po foi realizada na Unidade de Controlo de Qualidade de
Produtos Farmacéuticos (UCQFarma) da Faculdade de Farméacia da Universidade de Coimbra,
com recurso ao aparelho MiniFlex 600 (Rigaku, Jap&o), utilizando radiacdo Kq (A = 1,541862 A)
com um filtro Kg. Os difratogramas foram adquiridos entre 3 — 40 °C e a uma velocidade de
aquecimento de 5 °C/min., em porta amostras com superficies de silicio especialmente

preparadas para evitar difracdo provocada pelo mesmo.

2.2.3 Estabilidade de cocristais

2.2.3.1 Camaras de estabilidade

De modo a avaliar qualidade, seguranca e eficacia de uma nova formulacéo farmacéutica
€ necessario proceder a realizagdo de testes de estabilidade. Estes vao permitir perceber qual a
influéncia que fatores como a temperatura, a humidade e a luz tém no composto em estudo,
podendo, assim, estabelecer-se o prazo de validade e as condi¢fes de armazenamento ideais
[111].

As condi¢Bes dos testes tém por base os efeitos das condigBes climéticas nas trés
principais regides do mundo, Europa, Japdo e Estados Unidos. O mundo encontra-se dividido
em quatro zonas climaticas, I-IV [111]. A zona | define-se como zona temperada, a Il é a
subtropical e mediterranea, a lll é a zona quente e seca e a |V corresponde a zona quente e
hamida.

Os estudos podem ser executados em tempo real, em condi¢bes intermédias ou em
condicdes aceleradas, Tabela 3. No primeiro caso o estudo é efetuado durante um longo periodo
de tempo, sendo que os testes sao realizados, normalmente, a cada 3 meses durante o primeiro
ano, a cada 6 meses durante o segundo ano e anualmente a partir deste tempo. Nos estudos
intermédios é necessario fazer testes em, no minimo, quatro tempos diferentes, sendo que dois
destes testes séo realizados no tempo inicial e final. Os estudos em condi¢cdes aceleradas

necessitam de testes no tempo inicial e final e num tempo intermédio [111].
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Tabela 3. Tempos e condi¢des dos estudos de estabilidade. Adaptado de [111].

Periodo minimo coberto pelos dados de

Tipo de estudo Condi¢gdes de armazenamento s
submissdo (meses)

25£2°C/60+5%HR

T | 12
empo rea 30+ 2°C /65 +5 % HR

Intermédio 30+£2°C/60+5%HR 6
Acelerado 40+£2°C/75+5% HR 6

Procedimento experimental:

Antes de se proceder aos testes de estabilidade em cémaras com temperatura e
humidade relativa controladas, estudou-se a compatibilidade/incompatibilidade dos cocristais e
dos compostos puros com alguns excipientes de uso comum em formulagfes farmacéuticas.
Para realizar este estudo procedeu-se a preparacéo de misturas de cocristal com o0s excipientes
selecionados, em diferentes proporgdes, por moagem num almofariz e posterior analise por DSC.

Para realizar os testes de estabilidade selecionaram-se 0s excipientes mais promissores
e prepararam-se misturas destes com o cocristal na proporcdo de 50 %. Posteriormente,
aproximadamente 20 mg de cada mistura e apenas do cocristal foram transferidas para capsulas
gelatinosas namero 5. Foram também preparadas capsulas com cada um dos compostos puros.

Todas as capsulas foram colocadas numa camara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR
durante 1,5 (compostos puros), 2 (sistema LAM-ESM 1:1) e 3 meses (sistema DIF-ISO 1:1). De
modo a seguir a evolugao de cada sistema realizaram-se analises de XRPD e de DSC a cada
15 dias.
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

3.1 Investigacao da forma sélida dos compostos de partida

O diflunisal, a lamotrigina, a isoniazida e a etossuximida foram investigados
individualmente nas condi¢des experimentais utilizadas para o screening de cocristais. Todos 0s
compostos foram submetidos a moagem assistida por liquido, LAG, com 10 pL de etanol e com
uma frequéncia de 15 Hz durante um periodo de 30 minutos. A lamotrigina e a etossuximida
foram ainda estudadas ap6s moagem a seco, NG, 15 Hz, 30 minutos. Estes dados sao

essenciais para a interpretacdo dos resultados do screening de cocristais.

3.1.1 Diflunisal

Da analise dos difratogramas apresentados na Figura 8, é possivel verificar que ha
alteracéo na estrutura do diflunisal aquando da moagem assistida por etanol. Comparando os
difratogramas obtidos com os simulados a partir dos ficheiros CIF depositados ha CCDC conclui-
se que a forma comercial do DIF corresponde a forma polimorfica | e que, apés a moagem
assistida por etanol a forma | transforma-se na forma lll.

A Figura 9 mostra a associacdo do diflunisal em cada uma destas duas formas

polimorficas, forma | e forma lll.
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—— DIF comercial
—— DIF LAG etanol

—— DIF Forma |
—— DIF Forma lll
—— DIF Forma V

— | “/h
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| Jx

| PO I NN

20/°

Figura 8. Difratogramas de raios-X de p6 do DIF comercial, submetido a LAG e das formas I, 1l e V obtidos por
simulacao a partir dos ficheiros CIF depositados na CCDC com os numeros 194453 [35], 194456 [35] e 1151637
[36], respetivamente.

Formal (a)
Triclinico
a=3,800(5) A
b =6,770(4) A
c=21,650(3) A
a = 82,30(2)°
B = 83,990(14)°
y = 81,980(17)°
Forma lll (b)
Ortorrébmbico
a=39,7001 A
b=14,1292 A
c=3,8356 A
a = 90,0°
B =90,0°
y = 90,00

Figura 9. Interagdes intermoleculares em polimorfos do diflunisal: (a) forma I; (b) forma 11l [35].
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Na Figura 10 apresentam-se exemplos de curvas de DSC de aquecimento das duas
amostras. O DIF sujeito a moagem assistida por etanol, polimorfo Ill, e a amostra comercial,
polimorfo I, fundem a Trs = (210,9 £ 0,2) °C e Trs = (211,3 £ 0,4) °C e apresentam entalpias de
fusdo de AwsH = (35,8 + 0,2) kd mol™ e AwsH = (36,1 £ 0,7) kJ mol?, respetivamente, valores que
séo indistinguiveis. Nao sendo expectavel esta identidade de propriedades termodinamicas de
fusdo para duas formas polimoérficas distintas, foi analisada a amostra obtida por LAG, apos ser
submetida ao ciclo de aquecimento/arrefecimento entre 25 °C — 200 °C — 25°C.

—— DIF LAG etanol
—— DIF comercial

5mw T Endo

dQrdt
r

— 1 T T 1 T T T T T
25 50 75 100 125 150 175 200

Temperatura / °C

Figura 10. Curvas de DSC de aquecimento do DIF submetido a LAG e da amostra comercial (8 = 10 °C/min.).

Os espetros de infravermelho do polimorfo |, do polimorfo Il e da amostra obtida por
aguecimento da forma Ill até 200 °C, portanto antes da fusdo, seguida de arrefecimento, sédo

mostrados na Figura 11.
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—— DIF LAG etanol
—— DIF LAG etanol ag-arr
—— DIF comercial
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|

r—————' - 1T 7T 1T 1 - 11
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Figura 11. Espetros de infravermelho do DIF submetido a LAG, aquecido até 200 °C e arrefecido, e comercial.

Da comparacao dos espetros de IV, é possivel observar a alteracao de estrutura cristalina
do DIF quando sujeito a moagem assistida por etanol, resultando, por exemplo, no deslocamento
da banda a 1680 cm no polimorfo I, correspondente a elongacéo do grupo carbonilo, para 1670
cm?, observavel na forma lll de DIF. A elongacéo da ligagdo OH desloca-se de 3055 cm™ (forma
I) para 3000 cm (forma Ill). O espetro de infravermelho da amostra obtida por LAG apds o ciclo
de aguecimento/arrefecimento é idéntico ao do polimorfo |, o que indica que no processo o
polimorfo lll se transforma naquela forma.

Conjugando os resultados retirados a partir dos espetros de IV e das curvas de DSC,
pode concluir-se que a fusdo que se observa no estudo por DSC é a fusdo do polimorfo |, em

ambos 0s casos.

3.1.2 Lamotrigina

Comparando os difratogramas, Figura 12, da LAM comercial com os obtidos apés a

aplicacao de mecanoquimica, quer na auséncia de solvente, quer por LAG, é possivel concluir
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gque ndo ha alteracdo da forma polimorfica, correspondendo esta a forma | descrita por Sridhar e

Ravikumar [50].

—— LAM comercial

—— LAM NG

—— LAM LAG etanol
LAM Forma |

é) WMJ J ‘

é WWJ&MN\WHJ\AW}J N JF‘} g } ?J'\dew
W\M\J M wJ\J)\ J\J M A A
5 10 15 20 e 25 30 35 40

Figura 12. Difratogramas de raios-X de pé da LAM comercial, submetido a NG e LAG e da forma | obtido por
simulacao a partir do ficheiro CIF depositado na CCDC com o nimero 749719 [50].

A mesma concluséo é obtida pela comparacgéo dos respetivos espetros de infravermelho,
Figura 13. As bandas mais caracteristicas sdo a deformacéo do grupo NH; a 1620 cm™ e a 1640
cm?, sendo a primeira também atribuida a elongacéo da ligacdo C-N. O grupo NH; apresenta
duas elongacgfes simétricas com maximo a 3208 cm™ e a 3260 cm? e duas elongacdes

assimétricas a 3312 cm™ e a 3448 cm™. Estes valores sdo semelhantes e estido de acordo com

o descrito na literatura [112].
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Figura 13. Espetros de infravermelho da LAM comercial e submetida a NG e LAG.

Como se esperaria, tanto as temperaturas como as entalpias de fusdo da amostra da

LAM comercial e das amostras submetidas a moagem, NG e LAG, sao indistinguiveis, Figura

14. Os valores médios obtidos para a temperatura e a entalpia de fusdo sao Tys = (215,5 + 0,4)

°C e AnsH = (34,0 + 0,9) kJ mol™.
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Figura 14. Curvas de DSC de aquecimento da LAM comercial e submetida a NG e LAG (B = 10 °C/min.).
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Numa investigacdo anterior, Antonio Evora e colaboradores concluiram que a utilizag&o
de NG ndao alterava a forma polimorfica da lamotrigina e obtiveram um solvato quando utilizaram
LAG, assistida por etanol [59]. No entanto, os resultados obtidos neste estudo mostram que é

possivel obter a mesma forma cristalina, com ambas as condigdes de moagem.

3.1.3 Isoniazida

Na Figura 15 representam-se os difratogramas experimentais da isoniazida comercial e
da amostra submetida a LAG (assistida por etanol) e os difratogramas simulados para os

polimorfos da isoniazida cuja estrutura cristalina foi resolvida.

—— ISO comercial
—— 1SO LAG etanol

ISO Forma | - 1180400 (T = 21,85 °C)
—— ISO Forma | - 847197 (T = -100,15 °C)

—— ISO Forma Il
<
S |
~ I
2 A
3
@ | A
g
£
. A | '
I T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40

20/°

Figura 15. Difratogramas de raios-X de pé da ISO comercial, submetida a LAG e das formas | e Il obtidos por
simulacéo a partir dos ficheiros CIF depositados na CCDC com os numeros 1180400 [64], 847197 [66] e 1984160
[67], respetivamente.

Da andlise dos difratogramas de XRPD, pode concluir-se que a estrutura da 1SO
comercial e submetida a LAG correspondem a forma I. As diferencas verificadas nos

difratogramas da forma | devem-se a temperatura a que foi realizada a colheita de dados.
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A Figura 16 relne os espetros de IV da amostra comercial e da amostra submetida a LAG
que sdo, como se esperava, idénticas, uma vez que nas condicfes desta investigacdo, a

moagem nao produze alteracdes ha estrutura da 1SO.

—— 1SO comercial
— ISO LAG etanol

Absorvancia / u.a.

r———72 717 1T 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda / cm™

Figura 16. Espetros de infravermelho da ISO comercial e da amostra submetida a LAG.

Assim, mostra um maximo a 1660 cm* que corresponde a elongacéo do grupo carbonilo.
A 2857 cm?, 3003 cm™ e 3100 cm™ surgem as bandas da elongacéo simétrica da ligacéo NH; e
da ligacdo H-N-N. A elongacgédo antissimétrica da ligacdo NH. tem o seu maximo a 3300 cm™.
Estes valores séo semelhantes ao descrito na literatura [113].

A partir do estudo por DSC, exemplificado na Figura 17, foi obtido para a temperatura de
fusdo da ISO, polimorfo I, o valor de Txs = (170,4 £ 0,3) °C e a entalpia de fusdo de AnsH = (31,8

+0,3) kd molt.
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—— 1SO comercial
—— IS0 LAG etanol
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Figura 17. Curvas de DSC de aquecimento da amostra comercial e da amostra submetida a LAG da ISO (8 =10
°C/min.).

3.1.4 Etossuximida

Ao proceder-se a moagem da etossuximida comercial, nas mesmas condicées dos
compostos anteriores, 15 Hz e 30 min., é possivel observar que esta funde dentro do vaso de
moagem. Este acontecimento deve-se ao facto de a temperatura de fusdo, entre 42 e 44 °C, ser
facilmente alcancada durante o processo de moagem. Deste modo, para que fosse possivel a
investigacdo e o efeito da moagem, com e sem solvente, na estrutura da ESM, foi necessario
colocar os vasos de moagem no congelador, a T = -20 °C, como referido no procedimento
experimental do ponto 2.2.1.1 deste trabalho.

Ao contrario do que se verifica para os restantes compostos em estudo, a ESM n&o possui
nenhuma estrutura cristalina depositada na CCDC. No entanto, no decorrer desta investigacao
foi possivel obter dois polimorfos deste composto.

Na Figura 18 apresentam-se difratogramas de raios-X de p6é de amostras da etossuximida

obtidas em diferentes condi¢cbes experimentais.
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Figura 18. Difratogramas de raios-X de pé de amostras da ESM: (a) comercial; (b) submetida a NG e XRPD
realizado de imediato; (c) submetida a NG e XRPD realizado apos alguns dias; (d) submetida a LAG e XRPD
realizado de imediato; (e) submetida a LAG e XRPD realizado apés alguns dias (polimorfo Il); (f) cristalizada do
fundido (polimorfo I).

E de realcar que dois desses difratogramas s&o claramente distintos entre si: o obtido
para a amostra cristalizada do fundido, que designaremos por polimorfo I, e o que obtivemos
para uma amostra submetida a LAG, com etanol, a qual foi analisada 12 dias apés preparacao,
polimorfo .

O difratograma do polimorfo | estd em concordéncia, na gama de valores de 20 para a
qgual é possivel fazer a comparacgéo, com o da fase Cr, reportada por Osiecka et al. [93].

As reflexdes mais intensas do polimorfo | surgem a 26 = 7,5° 8,3° 14,0° 15,1° 16,2°
17,8° e 25,4°. Por outro lado, no polimorfo Il estas surgem a 8,0°; 17,2° 21,2° 27,8° e 31,9°. E
ainda possivel concluir que tanto a forma comercial da ESM, como a generalidade das amostras
submetidas a moagem sdo uma mistura de ambas as formas polimérficas, com predominéncia
da forma Il. As reflexdes do polimorfo | a 26 = 7,5°; 8,3°, 15,1° e 17,8° sdo claramente visiveis na
forma comercial e sdo menos intensos apds moagem sem solvente.

Curvas de DSC ilustrativas do comportamento em ciclos de aquecimento/arrefecimento,

obtidas para duas amostras distintas s&o apresentadas nas Figura 19 e Figura 20.
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Figura 19. Curvas de DSC de aquecimento/arrefecimento de uma amostra de ESM submetida a NG.
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Figura 20. Curvas de DSC de aquecimento/arrefecimento de uma amostra de ESM submetida a LAG.

A amostra da Figura 19, uma das amostras preparadas por NG, no 1° aguecimento
apresenta apenas a fusao do polimorfo I. No caso da Figura 20, sdo claramente visiveis 2 picos
endotérmicos, atribuiveis a fusdo de cada uma das formas polimorficas. Por cristalizacdo do
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fundido, por arrefecimento até 0 °C, independentemente da velocidade de arrefecimento, obteve-
se sempre o polimorfo I, Trs = (45,5 + 0,3) °C e AnsH = (10,3 + 0,4) kJ mol?.

A amostra obtida por LAG, apresentada na Figura 20, € a mesma que, apés 12 dias a
temperatura ambiente, deu origem ao difratograma e mostrado na Figura 18, polimorfo Il.

Na Figura 21, mostra-se a curva de DSC de aquecimento dessa amostra, imediatamente
apos preparacéo, curva a, e recolhida alguns dias depois, curva a’. Obtém-se, nesta ultima curva,
um pico Unico com entalpia 16,6 kJ mol* que é atribuivel a fusdo do polimorfo Il. Uma outra
amostra preparada por LAG deu lugar a curva b, onde é visivel alguma contaminagdo com o
polimorfo I. O valor de entalpia de fuséo registado é também superior ao da forma |.

Por sua vez, as curvas c e ¢, correspondem a uma amostra obtida por NG analisada de
imediato e apds alguns dias & temperatura ambiente (XRPD na Figura 18). E evidente a evolucéo
do polimorfo | para o polimorfo Il. Podemos concluir que a forma Il é termodinamicamente mais
estavel que a |, a temperatura ambiente, e, atendendo a relagdo de temperatura e entalpia de

fusdo, de acordo com as regras de Burger-Ramberger [114], o sistema sera enantiotrépico.

5mwW TEndo

T . =456°C / =
s A H=105 kJ/M cristalizada do fundido

d i
Y Tonse = 45,8 °c

T,.=417°C .7 onset =
o - N e NG apés alguns dias
T =457°C A, H=9,5kd/mol
NG
b Tw=420°C A H=150klmol
. LAG

- o _ g
a' T =442°C A H=16,6kImol” . N

dQdt

Temperatura /°C

Figura 21. Curvas de DSC de aquecimento de amostras da ESM: (a) submetida a LAG e DSC realizado de
imediato; (a’) submetida a LAG e DSC realizado apds alguns dias; (b) outra amostra submetida a LAG e DSC
realizado de imediato; (c) submetida a NG e DSC realizado de imediato; (c’) submetida a NG e DSC realizado apos
alguns dias; (d) cristalizada do fundido.
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Os espetros de infravermelho recolhidos para as amostras de etossuximida encontram-
se representados na Figura 22. Apesar de a analise dos difratogramas de raios-X de poé
confirmar, na amostra comercial e na generalidade das obtidas por NG ou LAG, a existéncia de
dois polimorfos da ESM, com predominancia para a forma ll, esta diferenca ndo € observavel no
espetro de IV. No entanto, a amostra cristalizada do fundido apresenta diferengas no numero de
onda de algumas das bandas mais caracteristicas, como se esperava.

—— ESM comercial

——ESM NG

—— ESM LAG

—— ESM cristalizada do fundido
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Figura 22. Espetros de infravermelho da ESM comercial e de amostras submetidas a NG, LAG e cristalizada ap6s
ser submetida a um ciclo de aquecimento/arrefecimento no DSC.

As bandas observadas a 1700 cm? e a 1773 cm™ correspondem a elongacédo das
ligagdes C=0, sendo que a primeira aparece desviada para 1690 cm™ nos espetros das amostras
de ESM comercial e submetida a NG e LAG. E também possivel observar as bandas da
elongacdo da ligacdo NH com méaximo a 3078 e 3215 cm™ no espetro da ESM cristalizada do
fundido e a 3062 e 3158 cm™ nos restantes, respetivamente. Os valores obtidos para as bandas

da ESM cristalizada do fundido s&o semelhantes ao descrito na literatura [115].
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3.2 Investigacao dos sistemas de diflunisal-isoniazida e diflunisal-

etossuximida

Como referido no capitulo 1 deste trabalho, o diflunisal é um anti-inflamatério nao
esterdide com larga aplicacao no tratamento da dor. A sua associagcao com a isoniazida reveste-
se de particular interesse, numa perspetiva de terapia dual, devido aos efeitos secundarios do
tratamento com o tuberculostético. A sua associagdo com a etossuximida, um anticonvulsivante,
€ também de interesse dada a prevaléncia de dor como patologia.

Assim, foi realizada a investigacdo da associacao deste ativo com a isoniazida e com a

etossuximida em estruturas supramoleculares do tipo cocristal.

3.2.1 Diflunisal-lsoniazida

3.2.1.1 Sintese de cocristal: via LAG, mecanoquimica assistida por
etanol

O estudo da interagdo do diflunisal com a isoniazida em diversas proporgoes,
nomeadamente, 2:1, 1:1 e 1:2, através da aplicacdo de LAG ja tinha sido realizado. Esta
investigacdo revelou a existéncia de um cocristal na propor¢cdo de 1:1, observando-se um
excesso de diflunisal e de isoniazida nas proporcdes de 2:1 e 1:2, respetivamente. Estes
resultados foram confirmados com recurso a ATR-FTIR, a XRPD e a DSC [116].

A sintese do cocristal DIF-1ISO 1:1 foi realizada no trabalho que agora se apresenta por
mecanoquimica, LAG, com assisténcia de etanol, a 15 Hz e por um periodo de 30 minutos.

Os espetros de IV obtidos para a mistura de DIF-ISO 1:1 e para 0os componentes puros

estdo representados na Figura 23.

48



Capitulo 3 — Resultados e Discusséo
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Figura 23. Espetros de infravermelho da mistura DIF-ISO 1:1 e dos compostos de partida, todos submetidos a LAG.

O espetro de IV obtido para a mistura de diflunisal com isoniazida na proporcéo de 1:1
esta em concordancia com o obtido na investigacdo anterior, concluindo-se, assim, a
reprodutibilidade deste método na obtencdo de cocristal. O espetro desta mistura mostra o
aparecimento de duas bandas por volta dos 1930 e dos 2400 cm™, atribuiveis a formacéo de
pontes de hidrogénio &cido carboxilico-azoto aromético [117]. Para além disto, observam-se
desvios nos sinais da elongacéo do grupo carbonilo, cujo maximo surge a 1670 cm™ e a 1660
cm? para o DIF e para a ISO, respetivamente, e passa para 1680 cm™ e da elongacéo da ligacéo
N-H, de 3300 para 3320 cm™[116].

De modo a proceder-se a uma caracterizagdo mais completa das misturas, estas foram
analisadas por XRPD. Os difratogramas obtidos para o DIF, para a ISO e para as misturas,
Figura 24, corroboram que na proporgdo de 1:1 se obtém um novo arranjo cristalino, dada a

presenca de reflexdes que ndo existem nos difratogramas dos compostos puros [116].
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Figura 24. Difratograma de raios-X de p6 da mistura de DIF-ISO 1:1 e dos compostos de partida, todos submetidos
a LAG.

Foi também realizado o estudo dos varios sélidos por DSC, Figura 25. Os parametros
termodindmicos obtidos para cada um dos sélidos encontram-se resumidos na Tabela 4 e
concordam com os resultados obtidos anteriormente.

—— DIF LAG etanol
—— DIF-1SO 1:1 LAG etanol
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Figura 25. Curvas de DSC de aquecimento da mistura DIF-ISO 1:1 e dos compostos de partida, submetidos a LAG
(B =10 °C/min.).
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Tabela 4. Pardmetros termodindmicos obtidos a partir dos termogramas de DSC para o diflunisal, a isoniazida e
para o cocristal DIF-ISO 1:1.

Trus / °C AsusH 1 kJ mol?

DIF LAG etanol 2109+0,2 358+0,2
DIF-ISO 1:1 LAG etanol 146,7 £ 0,8 469+ 1,8
ISO LAG etanol 170,4+0,3 31,8+0,3

Analisando os termogramas de DSC dos sélidos é possivel verificar que a mistura DIF-
ISO 1:1 possui um Unico pico endotérmico de fusdo a uma temperatura mais baixa que a dos
compostos individuais, mas mais alta que a do inicio da fus@o das restantes misturas estudadas
[116].

3.2.1.2 Transposicao de escala: via cristalizagcao em solucao

Da necessidade de obter maiores quantidades de cocristal para a realizacdo dos testes
de estabilidade recorreu-se a cristalizagdo em soluc¢éo. O primeiro passo para a realizagdo da
cristalizacdo em solucdo € a escolha do solvente. Ser& de todo o interesse utilizar um solvente
no qual o sistema tenha comportamento congruente. Deste modo, com recurso ao programa
COSMOquick [118] simulou-se o diagrama ternario, a T = 25 °C, para o sistema constituido pelos
componentes do cocristal e o solvente que, neste caso, foi o etanol, Figura 26. Para simular este
diagrama utilizaram-se as temperaturas e entalpias de fusdo do DIF e da ISO, retirados das
curvas de DSC, e as suas solubilidades em etanol, xpir = 0,0191 [119] e Xiso = 0,004647 [120].

O diagrama ternario simulado mostrou que a dissolucao é congruente a esta temperatura.
Preparou-se uma solugdo equimolar em etanol, como indicado na secc¢do 2.2.1.2, e a
sobressaturacao foi conseguida por abaixamento de temperatura até T = 7 °C. Naturalmente que
a natureza do diagrama pode alterar-se com a mudanca de temperatura, se a solubilidade de
cada um dos componentes for alterada de modo diferente pelo abaixamento de temperatura. Tal
nao se verificou, uma vez que foi possivel obter o cocristal puro, como se comprova pelos
resultados apresentados nas Figuras 27 a 29. Foi possivel obter 530 mg de cocristal, num

rendimento de 66,3 %.
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Figura 26. Diagrama ternario simulado, a 25 °C, para o sistema etanol+diflunisal+isoniazida, com formagdo de um
cocristal 1:1.
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Figura 27. Espetros de infravermelho da mistura DIF-ISO 1:1 submetida a LAG e obtida por cristaliza¢cdo em
solucéo.
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Figura 28. Difratograma de raios-X de p6 da mistura de DIF-ISO 1:1 submetida a LAG e obtida por cristalizacdo em
solugdo.
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Figura 29. Curva de DSC de aquecimento da mistura DIF-ISO 1:1 submetida a LAG e obtida por cristalizagdo em
solucao ( = 10 °C/min.).
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Da analise dos resultados obtidos € possivel concluir que a amostra obtida por
cristalizacdo em solucéo da origem a resultados semelhantes a amostra obtida por moagem em
etanol. Esta apresenta uma Tys = (147,1 + 0,5) °C e uma AnsH = (47,0 + 2,4) kJ mol ™.

3.2.2 Diflunisal-Etossuximida

Iniciou-se a investigacdo do sistema diflunisal-etossuximida pela preparacdo de uma
mistura equimolar por NG a 15 Hz, durante 30 minutos. Foram tomadas as precaucdes referidas
na seccao 2.2.1.1 para evitar a fusdo da ESM no processo de moagem.

O difratograma da mistura obtida esta representado na Figura 30, sendo claro que este é
uma mistura de diflunisal, forma I, com os polimorfos | (maioritariamente) e Il de etossuximida.

—— DIF Forma |
—— DIF-ESM 1:1 NG
—— ESM Forma |
—— ESM Forma Il
S
=}
: Jj
©
]
Re)
(2]
c
[]
<
= N
r-+~ 1.+ "~~~ 1 + ~+~+~1 "+~ 1+~~~ 1 T T 1 T 1
5 10 15 20 25 30 35 40

20/°

Figura 30. Difratograma de raios-X de p6 da mistura de DIF-ESM 1:1 submetida a NG, do DIF e dos polimorfos | e Il
da ESM.

Dado que nao foi possivel a associacdo numa nova estrutura supramolecular, investigou-

se a natureza do diagrama de fases binario sélido-liquido com o objetivo de identificar a
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composicao do eutético, no caso do diagrama ser desta natureza. Estas misturas sao também
de interesse em aplicacdo farmacéutica [121, 122].

As curvas de DSC obtidas para as misturas investigadas, 1:1; 1:2 e 1:3 (DIF:ESM), sdo
apresentadas na Figura 31 e sdo compativeis com o esperado para um diagrama com eutético
simples. Os espetros de infravermelho confirmam-nas como misturas de DIF, forma I, e ESM,

forma Il, Figura 32.

—DIF
—— DIF+ESM 1:1 NG
DIF+ESM 1:2 NG

DIF+ESM 1:3 NG
—— ESM NG
|smw tEndo
B
o7 L
©

T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Temperatura / °C

Figura 31. Curvas de DSC de aquecimento da mistura DIF-ESM em todas as proporc¢des estudadas (1:1; 1:2 e 1:3),
submetidas a NG, e dos compostos de partida (§ = 10 °C/min.).
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—— DIF-ESM 1:1 NG
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Figura 32. Espetros de infravermelho da mistura DIF-ESM em todas as proporcdes estudadas (1:1; 1:2 e 1:3) e da
ESM, submetidas a NG, e do polimorfo | do DIF e da ESM.

Admitindo mistura ideal em fase liquida e imiscibilidade total na fase sélida, o liquidus
pode ser estimado pela Equacéo 2,
1 1 Rlnxy

= ; @)
Tfus Tfus AfusHm

onde Tws (K) representa a temperatura de fusédo, T*us (K) a temperatura de fusédo obtida
experimentalmente para o composto puro, R (J K mol?) a constante dos gases ideais, xn a
fragdo molar do componente puro e AwsH* (J mol?) a entalpia de fuséo obtida experimentalmente
para 0 composto puro.

A estimativa do liquidus e os valores experimentais obtidos para o liquidus e o solidus sédo
apresentados na Figura 33. A composicdo da mistura eutética prevista e a que € obtida
experimentalmente ndo se afastam muito. Uma vez que a mistura eutética seria,
maioritariamente, composta por etossuximida ela ndo € util, pelo que ndo foram realizados

estudos adicionais sobre este sistema.
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Figura 33. Diagrama de fases binario sélido-liquido do sistema DIF-ESM, a presséo atmosférica.

3.3 Investigacao do sistema lamotrigina-etossuximida

3.3.1 Sintese de cocristal: via LAG e NG

A interacdo da lamotrigina com a etossuximida foi estudada nas propor¢fes 1:1; 1:2 e 2:1
(LAM:ESM), recorrendo a preparagdo da amostra por LAG e NG. Para caracterizar os soélidos
obtidos utilizou-se XRPD, ATR-FTIR e DSC.

A andlise dos difratogramas de raios-X de p6 permitiram a caracterizagdo das misturas.
Recorrendo aos difratogramas da LAM, da ESM e das misturas com a aplicacdo de NG e LAG,
Figura 34 e Figura 35, respetivamente, é facil observar que na proporc¢édo de 1:1 se obtém um

cocristal.
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—— LAM NG

—— LAM-ESM 2:1 NG
—— LAM-ESM 1:1 NG
—— LAM-ESM 1:2 NG
—— ESM Forma |
—— ESM Forma Il
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Figura 34. Difratograma de raios-X de p6 do sistema LAM-ESM para as misturas estudadas (2:1; 1:1 e 1:2) e da
LAM, submetidas a NG, e dos polimorfos | e Il da ESM.

—— LAM LAG etanol
—— LAM-ESM 2:1 LAG etanol
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Figura 35. Difratograma de raios-X de p6 do sistema LAM-ESM para as misturas estudadas (2:1; 1:1 e 1:2) e da
LAM, submetidas a LAG, e dos polimorfos | e Il da ESM.

Da andlise do difratograma para a mistura de 1:1 verifica-se a presenca de reflexfes que

ndo existem nos difratogramas dos compostos puros, nomeadamente a 26 = 5,5° 11,4°; 13,0
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24,4° e 26,9°. E obtido o mesmo cocristal pelos dois métodos de preparacdo. As misturas de
LAM-ESM nas propor¢des de 1:2 e 2:1 contém todas as reflexdes do cocristal e ainda as da ESM
e da LAM, respetivamente. Por exemplo, na mistura 1:2 (LAM:ESM), sédo visiveis reflexbes do
polimorfo Il da ESM a 26 = 8,0°; 17,2°; 21,2° e 27,8°, e vestigios do polimorfo | a 26 = 16,2°; 19,8°
e 25,4°. Na amostra 2:1 (LAM:ESM) s&o visiveis as reflexdes da LAM a 206 = 12,3°; 17,8°% 23,5°;
26,6°; 28,3°; 28,7 ° e 30,8°.

Na Figura 36 e na Figura 37 encontram-se os espetros de IV obtidos para as trés
proporcbes estudadas e para 0s compostos iniciais com a aplicacdo de NG e LAG,
respetivamente.

 LwESm 21
M

—— ESM NG
—— ESM Forma |

% 3448
E 1620

Absorvancia / u.a.
g

3215
3078

3158
3062
1 1773
1 170
1690

/\’\/\’\'\A

rm——— 1 1 T T T T T T T T T T — T T — T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de onda / cm™

Figura 36. Espetros de infravermelho das misturas LAM-ESM (2:1; 1:1 e 1:2) e dos compostos de partida,
submetidos a NG, e do polimorfo | da ESM.
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—— LAM LAG etanol
LAM-ESM 2:1 LAG etanol

—— LAM-ESM 1:1 LAG etanol
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Figura 37. Espetros de infravermelho das misturas LAM-ESM (2:1; 1:1 e 1:2) e dos compostos de partida,
submetidos a LAG, e do polimorfo | da ESM.

Da analise dos resultados confirma-se a existéncia de um cocristal de lamotrigina com
etossuximida na propor¢éo de 1:1, pois 0 seu espetro ndo corresponde & soma dos espetros dos
compostos iniciais. O sinal da elongacéo do grupo carbonilo da etossuximida a 1773 cm™ esta
muito atenuado e o da elongacédo do grupo NH; da lamotrigina passa de 3448 para 3420 cm™.

As curvas de DSC de aquecimento das amostras sélidas obtidas por LAG e NG para cada

mistura encontram-se nas Figuras 38 e 39, respetivamente.
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— LAM NG
LAM-ESM 2:1 NG

—— LAM-ESM 1:1 NG
LAM-ESM 1:2 NG

——ESM NG

‘ 5mw T Endo
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—— 71 T T T T 1
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Temperatura / °C

Figura 38. Curvas de DSC de aquecimento das misturas LAM-ESM em todas as proporcdes estudadas (2:1; 1:1 e
1:2) e dos compostos de partida, submetidos a NG (8 = 10 °C/min.).

—— LAM LAG etanol
LAM-ESM 2:1 LAG etanol
—— LAM-ESM 1:1 LAG etanol
LAM-ESM 1:2 LAG etanol
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Figura 39. Curvas de DSC de aquecimento da mistura LAM-ESM em todas as propor¢des estudadas (2:1; 1:1 e 1:2)
e dos compostos de partida, submetidos a LAG (8 = 10 °C/min.).

O comportamento térmico das misturas € idéntico, como se esperava,

independentemente do método de preparagéo.
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O pico endotérmico Unico, estreito, presente na curva de DSC da mistura LAM-ESM 1:1,
indicando temperatura de fuséo entre os valores dos componentes puros, confirma que estamos
na presenca de um cocristal, onde Trs = (169,4 + 0,5) °C e AnsH = (54,6 + 1,7) kJ mol. A mistura
LAM-ESM 1:2 inicia a fusdo a T = 40,0 °C, compativel com a fusdo de uma mistura eutética que
consumira toda a etossuximida que nao esté ligada no cocristal, registando-se, em seguida, a
fusdo do cocristal. No que diz respeito a mistura LAM-ESM 2:1 é registado um pico fino e estreito
com Tonset = 167,0 °C, a que se segue a fusdo do excesso de lamotrigina.

3.4 Estudos de compatibilidade cocristal-excipiente

De modo a verificar as interagdes entre 0s cocristais e 0s excipientes selecionados foram
realizados estudos de compatibilidade por DSC. Estas interacdes podem ser fisicas, caso
ocorram transigfes polimorficas, solubilizacdo dos cocristais pelos excipientes utilizados ou
interagdes entre 0s grupos funcionais, ou podem ser quimicas, caso se verifique a degradagéo
dos cocristais ou a formacao de novos produtos/impurezas.

E de realcar que o estudo por DSC nZo permite excluir por completo a utilizagio de um
determinado excipiente, uma vez que as incompatibilidades a altas temperaturas podem nao ser
observaveis a temperatura ambiente. No entanto, este permite fazer uma melhor selegdo dos
excipientes, pois se ha compatibilidade cocristal-excipiente a temperaturas elevadas entdo
também havera a temperatura ambiente.

Efetuou-se a investigacdo para o cocristal DIF-1ISO 1:1, formado por um ativo de carater
acido, o diflunisal, e outro de carater basico, a isoniazida, e para o cocristal LAM-ESM 1:1,

constituido por dois ativos basicos.
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3.4.1 Selecao dos excipientes

Com o objetivo de selecionar os excipientes mais adequados a preparagdo de formas
sblidas — capsulas gelatinosas ou comprimidos convencionais — procedeu-se ao estudo de
compatibilidade cocristal-excipiente recorrendo a analise por DSC. Para realizar os estudos de
compatibilidade foram, entdo, selecionados excipientes basicos, acidos e neutros de modo a
avaliar como estes interagem com os APlIs utilizados e com os cocristais sintetizados. Para além
disto, a fungéo farmacéutica que cada um desempenha nas formulagdes foi, também, tida em
conta de modo a que o estudo fosse 0 mais abrangente possivel.

Na Tabela 5 encontram-se as estruturas moleculares e o carater acido/base dos
excipientes selecionados para os estudos de compatibilidade. Na Tabela 6 estdo resumidas a
fungéo farmacéutica e as composicdes das misturas dos cocristais DIF-ISO 1:1 e LAM-ESM 1:1
com o0s excipientes investigadas neste trabalho. Foram selecionadas percentagens massicas
dos excipientes normalmente utilizadas, como reportado na literatura [96], e excipiente em

excesso, 50 % (m/m).
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Tabela 5. Estrutura molecular e carater acido/base dos excipientes selecionados.

Excipiente Estrutura Carater acido/base [27, 96]
H QoH
Manitol Neutro
HO
O1H
MCC HOL  (on Neutro
(o]
DH0 OH
HO OH R
Talco Basico
g |
\:fs'\o’ s'\‘;ys'\
TOO H T
Alginato de sodio N o N\ Basico
Newd N A
o COONa n
o
MgSte T Basico
\/\/\/\AA/\/\/W»U
o]
CH,0H
(o]
; OH
Lactose monohidrato CH,OH Neutro
OH o (8] OH
OH OH o
OH
DCP . O-P-OH Basico
Ca** o-
M oH
CcCSs ¢ e Bésico
OH Q
Na -Ck'
[o]
Acido adipico "o on Acido
(o]
o]
Fe . . . . HO P
Acido itacénico o Acido




Capitulo 3 — Resultados e Discusséo

Tabela 6. Funcéo farmacéutica e composigdo das misturas dos cocristais DIF-ISO 1:1 e LAM-ESM 1:1 com os
excipientes estudados neste trabalho.

Excipiente Funcéo farmacéutica [96] % m/m na mistura
Manitol Diluente (10-90 % m/m) 10 e 50
Desintegrante (5-20 % m/m)
MCC . ) 20e 50
Ligante/Diluente (20-90 % m/m)
Lubrificante (1-10 % m/m)
Talco i 10e 50
Diluente (5-30 % m/m)
. - Ligante (1-3 % m/m)
Alginato de sodio ) 10 e 50
Desintegrante (2,5-10 % m/m)
MgSte Lubrificante (0,25-5 % m/m) 5e50
Lactose monohidrato Ligante/Diluente 30e 50
DCP Diluente 10 e 50
CCSs Desintegrante (0,5-5 % m/m) 5e50
Acido adipico Agente tampéo 10
Acido itaconico Agente tamp&o 10

As curvas de DSC obtidas para alguns dos excipientes selecionados, nomeadamente, o
manitol, o MgSte, a lactose monohidrato e os acidos adipico e itacénico estao representadas
na Figura 40.

Manitol
—— MgSte
—— Lactose monohidrato
—— Acido adipico
—— Acido itacénico

20mw Endo
T, =1457°C
Tus = 150% A\
T = 164,6 “c/ \\
- 1 T T -1 r . r . r . r T r 1 T - r . r . T
25 50 75 100 125 150 175

Temperatura / °C

Figura 40. Curvas de DSC de aquecimento do manitol, do MgSte, da lactose monohidrato, do acido adipico e do
acido itacoénico.
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3.4.2 Estudos de compatibilidade do cocristal DIF-ISO 1:1 com

excipientes

Procurou-se investigar se os excipientes selecionados para a investigagdo interagiam

com algum dos componentes do cocristal. Assim, comecou-se por fazer o estudo de

compatibilidade do diflunisal e da isoniazida puros com o0s excipientes em propor¢des padréo,

por DSC.

As Figuras 41 a 43 mostram o referido estudo com excipientes bésicos, &cidos e neutros,

respetivamente, para o diflunisal.

dQ/dt

10mw T Endo

T, =2113°C
Ay H =36,1 kI mol*,

DIF
T, =2117°C

AH = 36,6 kJ mol”|

T, =2083°C
A H =365k mol

T, =2038°C
- -1
A H=29,1kJ mol

DIF + Talco 10%

DIF + Alginato de sédio 10%

DIF + MgSte 5%

T =211,9°C ,
Ay H =357 kJ mol”

DIF + DCP 10%

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 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

Temperatura / °C

Figura 41. Curvas de DSC de aquecimento do DIF e das suas misturas com excipientes basicos, em proporcdes
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10mw ‘Endo
e T,.=2113°C
o AyH =36,1 kI mol
©
DIF
Vo
DIF + Acido adipico 10%
—
DIF + Acido itacénico 10% VAN
_/k_\_vv\
r—r -~ 7T~ %"~ '¢T1 .~~~ 1 T~ 71 "~ - T - 1T T T 1
25 50 75 100 125 150 175 200 225

Temperatura / °C

Figura 42. Curvas de DSC de aquecimento do DIF e das suas misturas com excipientes acidos, em proporgées
padréo (8 = 10 °C/min.).

10mw Endo

T, =2113°C
A H=36,1kJmol”

DIF
T,. =200,6 °C
\ AH = 36,8 kd mol™
_ —
I

dQ/dt

DIF + Manitol 10%

T, =209,4°C
Ay H =332k mol*

DIF + MCC 20%

T, = 206,7°C
- -
DIF + Lactose monohidrato 30% AN AH = 49,5 kJ mol

L L — T
25 50 75 100 125 150 175 200 225

Temperatura / °C

Figura 43. Curvas de DSC de aquecimento do DIF e das suas misturas com excipientes neutros, em proporgoes
padrao (f = 10 °C/min.).

As curvas de DSC de aquecimento do diflunisal mostram que este é compativel com trés
dos excipientes basicos, o talco, o DCP e a CCS, pois € com estes excipientes que ndo ocorrem
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alteracdes no pico endotérmico, nem grandes variacdes nos valores de temperatura e entalpia
das misturas, quando comparadas com as curvas do API puro. No caso da mistura com alginato
de sadio os valores sé@o aceitaveis.

As misturas de isoniazida com excipientes basicos, &cidos e neutros também foram

estudadas e as curvas de DSC obtidas encontram-se nas Figuras 44, 45 e 46, respetivamente.

1omw  |Endo

T,.=1704°C
A H=31,8kJmol”

—

F

ISO
T =169,7°C
AH = 30,6 kJ mol™

ISO + Talco 10%
T,.=159,5°C
A H=276K] M

—
o
=
O 1so+ Alginato de s6dio 10%
©
T,.=167,0°C
- -1
1SO + MgSte 5% A H=31,4kJmol
T, =1705°C

A, H =30,8kJ mol”

ISO + DCP 10%

25 50 75 100 125 150 175
Temperatura / °C

Figura 44. Curvas de DSC de aquecimento da ISO e das suas misturas com excipientes basicos, em propor¢des
padréo (8 = 10 °C/min.).
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‘ 1omw T Endo
T, =1704°C
S Ay H=318kJImol*
o 1so
©
ISO + Acido adipico 10% /\/_J\
— — ~.__

ISO + Acido itacénico 10%
—
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Temperatura / °C

Figura 45. Curvas de DSC de aquecimento da ISO e das suas misturas com excipientes acidos, em propor¢ées
padréo (8 = 10 °C/min.).

10mw Endo

T, =170,4°C
A H=318kImol”

ISO

dQrdt

T, =1685°C
A H = 30,6 kJ mol™

ISO + MCC 20%

ISO + Lactose monohidrato 30%

L e B T
25 50 75 100 125 150 175
Temperatura / °C

Figura 46. Curvas de DSC de aquecimento da ISO e das suas misturas com excipientes neutros, em propor¢ées
padrao (B = 10 °C/min.).

Os resultados apresentam incompatibilidade, nas condi¢gbes avaliadas por DSC, quer do
diflunisal, quer da isoniazida com os excipientes acidos, apesar do diferente carater acido/base
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dos dois ativos. A isoniazida apresenta, tal como o diflunisal, compatibilidade com o talco e o
DCP, excipientes basicos.

Pela analise dos resultados obtidos para ambos os compostos é possivel observar que a
interacdo registada ndo esté relacionada com o carater acido/base dos excipientes. Isto pode
dever-se ao facto de ndo haver agua no ambiente para mediar a troca de protdes. Deste modo,
pode concluir-se que a interacdo deve-se a miscibilidade em fase liquida.

Depois de estudada a compatibilidade dos compostos puros com os excipientes, estudou-
se a compatibilidade do cocristal com 0s mesmos excipientes. As misturas dos excipientes com
o cocristal DIF-ISO 1:1 foram realizadas atendendo as percentagens comuns dos excipientes
presentes nas formulacdes farmacéuticas, capsulas gelatinosas, e, também, com excesso de
excipiente em cerca de 50 %.

As curvas de DSC de aquecimento das misturas do cocristal com excipientes basicos,

acidos e neutros, em percentagens habituais, estdo representados nas Figuras 47 a 49,

respetivamente.
10mw f Endo
T, =146,7°C
- -1
DIF-ISO 1:1 LAG etanol A H=46,9 kJ mol
T, =1459°C
- 1
DIF-ISO 1:1 + Talco 10% AyH =471 kI mol
) T, =1423°C
o A, ‘H =44,0 kJ mol™
g DIF-ISO 1:1 + Alginato de sédio 10% fus' ' AN
T, =139,1°C
— -1
DIF-ISO 1:1 + MgSte 5% AyH = 36,6 ki mol

T = 146,7 ”CJ\
- 1
DIF-ISO 1:1 + DCP 10% A H =439 kI mol

T T T T T T T T T 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
Temperature / °C

Figura 47. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal DIF-ISO 1:1 e das suas misturas com excipientes basicos,
em proporcdes padrao (f = 10 °C/min.).
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5mw ‘Endo

T, =146,7°C
Ay H =469k mol’

dQJdt

DIF-ISO 1:1 LAG etanol

e

DIF-ISO 1:1 + Acido adipico 10%

—
DIF-ISO 1:1 + Acido itacénico 10%
‘/f — N
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Figura 48. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal DIF-ISO 1:1 e das suas misturas com excipientes acidos,
em propor¢des padréo (f = 10 °C/min.).

10mw ‘ Endo

T, =146,7°C

fus
A H =469k mol*
DIF-ISO 1:1 LAG etanol

dQJdt

DIF-ISO 1:1 + MCC 20%

T, =141,2°C
Ay H = 40,0 kJ mol™
v
DIF-ISO 1:1 + Lactose monohidrato 30% ——/L'\
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Temperature / °C

Figura 49. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal DIF-ISO 1:1 e das suas misturas com excipientes neutros,
em proporgdes padrao (f = 10 °C/min.).

Da andlise dos resultados obtidos, pode concluir-se que a maior parte dos excipientes

testados induzem uma ligeira descida na temperatura de fusédo do cocristal, o que indica que ha
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uma interacdo entre eles. No entanto, para talco e o DCP a alterac¢do da Trs € minima, podendo
considerar-se que nao ha interacdo significativa. Uma possivel explicacdo para os resultados
obtidos resulta do facto de estarmos perante compostos inorganicos e, por isso, a probabilidade
de interacdo com o cocristal € menor.

Deste modo, parece que a compatibilidade cocristal-excipiente s6 se verifica se ambos
0s compostos puros forem compativeis com 0s excipientes. Ao haver interagdo entre os
excipientes e apenas um dos compostos puros verifica-se uma diminuicdo da temperatura de
fuséo do cocristal.

Com o objetivo de comprovar estas conclusdes foi, também, realizado um estudo por
DSC do cocristal com excesso de excipiente. As curvas de DSC destas misturas com excipientes

bésicos e neutros encontram-se representadas nas Figuras 50 e 51.

10mw T Endo
T = 146,7 °C
H = 46,9 kJ mol*
DIF-ISO 1:1 LAG etanol Ayl
T, =1460°C
A H=465 kM
DIF-ISO 1:1 + Talco 50%
-
k=)
=
_(O) DIF-ISO 1:1 + Alginato de sédio 50% M
DIF-ISO 1:1 + MgSte 50%
T, =147,8°C

Ay H=453kImol?
DIF-ISO 1:1 + DCP 50%
—

T T T T T T T T T 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

Temperatura / °C

Figura 50. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal DIF-ISO 1:1 e das suas misturas com 50 % (m/m) de
excipientes basicos ( = 10 °C/min.).
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10mw Endo
Ty, =146,7°C
Ay H =469kJ mol*
+~ DIF-ISO 1:1 LAG etanol
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o
©
"\
DIF-ISO 1:1 + MCC 50%
DIF-ISO 1:1 + Lactose monohidrato 50%
Vs — T
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25 50 75 100 125 150 175

Temperatura / °C

Figura 51. Curvas de DSC do cocristal DIF-ISO 1:1 e da sua mistura com 50 % (m/m) de excipientes neutros (8 = 10
°C/min.).

O talco e o DCP sao, por isso, 0s excipientes que ndo revelam incompatibilidade quando
misturados com o cocristal, mesmo na proporc¢ao 50 % (m/m), pelo que é segura a sua utilizagédo

para formulagdes solidas.

3.4.3 Estudos de compatibilidade do cocristal LAM-ESM 1:1 com

excipientes

Da mesma maneira que para o sistema DIF-ISO 1:1, procedeu-se ao estudo da
compatibilidade dos componentes do cocristal LAM-ESM 1:1 quando puros, com todos os
excipientes testados de modo a perceber como estes interagem.

Nas Figuras 52 a 54 encontram-se representadas as curvas de DSC obtidas para a LAM

com excipientes béasicos, acidos e neutros, respetivamente.
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T,.=2155°C
fus v
- . }\
LAM + Talco 10% AyH = 33,0 kJ mol

Eo] T,.=2128°C
= 1
O’ LAM + Alginato de s6dio 10% Ay, H 29,8 kJ mol”
©
T, =214,3°C
LAM + MgSte 5% A, H 33,2kJ my\\
T, =2154°C
LAM + DCP 10% A, H 33,1 kJ mol™*
T,.=214,3°C
LAM + CCS 5% A H=329Kk) mol™
-————Y————r 71— |
25 50 75 100 125 150 175 200 225

Temperatura / °C

Figura 52. Curvas de DSC de aquecimento da LAM e das suas misturas com excipientes basicos, em proporc¢des
padréo (8 = 10 °C/min.).

‘ 10mw T Endo

T, =2155°C
Ay H=34,0kJ mol*

dQ/dt
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ﬁ I
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Figura 53. Curvas de DSC de aquecimento da LAM e das suas misturas com excipientes acidos, em proporcdes
padréo (8 = 10 °C/min.).
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4
S
o
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T,.=214,1°C
LAM + MCC 20% A,sH =305 ki ol
o
LAM + Lactose monohidrato 30% JJL /\r\
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Figura 54. Curvas de DSC de aquecimento da LAM e das suas misturas com excipientes neutros, em proporcdes
padréo (8 = 10 °C/min.).

Pela analise das curvas de DSC obtidas para a lamotrigina verifica-se que as misturas
com excipientes basicos sao as que apresentam temperatura de fusdo mais préxima da do API
puro. No entanto, o talco e o DCP sao, novamente, 0s Unicos excipientes que nao provocam

alteracfes na temperatura e entalpia de fuséo.
O mesmo estudo foi realizado com a ESM comercial, estando os termogramas com 0s

excipientes basicos, acidos e neutros representados nas Figuras 55 a 57, respetivamente.
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T, =455°C
Ay H =152k mol*
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_ 1
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ESM + CCS 5% AH = 12,9 kJ mol?
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25 50 75
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Figura 55. Curvas de DSC de aquecimento da ESM e das suas misturas com excipientes basicos, em proporcdes
padréo (8 = 10 °C/min.).
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T, =455°C
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©
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- 1
ESM + Acido adipico 10% AH = 13,4 | mol
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Figura 56. Curvas de DSC de aquecimento da ESM e das suas misturas com excipientes acidos, em proporcoes
padréo (8 = 10 °C/min.).

76



Capitulo 3 — Resultados e Discusséo

5mw ‘ Endo
T, =455°C
A H=15.2kJ mol™
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4
Ke]
=
o
©
T =399 °c
ESM + MCC 20% A H=127 kI mol*
T, =443°C
ESM + Lactose monohidrato 30% A H=122KkI mol™
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25 50 75

Temperatura / °C

Figura 57. Curvas de DSC de aquecimento da ESM e das suas misturas com excipientes neutros, em proporc¢des
padréo (8 = 10 °C/min.).

Os resultados obtidos para a etossuximida sdo um pouco mais complexos de analisar
devido aos seus polimorfos, secgéo 3.1.4 deste trabalho. Deste modo, ndo € possivel afirmar se
0s abaixamentos da temperatura de fusdo registados se devem a incompatibilidade com os
excipientes selecionados ou a uma mudanca no polimorfo da ESM, exceto para o caso do
alginato de sddio e da MCC.

No entanto, no caso da lamotrigina, a incompatibilidade desta com os excipientes parece,
mais uma vez, dever-se a miscibilidade em fase liquida.

Foi, também, estudado o cocristal LAM-ESM 1:1 no que diz respeito a pesquisa de
eventuais incompatibilidades com excipientes, utilizando a metodologia utilizada para o cocristal
de DIF-ISO 1:1, seccéo 3.4.2.

As curvas de DSC das misturas do cocristal com o0s excipientes basicos, acidos e neutros

estdo representados nas Figuras 58, 59 e 60, respetivamente.
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Figura 58. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal LAM-ESM 1:1 e das suas misturas com excipientes bésicos,
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Figura 59. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal LAM-ESM 1:1 e das suas misturas com excipientes acidos,
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5mwW T Endo
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Figura 60. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal LAM-ESM 1:1 e das suas misturas com excipientes neutros,
em propor¢des padréo (f = 10 °C/min.).

Como observado para o cocristal DIF-ISO 1:1, os Unicos excipientes que nao causaram
um abaixamento da temperatura de fusdo do cocristal LAM-ESM 1:1 foram o talco e o DCP,

sendo que ambos sdo compativeis com a lamotrigina.
Foi, também, realizado o estudo de misturas do cocristal LAM-ESM 1:1 com 50 % de
excipientes, mas desta vez sé se realizou esse estudo com 0s excipientes que pareceram mais

promissores, ou seja, com o talco e o DCP, estando as curvas de DSC representadas na Figura
61.
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Figura 61. Curvas de DSC do cocristal LAM-ESM 1:1 e da sua mistura com 50 % (m/m) de excipientes basicos (8 =
10 °C/min.).

Podemos concluir que os resultados do sistema DIF-ISO 1:1 adequam-se ao sistema
LAM-ESM.

3.5 Testes de estabilidade

Realizaram-se estudos de estabilidade acelerados, nas condi¢cbes de 40 °C / 75 % HR,
dos compostos de partida, dos cocristais e das misturas dos cocristais com 50 % de excipientes
selecionados, apés andlise dos termogramas realizados.

Devido a escassez de tempo as capsulas dos compostos puros apenas foram deixadas
em camaras de estabilidade durante um més e meio. As capsulas do sistema LAM-ESM e do
sistema DIF-1SO permaneceram durante 2 e 3 meses, respetivamente. Todas as amostras foram
caracterizadas, a cada 15 dias, por XRPD e por DSC, pois este € mais sensivel & presenca de

agua nas amostras.
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3.5.1 Testes de estabilidade dos compostos de partida: diflunisal,

lamotrigina, isoniazida e etossuximida

Apdés um periodo de més e meio em camara climética a 40 °C / 75 % HR, o diflunisal, a
lamotrigina e a isoniazida ndo apresentaram quaisquer alteragcfes na sua estrutura. Os
difratogramas de raios-X de p6 e as curvas de DSC de aquecimento encontram-se expostas em
anexo nas Figuras Al e A2 para o diflunisal, nas Figuras A3 e A4 para a lamotrigina e nas Figuras
A5 e A6 para a isoniazida (Anexo ).

Por outro lado, verificou-se que, ao fim de 15 dias em condi¢des aceleradas (40 °C / 75
% HR) a etossuximida liquefez, apesar de a sua temperatura de fuséo ser entre 42 e 44 °C. Na
Figura 62 encontra-se representada a curva de DSC da ESM cristalizada em camara frigorifica,

T =7 °C, apés a fuséo.

1mw ‘Endo

dQdt

Temperatura / °C

Figura 62. Curva de DSC de aquecimento da ESM cristalizada ap6s fusdo em camara climatica para estudos de
estabilidade, 40 °C /75 % HR (B = 10 °C/min.).

Pela analise do termograma podemos concluir que as amostras de etossuximida
absorveram agua durante os 15 dias dentro da camara climéatica. Assim, o abaixamento da
temperatura de fuséo da etossuximida pode dever-se ao facto de a humidade relativa dentro da

camara climética ser muito elevada e de esta estar armazenada numa cépsula gelatinosa.
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Foi ainda possivel realizar a analise da ESM cristalizada em camara frigorifica, T = (5
3) °C, apos a fusdo em camara climética por difracdo de raios-X de pé, Figura 63. Ao comparar
o difratograma de raios-X de p6 da ESM que fundiu na camara climatica, com os dois polimorfos
reportados neste trabalho é facil de verificar que este € semelhante ao do polimorfo I. No entanto,
algumas das reflexdes mais intensas deste polimorfo ndo estdo presentes na amostra

cristalizada da camara climéatica.

—— ESM cristalizada do fundido (cAmara climatica)
—— ESM Forma |
—— ESM Forma Il

Intensidade / u.a.

5 10 15 20 25 30 35 40

20/°

Figura 63. Difratogramas de raios-X de p6 da ESM cristalizada apds fuséo em camara climética, 40 °C / 75 % HR, e
dos polimorfos | e Il.

Como referido anteriormente, Osiecka et al. reportaram a existéncia de dois polimorfos
da ESM obtidos por cristalizagdo do fundido [93]. No entanto, apesar de o Cr, corresponder ao
polimorfo | obtido durante esta investigacao, o Cry, referido por Osiecka et al., cujo difratograma
€ também muito préximo do polimorfo I, ndo corresponde ao obtido através da cristalizacéo apés

fusdo em camara climética, pelo que poder&o existir mais polimorfos da ESM.
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3.5.2 Testes de estabilidade do cocristal DIF-ISO 1:1

Dos resultados obtidos no estudo das misturas de DIF-ISO 1:1 com os excipientes, por
DSC, selecionou-se o talco e o DCP para avancar para os testes de estabilidade em camaras
climaticas, uma vez que foram aqueles que ndo causaram alteracdes na temperatura e entalpia
de fusdo. Apesar de o manitol apresentar incompatibilidade com o cocristal a altas temperaturas,
este foi, também, selecionado para os testes de estabilidade, de modo a comprovar se 0 mesmo
acontecia a temperaturas mais baixas.

Foi, em primeiro lugar, estudada a estabilidade do cocristal na auséncia de excipientes.
Da analise dos resultados presentes na Figura 64 pode afirmar-se que a estrutura do cocristal
permanece inalterada apos 45 e 90 dias em camara climaticas nas condi¢ges de 40 °C / 75 %
HR.

—DIF-ISO 1:1

—— DIF-ISO 1:1 ap6s 45 dias
DIF-ISO 1:1 ap6s 90 dias

T
I

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 64. Difratograma de raios-X de p6 do cocristal DIF-ISO 1:1 apos 45 e 90 dias em camara de estabilidade a
40°C /75 % HR.

As curvas de DSC, Figura 65, mostram que a fusdo do cocristal ocorre & mesma
temperatura quando 0 mesmo € sujeito a testes de estabilidade apos 45 e 90 dias, nas condi¢des
de temperatura e humidade descritas. Os valores médios, obtidos ao longo dos 3 meses, para a
temperatura e entalpia de fusdo séo Trs = (146,8 + 1,4) °C e AwsH = (46,2 + 1,7) kJ mol™.
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——DIF-ISO 1:1
—— DIF-ISO 1:1 ap6s 45 dias
DIF-ISO 1:1 apo6s 90 dias
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Figura 65. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal DIF-ISO 1:1 ap6s 45 e 90 dias em camara de estabilidade a
40°C /75 % HR (B = 10 °C/min.).

Todos os estudos realizados por XRPD e DSC para o cocristal ao longo dos 3 meses em
camara climatica encontram-se em anexo nas Figuras A7 e A8, respetivamente (Anexo II).

O caocristal testado foi misturado com 50 % (m/m) de talco e a mistura sujeita a estudos
de estabilidade nas condigbes descritas. Na Figura 66 encontra-se o XRPD da mistura que prova

gue nao ha interacao entre o cocristal e o excipiente.
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—DIF-ISO 1:1
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50%
| Talco
|
g
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o |
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20/°

Figura 66. Difratograma de raios-X de p6 da mistura de DIF-ISO 1:1, DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de talco e do
talco.

A Figura 67 mostra que o difratograma de raios-X de p6 ndo sofre qualquer alteracdo

apos 45 e 90 dias de tempo de estudo.

Na Figura 68 estdo representadas as curvas de DSC que mostram a tendéncia de ndo
alteracdo do comportamento do cocristal na presenca de 50 % de talco, apos os testes de
estabilidade ja referidos, pois o pico de fusdo é semelhante apds 45 e 90 dias de estudo, sendo

Trs = (146,0 £ 0,5) °C e AnsH = (44,0 £ 2,6) kJ mol™.
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—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50%
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% ap6s 45 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% apo6s 90 dias
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Figura 67. Difratograma de raios-X de p6 do cocristal DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de talco apos 45 e 90 dias em
camara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR.

—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50%
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% ap6s 45 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% ap6s 90 dias
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Figura 68. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de talco apds 45 e 90 dias em
camara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR (B = 10 °C/min.).
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A Figura A9 e a Figura A10 em anexo (Anexo Il) representa os difratogramas de raios-X
de p6 e as curvas de DSC da mistura DIF-ISO 1:1 + talco 50 % ao longo do 3 meses.
Quando se mistura o cocristal com 50 % de DCP, e apés o estudo de estabilidade, os

resultados obtidos por XRPD mostram que ndo ha qualquer interacao, Figura 69.

——DIF-ISO 1:1
— DIF-ISO 1:1 + DCP 50%
DCP

Intensidade / u.a.

‘MW
W | \dd‘ww

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura 69. Difratograma de raios-X de p6 da mistura de DIF-ISO 1:1, DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de DCP e do
DCP.

Os difratogramas de raios-X de pé e as curvas DSC, Figura 70 e 71, respetivamente, sao
semelhantes aos observados para a mistura de DIF-ISO 1:1 + Talco 50 %. Os resultados

recolhidos ao longo dos 3 meses encontram-se em anexo, Figura A11 e Figura A12 (Anexo ).
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—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50%
—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50% ap6s 45 dias
—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50% ap6s 90 dias
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Figura 70. Difratograma de raios-X de p6 do cocristal DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de DCP ap06s 45 e 90 dias em
camara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR.

—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50%
—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50% apés 45 dias
—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50% ap6s 90 dias
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Figura 71. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de DCP apds 45 e 90 dias em
camara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR (B = 10 °C/min.).
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O cocristal mantém a sua estrutura inalterada, pois os difratogramas de raios-X de pé e
as curvas de DSC, com Trs = (146,9 + 0,5) °C e AnsH = (44,7 £ 3,3) kJ mol?, sdo semelhantes
ao observado para o tempo 0 do teste de estabilidade. Nao ha incompatibilidade com 50 % de
DCP como excipiente.

De modo a comprovar se a incompatibilidade do cocristal com o manitol se verificava a
temperatura ambiente procedeu-se ao estudo da mistura com 50 % de excipiente por XRPD,

Figura 72.
—DIF-ISO 1.1

DIF-ISO 1:1 + Manitol 50%
Manitol

g

3
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©

2

(]

E

20/°

Figura 72. Difratograma de raios-X de p6 da mistura de DIF-ISO 1:1, DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de manitol e do
manitol.

A analise do difratograma de raios-X de p6 mostra que nao ocorre qualquer tipo de
interacdo entre o cocristal e 0 manitol, uma vez que todas as reflexdes que se observam no
difratograma da mistura sdo a soma das reflexdes do cocristal com as do manitol.

Assim, a mistura foi colocada em camara climatica e analisada por XRPD e DSC, Figura
73 e Figura 74, respetivamente. Os difratogramas de raios-X de p6 e as curvas de DSC ao longo
de todo o tempo de estudo encontram-se expostos em anexo nas Figuras Al3 e Al4,

respetivamente (Anexo Il).
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—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50%
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% ap6s 45 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% ap6s 90 dias
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Figura 73. Difratograma de raios-X de p6 do cocristal DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de manitol apds 45 e 90 dias em
camara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR.

—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50%
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% apds 45 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% ap6s 90 dias
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Figura 74. Curvas de DSC do cocristal DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de manitol ap6s 45 e 90 dias em camara de
estabilidade a 40 °C / 75 % HR (B = 10 °C/min.).
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Apbs 3 meses de estudos acelerados de estabilidade verificou-se que nao ocorreu
qualquer alteracdo na mistura, concluindo-se, assim, que a incompatibilidade com este
excipiente apenas se observa a altas temperaturas e a sua utilizacdo é segura a temperaturas
mais baixas.

Na Tabela 7 encontram-se resumidos os resultados obtidos ap6s o estudo de estabilidade
do sistema DIF-ISO 1:1 com os excipientes selecionados.

Tabela 7. Resumo dos resultados obtidos no estudo de compatibilidade e da estabilidade do cocristal DIF-ISO 1:1
com diferentes excipientes.

Compatibilidade Estabilidade (40 °C /
DSC XRPD 75 % HR, 3 meses)

DIF-I1SO 1:1 + Manitol Nao Sim Sim
DIF-1SO 1:1 + MCC Nao - -

DIF-I1SO 1:1 + Talco Sim Sim Sim
DIF-1SO 1:1 + Alginato de sddio N&o - -
DIF-ISO 1:1 + MgSte N&o - -
DIF-ISO 1:1 + Lactose monohidrato Néao - -

DIF-ISO 1:1 + DCP Sim Sim Sim
DIF-ISO 1:1 + CCS N&ao - -
DIF-ISO 1:1 + Acido adipico Nao - -
DIF-ISO 1:1 + Acido itaconico Nao - -

Concluiu-se, assim, que o cocristal é estavel até mesmo na presenca destes trés

excipientes e em quantidades massicas significativas.

3.5.3 Testes de estabilidade do cocristal LAM-ESM 1:1

Dado que apenas o talco e o DCP n&o causaram altera¢cdes na temperatura de fusdo do
cocristal, as misturas que contém esses excipientes foram as selecionadas para os testes de
estabilidade em camaras climéaticas.

Da leitura dos difratogramas de raios-X de p0, Figura 75, conclui-se que o cocristal, apos

30 e 60 dias de estudos de estabilidade, n&o revelou alteracéo de estrutura.
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—— LAM-ESM 1:1
—— LAM-ESM 1:1 apés 30 dias
—— LAM-ESM 1:1 apés 60 dias
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20/°

Figura 75. Difratograma de raios-X de p6 do cocristal LAM-ESM 1:1 apdés 30 e 60 dias em camara de estabilidade a
40°C /75 % HR.

As curvas de DSC representadas na Figura 76 mostram que a temperatura de fusao do

cocristal se mantém invariavel ao longo de 2 meses, Tws = (169,6 = 0,2) °C e AnsH = (56,0 £ 1,4)

kJ mol™.
—— LAM-ESM 1:1
—— LAM-ESM 1:1 apés 30 dias
—— LAM-ESM 1:1 apés 60 dias
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Figura 76. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal LAM-ESM 1:1 ap6s 30 e 60 dias em camara de estabilidade
a40°C/75 % HR (B =10 °C/min.).
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A andlise destes resultados permite concluir que as ligagdes de hidrogénio formadas
entre a lamotrigina e a etossuximida conferem estabilidade a ESM, pois aquando dos estudos
de estabilidade ao composto puro durante 15 dias esta fundiu. Os estudos completos estédo
expostos em anexo, Figura A15 e Figura A16 (Anexo llI).

Apods mistura de LAM-ESM 1:1 com 50 % de talco n&o foi observada qualquer alteracao

no espetro de raios-X de po, Figura 77.
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Figura 77. Difratograma de raios-X de p6 da mistura de LAM-ESM 1:1, LAM-ESM 1:1 com 50 % (m/m) de talco e do
talco.

Assim, prosseguiu-se com os estudos de estabilidade em camara climatica. Os XRPD e

os termogramas de DSC ap6s 30 e 60 dias encontram-se nas Figuras 78 e 79 e o seu estudo

completo apresentado em anexo, Figura A17 e Figura A18 (Anexo llI).
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—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50%
—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50% apo6s 30 dias
—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50% ap6s 60 dias
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Figura 78. Difratograma de raios-X de p6 do cocristal LAM-ESM 1:1 com 50 % (m/m) de talco apos 30 e 60 dias em
camara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR.

—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50%
—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50% apo6s 30 dias
—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50% ap6s 60 dias

5mw Endo

dQ/dt

N

— 1 - T T T 1 T T r T T T T T T T T T T T 1
50 75 100 125 150 175

Temperatura / °C

Figura 79. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal LAM-ESM 1:1 com 50 % (m/m) de talco apés 30 e 60 dias
em camara de estabilidade a 40 °C /75 % HR (B = 10 °C/min.).
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Apds 2 meses em camara climatica obtiveram-se 0s seguintes valores médios para a
temperatura e entalpia de fusdo, Tws = (169,3 + 0,1) °C e AwnsH = (56,2 + 1,8) kJ mol?,
respetivamente. Os resultados permitem concluir que, realmente, ndo houve alteracdo da mistura
em estudo.

O difratograma de raios-X de po, Figura 80 permite concluir que a mistura do cocristal
LAM-ESM 1:1 com 50 % de DCP n&o apresenta incompatibilidade.

— LAM-ESM 1:1
— LAM-ESM 1:1 + DCP 50%
—— DCP
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Figura 80. Difratograma de raios-X de p6 da mistura de LAM-ESM 1:1, LAM-ESM 1:1 com 50 % (m/m) de DCP e do
talco.

Quando sujeito a estudos de estabilidade, através da andlise por XRPD, Figura 81, pode
retirar-se como concluséo a néo interferéncia do excipiente.

Ao longo do periodo em que o cocristal LAM-ESM 1:1 + DCP 50 % foi submetido a testes
de estabilidade foram, também, realizados estudos por DSC, Figura 82. Esta analise, mais
sensivel que a analise realizada por XRPD, corrobora a concluséo retirada anteriormente. Os
valores médios obtidos sdo Tis = (169,4 £ 0,1) °C e AwsH = (54,1 £ 0,9) kJ mol?.
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Figura 81.
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Difratograma de raios-X de p6 do cocristal LAM-ESM 1:1 com 50 % (m/m) de DCP ap6s 30 e 60 dias em
camara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR.

—— LAM-ESM 1:1 + DCP 50%
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Figura 82. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal LAM-ESM 1:1 com 50 % (m/m) de DCP apés 30 e 60 dias
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Os estudos levados a cabo durante um periodo de 2 meses por XRPD e DSC encontram-
se apresentados em anexo, Figura A19 e Figura A20, respetivamente (Anexo Il1).

Nas condicoes deste estudo, tanto o cocristal LAM-ESM puro como o cocristal com 50 %
de talco e DCP se mantém estaveis ao longo de, pelo menos, 2 meses, tal como resumido na
Tabela 8. Em caso de instabilidade poderia haver algumas reflexdes dos compostos puros, o

que néo se verifica.

Tabela 8. Resumo dos resultados obtidos no estudo da compatibilidade e estabilidade do cocristal LAM-ESM 1:1
com diferentes excipientes.

Compatibilidade Estabilidade (40 °C /
DSC XRPD 75 % HR, 2 meses)

LAM-ESM 1:1 + Manitol Nao - -
LAM-ESM 1:1 + MCC Nao - -

LAM-ESM 1:1 + Talco Sim Sim Sim
LAM-ESM 1:1 + Alginato de sédio Né&o - -
LAM-ESM 1:1 + MgSte Né&o - -
LAM-ESM 1:1 + Lactose monohidrato Néao - -

LAM-ESM 1:1 + DCP Sim Sim Sim
LAM-ESM 1:1 + CCS Nao - -
LAM-ESM 1:1 + Acido adipico N&o - -
LAM-ESM 1:1 + Acido itacénico N&o - -

Dos resultados obtidos conclui-se que os dois excipientes testados sdo seguros para

utilizacdo em formulacdes farmacéuticas com o cocristal LAM-ESM 1:1.
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Capitulo 4

Conclusdes e Perspetivas Futuras

A estabilidade de cocristais farmacéuticos na presenca de excipientes encontra-se ainda
pouco estudada, sendo essencial no desenvolvimento de formulagdes envolvendo estas formas
sélidas. Através desta investigacdo estudou-se a compatibilidade e a estabilidade de cocristais
farmacéuticos formados por dois APIs, um de caracter acido, diflunisal, outro basico, lamotrigina,
e coformadores basicos, com diversos excipientes. Os sistemas APIl+coformador foram
escolhidos por forma a obter cocristais com potencial para a terapia dual.

A caracterizacdo dos APIs utilizados neste trabalho permitiu a identificagcdo de dois
polimorfos da etossuximida, sendo que o obtido por moagem assistida por etanol, polimorfo II,
ndo se encontra ainda descrito na literatura. O polimorfo obtido por cristalizacdo do fundido, o
polimorfo |, parece corresponder a forma Cr, descrita por Osiecka et al. [93].

Comecou-se por estudar um cocristal ja investigado anteriormente, o cocristal DIF-ISO
1:1. Dada a necessidade de obtencdo de grandes quantidades de cocristal para estudos de
estabilidade em camaras climéticas, foi possivel realizar a transposi¢do de escala através da
cristalizacdo em etanol, dada a natureza congruente do diagrama de fases ternario, tendo-se
obtido um rendimento de 66 %.

Foi ainda estudada a possibilidade de obtengdo de um cocristal de diflunisal com
etossuximida. No entanto, apenas se obteve uma mistura eutéctica, composta maioritariamente
por etossuximida, pelo que a sua utilizacao nao seria util.

Um novo cocristal na proporgéo de 1:1, formado por dois anticonvulsivantes, a lamotrigina
e a etossuximida, foi investigado. E possivel obter este cocristal quer por NG, quer por LAG,
assistida por etanol.

De seguida, procedeu-se aos estudos de compatibilidade dos cocristais obtidos com
excipientes basicos, acidos e neutros e com diferentes fungdes farmacéuticas, por DSC, em
propor¢des padrado e em excesso, 50 %. Concluiu-se, assim, que a incompatibilidade registada
nado se deve ao carater acido/base das espécies em estudo, uma vez que ndo existe agua no
meio para mediar a troca de protdes, mas sim a miscibilidade em fase liquida. Para além disto,

foi possivel perceber que para que o cocristal seja compativel com um excipiente € necessario
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gue ambos 0s seus componentes também o sejam. Assim, a altas temperaturas, ambos os
cocristais foram apenas compativeis com o talco e o DCP, excipientes basicos e inorganicos.

Os estudos de estabilidade foram realizados em condicdes aceleradas, 40 °C / 75 % HR,
e foram acompanhados por andalises de XRPD e DSC a cada 15 dias, para os APIs e os
cocristais, com e sem excipientes. O diflunisal, a lamotrigina e a isoniazida mantiveram-se
estaveis ap6s um periodo de um més e meio em camara climatica. Por outro lado, a etossuximida
fundiu ao fim de 15 dias nas mesmas condicdes, tendo-se obtido um novo polimorfo, com
difratograma de raios-X de p6 semelhante ao do polimorfo I, apos cristalizagédo do fundido.

O cocristal DIF-ISO 1:1 manteve-se estavel ao fim de 3 meses de testes. As misturas
deste cocristal com o talco e o DCP, excipientes selecionados devido aos estudos de
compatibilidade a alta temperatura, também séo estaveis durante o mesmo periodo de tempo e
sob as mesmas condi¢cdes. De modo a perceber se a incompatibilidade registada a altas
temperaturas também se verificava a temperaturas mais baixas, foi também selecionado o
manitol. Concluiu-se, assim, que o cocristal € estavel na presenca deste excipiente.

Apesar da etossuximida pura ndo ser estavel nas condi¢cbes de ensaio, o cocristal LAM-
ESM 1:1 é estavel durante, pelo menos, 2 meses. Assim, podemos concluir que as ligacdes de
hidrogénio entre estes dois APIs conferem estabilidade a etossuximida. Como observado para o
cocristal DIF-ISO 1:1, apenas o talco e o DCP mostraram compatibilidade a altas temperaturas.
Os estudos de estabilidade comprovam que ndo ha qualquer interacdo entre o cocristal e 0s
excipientes ao fim de 2 meses.

Num estudo futuro, seria de todo o interesse realizar testes de estabilidade com alguns
dos excipientes acidos e neutros gue nao se mostraram compativeis com 0s cocristais, a altas
temperaturas. Sera, também, importante avaliar propriedades como a velocidade de dissolugdo
intrinseca dos cocristais, na auséncia e na presencga dos excipientes, comparando-a com a dos
ativos. Por fim, seria importante avaliar o efeito farmacologico, em modelo animal, dos dois

cocristais investigados numa perspetiva de terapia dual.
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Anexo | — Seccéo 3.5.1
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—— DIF apo6s 30 dias
—— DIF ap6s 45 dias
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Figura Al. Difratograma de raios-X de p6 do DIF comercial apds 15, 30 e 45 dias em camara de estabilidade a 40
°C /75 % HR.
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Figura A2. Curvas de DSC de aquecimento do DIF ap6s 15, 30 e 45 dias em camara de estabilidade a 40 °C / 75 %
HR (8 = 10 °C/min.).
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Os valores médios de temperatura e entalpia de fusdo obtidos para o diflunisal séo Trs =
(211,7 £ 0,2) °C e AnsH = (35,9 £ 0,6) kJ mol™.

— LAM

—— LAM apos 15 dias
—— LAM ap6s 30 dias
—— LAM ap6s 45 dias
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I e—

W0z
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Figura A3. Difratograma de raios-X de p6 da LAM comercial ap6s 15, 30 e 45 dias em camara de estabilidade a 40
°C /75 % HR.
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—— LAM ap0s 45 dias
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Figura A4. Curvas de DSC de aquecimento do LAM comercial apds 15, 30 e 45 dias em camara de estabilidade a
40°C /75 % HR (B = 10 °C/min.).
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Anexos

Os valores médios de temperatura e entalpia de fusédo obtidos para a lamotrigina s&o Tiys
= (215,7 £ 0,3) °C e AnsH = (34,7 £ 0,2) kJ mol ™.

— IS0

—— IS0 apos 15 dias

—— IS0 apobs 30 dias
‘ —— 1SO apos 45 dias

Intensidade / u.a.

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura A5. Difratograma de raios-X de p6 da ISO comercial apds 15, 30 e 45 dias em camara de estabilidade a 40
°C /75 % HR.

—1S0

—— IS0 apbs 15 dias
—— ISO apbs 30 dias
—— IS0 apbs 45 dias

5mw T Endo

dQdt
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Figura A6. Curvas de DSC de aquecimento da ISO apés 15, 30 e 45 dias em camara de estabilidade a 40 °C / 75 %
HR (8 = 10 °C/min.).
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Os valores médios de temperatura e entalpia de fusédo obtidos para a isoniazida sdo Tiys
=(170,7 £ 0,1) °C e AnsH = (31,6 * 0,3) kJ mol?, respetivamente.

Anexo Il - Seccéo 3.5.2

Intensidade / u.a.

|

——DIF-ISO 111

—— DIF-ISO 1:1 apés 15 dias

—— DIF-ISO 1:1 apés 30 dias

—— DIF-ISO 1:1 apés 45 dias

—— DIF-ISO 1:1 ap6s 60 dias

—— DIF-ISO 1:1 ap6s 75 dias | |
—— DIF-ISO 1:1 apés 90 dias |

10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura A7. Difratograma de raios-X de p6 do cocristal DIF-ISO 1:1 ap6s 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias em camara de
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estabilidade a 40 °C / 75 % HR.
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——DIF-ISO 1:1

—— DIF-ISO 1:1 ap6s 15 dias
—— DIF-ISO 1:1 ap6s 30 dias
—— DIF-ISO 1:1 ap6s 45 dias
—— DIF-ISO 1:1 ap6s 60 dias
—— DIF-ISO 1:1 ap6s 75 dias
—— DIF-ISO 1:1 apés 90 dias

‘ 5mw TEndo

dQ/dt
—

.
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25 50 75 100 125 150 175
Temperatura / °C

Figura A8. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal DIF-ISO 1:1 apés 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias em camara
de estabilidade a 40 °C / 75 % HR (8 = 10 °C/min.).

—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50%

—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% ap6s 15 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% ap6s 30 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% apo6s 45 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% apds 60 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% apds 75 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% ap6s 90 dias

Intensidade / u.a.

10 15 20 25 30 35 40
20/°

=

Figura A9. Difratograma de raios-X de p6 do cocristal DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de talco apés 15, 30, 45, 60. 75
e 90 dias em camara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR.
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—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50%

—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% ap06s 15 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% apés 30 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% ap06s 45 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% ap6s 60 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% ap6s 75 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Talco 50% ap6s 90 dias
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Figura A10. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de talco apés 15, 30, 45, 60,
75 e 90 dias em cAmara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR (B = 10 °C/min.).
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—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50% ap6s 15 dias
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—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50% apds 75 dias H
—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50% ap6s 90 dias
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Figura A11. Difratograma de raios-X de p6 do cocristal DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de DCP apés 15, 30, 45, 60.
75 e 90 dias em camara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR.
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—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50%

—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50% ap6s 15 dias
—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50% ap6s 30 dias
—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50% ap6s 45 dias
—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50% ap06s 60 dias
—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50% ap06s 75 dias
—— DIF-ISO 1:1 + DCP 50% ap6s 90 dias
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Figura A12. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de DCP ap6s 15, 30, 45, 60,
75 e 90 dias em cAmara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR (B = 10 °C/min.).

—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50%

—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% ap6s 15 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% ap06s 30 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% ap6s 45 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% ap06s 60 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% apo6s 75 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% ap6s 90 dias
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Figura A13. Difratograma de raios-X de pé do cocristal DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de manitol apds 15, 30, 45, 60.
75 e 90 dias em camara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR.
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—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50%

—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% ap6s 15 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% ap6s 30 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% ap6s 45 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% ap6s 60 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% ap6s 75 dias
—— DIF-ISO 1:1 + Manitol 50% apds 90 dias

5mw T Endo /J\A
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Figura A14. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal DIF-ISO 1:1 com 50 % (m/m) de manitol apés 15, 30, 45,
60, 75 e 90 dias em camara de estabilidade a 40 °C /75 % HR (B = 10 °C/min.).

Anexos Il — Seccéao 3.5.3

—— LAM-ESM 1:1
—— LAM-ESM 1:1 ap6s 15 dias
—— LAM-ESM 1:1 ap6s 30 dias
—— LAM-ESM 1:1 ap6s 45 dias
—— LAM-ESM 1:1 ap6s 60 dias
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Figura A15. Difratograma de raios-X de p6 do cocristal LAM-ESM 1:1 ap6s 15, 30, 45 e 60 dias em camara de
estabilidade a 40 °C / 75 % HR.
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—— LAM-ESM 1:1

—— LAM-ESM 1:1 apés 15 dias
—— LAM-ESM 1:1 apés 30 dias
—— LAM-ESM 1:1 apds 45 dias
—— LAM-ESM 1:1 ap6s 60 dias
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Figura A16. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal LAM-ESM 1:1 apés 15, 30, 45 e 60 dias em camara de
estabilidade a 40 °C / 75 % HR (B = 10 °C/min.).

—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50%

—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50% ap06s 15 dias
—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50% ap06s 30 dias
—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50% apds 45 dias
—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50% apds 60 dias
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Figura A17. Difratograma de raios-X de p6 do cocristal LAM-ESM 1:1 com 50 % (m/m) de talco apds 15, 30, 45 e 60
dias em camara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR.
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—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50%

—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50% ap6s 15 dias
—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50% apdés 30 dias
—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50% apds 45 dias
—— LAM-ESM 1:1 + Talco 50% apos 60 dias
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Figura A18. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal LAM-ESM 1:1 com 50 % (m/m) de talco ap6s 15, 30, 45 e
60 dias em camara de estabilidade a 40 °C /75 % HR (B = 10 °C/min.).

—— LAM-ESM 1:1 + DCP 50%

—— LAM-ESM 1:1 + DCP 50% ap6s 15 dias
—— LAM-ESM 1:1 + DCP 50% apds 30 dias
—— LAM-ESM 1:1 + DCP 50% ap06s 45 dias
—— LAM-ESM 1:1 + DCP 50% ap6s 60 dias
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Figura A19. Difratograma de raios-X de p6 do cocristal LAM-ESM 1:1 com 50 % (m/m) de DCP apds 15, 30, 45 e 60
dias em camara de estabilidade a 40 °C / 75 % HR.
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—— LAM-ESM 1:1 + DCP 50%

—— LAM-ESM 1:1 + DCP 50% apés 15 dias
—— LAM-ESM 1:1 + DCP 50% apds 30 dias
—— LAM-ESM 1:1 + DCP 50% ap0s 45 dias
—— LAM-ESM 1:1 + DCP 50% ap6s 60 dias
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Figura A20. Curvas de DSC de aquecimento do cocristal LAM-ESM 1:1 com 50 % (m/m) de DCP ap6s 15, 30, 45 e
60 dias em camara de estabilidade a 40 °C /75 % HR (B = 10 °C/min.).
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