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Resumo

O trabalho apresentado nesta dissertacdo tem como objetivo a investigacdo do estado
solido da norfloxacina, um antibiotico de larga utlizacdo, e também de novas formas
multicomponente deste ativo, com relevo para co-cristais, utilizando como co-formadores
flavonéides, com potencial para atividade antimicrobiana sinérgica, e amidas. Atualmente, a
norfloxacina é usada para tratar gonorreia, infeces da préstata, urinarias, biliares e do trato
respiratorio. O composto tem sido objeto de diversos estudos dada a sua relevancia a nivel de
aplicacBes e a necessidade de melhorar algumas das suas propriedades, homeadamente a
baixa solubilidade aquosa e a higroscopicidade. Os flavondides sdo uma classe de compostos
polifendlicos naturais, que se encontram em diversos alimentos, sendo usados como
nutracéuticos ou suplementos alimentares. Possuem agéo antibacteriana e efeitos antioxidantes,
anti-inflamatdrios, anticoagulantes, anti-hipertensivos, anti tumorais e cardioprotetores. Os
flavondides utilizados na realizacao deste trabalho sdo a quercetina, a catequina e a miricetina.

Uma vez que as publicagdes referindo co-cristais de norfloxacina séo escassas e dizem
respeito a associagdo com acidos carboxilicos, investigou-se também a formacao de co-cristais
com co-formadores contendo o grupo amida, por forma a explorar outro tipo de sintdo
supramolecular na formacgéo de co-cristais deste ativo. Portanto, estudaram-se também como
co-formadores amidas, nomeadamente a benzamida, a salicilamida e a etenzamida. Entre elas,
possuem uma complexidade estrutural crescente, permitindo também analisar o efeito da
complexidade estrutural do co-formador na possibilidade de formacdo de co-cristais. Quer a
salicilamida quer a etenzamida sdo também ativos farmacéuticos, abrindo a possibilidade de
preparagdo de formas sélidas multicomponente para terapia dual.

Foi possivel identificar métodos para obtencédo reprodutivel de 3 polimorfos de
norfloxacina, as formas A, B e C, e dum sesquihidrato. Os resultados apontam para uma relacéo
de enantiotropia entre as formas A e B, e A e C da norfloxacina, sendo a Forma A o polimorfo
estavel a temperaturas préximas da de fuséo. Foi identificado que na forma C a molécula de
norfloxacina existe como zwiterido, o que tinha, até agora, sido observado apenas em solvatos.

A investigacao de formas solidas multicomponente foi levada a cabo por mecanoquimica.
No estudo da associagdo de norfloxacina e flavonoides foi possivel identificar co-amorfos para
os sistemas norfloxacina + quercetina e norfloxacina + catequina, este Ultimo de baixa
estabilidade. Os resultados apontam também para a associacdo de norfloxacina e quercetina e
de norfloxacina e miricetina em duas estruturas supramoleculares obtidas por LAG, co-cristais
eguimolares que se encontram solvatados. Estes co-cristais e 0 co-amorfo com quercetina
poderdo ser Uteis em termos de aplicacdo farmacéutica pelo que deverdo ser alvo de
investigacao adicional.

Foram obtidos co-cristais de norfloxacina quer com a benzamida (na proporcéo 2:3), quer
com a salicilamida. Com este ultimo co-formador a estequiometria do co-cristal € de (1:1), tendo
sido identificados dois polimorfos. Com a etenzamida, a mecanoquimica resultou em misturas
fisicas dos dois compostos.

Todos os solidos investigados durante este projeto foram caracterizados através de
técnicas complementares: espectroscopia por refletancia total atenuada no infravermelho com
transformada de Fourier (ATR-FTIR), calorimetria diferencial de varrimento (DSC), difracdo de
raios-X de po (XRPD) e termogravimetria (TGA).
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Abstract

The work presented in this dissertation aims to investigate the solid-state of norfloxacin, a
widely used antibiotic, and also new multi-component forms of this active, with emphasis on co-
crystals, using flavonoids as co-formers, with potential for synergistic antimicrobial activity, and
amides. Currently, norfloxacin is used to treat gonorrhea, prostate, urinary, biliary, and respiratory
tract infections. This compound has been the subject of several studies due to it's relevance in
terms of applications and the need to improve some of it's properties, namely it's low aqueous
solubility and hygroscopicity. Flavonoids are a class of natural polyphenolic compounds found in
many foods and used as nutraceuticals or food supplements. They have antibacterial action as
well as antioxidant, anti-inflammatory, anticoagulant, antihypertensive, anti-tumor, and
cardioprotective effects. The flavonoids used in this work are quercetin, catechin, and myricetin.

Since publications referring to norfloxacin co-crystals are scarce and concern the
association with carboxylic acids, the formation of co-crystals with co-formers containing the
amide group was also investigated to explore another type of supramolecular synthon in the
formation of co-crystals of this asset. Therefore, amides, namely benzamide, salicylamide and
etenzamide, were also studied as co-formers. In addition, by using amides with increasing
structural complexity, we were able to analyze the effect of the co-former structural complexity on
the co-crystals formation. Both salicylamide and etenzamide are also active pharmaceuticals,
opening up the possibility for dual therapy by preparing multi-component solid forms.

It was possible to identify methods to reproducibly obtain 3 polymorphs of norfloxacin,
forms A, B and C, and a sesquihydrate. The results point to an enantiotropic relationship between
forms A and B, and forms A and C of norfloxacin, with form A being the stable polymorph at
temperatures close to melting temperatures. It was also identified that in the C form the
norfloxacin molecule exists as a zwitterion, which has, until now, been observed only in solvates.

The investigation of multicomponent solid forms was carried out by mechanochemistry. In
the study of the association between norfloxacin and flavonoids, it was possible to identify co-
amorphous for the systems norfloxacin + quercetin and norfloxacin + catechin, the latter with low
stability. The results also point to the association of norfloxacin and quercetin and of norfloxacin
and myricetin in two supramolecular structures obtained by LAG, equimolar co-crystals that are
solvated. These co-crystals and the co-amorphous with quercetin have the potential to be used
in pharmaceutical applications and should thereforebe further investigated.

Norfloxacin co-crystals were obtained with either benzamide (2:3 ratio) or salicylamide.
With this last co-former, the stoichiometry of the co-crystal is (1:1), having been identified two
polymorphs. With etenzamide, the mechanochemistry resulted in physical mixtures of the two
compounds.

All solids investigated during this project were characterized using complementary
techniques: Fourier transform infrared attenuated total reflectance spectroscopy (ATR-FTIR),
differential scanning calorimetry (DSC), X-ray powder diffraction (XRPD), and thermogravimetry
(TGA).
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Antibioticos e resisténcia a antibidticos

As infecbes causadas por agentes bacterianos sdo uma das principais causas de
mortalidade em todo o mundo. Os antibidticos representam uma das descobertas mais
importantes da histéria da medicina para o tratamento bem-sucedido dessas mesmas infecdes.
O uso de antibidticos como agentes terapéuticos, iniciado pela primeira vez na primeira metade
do século XX, permitiu um tratamento eficaz de infe¢cBes bacterianas complicadas e
potencialmente fatais, poupando milhées de vidas, e representando ferramentas importantes na
medicina moderna. Assim, os antibiéticos também revolucionaram as possibilidades de
intervenc@o médica para ajudar a aumentar a qualidade da vida humana [1].

Os antibidticos representam uma primeira linha de defesa de diversos microrganismos,
que produzem e usam 0s antibiéticos para combater inimigos naturais ou concorrentes por
recursos nutricionais no seu ambiente préximo. Portanto, para a atividade antimicrobiana, a
natureza inventou uma grande variedade de mecanismos de ac¢do que envolvem a perturbacao
de estruturas bacterianas essenciais ou vias de biossintese de macromoléculas, como a parede
celular bacteriana, DNA, RNA ou proteinas, ameacando assim o estilo de vida microbiano
especifico e, eventualmente, até a sobrevivéncia. No entanto, juntamente com modos altamente
inventivos de acao antibidtica, a natureza também desenvolveu um conjunto comparavel de
mecanismos de resisténcia que ajudam as bactérias a contornar a agdo antibiotica. Os
microrganismos desenvolveram respostas adaptativas especificas que permitem reagir
adequadamente a presenca de agentes antimicrobianos, garantindo a sobrevivéncia durante o
stress antimicrobiano, ou seja, as bactérias neutralizaram a pressdo dos antibioticos e
desenvolveram ou adquiriram resisténcias que tornam inativos os medicamentos anteriormente
eficazes [1].

Posto isto, a resisténcia aos antibidticos, comumente usados, constitui um grave
problema no tratamento das doencgas infeciosas, sendo, atualmente, uma realidade a nivel global
e um dos principais desafios enfrentados pela medicina moderna em todo o mundo.

As Ultimas décadas testemunharam um rapido progresso na compreensao dos multiplos
fatores que afetam o surgimento e a disseminacdo da resisténcia a antibiéticos ao nivel da
populacdo e de cada paciente [2]. Esta resisténcia foi impulsionada por um conjunto diversificado
de fatores, incluindo prescri¢cdes inadequadas de antibioticos, utilizacdo excessiva e incorreta
dos antibiéticos (falha na toma, doses inadequadas, interrup¢do do tratamento prescrito pelo
médico, uso de “sobras” sem indicagdo médica, por exemplo), uso de antibiéticos fora do setor
de saude e fatores genéticos intrinsecos a bactérias [3]. Isto leva a uma diminuicdo do seu
efeito e, por vezes, h4 uma necessidade de aumento das doses terapéuticas, 0 que promove



uma maior resisténcia, ou seja, favorece a propagacdo de bactérias resistentes, tornando-
se uma ameagca para a saude publica no mundo inteiro.

Em tempos de rapido desenvolvimento e disseminacédo de multiresisténcia a antibidticos
€ necessario explorar novas estratégias de anti resisténcia para combater infe¢cdes bacterianas.
De duas vias possiveis, uma passa pelo desenvolvimento de antibidticos com novos mecanismos
de acdo e a outra por incrementar a eficacia de antibioticos de classes estabelecidas.

Portanto, a melhor maneira de combater essas infecbes seria desenvolver uma nova
classe de agentes antibacterianos potentes, uma abordagem extremamente cara e demorada
devido a certas caracteristicas do mercado de antibidticos que provavelmente dificultam o
investimento da industria farmacéutica no desenvolvimento de novos medicamentos. Além disso,
a probabilidade de sucesso € bastante discutivel. Por isso é que é tdo importante o
desenvolvimento de abordagens alternativas para combater a ameaca da resisténcia aos
antibidticos que incluem novos métodos de identificacdo de medicamentos antibacterianos ou
encontrar compostos naturais que possam melhorar o efeito antibacteriano dos antibiéticos
comumente usados, através de efeitos sinérgicos entre os mesmos [3].

Por todas estas razdes e por todas as razdes mencionadas anteriormente, existe também
um grande interesse em diminuir a dosagem de antibidticos sintéticos.

A co-cristalizacdo € uma importante estratégia a explorar para a preparacdo de
antibiéticos com atividade incrementada, por via de formacdo de co-cristais cujo co-formador
mostra atividade antimicrobiana sinérgica. Poderda ser também usada para melhorar a
biodisponibilidade oral do ativo, e assim reduzir a dosagem na formulagéo.

O trabalho apresentado nesta tese tem como objetivo a investigagdo de novas formas
multicomponente, com relevo para co-cristais de um antibiotico de larga utilizacdo, norfloxacina
[4] [5] [6], utilizando como co-formadores flavondides com potencial para atividade antimicrobiana
sinérgica [7] [8] [9]. Uma vez que as publicagbes de norfloxacina que identificam co-cristais, séo
escassas e dizem respeito & associagdo com 4cidos carboxilicos [10], investigou-se também a
formacé&o de co-cristais com co-formadores contendo o grupo amida, por forma a explorar outro
tipo de sintdo supramolecular na formag&o de co-cristais deste ativo.

1.2 Formas soélidas e a industria farmacéutica: co-cristais

O design e sintese de cristais multicomponente, tais como co-cristais, despertaram o
interesse da industria farmacéutica, com a introducdo de diretrizes regulatérias pela Food and
Drug Administration (FDA) dos EUA como resultado de um portfélio expandido de patentes [11].
O artigo de Almarsson e Zaworotko, em 2004 [12], marca o inicio formal dos co-cristais
farmacéuticos como uma classe distinta de novos materiais cristalinos que podem ser (teis na
formulacdo de medicamentos orais. Os mesmos possuem caracteristicas que se revelam
vantajosas relativamente a outras estratégias amplamente estudadas, nomeadamente as suas
propriedades estruturais, devido & capacidade destas formas soélidas alterarem e otimizarem as
propriedades do soélido, para aplicac6es farmacéuticas, comparativamente a substancia original
e a grande variedade de formadores que podem ser incorporados na sua constituicdo [13] [14].



Apesar da recente popularidade generalizada dos co-cristais, ainda nao existe uma
definicdo universalmente aceite na comunidade cientifica para este tipo de compostos. No
entanto, € aceitavel definir-se co-cristais farmacéuticos como estruturas supramoleculares,
sélidos cristalinos, constituidos por duas ou mais substancias neutras ou ionicas (API e co-
formador), os quais quando puros, sédo sélidos a temperatura e pressao ambiente, ligadas entre
si numa estrutura cristalina Unica, com estequiometria bem definida e que interagem entre si,
normalmente por ligagcdes ndo-covalentes e ndo ibnicas complementadas por outras interacdes
intermoleculares mais fracas, sem transferéncia de protées [15]. Estes tém sido relevantes na
indUstria farmacéutica devido ao seu potencial para melhorar propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas de ativos sélidos, nomeadamente a estabilidade, morfologia, tamanho das
particulas, ponto de fuséo, forma fisica, higroscopicidade, solubilidade, velocidade de dissolugéo
intrinseca, permeabilidade, biodisponibilidade oral, toxicidade e propriedades mecanicas (como
0 escoamento, a compressibilidade e compactacéo) de APIs [13] [16] [17] [18]. Podem permitir,
também, a reducdo dos efeitos colaterais e 0 aumento da efetividade do medicamento [19].

O termo co-cristal farmacéutico, aplica-se quando pelo menos uma das substancias é um
ativo farmacéutico (API), que se associa a um aditivo benigno, designado de co-formador [20]
[21], geralmente considerado seguro para consumo humano, selecionado da lista de compostos
GRAS (Generally Recognized as Safe), aprovada pela FDA ou um outro ativo farmacéutico [19]
[22] [23], Juntos podem conferir propriedades melhoradas e o co-cristal do API sera seguro para
uso em novas formulagdes [24].

A interagdo que leva a formacao de um co-cristal encontra-se representada na Figura 1,
em que A representa um APl e B um co-formador. Assim, um co-cristal farmacéutico resulta da
interagdo de um API com um co-formador.

A(s)+ B (s) — A+B(s)
Co-cristal
Figura 1. Formacado de um co-cristal.

Embora a diversidade de possiveis arranjos de empacotamento de cristais torne dificil
prever as propriedades a partir das de um API e do co-formador [25], Aakeroéy et al. relataram
gue os co-formadores podem ser selecionados para alterar sistematicamente as propriedades
das formas sélidas, demonstrando que o aumento do comprimento da cadeia de carbono dos
co-formadores leva a reducdes previsiveis na solubilidade [26]. Este conceito pode ser aplicado
para alterar a farmacocinética de um API, o que pode resultar em ativos previamente rejeitados
gue chegam novamente a ensaio clinico. Além disso, como a forma co-cristal pode permitir maior
solubilidade e subsequente absorcédo do API, pode-se provar que é necessario menos API
presente no medicamento, como é o caso do Entresto® [27].

Outra forma de melhorar as propriedades fisico-quimicas é fazer pesquisa de formas
polimérficas [28] [29] [30] [31] [32]. No entanto, existem algumas reservas quanto a sua
utiizacdo, uma vez que estas podem sofrer transformacdes noutros polimorfos
termodinamicamente mais estaveis, como é o caso de alguns medicamentos que passado
alguns anos, depois do seu langamento, séo retirados do mercado devido a sua transformacgéo
num polimorfo que pode, por exemplo, reduzir a biodisponibilidade oral do farmaco ou afetar
qgualquer outra propriedade fisico-quimica [33]. Os co-cristais também podem exibir
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polimorfismo, e assim possulir diferentes propriedades fisico-quimicas, entre as diferentes formas
cristalinas [13] [18] [34] [35].

A formacdo de sais € uma outra abordagem a sintese de candidatos no estado sdélido
utilizados, também, para a modificacdo das propriedades fisicas dos APIs, resolvendo a fraca
solubilidade aquosa e baixa biodisponibilidade oral [28] [29] [32] [36] [37]. Um sal resulta de uma
reacao acido-base entre o APl e uma substancia que seja um acido ou base, como tal, tem uma
limitac&@o pois o API deve possuir um local ionizavel (basico ou &cido) apropriado. Os co-cristais
tém a vantagem de, em relacao aos sais, utilizar compostos nao ibnicos, uma vez que nem todos
0s compostos possuem grupos funcionais basicos ou acidos o suficiente para dar origem a sais
[38] [39]. Além disso, existe um maior numero de potenciais co-formadores de co-cristal ndo
toxicos que podem ser incorporados numa reacgdo de co-cristalizagéo, do que acidos e bases
considerados como aceitaveis no desenvolvimento de formulagfes [18] [39].

Pode-se ainda tentar obter solvatos, que se podem formar no processo de cristalizacao
quando o solvente é retido e incorporado como parte da estrutura cristalina [28] [29] [32] [37]. As
moléculas do solvente na estrutura do cristal podem diminuir o espago vazio no mesmo ou, por
exemplo, servirem de ponte em ligacdes de hidrogénio entre as moléculas do API. No entanto,
a maioria dos solventes, sao biologicamente téxicos; como resultado, a maioria dos cristais
contendo solvente séo evitados no desenvolvimento da forma sélida de um API, pois pode afetar
profundamente a estabilidade do mesmo [40] [38]. Uma excecdo importante € a subclasse de
hidratos, que sdo bem conhecidos em produtos farmacéuticos. Algumas moléculas
farmacéuticas sdo capazes de formar hidratos. Como resultado de tensfes induzidas pelo
processo, como mudancas na temperatura, pressdo ou humidade relativa, os hidratos
convertem-se, frequentemente, em formas de cristal anidro. Esta conversdo de hidrato em
anidrato pode resultar em mudancas significativas nas propriedades fisicas e pode apresentar
problemas importantes, por exemplo, durante o armazenamento, onde a conversédo de hidrato
pode comprometer a aparéncia e integridade da forma farmacéutica [32].

Os co-cristais tendem a ser mais estaveis do que o0s solvatos ou os hidratos, pois 0s
solventes tendem a tornar os sistemas mais dindmicos, e mostram uma pressao de vapor mais
elevada, sendo comum observar dessolvatacao/desidratagdo em formas farmacéuticas solidas.
Assim, a perda de solvente conduz, frequentemente, ao aparecimento de fases amorfas, que
gquimicamente, sdo menos estaveis podendo evoluir para formas cristalinas menos solaveis. Por
oposicao, a maioria dos formadores de co-cristal ndo sdo suscetiveis de se evaporar a partir das
formas sélidas, evitando-se a separacao de fases e outras alteracfes fisicas menos desejaveis
[29].

Quanto aos compostos amorfos, estes podem evoluir para a estrutura cristalina do
composto em causa, mais estavel termodinamicamente [41] [42]. A tecnologia co-amorfa foi
introduzida recentemente para estabilizar ativos no estado amorfo para o desenvolvimento de
novos medicamentos. O estado co-amorfo € um estado amorfo no qual um ativo € misturado
com outros farmacos ou com um composto de baixo peso molecular, como seja um excipiente.
N&o ha limitacdo no nimero de componentes num estado co-amorfo. Alguns estudos relataram
gue a estabilidade fisica de um ativo € melhorada ap6s a formacgéo de um sistema co-amorfo em
comparacdo com a forma amorfa dos compostos constituintes. Além de melhorar a estabilidade
fisica, a formacao de sistemas co-amorfos melhora, também, o perfil de dissoluc¢édo do ativo [43].



Assim sendo, os co-cristais tém vindo a ganhar peso na investigacdo de novas formas
cristalinas de ativos farmacéuticos, surgindo como alternativa as estratégias acima referidas e
apresentadas na Figura 2, que envolvem o uso de polimorfos, sais ou solvatos e hidratos,
promovendo melhorias nas propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas, como as referidas
anteriormente, evitando a quebra ou a formacdo de ligacbes covalentes [38] e néo
comprometendo a bioatividade do API [44] [45].

B - Contraigo W =Solvente/H,0 A\, = Co-formador

% 228 =8

Amorfo

Polimorfos

Solvatos/hidratos
Co-cristais

Figura 2. Diferentes formas sélidas de ativos farmacéuticos [39].

Nos co-cristais podem estabelecer-se varios tipos de interacbes intermoleculares:
ligagbes de hidrogénio, interagdes -1 € interagdes de van der Waals [16] [18] [40]. As ligacbes
de hidrogénio sédo interacdes intermoleculares com forte caracter direcional, que ocorrem entre
um atomo de hidrogénio e dois atomos bastante eletronegativos (N, O, F) de forma que o
hidrogénio sirva de ligagdo entre os atomos com o0s quais interage. Sao as interacdes
intermoleculares mais fortes do ponto de vista energético e do ponto de vista de distancias
interatdmicas. As ligacdes de hidrogénio fracas também tém sido referidas como tendo um papel
importante na elaboracdo das estruturas cristalinas de co-cristais. A interagao 1-1T pode ocorrer,
por exemplo, entre compostos organicos que contém grupos aromaticos. Sa8o causadas por
sobreposicdo intermolecular de orbitais p em sistemas conjugados 11. Sdo tanto mais fortes
quanto maior for o niumero de eletrdes 1. Nas interagdes de van der Waals, estao englobadas
as forcas de London ou dipolo-instantaneo, dipolo-induzido, as intera¢des dipolo permanente-
dipolo induzido e dipolo permanente-dipolo permanente [46]. Estas sd@o as interacbes
intermoleculares disponiveis para uma variada gama de funcionalidades e topologias que
resultam numa ampla gama de oportunidades de formacéo de novas estruturas em fase sélida.

As interacdes mais importantes que levam a formacéo de um co-cristal sdo as ligacdes
de hidrogénio intermoleculares. Numa fase inicial dever-se-4 ter em conta quais 0s grupos
funcionais presentes na molécula do APl para posteriormente selecionar os possiveis co-
formadores que devem ter grupos funcionais complementares aos do APl em causa [18] [19]
[28].



Uma compreensdo detalhada da quimica supramolecular dos grupos funcionais
presentes numa dada molécula é, portanto, um pré-requisito fundamental para a formacao de
um co-cristal, uma vez que facilita a selecdo de co-formadores apropriados para que
estabelegcam com o API sint6es supramoleculares viaveis [30] [38]. Deste modo, como j& referido
anteriormente, é fundamental que existam grupos funcionais especificos, complementares no
API e no co-formador.

A unidade estrutural que liga as duas moléculas e leva a formacdo de um co-cristal
designa-se por sintdo supramolecular [30] [38], que pode ser formado por operacdes de sintese
que envolvem interacdes intermoleculares [47]. Observando a composi¢do estrutural de co-
cristais conhecidos, € facil concluir que estes sao o exemplo perfeito de supermoléculas, uma
vez que sao constituidos, precisamente, por moléculas ligadas por interagdes intermoleculares
gue dao origem a uma rede cristalina, e, portanto, ndo é de estranhar que esta designacao tenha
sido adotada. Estes sintdes podem ainda ser divididos em dois tipos, homo e heterosintdes [12]
[48]. Os homosintdes representam a interacdo entre grupos funcionais idénticos e
complementares que dao origem, por exemplo, a dimeros ou cadeias. Os heterosintdes
envolvem a interacdo entre grupos funcionais que, embora diferentes, sdo também
complementares [49] [50]. Na Figura 3 estédo representados exemplos de homosintées (acido
carboxilico-acido carboxilico e amida-amida) e heterosintdes (acido carboxilico-amida e acido
carboxilico-heterociclico) [51] [52]. Alguns destes sintBes sao relevantes, tendo em conta 0s
grupos funcionais do API e dos co-formadores escolhidos neste trabalho, devido a capacidade
destes grupos funcionais para participarem em ligag6es de hidrogénio como dadores ou como
aceitadores.
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Figura 3. Representacdo de homo e heterosintdes supramoleculares: a) homosintdo acido-4cido; b)
homosintao amida-amida; ¢) heterosintdo acido-amida; d) heterosintdo acido-azoto heterociclico.



No entanto, a abordagem de formacdo de sintdes supramoleculares pode ter
desvantagens, uma vez que ndo € quantitativa: embora a formacédo do sintdo (formacdo do
sistema multicomponente) possa ser favoravel, pode ndo ser possivel o seu empacotamento
numa estrutura cristalina ordenada [18] [31]. Quando varios grupos funcionais estdo presentes
numa molécula, como € frequente para muitos APIs, a CSD raramente contém informacgéo
suficiente para estabelecer a hierarquia dos possiveis sintdes supramoleculares [38] [53]. Além
disso, a abordagem néo considera fatores como a competicdo entre os diferentes grupos
funcionais presentes no APl ou no co-formador, nem o impedimento estéreo entre 0s grupos
dadores ou aceitadores de protéo das ligacdes de hidrogénio, podendo condicionar a associacéo
API:co-formador [18] [31].

As metodologias de preparacdo de co-cristais, incluem moagem a seco, técnicas de
moagem assistida por solvente e cristalizacdo em solucdo, entre outras [54]. A cristalizacdo em
solucdo, requer conhecimento da solubilidade dos componentes da unidade e geralmente é
rastreada usando diagramas de fase ternarios, sendo determinada por varios fatores, incluindo
a solubilidade diferencial dos componentes da unidade, escolha apropriada do solvente, pH final
apos a dissolugdo dos componentes, sobressaturacéo, temperatura, taxas de evaporagdo ou
arrefecimento e presenca de impurezas [55]. E um dos métodos utilizados, mas com o avancar
dos anos, surgiram novas técnicas de co-cristalizacdo de extrema importancia sobretudo para
combater a elevada utilizacdo de solventes, de acordo com os principios da quimica verde [56]
[57]. Estas técnicas, apelidadas de solvent free, ttm como caracteristica a redugéo drastica da
utilizacdo de solventes, apresentando, ao mesmo tempo, resultados semelhantes, ou mesmo
mais satisfatorios, quando comparadas com técnicas tradicionais. Um exemplo deste tipo de
técnicas € a moagem a seco ou assistida por liquido (LAG), de especial relevancia para este
projeto [56] [32] [58]. Os co-cristais desenvolvidos podem ser caracterizados com sucesso
usando varias técnicas analiticas e podem ser avaliados através das suas propriedades fisico-
guimicas.

Em concluséo, uma vez que os co-cristais farmacéuticos séo formas cristalinas diferentes
do API, aumentam a gama de formas solidas disponiveis para a formulagdo. Os co-cristais
representam um novo paradigma no dominio da formula¢éo de medicamentos possibilitando a
protecdo da propriedade intelectual com a possibilidade de registo de novas patentes [59] [60]
[61].

1.2.1 Polimorfismo

A administracdo de medicamentos por via oral recorrendo a formulagdes soélidas é a forma
mais conveniente, eficaz, segura, de baixo custo, e, portanto, a mais comum. Uma vez que a
eficacia terapéutica dos APIs esta diretamente relacionada com as suas caracteristicas
estruturais (polimorfismo), com o habito cristalino (morfologia) e com o tamanho das particulas
[62] [63], o controlo da estrutura dos APIs ou das suas formas polimdrficas € uma das exigéncias
farmacéuticas [62] [64]. Portanto, o polimorfismo, atualmente, é considerado um desafio na
investigacdo da quimica do estado sélido, na engenharia de cristais e, consequentemente, uma

propriedade a estudar durante a fase de pré-formulacéo [65].
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O polimorfismo é definido como a capacidade de um composto cristalizar em diferentes
formas ou estruturas cristalinas, cada uma delas tendo a mesma estrutura quimica, mas arranjos
(polimorfismo de empacotamento) ou conformacdes (polimorfismo conformacional) diferentes
das moléculas na rede cristalina: um composto apresenta estruturas cristalinas diferentes, tal
como estd representado na Figura 4, diferentes interagdes intermoleculares e
conseguentemente diferentes energias de Gibbs [32] [31]. Assim, o polimorfismo pode influenciar
as propriedades fisico-quimicas, uma vez que, diferentes polimorfos exibem diferentes
propriedades fisico-quimicas como, habito cristalino, dureza, densidade, solubilidade, velocidade
de dissolucéo intrinseca, biodisponibilidade oral, estabilidade quimica e fisica e ponto de fuséo,
entre outras propriedades [63] [64] [66] [30].

Forma | Forma ll

Figura 4. Esquema de duas estruturas cristalinas diferentes de um ativo farmacéutico.

Como as diferencas entre polimorfos podem alterar a qualidade e a eficacia terapéutica
de um medicamento, a pesquisa (identificacdo, caracterizagdo e controlo) dos mesmos é
obrigat6ria na indastria farmacéutica, assegurando a garantia de qualidade dos medicamentos
produzidos. Por vezes, o polimorfo mais estavel € de dificil sintese ou uma forma metaestavel
tem propriedades favoraveis. Independentemente da forma escolhida para o desenvolvimento,
€ da maior importancia para a industria farmacéutica garantir processos confiaveis e robustos.
Atualmente, conhecemos alguns medicamentos que tiveram de ser retirados do mercado porque
surgiram novos polimorfos desses medicamentos que possuem propriedades fisico-quimicas
diferentes, como por exemplo, menor solubilidade que, por consequéncia, influenciara a
biodisponibilidade oral do medicamento, alterando, assim, a sua eficacia e seguranca terapéutica
[66] [67] [68]. Portanto, € de grande interesse para a industria farmacéutica estudar quais os
polimorfos mais adequados e que apresentam melhores propriedades para serem
comercializados. As formas polimérficas metaestaveis sdo mais sollveis, promovendo maior
biodisponibilidade. No entanto, as formas polimérficas metaestaveis possuem baixa estabilidade
termodinamica, podendo ser necessario adicionar outros compostos a formulagéo para garantir
a estabilidade [66].

Atualmente, é possivel identificar e monitorizar a formacdo de diferentes formas
polimorficas porque, dependendo da metodologia utilizada para obtencéo das diferentes formas
cristalinas, esta pode gerar polimorfos diferentes consoante as condi¢cdes experimentais
utilizadas, ou seja, determinadas condi¢cdes podem gerar um polimorfo e outras condi¢cdes
diferentes podem gerar outro polimorfo do mesmo API. Pode acontecer, também, obter-se o
mesmo polimorfo em condic8es diferentes [64] [69].
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A capacidade de um polimorfo especifico cristalizar é geralmente determinada por fatores
termodindmicos e cinéticos. Esses fatores devem ser bem compreendidos para explorar e
controlar o comportamento polimérfico de uma substancia. A estabilidade relativa dos polimorfos
depende das suas energias de Gibbs e sob condi¢cdes experimentais definidas, o polimorfo
termodinamicamente mais estavel a uma dada pressao e temperatura tem a menor energia de
Gibbs, sendo que os outros polimorfos sé@o designados de formas metaestaveis. Sob
interpretacé@o termodinémica, o cristal passa de uma forma menos estavel para uma forma mais
estavel. Na perspetiva farmacéutica, a forma mais estavel nem sempre € a mais desejada,
porque como possui uma maior estabilidade termodindmica € menos sollavel e, por conseguinte,
podera mostrar menor biodisponibilidade oral. A transformag&o de uma forma polimoérfica noutra
mais estavel é explicada pelos diagramas de energia em fungéo da temperatura, estes ditam se
as modificagBes polimérficas se podem transformar de forma reversivel (enantiotropia) ou
irreversivel (monotropia) a pressao atmosférica [61].

Na Figura 5 esté representado o diagrama de energia em funcdo de temperatura, a
pressdo constante de duas formas polimorficas A e B. Inicialmente a forma A é a mais estavel
visto que possui menor energia de Gibbs. E possivel observar, também, que antes da fuséo de
ambos os polimorfos, ocorre uma transi¢éo solido-sélido do polimorfo A para o polimorfo B. A
temperatura de transicdo pode ser definida como a temperatura a qual os dois polimorfos
apresentam a mesma energia de Gibbs. Acima da temperatura de transi¢édo, o polimorfo B € o
mais estavel visto que apresenta menor energia relativamente ao polimorfo A. A fusdo da forma
A é definida através da interse¢do da curva Giq com a curva Ga e a fusdo da forma B é definida
pela intersecdo da curva Gjq com a curva Gg. As entalpias de transicao AHgans € de fusdo AHss
sao calculadas para o valor de temperatura da respetiva transigao, sendo o valor de AHians a8
obtido pela diferenca de valor entre as curvas de entalpia dos dois polimorfos & temperatura de
transicdo. Este tipo de diagramas de energia em funcdo da temperatura caracteriza polimorfos
enantiotrépicos [70].

A AH fus,A A fus,B

AHp>p= Hg- Hy Hiiq

\ N\

v —Hg
/HA

Energia

0 7

Ttrans Tfu s.A Tfus,B
Temperatura

Figura 5. Diagrama de energia em funcdo de temperatura, a pressao constante, num sistema dimorfico
enantiotrépico [70].
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E possivel que um dos polimorfos seja sempre o mais estavel até atingir o seu ponto de
fusdo. Um comportamento deste tipo representa um sistema monotropico, cujo diagrama de
energia em funcdo da temperatura esta representado na Figura 6. Neste caso a transicdo de um
polimorfo noutro ocorre para temperaturas superiores aos pontos de fusdo de cada um dos dois
polimorfos. Assim, antes da temperatura de fusdo de ambos os polimorfos ndo é possivel ocorrer
uma transi¢ao solido-solido reversivel [70].

N

Energia

Gig GCg

v

; 7

Tfus,B Tfus, A Ttrans

Temperatura

Figura 6. Diagrama de energia em funcdo da temperatura, a pressdo constante, para um sistema
dimaérfico monotrépico [70].

Concluindo, os polimorfos podem ser classificados como enantiotrépicos ou
monotrépicos, consoante as diferencas de estabilidade termodinamica e da possibilidade de uma
forma poder, ou ndo, transformar-se reversivelmente na outra. Num sistema enantiotrépico a
transicdo reversivel entre polimorfos ocorre antes da temperatura de fusdo de ambos os
polimorfos, enquanto que num sistema monotrépico isto ja ndo se verifica, ou seja, no caso da
monotropia, a forma de temperatura fusdo superior € sempre a forma termodinamicamente
estavel enquanto que na enantiotropia, a forma de ponto de fusédo inferior € a forma
termodinamicamente estavel em temperaturas abaixo do ponto de transicdo, e a forma de ponto
de fusdo superior é a forma termodinamicamente estavel em temperaturas acima do ponto de

transicéo [70].

1.3 Quinolonas

As quinolonas sdo agentes antibacterianos sintéticos, estruturalmente relacionados com
0 acido nalidixico (Figura 7a) que surgiram no inicio dos anos 60 [71], com 0s primeiros exemplos
dotados de um espectro estreito de atividade antimicrobiana e com propriedades fisico-quimicas
desfavoraveis. Com o tempo, o desenvolvimento de novas quinolonas levou a analogos com um
espectro de atividade largo e de alta eficacia [72] [73] [74] [75] [76].
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As quinolonas sao escolhidas como antibidticos ha mais de cinco décadas devido a sua
elevada poténcia, amplo espectro de atividade, biodisponibilidade oral favoravel, formulagdes
convenientes e altas concentracfes séricas, além de uma incidéncia, comparativamente, baixa
de efeitos colaterais [77]. Com base no seu espectro de atividade, as quinolonas séo
classificadas em quatro geracoes [78] [79]. O desenvolvimento de quinolonas de geracdo em
geracao para obter uma atividade de espectro mais amplo prosseguiu pela adicao de diferentes
substituintes em posi¢cbes diferentes no farmacoforo (Figura 7b) [72] [73]. As alteracbes
estruturais tém como objetivo aumentar a atividade antibacteriana, melhorar as propriedades
farmacocinéticas, nomeadamente a solubilidade aquosa das mesmas e também tém sido
estudadas novas formulagbes, com o intuito de melhorar a eficacia terapéutica e reduzir a
frequéncia de administracdo. Por exemplo, o &tomo de fldor e o anel piperazinico nas posi¢cdes
6 e 7 (Figura 7b) ampliam consideravelmente a faixa de atividade e melhoram o perfil
farmacocinético das quinolonas [72] [73] [76] [80].

Atualmente, as quinolonas sdo amplamente utilizadas no tratamento de infe¢des. Sao
antibiéticos de largo espetro e ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
incluindo micobactérias e anaerébios. Destacam-se como um grupo de compostos especificos
que atuam sobre duas enzimas essenciais na replicacdo do DNA bacteriano, a DNA girase e
topoisomerase |V, inibindo-as. Esta capacidade esta na base da sua atividade bactericida [81]
[82]. No entanto, as bactérias adquiriram resisténcia as quinolonas, semelhantes a outros
agentes antibacterianos, devido ao uso excessivo desses medicamentos [76] [77] [80].

As quinolonas, como ilustrado na Figura 7b, possuem varios grupos funcionais dadores
(amina e acido carboxilico) e aceitadores (oxigénio carbonilico) em ligacdes de hidrogénio,
podendo originar sintdes suscetiveis de originar formas polimoérficas, bem como sélidos
multicomponente tais como complexos, co-cristais, sais e hidratos/solvatos cristalinos.

Para a investigacdo de co-cristais serd importante selecionar co-formadores contendo
grupos complementares para a ligagéo de hidrogénio com estes grupos. As fluoroquinolonas tém
grupos funcionais que podem ser protonados ou desprotonados em pH fisiologico. Em solugdes
aquosas, um equilibrio dinamico de varias formas protoliticas (aniénica, neutra, zwiteriénica e
cationica) pode ser encontrado. A presenca de varios grupos funcionais nas suas estruturas
cristalinas, passiveis de protonacao, pode influenciar fortemente as propriedades das
fluoroquinolonas, nomeadamente a sua biodisponibilidade oral [83].

.

0O O LR

Figura 7. Estrutura Quimica de: a) acido nalidixico e b) farmacéforo dos antibiéticos do tipo
fluoroquinolonas.
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Neste trabalho foi investigada a norfloxacina, NOR, uma fluoroquinolona de segunda
geracdo pertencente a classe IV do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica, portanto
possuindo baixa solubilidade aquosa e baixa permeabilidade [84].

1.3.1 Norfloxacina

A NOR é uma fluoroquinolona sintética descoberta no final dos anos setenta, patenteada
em 1978 e foi a primeira fluoroquinolona a receber a aprovagcdo FDA dos EUA. A sua poténcia
foi aumentada pela introducéo de um atomo de fllor na posicdo R6 e um grupo piperazina na
posicdo R7. A sua estrutura esté representada na Figura 8. Atualmente, é usada para tratar
gonorreia, infe¢cdes da préstata, urinérias, biliares e do trato respiratério [82] [85]. O composto
tem sido objeto de diversos estudos dada a sua relevancia a nivel de aplicacdes e a necessidade
de melhorar algumas das suas propriedades, nomeadamente a baixa solubilidade aquosa e a
higroscopicidade.

a) O O b) O O
HN\) § H_',\'®\) N
CHs H

Figura 8. Estrutura quimica da norfloxacina a) neutra e b) forma zwiteriénica [6].

Estéo reportadas na literatura trés formas anidras de norfloxacina, identificadas por forma
A [86] [4] [87], forma B [4] e forma C [88] sendo também indicada a obtencdo de um amorfo por
spray drying. [86] Apenas € conhecida a estrutura cristalina da Forma A, Figura 9, nao
zwiteridnica, um resultado que foi alvo de controvérsia [4] [5] [87] que foi esclarecido pelos
préprios autores [4]. Os difratogramas de p6 das trés formas anidras séo apresentados na Figura
10 [4] [88] [5]. Sustar et al. atribuiram uma relacdo de monotropia as formas A e B, sendo A a
forma termodinamicamente estavel o que foi contestado mais tarde por Barbas et al. [4] que
propbs a relagdo de enantiotropia sendo A a forma estavel antes da fus@o. A relagdo de
enantiotropia é proposta por Barbas et al. [5] entre as formas A e C (A estavel a temperatura
elevada), a qual deve ser encarada com cautela dada a identificac&o incorreta da forma A.
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Figura 9. Estrutura cristalina da Forma A, CCDC 617104 [87].
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Figura 10. Difratogramas de raios-X de p6 das formas anidras A, B e C da norfloxacina [4] [5]
[88].

A NOR anidra capta humidade rapidamente sob condicbes ambientais para formar
diferentes hidratos. Estdo descritos varios hidratos: dihidrato [89] [90] [91], hidrato 1.25 e o
hidrato 1.125 [92] e um sesquihidrato que possui duas formas, a Forma | (1.5H.0) mais estavel
a temperatura ambiente que se transforma num outro polimorfo, a Forma Il (3H20), mais estavel
a uma temperatura baixa (-40 °C) [6] [87] para 0s quais as estruturas cristalinas estéo resolvidas.
Também estéo descritos os hidratos: hemipentahidrato, trihidrato e pentahidrato, para os quais
a estrutura cristalina nao foi resolvida [93]. O dihidrato foi descrito como a forma
termodinamicamente estavel a temperatura e humidade ambiente [89] [90].

A hidratacdo desempenha um papel importante na alteracdo da solubilidade e
estabilidade dos medicamentos e cerca de um ter¢o dos medicamentos séo capazes de formar
hidratos, o que frequentemente altera a sua propriedade farmacologica, perfil de taxa de
dissolucéo e estabilidade da formulagéo. Os hidratos de norfloxacina tém em comum a natureza
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zwiteridnica do composto, que tem como consequéncia uma maior solubilidade aquosa das
formas hidratadas, contrariamente ao que é habitual. A disponibilidade de estruturas cristalinas
de raios-X adicionais confirma o estado zwiteriénico da NOR em todas as formas hidratadas e
isso poderia explicar a maior solubilidade dos hidratos em comparagdo com a forma anidra
triclinica (forma A) [89].

Dada a relevancia da norfloxacina como ativo farmacéutico, varios investigadores tém
procurado obter sélidos multicomponente deste ativo com o0 objetivo de incrementar o seu
desempenho biofarmacéutico. Um conjunto vasto de sais é referido na literatura [87] [94] [95]
[10] [96] [97] [98] [99] [100] por exemplo com acidos organicos como 0s acidos succinico,
maldnico e maleico [87], &cidos oxdlico, tartarico e benzoico [10] e com &cido fumérico [100].
Foram também identificados um sacarinato de norfloxacina, resultante de interagdes idnicas
entre a amida de sacarina e a piperazina da fluoroquinolona [95] e um outro sal com o
edulcorante acesulfame [96]. Sete novos sais moleculares de NOR com varios acidos organicos
(Acido adipico, a&cido mucico, acido benzéico, acido naftaleno-1,5-dissulfénico e acido naftaleno-
2-sulfonico) foram sintetizados e as suas estruturas cristalinas determinadas por Xu et al. [97]. A
formacéo de hidratos foi comumente observada entre estes sais de NOR, exceto para o adipato
que existe na forma anidra com solubilidade 100 vezes maior e taxa de dissolugéo intrinseca 20
vezes superior a da NOR em solucdo aquosa.

Alguns autores tém procurado sintetizar sélidos multicomponente, envolvendo a
norfloxacina e um outro ativo farmacéutico. Neste contexto, um novo sal de combinacéo
antibacteriano/antimicrobiano hidratado de NOR e sulfatiazol (antimicrobiano) foi preparado por
Gopi et al. [98] e mostrou maior inibicdo de espécies bacterianas e fungicas, como resultado da
difusédo conjunta e aumento da solubilidade. Trés novos sais multiativo e um sal hidratado da
NOR com quatro anti-inflamatérios nado-esterdides, diclofenac, diflunisal, &cido mefenamico e
indometacina (que formou o sal hidratado), foram preparados por moagem assistida por liquido
tendo sido observada uma melhoria significativa da solubilidade da NOR, juntamente com o
aumento da permeabilidade para algumas destas novas formas [99].

Recentemente, foram obtidos sais organicos e liquidos i6nicos, baseados em NOR, como
anido, em combinacdo com hidroxidos catiGnicos organicos, com incremento da
biodisponibilidade [101]. Os mesmos autores ja tinham obtido sais organicos de NOR, usada
como catido, com diferentes contra-ides biocompativeis, como mesilato, gluconato e glicolato.
[102] Todas estas novas formas revelaram melhoria das propriedades, sendo uma ferramenta
muito promissora para a preparagéo de novas formulagdes eficazes para esses medicamentos.

As publicagbes identificando co-cristais de norfloxacina sdo, no entanto, muito escassas.
Vitorino et al. [103] obtiveram e caracterizaram pela primeira vez um co-cristal ha proporgéo de
1:1 resultante da heteroassociac@o entre a norfloxacina e a ciprofloxacina no estado sélido.
Basavoju et al. [87], obtiveram um co-cristal solvatado de norfloxacina e isonicotinamida, por
cristalizacdo em CHCI; (solvato de CHCIs). Provaram, também, que neste solvato a NOR existe
na forma zwiteridnica sem quaisquer moléculas de H,O. Recentemente, foi resolvida a estrutura
cristalina de um co-cristal (1:1) de norfloxacina + acido nicotinico [104].
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1.4 Flavonoides

Os flavondides tém sido estudados extensivamente devido a observacao de que dietas
ricas nesses compostos estdo associadas a menor incidéncia de muitas doencas, tendo sido
indicadados para promover uma vida saudavel, em estudos epidemiologicos [105]. Os
flavondides sdo uma classe de compostos polifendlicos naturais, que se encontram em
hortalicas, frutas, cereais, chas, café, cacau, vinho, cerveja, vinagre e soja, sendo usados como
nutracéuticos ou suplementos alimentares. Sao derivados do composto original, flavona, cuja
estrutura se encontra representada na Figura 1la. Para os flavonéides, também estd descrita
acao antibacteriana, possuindo uma concentragdo minima inibitéria na faixa de 0,02 a 10 mg/mL,
entre outros efeitos, como por exemplo, o de antioxidantes, anti-inflamatorios, anticoagulantes,
anti-hipertensivos, anti tumorais e cardioprotetores, apresentado, portanto inimeros beneficios
para a saude [106] [107].

A eficacia dos flavonéides contra uma grande variedade de bactérias pode ser atribuida
a sua permeabilidade através da parede celular e a forte ligacdo as purinas na membrana externa
das bactérias - parece provavel que os compostos possam bloquear as cargas dos aminoacidos
existentes nas purinas [108]. A atividade dos flavonoides também pode ser devida a sua
capacidade de se associar com as proteinas extracelulares da parede bacteriana. Os mesmos
autores também sugerem que os flavonéides mais lipofilicos podem perturbar as membranas
microbianas [109].

Uma vez que os flavondides tém demonstrado propriedades antimicrobianas contra um
amplo espectro de microrganismos, podem ser uma alternativa a terapia convencional, podendo
contribuir para o combate a bactérias multirresistentes. Como substratos, inibidores e indutores,
eles interagem com uma variedade de sistemas enzimaticos. Em estudos recentes foi provado
que os flavondides, nomeadamente os que vao ser usados neste trabalho, podem potenciar a
atividade das quinolonas, pois exibiram atividade sinérgica quando combinados com varias
destas, nomeadamente com a NOR [7] [8] [9].

No entanto, as aplicacdes terapéuticas dos flavondides tém sido bastante limitadas
devido a baixa solubilidade aquosa e baixa biodisponibilidade oral. Mas, recentemente, uma
melhoria significativa na biodisponibilidade oral de flavondides foi alcancada pela formacao de
co-cristais [19] [110] [111] [112]. A estrutura molecular dos flavondides tém anéis aromaticos
substituidos com mais do que um grupo hidroxilo, e outros grupos funcionais, como ilustrado nas
Figuras 11b, 12, 13 e 14, que podem atuar como aceitadores e dadores de protédo, altamente
suscetiveis a formacdo de ligacdes de hidrogénio com funcionalidades complementares e,
portanto, bastante promissores para a formacao de co-cristais.
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o)

Figura 11. Estrutura molecular: a) flavona e b) geral dos flavonoides.

Os flavonoides utilizados na realizagdo deste trabalho s&o a quercetina (QUE), a
catequina (CAT) e a miricetina (MYR).

1.4.1 Quercetina

A quercetina, cuja estrutura se encontra representada na Figura 12, € um dos flavondides
dietéticos mais estudado, abundante e comum no reino vegetal, de extrema importancia biolégica
[113] [114], existindo na forma anidra e em varias formas hidratadas (dihidrato e monohidrato) e
solvatadas (solvato de quercetina e dimetilsulféxido) [115] [116] [117] [118] [119] [120].

OH
OH

HO )

OH
OH O

Figura 12. Estrutura molecular da quercetina.

A maior parte do trabalho relatado sobre a QUE, consiste em estudos em relacéo a sua
atividade antitumoral, visto que a mesma inibe o crescimento das células tumorais, inibindo uma
série de enzimas envolvidas nesse mesmo crescimento e ha evidéncias experimentais para uma
série de mecanismos [121]. Foi identificada bioatividade terapéutica in vitro, no entanto, a sua
eficacia in vivo na forma pura é limitada pela baixa biodisponibilidade, principalmente devido a
sua baixa solubilidade aquosa e consequente baixa absor¢do no intestino. Como tal, a QUE é
um bom candidato para a co-cristalizacdo e com o objetivo de melhorar as suas propriedades
tém sido obtidos alguns co-cristais nomeadamente com cafeina, isonicotinamida, teobromina
dihidratada, nicotinamida, acido picolinico, 4,4'-bipiridina, isoniazida e com antioxidantes
naturais, vitaminas e aminoacidos tais como: acidos fendlicos, prolina, ureia, N-acetilcitosina,
carnitina, dacarbazina, diflunisal, acido kéjico, lactamida, baclofen, pirazol, edaravone,
salicilamida, O-acetilsalicilamida, 2-imidazolidinona, alopurinol, dipiridamol, &cido 5-
sulfossalicilico e o acido 4-sulfobenzoico [122] [123] [124] [125] [126] [127].
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1.4.2 Catequina

A catequina, cuja estrutura se encontra representada na Figura 13, também possui um
amplo espectro de atividades terapéuticas, tendo um papel como um fator capaz de aumentar a
atividade antibacteriana de antibioticos selecionados in vivo através de efeitos sinérgicos da CAT
com os mesmos [128]. No entanto, tem uma baixa solubilidade aquosa, ma absorcao intestinal
e uma biodisponibilidade oral pobre (<5%) devido a baixa permeabilidade da membrana e alta
taxa de biotransformacao, restringindo a aplicacao clinica. Decomp®@e-se facilmente durante a
formulacéo, processamento e armazenamento, mostrando estabilidade reduzida na presencga de
oxigénio, espécies reativas e pHs alcalinos [129] [130]. Algumas estratégias ja foram relatadas
na literatura com o objetivo de melhorar estas propriedades [131] [132] [133] [134].

A co-cristalizagdo com o L-(+)-acido ascorbico também foi uma abordagem usada para
melhorar a solubilidade e o perfil antioxidante da CAT [135].

Na literatura, encontra-se relatada uma forma hidratada [136] e previsdes computacionais
de algumas formas hidratadas e solvatadas da CAT [137] [138].

OH

HO O R\
: OH

OH
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Figura 13. Estrutura molecular da catequina.

1.4.3 Miricetina

A miricetina, Figura 14, também possui um grande potencial terapéutico pois exibe uma
ampla gama de atividades bioldgicas e farmacolégicas. Possui atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias, antidiabéticas, imunomoduladoras, cardioprotetoras, anti-hipertensivas
anticancerigenas, anti-infeciosas, antimicrobianas e contra a doenca de Alzheimer [139] [140]
[141] [142] [143]. No entanto, possui baixa solubilidade aquosa, baixa biodisponibilidade oral e
baixa estabilidade com dificuldade de formulagdo, restringindo a sua aplicagdo na medicina e
como nutracéutico [144] [145] [146]. Os beneficios terapéuticos potenciais da MYR continuam a
ser explorados com abordagens para melhorar estas propriedades, tais como a formagéo de
complexos com ciclodextrinas e co-cristais com cafeina, nicotinamida, isonicotinamida, 4-
cianopiridina, piracetam, prolina, acetamida e cloreto de berberina [144] [147] [148] [149] [150]
[151] [152] [153] [154].
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Figura 14. Estrutura molecular da miricetina.

Franklin et al. [155] identificaram quatro formas cristalinas diferentes da MYR, dois
hidratos e duas formas metaestaveis, todas com baixa solubilidade aquosa e rapida degradagéo.
Muresan-Pop et al. [156] relataram a sintese de cristais monohidratados de MYR.

1.5 Amidas

Um outro objetivo desta investigacdo € o estudo de sdlidos multicomponentes de
norfloxacina utilizando diferentes co-formadores com a possibilidade de formacéo de diferentes
sintdes. Assim para além dos flavonéides mencionados anteriormente, estudaram-se, também,
como co-formadores amidas, nomeadamente a benzamida (BEN), a salicilamida (SA) e a
etenzamida (ETZ). Estas amidas séo estruturalmente mais simples que os flavondides, o que
podera ser uma caracteristica para a formacédo de heterosintdes. Entre elas, possuem uma
complexidade estrutural crescente, permitindo também analisar o efeito da complexidade
estrutural do co-formador na possibilidade de formagé&o de co-cristais.

1.5.1 Benzamida

A benzamida (BEN), € um importante composto organico, amplamente utilizado no fabrico
de produtos farmacéuticos e medicamentos. [157] A benzamida, cuja estrutura molecular se
encontra representada na Figura 15, foi o primeiro cristal molecular para o qual foi relatado
polimorfismo, em 1832 [158]. A forma estavel (forma I) foi amplamente estudada ao longo dos
anos e a sua estrutura de cristal monoclinico foi determinada em 1959 [159]. A existéncia de uma
forma metaestavel parece ter sido amplamente esquecida. Ap6s 173 anos a estrutura cristalina
de um novo polimorfo metaestavel (forma Il) foi determinada [160]. Noutro artigo, subsequente,
mostraram que a transformacao de estado solido da forma Il altamente metaestavel para a forma
| é facil e completa em 3h e, portanto, a forma Il € uma estrutura metaestavel transitéria [161].
Ap6s o relato de polimorfismo na BEN, uma segunda fase metaestavel (forma Ill) foi
caracterizada [162] [163] [164]. Recentemente, em 2020, foi obtida a forma IV [165]. As quatro
formas foram estudadas por diversos autores em diversos artigos [166] [167] [168].
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Figura 15. Estrutura molecular da benzamida.

A BEN é frequentemente usado como co-formador [169] [170] [171]. Possui um Unico
grupo funcional, a amida, capaz de participar em ligacdes de hidrogénio e, portanto, favoravel a
formacéo de sintdes supramoleculares sendo possivel a formacgéo de co-cristais. Diversos co-
cristais da BEN com &cido benzdico, &cido salicilico, acido benzéico substituido (onde testaram
a competicdo entre os grupos funcionais adicionais) e teofilina, foram obtidos [172] [173] [174]
[175]. A co-cristalizacao polimdrfica de teofilina e BEN, obtida por moagem assistida por solvente,
foi investigada por Fischer et al. [176] Os solventes polares levaram a cristalizacao da Forma ll,
enquanto a adicao de solventes ndo polares ou moagem a seco resultou na formacéao da Forma
I. Assim, demonstraram que a escolha do solvente na sintese de LAG € decisiva para a formacéao
controlada de um produto final polimoérfico desejado. Recentemente, Bruni et al. [177] [178]
relataram a formag&o de um co-cristal probenecide-benzamida que revelou perfis de solubilidade
e dissolucao melhores do que o do principio ativo puro.

Estruturalmente, a BEN é a amida aromatica mais simples possivel que consiste num
anel benzénico contendo apenas um Unico substituinte, o grupo amida. Sendo um dador e
aceitador de ligacdes de hidrogénio a BEN pode formar um heterosintdo acido-amida tal como
esta representado na Figura 3c, com a NOR.

1.5.2 Salicilamida

A salicilamida (SA), ou 2-hidroxibenzamida, também apresenta um grupo carboxamida
tal como a BEN, mas contém um grupo hidroxilo na posi¢cédo orto, como se pode verificar na
Figura 16 podendo formar ligacdo de hidrogénio quer por um grupo quer pelo outro. E um
medicamento anti-inflamatério ndo-esterdide de venda livre, com propriedades analgésicas e
antipiréticas, sendo 0s seus usos medicinais semelhantes aos da aspirina [179] [180]. A
investigacdo da relacdo estrutura-atividade de derivados de SA revelou que 0s grupos amida e
hidroxilo s&o importantes para a atividade anti-gonorreica e, portanto, a SA surgiu como um
candidato promissor contra a gonorreia. Foi avaliada contra um painel diverso de isolados
clinicos de N. gonorrhoeae, tanto isoladamente como em combinagao com antibiéticos usados
para tratar a gonorreia, exibindo uma interagéo sinérgica com os mesmos [181].

Sasada et al. determinaram a estrutura cristalina da SA existindo uma forma monoclinica,
estavel em condi¢cdes ambientais. [182] Johnstone et al. descobriram uma forma polimérfica
obtida sob alta presséo [183].
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Figura 16. Estrutura molecular da salicilamida.

Apesar da promessa da SA como ativo potencial, 0 seu amplo uso na prética clinica foi
impedido pelas suas propriedades fisico-quimicas, como a baixa solubilidade [180]. Portanto, a
melhoria das propriedades fisico-quimicas da SA é uma area de pesquisa interessante e vital.
Como tal, foram obtidos diversos co-cristais da mesma com o acido 4-acetamidobenzéico (pela
formacao do heterosintéo de acido-amida), o acido 3,5-dinitrobenzdico, o acido oxalico (existindo
em duas formas polimorficas) e com o acido salicilico (o grupo carboxilico do &cido salicilico e o
grupo carboxamida da SA sao as principais centros para gerar este co-cristal) [184] [185] [186]
[187] [188].

1.5.3 Etenzamida

~

No que diz respeito a etenzamida, esta possui, também, o grupo carboxamida e,
adicionalmente, um grupo etdxido em posicdo orto entre si, num anel benzénico, tal como
representado na Figura 17. O impedimento estéreo devido a presenca do grupo etoxido, sendo
este um substituinte volumoso, pode dificultar a formag&o de co-cristais.

A ETZ pertence a classe dos anti-inflamatérios ndo esteréides (NSAIDs) pouco soluveis
em agua, com baixa biodisponibilidade oral (ativo pertencente a classe Il do BCS). Tem efeitos
analgésicos e antipiréticos, sendo usada principalmente em combinacdo com outros ativos, para
o tratamento de dor leve a moderada, incluindo musculoesquelética e articular, inflamacéao, febre
e reumatismo [189] [190] [191]. Kawano et al., constataram que a ETZ possui um efeito supressor
especifico no dano gastrico induzido pela aspirina. Tal efeito ndo péde ser demonstrado em
agentes analgésicos como salicilamida, bucetina, acetaminofeno e fenacetina. A combinacéo de
aspirina com ETZ teve um efeito potenciador da atividade analgésica [192].

O
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Figura 17. Estrutura molecular da etenzamida.
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A ETZ foi co-cristalizada com varios formadores de co-cristais e APIs, verificando-se que
a maior parte dos co-cristais sdo polimorficos. Dois polimorfos de um co-cristal de ETZ e sacarina
foram preparados e caracterizados. Ambos 0s cristais sdo sustentados por heterosintdes amida-
imida envolvendo liga¢Ges de hidrogénio N-H---O. A Forma Il, metaestavel, foi o Unico produto
obtido nas experiéncias de moagem pura (NG), enquanto ambos os polimorfos foram obtidos por
cristalizacdo em solucdo [193] [194] [195]. Antipamula et al. [196] [197] relataram o primeiro
exemplo de um co-cristal trimorfico (trés formas polimérficas) envolvendo dois APIs, a ETZ e o
acido gentisico. Todos o0s co-cristais apresentaram melhores propriedades farmacéuticas,
nomeadamente taxa de dissolu¢cdo, em relacdo aos APIs separados, especialmente as formas
polimérficas metaestaveis. Os mesmos autores obtiveram um solvato de co-cristal de ETZ e
acido gentisico com o acido acético, através da formagéo de ligagbes de hidrogénio N-H---O e
O-H---0, formando heterosintées supramoleculares do tipo acido-amida [198]. Obtiveram um co-
cristal de ETZ, com o acido etilmalénico, que existe em duas formas polimérficas [199] e com o
acido 3,5-dinitrobenzéico que também existe em dois polimorfos e forma uma série de solvatos
[200]. Também prepararam e caracterizaram co-cristais farmacéuticos envolvendo a ETZ e co-
formadores como acido salicilico, acido 2-cloro-4 nitrobenzéico, acido vanilico, acido 4-
aminobenzaico, acido 4-hidroxibenzodico e acido fumarico. Propriedades fisico-quimicas como a
solubilidade e taxa de dissolugéo da ETZ foram melhoradas. A analise das estruturas cristalinas
revelaram que dos seis co-cristais relatados, quatro deles sédo sustentados por heterosintbes
supramoleculares do tipo acido carboxilico-carboxamida (com os co-formadores &cido salicilico,
acido 2-cloro-4 nitrobenzadico, acido vanilico e acido fumarico). A estrutura de cristal de ETZ-
acido 4-aminobenzéico apresenta um homosintdo amida-amida e a estrutura de cristal de ETZ-
acido 4-hidroxibenzoico representa um exemplo raro em que os homosintdes amida-amida e
acido-acido coexistem [201].

Hariprasad et al. [202] obtiveram co-cristais farmacéuticos de ETZ com acido galico, acido
2-nitrobenzadico, acido 3-nitrobenzéico, acido 2,4-dinitrobenzéico e 3 acido-toluico. A analise por
difracdo de raios-X revelou que todos 0s co-cristais sintetizados foram formados através de um
heterosintdo supramolecular robusto do tipo acido-amida, exceto o co-cristal de ETZ-4cido
géalico, onde as moléculas interagiram através da ligacdo de hidrogénio O—-H---O envolvendo
—-OH do acido galico e o oxigénio do grupo amida da molécula ETZ.

Foram também reportados co-cristais com varios outros acidos carboxilicos aromaticos
[194] [203] [204] [205] [206] e com &cidos dicarboxilicos alifaticos, como os acidos glutarico,
maldnico e maleico [207] [208], alguns dos quais com propriedades fisico-quimicas melhoradas,
ou seja, maior solubilidade e melhor estabilidade. E de realgar que outro co-cristal de ETZ
trimorfico foi obtido com o acido 2,4-dihidroxibenzdico [205].

Foi resolvida uma estrutura cristalina de ETZ pura, na qual a molécula apresenta uma
conformacéo inesperada/incomum de alta energia em comparagdo com a dos seus co-cristais e
a moléculas semelhantes encontradas no CSD, Figura 18a. A conformacdo ndo obedece as
regras de Etter em relacéo a formagéo da ligagéo de hidrogénio intramolecular e, adicionalmente,
coloca dois oxigénios em proximidade desfavoravel. Na maioria das estruturas resolvidas de co-
cristais da ETZ a conformacao é a mais esperada, Figura 18b [209].
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Figura 18. Conformac&o da molécula de etenzamida: a) no cristal de composto puro; b) no co-cristal
com o acido 3,5-diclorobenzéico [197].
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Capitulo 2

Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Na Tabela 1, estdo apresentadas informagdes como o peso molecular, o grau de pureza
e a temperatura de fusdo, segundo a informacédo do fornecedor, dos compostos utilizados na
realizacao do trabalho experimental. Os mesmos foram adquiridos com o maior grau de pureza
possivel, dentro dos produtos comercializados e de acordo com a exigéncia associada a este
tipo de investigacao.

Tabela 1. Compostos utilizados e informag¢des sobre os mesmos dadas pelo fornecedor.

Composto Fornecedor Pureza % M /g mol? Trs / °C
Norfloxacina Sigma-Aldrich =98 319,33 220-221
Miricetina TCI > 97 318,24 =~ 357
Quercetina TCl > 97 301,24 <300
hidratada
(v)-Catequina 0 Aldrich > 08 290,27 175-177
hidratada
Benzamida Sigma-Aldrich 99 121,14 125-128
Salicilamida Sigma-Aldrich 99 137,14 140-144
2-Etoxibenzamida  Sigma-Aldrich 97 165,19 132-134

Os ensaios de LAG envolveram a utilizacdo de etanol (99,8 %), do laboratério Fluka.
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2.2 Métodos

Para o screening de polimorfos e de co-cristais recorreu-se a mecanoquimica e para a
caracterizacdo das diferentes formas sélidas obtidas foram utilizadas varias técnicas
experimentais: espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier em modo ATR
(ATR-FTIR), calorimetria diferencial de varrimento (DSC), difracdo de raios-X de p6 (XRPD) e
termogravimetria (TGA).

2.2.1 Mecanoguimica

A moagem, que tem vindo a ser bem-sucedida na sintese de co-cristais [59], consiste na
acdo mecanica por superficies duras num material, normalmente para quebrar o material e
reduzir o seu tamanho de particula. Portanto, pode referir-se a métodos manuais, utilizando o
almofariz e pildo, ou métodos ndo manuais, recorrendo a um moinho de bolas, por exemplo [32]
[59] [210].

A mecanoquimica é, genericamente, definida como reacdo quimica ou supramolecular,
em estado solido, que é mecanicamente induzida [211]. A entrada/absorc¢ao de energia mecéanica
pode ocorrer por cisalhamento, alongamento, compressado, friccdo ou outros tipos de acdo
mecanica. [212] Embora a quimica por moagem seja considerada mediada por criacdo de novos
locais de reacdo (fraturas e deformacdes dos reagentes soélidos), com consequente diminuicédo
do tamanho de patrticulas, devido a ativagdo mecanica [213] [214] [215], ha visbes conflituantes
sobre o que de facto ocorre durante a agitagdo mecéanica, ndo havendo conclusdes abrangentes
e firmes sobre os mecanismos da mecanoquimica [216]. No entanto, € um método que esta a
ser intensamente estudado, em parte porque pode promover reagdes entre solidos de forma
rapida e quantitativa, sem adicdo de solvente ou apenas em quantidades nominais, [211]
evitando solventes a granel, tornando as reacdes mais ecoldgicas e eliminando desperdicio
[217]. Como tal, atualmente, a mecanoquimica é vista como um excelente método de Quimica
Verde, oferecendo uma maneira de reduzir ou mesmo evitar completamente o uso de solventes
[218], uma vez que a dependéncia atual dos mesmos parece cada vez mais insustentavel [219]
[220] [221], pois desperdica materiais de origem fossil. Por exemplo, 85% dos produtos quimicos
usados na industria farmacéutica séo solventes e mesmo que as taxas de recuperacao tipicas
de reciclados sejam de 50-80% [220], o seu uso € ambientalmente problematico, perigoso e
consumidor de energia, nos processos producado, purificacdo e reciclagem. Os processos por
mecanoquimica sdo conduzidos em temperaturas amenas, exigindo menor entrada de energia
[222]. Evitar solventes a granel também significa que as limitagdes de solubilidade podem ser
contornadas [210], tornando acessivel uma variedade de materiais de partida alternativos, e isso
geralmente esta associado a reducao de custo.

A mecanoquimica tem sido um método de eleicdo na producédo de sélidos organicos
multicomponente (por exemplo, solvatos, sais e co-cristais) [59] [217] [223] [224] [225] [226]. IssO
€ particularmente valioso na triagem e na sintese de novas formas soélidas de ativos
farmacéuticos (APIs) [225].

Outra terminologia esta associada a moagem de solidos na presenca de liquidos. A
moagem assistida por liquido (LAG do inglés) [59] [210] consiste na adicdo de quantidades
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cataliticas de solvente a mistura que vai ser submetida a moagem [227], para acelerar as
reacdes, funcionando tanto como aditivo catalitico, como para habilitar e direcionar
transformacgdes que ndo correm por moagem pura. Isso fornece um ambiente fechado no qual o
aditivo e as condicbes de moagem sdo controlaveis e podem incluir frequéncia de moagem,
tempo, luz [228] [229], temperatura [230] e pressdo com um géas [231]. O aditivo liquido nédo
melhora apenas a cinética da reacdo, induzindo transformacdes estruturais e quimicas, como
também permite a otimizacdo da reatividade (otimiza as reacdes de estado solido) para
rendimentos quantitativos, mitiga os problemas de amorfizacdo do produto encontrados na
moagem pura, proporcionando um melhoramento da cristalinidade dos compostos obtidos [232]
[233] e permite a obteng&o de nanocristais [224] [234]. A alta eficiéncia do LAG foi demonstrada
na triagem de co-cristais [56], sais [235], solvatos [236], polimorfos [237] [238] e na
mecanoquimica organica [239] [240].

Procedimento experimental:

As moagens dos compostos foram feitas num moinho de bolas da Retsch MM400,
durante 30 minutos com frequéncias de 15 Hz e 30 Hz. Utilizaram-se vasos de aco inoxidavel de
10 mL com 2 esferas de 7 mm de didmetro. Usou-se uma massa total de amostra de 70 mg. As
moagens foram utilizadas na auséncia de solvente (NG) e assistidas por liquido (LAG),
utilizando-se 10 yL de etanol. Todas as amostras foram guardadas em frascos rolhados e em
exsicador com silica gel.

2.2.2 Espetroscopia de infravermelho

A espectroscopia de infravermelho € uma das técnicas analiticas mais importantes a
disposicao dos cientistas, sendo muito utilizada na indastria farmacéutica para a caracterizagéo
do estado sélido [241] [242] [243].

A radiacdo na zona do IV abrange nimeros de onda entre os 14000 e os 40 cm™ sendo
que a regido mais utilizada corresponde ao intervalo entre os 4000 e os 400 cm™ (infravermelho
médio) [244] [245].

A energia da radiagcdo no infravermelho médio ndo é suficiente para causar transi¢cdes
eletrénicas, mas é suficiente para causar mudancas vibracionais nas moléculas. Portanto, o
principio béasico da espetroscopia de infravermelho é a medicdo da quantidade de radiagéo
eletromagnética na regido do infravermelho, que é absorvida pela molécula em funcédo do
nimero de onda (cm?). Desta forma, esta técnica espetroscépica permite a identificacdo dos
grupos funcionais das amostras, identificando os modos vibracionais das moléculas [244]. Esta
identificacdo s6 é possivel quando a molécula absorve radiacdo com energia igual a da diferenca
de energia entre niveis vibracionais de um modo de vibragédo, que tem necessariamente de se
traduzir numa variacdo de momento dipolar [241] [246] [247].

Portanto, o espetro de infravermelho é obtido quando a radiacéo infravermelha passa
através da amostra, que absorve radiacdo eletromagnética, excitando modos de vibragéo
moleculares cada um dependente especificamente de massas atomicas, forcas de ligacdo e
interag@es intra e intermoleculares, determinando qual fragdo da radiac&o incidente é absorvida
numa determinada frequéncia. Ou seja, essa absorcdo relaciona-se precisamente com a
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natureza das ligac6es na molécula [245]. Como consequéncia, o espectro de IV de um composto
possui caracteristicas unicas, funcionando como uma impressao digital, que pode ser facilmente
distinguida do padrao de absor¢ao de IV de outros compostos, incluindo isémeros. [241] [246]

Esta técnica é muito Gtil em estudo de estado soélido principalmente na detecdo da
formacdo de novas pontes de hidrogénio intermoleculares, que se traduzem por exemplo, em
desvio das frequéncias de elongacado de grupos carbonilo e da elongacéo simétrica e assimétrica
de grupos amina e amida, observados nos espetros de absorvancia/transmitancia em funcéo do
comprimento de onda [244].

Neste projeto utilizamos 0 ATR-FTIR que é constituido por uma fonte de radiacdo 1V, um
interferémetro, o acessorio do ATR onde € colocada a amostra, um detetor, um processador de
sinal e um computador que possibilita a leitura. A fonte gera radiacdo que passa pelo
interferémetro, incide na amostra e chega ao detetor. Por Gltimo, a radiacdo passa para o
processador, onde é convertida num sinal em funcdo do tempo (interferograma). Este,
posteriormente, € convertido através da transformada de Fourier, para a obteng¢éo do sinal em
funcdo do ndmero de onda, i.e., os espetros de infravermelho como os conhecemos [245].

Num interferémetro (Figura 19a), depois da radiagdo passar por uma lente colimadora,
os feixes paralelos seguem para um divisor onde metade da radiacao é dividida entre um espelho
fixo e espelho movel. A radiacdo € novamente refletida dos espelhos para o divisor onde é
recombinada num Unico feixe, criando-se um padréo de interferéncias construtivas e destrutivas.
O feixe Unico deixa o interferometro, interage com a amostra e finalmente atinge o detetor. [245]

No acessorio ATR (Figura 19b), a amostra é colocada em contacto com um cristal com
elevado indice de refracdo, onde vai incidir a radiagdo com um angulo de incidéncia 8 superior
ao angulo critico, o que provoca reflexdes internas. Em cada ponto de reflexdo interna, é
produzida uma onda evanescente, que penetra na amostra e promove a absorcéo de radiagéo,
alterando o interferograma que chega ao detetor [248]. A qualidade dos espetros é bastante alta
e ainda diminui o tempo de aquisicdo dos mesmos porque as amostras examinadas por ATR-
FTIR geralmente requerem minima ou nenhuma preparagéo [242] [243]. Antes da andlise da
amostra, o espetro de fundo, caracteristico do instrumento e do ambiente de medicao, é
registado para evitar bandas atribuidas a contaminacao do ar e do vapor de agua [245].

a) Espelho fixo b) Amostra
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Detetor

Figura 19. Representacdo esquematica dos componentes do ATR-FTIR: (a) Interferémetro; (b) unidade
de ATR.
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Procedimento experimental:

Os espetros foram adquiridos com 64 acumulacGes e resolucdo de 2 cm?® num
espetrofotometro de infravermelho Thermo Nicolet 380 FTIR com acessério de refletancia total
atenuada (ATR) - Smart Orbit com cristal de diamante, no qual a amostra foi colocada em
quantidades reduzidas, mas de forma a preencher a janela do ATR, permitindo a obtencédo de
espetros de boa qualidade.

2.2.3 Calorimetria Diferencial de Varrimento

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC) é uma técnica de andlise térmica muito
utilizada no estudo de solidos farmacéuticos, uma vez que permite a caracterizagdo de
fendmenos fisico e/ou quimicos através do registo de variacdes de entalpia ou da capacidade
calorifica de uma amostra que muda em funcéo da temperatura e do tempo.

Esta técnica €, portanto, usada para medir o fluxo de calor (dQ/dt), na qual a diferenga na
taxa de fluxo de calor (ou poténcia) para a amostra e para a referéncia € monitorada em funcéo
do tempo enquanto as amostras sdo expostas a um programa de temperatura pré-programado,
numa atmosfera controlada [249].

A calorimetria diferencial de varrimento pode ser utilizada para o estudo de eventos de
fuséo, dessolvatacao, transicao solido-sélido e cristalizagcao, medi¢édo de cinética de reacao e/ou
decomposic¢éo, determinagfes de pureza e identificacdo de transi¢des vitreas, que sdo eventos
acompanhados por trocas de calor [246] [250] [251] [252] [253]. Apesar do DSC ser a técnica de
eleicdo para obter dados de ponto de fusdo abrangentes e dados térmicos adicionais, como a
entalpia de fusdo, esta técnica também é uma ferramenta Util para o screening rapido de
cocristais e para o estudo das suas propriedades térmicas [254] [255] [16].

Existem dois tipos de instrumentacdo para obter dados de calorimetria diferencial de
varrimento: calorimetros de fluxo de calor e poténcia compensada, dependendo do modo de
acao [256].

Neste trabalho foi utilizado o DSC de poténcia compensada, onde a amostra e a
referéncia sdo colocados em dois fornos individuais (Figura 20), separados e isolados
termicamente, com temperatura controlada por termémetros de resisténcia de platina [249] [255].
Devido a fenémenos de absor¢do/emissdo de energia que ocorrem na amostra durante os
processos de aquecimento e arrefecimento, regista-se uma diferenca de energia fornecida a
ambos os fornos, dQ/dt (fluxo de calor), necessaria para manter os fornos & mesma temperatura,
que é representada em funcdo da temperatura ou do tempo de ensaio [256] [255] [257].
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Figura 20. Diagrama esquematico de um DSC de poténcia compensada. A- amostra; R — referéncia.

Quando a amostra passa por uma transformacéo fisica, como transicbes de fase, mais
(ou menos) energia precisara de fluir para ela do que para a referéncia no sentido de manter
ambas a mesma temperatura. Se mais ou menos energia deve fluir para a amostra depende de
se 0 processo € endotérmico ou exotérmico [255]. Se o processo for endotérmico,
correspondente a absor¢cdo de energia que origina um sinal positivo sendo necessario mais
energia para a amostra para aumentar a sua temperatura na mesma taxa que a da referéncia.
Se o processo for exotérmico, correspondente a libertagdo de energia que origina um sinal
negativo sendo necessario menos calor para aumentar a temperatura da amostra [258]. Assim,
ao observar a diferengca no fluxo de calor entre a amostra e a referéncia, os calorimetros
diferenciais de varrimento sdo capazes de medir a quantidade de energia absorvida ou liberada
durante tais transigoes.

Em geral, as amostras DSC sao analisadas em pequenas capsulas, de metal, projetadas
para condutividade térmica ideal e reacdo minima com as amostras (por exemplo, aluminio,
platina, aco inoxidavel e prata). As capsulas podem ser abertas, perfuradas, cobertas ou vedadas
e sdo usadas em combinagdo com uma capsula de referéncia de configuracdo idéntica
preenchida com um material inerte (por exemplo, alumina ou ar). As cépsulas fechadas séo
utilizadas quando € importante evitar a libertagédo induzida pelo calor da amostra ou de um dos
seus produtos de reagdo. As capsulas perfuradas sdo usadas para contengdo moderada de
amostras e indicadas no estudo de solvatos, por exemplo. As massas de amostra de DSC de 3-
5 mg sdo comuns para materiais farmacéuticos e muitas vezes podem ser obtidos resultados
razoaveis com menos de 1 mg de amostra [256]. Portanto, uma das vantagens da andlise por
DSC é o requisito minimo de amostra e o tempo total de andlise curto [253].

Procedimento experimental:

As curvas de DSC foram registadas em dois calorimetros de poténcia compensada da
PerkinElmer, DSC7 e Pyris 1, utilizando banhos termostatizados a -7,8 °C e -20 °C,
respetivamente, ambos com intracooler com circulagdo de uma mistura de etilenoglicol:agua 1:1
(V/V). Os aquecimentos foram efetuados a uma velocidade de 10, 20 e 30 °C/min, usando
capsulas de aluminio hermeticamente fechadas de 30 uL ou capsulas perfuradas de 50uL. O
gas de purga utilizado foi o azoto com um fluxo de 20 mL/min. Na cépsula da amostra foram
pesados entre 0,5 e 2 mg do sélido em analise, enquanto que capsulas vazias, obrigatoriamente
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iguais a da amostra, foram utilizadas como referéncia. A calibracdo da temperatura foi realizada
com recurso a materiais de referéncia certificados, nomeadamente bifenilo (Tws= 68,93 °C) e
cafeina (Tws= 235,9 °C), e a calibragdo de entalpia utilizando indio AHss = (3286 + 13) J g*. [253]
[259]

2.2.4 Difracéo de raios-X

A difracéo de raios-X é uma técnica que permite analisar uma ampla gama de amostras,
fornecendo informacBes sobre as suas estruturas cristalinas ou amorfas, distancias
internucleares e pureza. Esta técnica é utilizada em diversos campos do conhecimento,
nomeadamente, na industria farmacéutica (permitindo identificar polimorfos de produtos
farmacéuticos e analisar formas de dosagem farmacéutica) [251] [260] [261] [262] [263], na
ciéncia forense, na geologia (permitindo a identificacdo de minerais), na industria de
microeletrdnica, aeroespacial e do vidro [264].

A difracdo de raios-X de pé tem como vantagens, ser um método rapido, de facil analise,
usar quantidades muito pequenas de amostra e podendo a mesma ser recuperada, uma vez que
€ uma técnica ndo destrutiva [260]. Permite a identificacdo de estruturas cristalinas de forma
inequivoca, bem como a detecdo da existéncia de defeitos na rede cristalina e a avaliagdo do
grau de cristalinidade, sendo que a sua utilizagcdo envolve alguns cuidados, nomeadamente com
a sobreposicéo de sinais e os limites de detegao [264].

A difrac@o de raios-X baseia-se na incidéncia de feixes monocrométicos colimados de
radiagdo raios-X que se difundem em vérias dire¢fes, através da superficie cristalina da
substancia em estudo, devido a simetria do agrupamento de atomos. Os feixes podem ser
refletidos por um plano atomico superficial ou sofrer difragéo e penetrar na rede cristalina, sendo
dispersos ao colidir com planos adjacentes, dando origem a um padrdo de interferéncias
construtivas. Estas ao serem detetadas ddo origem a padrdes de difracdo (resultantes do
espagcamento entre os planos de distribuicdo dos atomos), especificos para cada amostra. Para
gue as interferéncias construtivas ocorram, € necessario que os feixes estejam em fase,
condi¢do que esta dependente do angulo critico de incidéncia, caracteristico para determinada
distancia interplanar.

A intensidade dos raios-X refletidos é registada, quando a geometria dos raios-X
incidentes que incidem sobre a amostra satisfaz a lei de Bragg, ocorrendo interferéncia
construtiva. Portanto, os valores de espacamento para os diferentes planos do cristal podem ser
calculados de acordo com a lei de Bragg (Equagéo 1):

nA = 2dsinf (1)

onde n corresponde a ordem de reflexdo (nUmero inteiro), A € o comprimento de onda dos raios-
X (radiagéo incidente), d é a distancia interplanar para um conjunto de planos da estrutura
cristalina (expressa em unidades angstrom) e 6 o angulo de incidéncia dos raios-X [265]. Esta
lei foi retratada pela primeira vez em 1913 por William Henry Bragg e William Laurence Bragg
que comprovaram a relagédo entre 0 comprimento de onda e a distancia entre planos constituidos
por atomos de uma rede cristalina, por observacdo de fendbmenos de reflexdo, em que os planos
atomicos paralelos funcionam como espelho [266] [267].
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Na Figura 21 onde esta representado o processo de difracdo descrito, observa-se que 0
feixe 2C2’ ira percorrer um caminho maior que o feixe 101’, sendo que a diferenca corresponde
a soma das distancias AC e BC. Recorrendo a trigonometria e sabendo que os feixes tém de
estar em fase, pela lei de Bragg, pode-se deduzir que soma destas distancias tera de ser igual a
um mualtiplo do comprimento de onda da radiacao incidente.

\1 ‘1'
2 \‘-\. f_/ ) 2
\ \ /
\ N/ /
‘\Qf
P1 - \\— _,‘-*T S —— 3
A e
) ! d
A
MV
P2 _ o N Y P

Figura 21. Representacdo esquematica do fendmeno de difracdo de Raios-X.

Assim, obtém-se um grafico de intensidade versus o angulo de difragéo (26). Uma vez
conhecido o comprimento de onda da radiacao, A, incidente bem como o angulo 6 é possivel
calcular a distancia interplanar, d, para cada angulo em que é detetado um sinal correspondente
a interferéncia construtiva [266] [268].

Procedimento experimental:

A difracdo de raios-X de po foi realizada na Unidade de Controlo de Qualidade de
Produtos Farmacéuticos (UCQFarma) da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.
Usou-se um difratdbmetro da Rigaku-Mini-Flex 600, com uma geometria Bragg-Brentano, que
possui um detetor D/teX Ultra. A radiagéo usada foi de CuKa (A=1,541862 A) com um filtro K.

A amostra foi acomodada no centro do porta amostras, de forma a obter difratogramas
de qualidade, e em quantidade suficiente para obter uma intensidade de sinal 6tima. Os
difratogramas foram obtidos com recolha de dados durante aproximadamente 15 min, em porta
amostras com superficies de silicio especialmente preparadas para evitar difracdo provocada
pelo mesmo.

2.2.5 Termogravimetria

Na termogravimetria, a massa da amostra € monitorizada a medida que € submetida a
um programa controlado de temperatura, numa atmosfera bem definida [255]. A atmosfera é
controlada e pode incluir condi¢gdes oxidantes (oxigénio/ar) ou inertes (argon, nitrogénio, hélio,
etc.). E muitas vezes medida a variacdo de massa da amostra submetendo-a a aquecimento
para forcar reagdes fisico-quimicas que ocorrem, em faixas de temperatura e taxas de
aquecimento especificas [269]. O estudo pode também ser feito em condi¢des isotérmicas.
Obtém-se, portanto, informacado quantitativa da variacdo de massa em materiais associados a
transicdes de fase e a degradacao térmica (que normalmente € acompanhada por libertacdo de
produtos volateis) [247] [255]. Assim, esta técnica regista a variagdo de massa em processos de
desidratacado, dessolvatacdo, sublimacéo, decomposicdo e oxidacdo de uma amostra em funcéo
da temperatura ou do tempo [246] [255].
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Procedimento experimental:

A analise termogravimétrica (TGA) em amostras de p6 (= 10mg) foi realizada utilizando
uma balanga termogravimétrica da Perkin-Elmer STA 6000 a um sistema TG/DTA, TG 209 F3,
a uma velocidade de 10 °C /min e numa gama de temperatura entre 30 °C e 600 °C sob atmosfera
de N. e atmosfera protetora, ambas com fluxo de 25 mL/min. Foram utilizadas capsulas de
alumina. Na cdpsula da amostra foram pesados entre 8 e 10 mg do sélido. A calibragdo da
temperatura foi realizada com recurso a materiais de referéncia certificados, nomeadamente
indio (Tws = 156,6 °C), estanho (Tws = 231,9 °C), bismuto (Tws = 271,4 °C), zinco (Tws= 419,5 °C),
aluminio (Trns=660,3 °C) e prata (Trs= 961,8 °C). Neste equipamento, o TG encontra-se hifenado
com analise térmica diferencial (DTA) e, assim, para a mesma temperatura, foi possivel a
visualizacdo de fendmenos de perda de massa, conjuntamente com os fenémenos observados
nas curvas de DTA.
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

3.1 Investigacao sobre formas soélidas de norfloxacina

Inicia-se o trabalho com a caracterizagdo da amostra de norfloxacina adquirida
comercialmente e a investigacao do efeito dos processos de moagem, nas condicdes usadas
neste trabalho, na estrutura do sélido.

Na Figura 22 podemos comparar os difratogramas da NOR de partida e das amostras
obtidas por NG com os difratogramas simulados para as estruturas de norfloxacina e respetivos
hidratos depositadas na Cambridge Structural Database. O difratograma da amostra de NOR de
partida, Figura 22a, indica que esta ndo corresponde a forma anidra (forma A), pura, da NOR,
Figura 22d, sendo com elevada probabilidade uma mistura dessa forma com a forma
sesquihidratada, NOR-1.5H,0, Figura 22e. Algumas reflexdes, nomeadamente a 26 = 8.8°, 9.1°,
12.7°, 13.9° e 16.5°, indicam ainda a presenca de outra forma, que podera ser a forma C, referida
por Barbas et al. [5] e Chattah et al. [88] e cujo difratograma de raios-X de pd se encontra
representado na Figura 10 (as reflexfes atribuidas a esta forma estao assinaladas na Figura). A
NOR de partida quando sujeita a mecanoquimica (15Hz e 30Hz durante 30 minutos) sem
solvente, Figuras 22b e 22c, amorfiza parcialmente.
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Figura 22. Difratogramas de raios-X de p6 da NOR de partida (a), obtida por NG (moagem sem
solvente) a 15Hz (b) e a 30Hz (c) e os difratogramas da forma A (d), das formas sesquihidratadas 1.5
H20 (e) e 3H:0 (f), das formas hidratadas 1.125 (g) e 1.25 (h) e da forma dihidratada (i) simulados a
partir dos ficheiros CIF das estruturas depositadas no Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC)
com os nimeros 617104 [87], 720746 [6], 720747 [6], 719474 [92], 719473 [92] e 153910 [91],
respetivamente.
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Através da moagem com assisténcia de 10uL de etanol e nas mesmas condi¢cbes de
utilizagdo (15Hz, 30 minutos) podem ser obtidos dois sélidos diferentes, um correspondente a
forma sesquihidratada 1.5 H.O da NOR como se comprova pela sobreposicdo dos respetivos
digratogramas, Figura 23a e 23d, enquanto que o outro sdlido, Figura 23b, parece ser a mistura
da forma sesquihidratada 1.5 H,O da NOR com a forma C.

Intensidade / u.a.

Figura 23. Norfloxacina: Difratogramas de raios-X de p6 representativos dos dois tipos de sélidos
obtidos por LAG (@) e (b) e os difratogramas simulados da forma A (c), das formas sesquihidratadas 1.5
H20 (d) e 3H20 (e), das formas hidratadas 1.125 (f) e 1.25 (g) e da forma dihidratada (h) a partir dos
ficheiros CIF das estruturas depositadas no Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) com os
nameros 617104 [87], 720746 [6], 720747 [6], 719474 [92], 719473 [92] e 153910 [91], respetivamente.

Como se esperava, a curva de DSC de aguecimento da NOR de partida, Figura 24a,
apresenta uma transicdo endotérmica, Tonset = 86 °C, referente a perda de moléculas de agua,
tal como a NOR obtida por LAG, Tonset = 84 °C e 79 °C, Figuras 24c e 24d. A NOR obtida por NG
nessa faixa de temperatura, Figura 24b, revela um processo exotérmico atribuivel a cristalizacédo
da NOR parcialmente amorfa. Em todos os termogramas sao observados eventos endotérmicos
de energia mais baixa antes da fusdo, compativeis com transi¢cdes soélido-solido, a T = 200 °C,
no caso da NOR de partida e das amostras obtidas por LAG e a T = 176 °C para a NOR obtida
por NG. Em todos os casos a fusédo ocorre a Trs= 219 °C, em concordancia com a literatura [90].
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Figura 24. Termogramas DSC de aquecimento da NOR de partida, m= 2,09 mg (a), obtida por NG, m =
1,16 mg (b) e das duas formas de NOR obtida por LAG: da NOR-1.5 H20, m= 1,50 mg (c) e da mistura
da forma NOR-1.5 H20 com a forma C, m = 1,14 mg (d), B = 10 °C min-*.

O sesquihidrato é zwiterionico [87] [270], uma vez que a incorporagdo da agua induz a
transferéncia de protdes do -COOH para o -NH; resultando no desaparecimento de bandas
vibracionais associadas ao -COOH (1731 e 1253 cm™?) e o aparecimento de bandas vibracionais
do ido carboxilato -COO" (1584 e 1339 cm?), tal como podemos observar na Figura 25c¢ [93].
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Figura 25. Espetros de IV da NOR de partida (a), obtida por moagem sem solvente (NG) (b) e dos dois
solidos obtidos por moagem assistida por 10 pL de etanol (LAG): a NOR-1.5 H20 (c) e a mistura da
forma NOR-1.5 H20 com a forma C (d).
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3.1.1. Investigacdo do comportamento térmico dos dois tipos de
amostras obtidos por LAG

Uma vez identificada a forma sesquihidratada 1.5 H>.O da NOR, obtida por LAG nas
condicbes usadas neste trabalho, comecamos por caracterizar esta forma. Para avaliar a
natureza da mudanca de fase a T = 200 °C, a forma sesquihidratada 1.5 H.O da NOR foi
aquecida logo acima da temperatura de transi¢céo, arrefecida e aquecida novamente até ao ponto
de fuséo, tal como representado na Figura 26i. Nao se verificaram quaisquer eventos nesta
sequéncia arrefecimento/aquecimento para além da fusdo a T = 219 °C.

Assim sendo, foram analisadas amostras obtidas por aquecimento até 140 °C, 190 °C e

212 °C, ou seja, até depois da desidratacdo, antes do evento a T = 200 °C e depois deste evento,

recorrendo

dQidt

dQJdt

ao DSC, como mostrado nas Figuras 26iib, 26iic e 26iid, respetivamente.
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Figura 26. i) Termogramas DSC de aquecimento de NOR-1.5 H20: a) 1° aquecimento, b) arrefecimento
e c) 2° aquecimento, |B| = 10 °C min-1; ii) Termogramas DSC de aquecimento de NOR-1.5 H20, m= 1,50
mg (a), aquecida com recurso ao DSC até 140 °C, m = 1,56 mg (b), 190 °C, m = 1,58 mg (c) e 212 °C, m

=1,66 mg (d), B = 10 °C min-,
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A partir da Figura 27 podemos confirmar que a desidratacdo de NOR-:1.5 H>.O com
recurso ao DSC (Figura 27b e 27c) origina uma forma sélida distinta da forma A (Figura 27e) e
que identificamos como a forma B descrita por Barbas et al. [4] [5] e Sustar et al. [86], cujo
difratograma de raios-X de pd se encontra representado na Figura 10. A forma B quando
aquecida em DSC até 212 °C dé& origem a forma A, Figura 27d e 27e. O perfil do evento
observado em DSC é de uma transi¢ao sélido-sélido concordante com o valor apresentado por
Barbas et al. [4] [5] e Sustar et al. [86] A transi¢c&o sélido-sélido endotérmica é compativel com a
relacdo de estabilidade enantiotrépica referida por Barbas et al. [4] [5] para estes dois polimorfos.

Intensidade / u.a
2 &

20/°

Figura 27. Difratogramas de raios-X de p6 da NOR 1.5 H20 (a), aquecida com recurso ao DSC até 140
°C (b), 190 °C (c) e 212 °C (d), simulado da forma A, a partir dos ficheiros CIF das estruturas
depositadas na CCDC (e).

Na Figura 28 estao assinalados, nos respetivos espetros de infravermelho, os maximos
caracteristicos de bandas vibracionais das formas NOR-1.5H,0, B e A. O espetro da forma B
parece ser a soma das formas NOR-1.5H,0 e A, no entanto é muito semelhante aos espetros
de infravermelho da forma B apresentados em literatura [4] [86].
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Figura 28. Espetros de IV de NOR-1.5 H20 (a), aguecida com recurso ao DSC até 140 °C ou 190 °C,
forma B (b) e até 212 °C, forma A (c).

Seguidamente caracterizamos a outra amostra solida obtida por LAG nas condigfes
usadas neste trabalho, que corresponde a mistura da forma sesquihidratada 1.5 H,O da NOR e
da forma C.

Esta amostra também foi submetida a aquecimento até 140 °C, 190 °C e 212 °C, ou seja,
até depois da desidratagéo, antes do evento a T = 203 °C e depois deste evento, recorrendo ao
DSC, como mostrado nas Figuras 29b, 29c¢ e 29d, respetivamente. Foi também preparada uma
amostra que foi mantida durante 3 horas numa estufa a 150 °C, cujo termograma se encontra
representado na Figura 29e.
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Figura 29. Termogramas DSC de aquecimento da NOR obtida por LAG, correspondente a mistura das

formas NOR-1.5 H20 e C, m= 1,14 mg (a), aquecida com recurso ao DSC até 140 °C, m = 1,68 mg (b),

190 °C, m=1,73mg (c) e 212 °C, m = 1,29 mg (d) e aquecida na estufa a 150 °C durante 3 horas, m =
2,13 mg (e), B = 10 °C min-L,
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A partir da Figura 30 podemos confirmar que a desidratacdo da mistura das formas
NOR-1.5 H,O e C com recurso ao DSC (Figuras 30b e 30c) da origem a forma C. Quando a
mistura é aquecida em DSC até 212 °C da origem a forma A, Figura 30d. A amostra aguecida
em estufa deu origem a forma C, Figura 30e, tal como esperado.

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 30. Difratogramas de raios-X de p6 da mistura das formas NOR-1.5 H20 e C (a), aquecida com
recurso ao DSC até 140 °C (b), 190 °C (c) e 212 °C (d), aquecida na estufa a 150 °C durante 3 horas (e)
e simulado da forma A, a partir do ficheiro CIF da estrutura depositada na CCDC (f).

Na Figura 31 estdo assinalados, nos respetivos espetros de infravermelho, os maximos
caracteristicos de bandas vibracionais da mistura das formas NOR-1.5H,0 e C, da forma C e da
forma A.
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Figura 31. Espetros de IV da mistura das formas NOR-1.5 H20 e C (a), aquecida com recurso ao DSC
até 140 °C, forma C (b), 190 °C, forma C (c) e 212 °C, forma A (d) e aquecida na estufa a 150 °C durante
3 horas (e).
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A curva termogravimétrica mostrada na Figura 32 confirma a forma C como uma forma
anidra, que de acordo com o espetro de infravermelho, Figuras 31b, 31c e 31e é zwiteridnica.
Para assegurar que ndo houve evolu¢cdo da forma solida foram recolhidos espetros de
infravermelho e difratogramas de raios-X de p6 para a amostra antes e depois da realiza¢do dos
ensaios de termogravimetria. Portanto, é a primeira vez que € identificada inequivocamente uma
forma anidra de norfloxacina desta natureza.

Na curva DSC, Figura 29e, o perfil do evento com Tonset = 206 °C € de uma fuséo seguida
de cristalizacdo dando origem a forma A. A temperatura de fusdo da forma C esta em
concordancia com o valor reportado por Barbas et al. [5].

Massa/%
rrrrrrrrr DTG/(%/min)  exol
100 — ¢c-DTA/K -1 3.0 11
904 o 125 40
1 : ] 1.
80| ) 120
704 / | 12
. all
I SN 415 3 =
\ i " ! - c
R 60 ;/ \ ‘ 1 ¥ { E
= 1/ \ SN 410 & 143
8 s0d | ]2
@ 507 | | AR 0lss
S 1/ ‘ ~ Jos &6 7°09
= | AN . =
40—‘\ | ~—— [a)
1] / ] 1-6
20 s - 0.0 1,
20 4 k 4-0.5 1
100 200 300 400 500 600

T/°C

Figura 32. Andlise termogravimétrica de norfloxacina, forma C, obtida por aguecimento da mistura de
NOR-1.5 H20 com a forma C em estufa, a 150 °C durante 3 horas.

3.1.2 Investigacdo do comportamento térmico da NOR obtida por NG

Depois da caracterizacdo da NOR obtida por LAG, que corresponde predominantemente
a forma sesquihidratada 1.5 H,O, segue-se a caracterizacdo da NOR obtida por NG. Esta
amostra foi submetida a aquecimento até 140 °C, 170 °C e 210 °C, como indicado na Figura 33,
ou seja, até depois do evento exotérmico, Figura 33b, antes da transicédo sélido-soélido, Figura
33c, e depois da transicdo solido-sélido, Figura 33d, respetivamente, recorrendo ao DSC.
Obtiveram-se os difratogramas de raios-X de p6 e espetros de |V que se apresentam nas Figuras
34 e 35. Nas Figuras é feita a comparacao com os difratogramas e espetros de infravermelho
das formas anidras A, B e C.
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Figura 33. Termogramas DSC de aquecimento da NOR obtida por NG, m = 1,16 mg (a), obtida por NG
aquecida até 140 °C, m = 2,34 mg (b), 170 °C, m = 2,62 mg (c) e 210 °C, m = 2,71 mg (d), f = 10 °C min-
1

Dos resultados, podemos confirmar que se obtém a forma A aquecendo esta amostra até
210 °C, com recurso ao DSC, enquanto que aquecendo até 140 °C e 170 °C se obtém uma
mistura das formas A e C. A transicdo de fase endotérmica C — A aponta para uma relagao
enantiotrGpica entre as duas formas em concordancia com o que foi proposto por Barbas et al.
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Figura 34. Difratogramas de raios-X de p6 da NOR obtida por NG (a), aquecida até 140 °C (b), 170 °C
(c) e 210 °C (d) e das formas A (e), B (f) e C (9).
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Figura 35. Espetros de IV da NOR obtida por NG (a), aquecida até 140 °C (b), 170 °C (c) e 210 °C (d) e
das formas A (e), B (f) e C (9).

3.1.3 Investigacdo do comportamento térmico da NOR de partida

O mesmo procedimento de investigacdo foi aplicado & amostra de partida, que como
referimos é uma mistura de forma A com NOR.1.5 H,O, com alguma contribuicdo também do
polimorfo C, como se pode avaliar na Figura 36, onde se usaram os difratogramas obtidos neste

trabalho.
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Figura 36. Difratogramas de raios-X da NOR de partida (a), da forma NOR-1.5 H20 (b), da forma A (c),
da forma B (d) e da forma C (e).
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Efetuou-se aquecimento faseado da amostra de partida por calorimetria diferencial de
varrimento (até 140 °C, 190 °C e 212 °C, ou seja, até depois de cada um dos eventos observados
na Figura 37a). Foi também analisada uma amostra mantida na estufa a 150 °C durante 3 horas.
A curva DSC de aquecimento desta amostra é apresentada na Figura 37e observando-se apenas
um evento endotérmico antes da fuséo. Os difratogramas de raios-X de pé e os espetros de 1V
das amostras sujeitas aos diferentes tratamentos térmicos sao mostrados nas Figuras 38, 39 e
40.
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Figura 37. Termogramas DSC de aquecimento da NOR de partida, m = 2,09 mg (a), aquecida até 140
°C, m=1,86 mg (b), 190 °C, m =2,18 mg (c) e 212 °C, m = 2,78 mg (d) e aquecida na estufa a 150 °C
durante 3 horas, 1,89 mg (e), B = 10 °C min.

Os resultados permitem concluir que a forma A, pura, é obtida aquecendo o composto de
partida até 212 °C, com recurso ao DSC, Figura 38e. Aguecendo até 140 °C ainda se obtém uma
mistura da forma sesquihidratada 1.5 H.O, com a forma A e com a forma C, Figura 38c. O
tratamento térmico na estufa ou o aquecimento em DSC até 190 °C dao origem a uma mistura
da forma A com a forma C, Figura 38d, tal como o aquecimento em DSC até 140 °C e 170 °C da
NOR obtida por NG, Figura 39b e 39c. Estas conclusdes também podem ser confirmadas pela
Figura 40. O evento com Tonset = 198 °C € atribuivel & transi¢cdo da forma C para a forma A.
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Figura 38. Difratogramas de raios-X de p6 da NOR de partida (a), da NOR:1.5 H20 (b), da NOR de
partida aquecida com recurso ao DSC até 140 °C (c), 190 °C (d) e 212 °C (e), da NOR de partida
aguecida na estufa a 150 °C durante 3 horas (f) e das formas A (g), B (h) e C (i).
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Figura 39. Difratogramas de raios-X de p6 da NOR de partida aquecida na estufa a 150 °C durante 3
horas (a), da NOR de partida aquecida com recurso ao DSC até 190°C e da NOR obtida por NG
aquecida com recurso ao DSC até 140 °C (b) e 170 °C (c).
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Figura 40. Espetros de IV da NOR de partida (a), da NOR-1.5 H20 (b), da NOR de partida aquecida com
recurso ao DSC até 140 °C (c), 190 °C (d) e 212 °C (e), da NOR de partida aquecida na estufa a 150 °C
durante 3 horas (f) e das formas A (g), B (h) e C (i).

Os difratogramas de todas formas soélidas puras obtidas neste trabalho (NOR 1.5 H-20,
formas anidras A, B e C) foram reunidos na Figura 36.

Sintetizando, a forma NOR-1.5 H,O pura foi obtida através da moagem da NOR de partida
assistida por 10 pL de etanol,15Hz, 30 minutos. A forma A pura foi obtida através do aquecimento
até 212 °C com recurso ao DSC quer da NOR de partida, quer do sesquihidrato NOR-1.5 H-0,
e também do sélido obtido por NG. A forma B pura foi obtida por aquecimento da forma NOR-1.5
H.O até 140 °C ou 190 °C com recurso ao DSC. Por ultimo a forma C pura foi obtida por
aquecimento da mistura da forma NOR:1.5 H.O e da forma C, também obtida através da
moagem da NOR de partida assistida por 10uL de etanol,15Hz, 30 minutos, até 140 °C ou 190
°C.

Foi pela primeira vez identificada inequivocamente a natureza zwiteridnica da forma
anidra C. As formas B e A e C e A tém relacdo enantiotropica, sendo a forma A o polimorfo
estavel a temperatura elevada (antes da fusao).

3.2 Caracterizacao das formas soélidas dos co-formadores
utilizados neste trabalho

3.2.1 Co-formadores: flavonoides

Para a realizacdo deste trabalho é necessario caracterizar as formas soélidas dos co-
formadores de partida e ap6s serem submetidos, quando puros, aos processos de moagem, nas
condi¢des que vao ser usadas na pesquisa de co-cristais.
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Através das Figuras 41 e 42 podemos verificar que a moagem sem solvente (NG)
realizada a 15Hz, Figura 41b e 42b, e assistida por solvente (LAG), Figura 41d e 42d, nédo
alteraram a forma soélida de partida da quercetina, Figura 4la e 42a, que corresponde
essencialmente a forma dihidratada (difratograma simulado a partir do ficheiro CIF da estrutura
depositada na CCDC com o numero 1153851), Figura 41le, devido a possibilidade de
sobreposicdo dos respetivos difratogramas e espetros. Algumas reflexdes adicionais foram
assinaladas na Figura 4l1a que ndo se encontram no difratograma da forma dihidratada.
Podemos também confirmar que a QUE moida sem solvente (NG) a 30Hz, Figuras 41c e 42c, é
uma mistura da forma dihidratada com a forma monohidratada (difratograma simulado a partir
do ficheiro CIF da estrutura depositada na CCDC com o numero 814511), Figuras 41e e 42f.

Intensidade / u.a.

Figura 41. Difratogramas de raios-X de p6 da QUE de partida (a) em comparagao com os difratogramas
do composto obtido por NG a 15Hz (b) e a 30Hz (c), obtido por LAG (d) e com os difratogramas da QUE
dihidratada (e) e monohidratada (f) simulados a partir dos ficheiros CIF das estruturas depositadas no
Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) com o numero 1153851 [115] e 814511 [118],
respetivamente.
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Figura 42. Espetros de IV da QUE de partida (a), obtida por NG a 15Hz (b) e a 30Hz (c) e obtida por
LAG (d).

Nas Figuras 43 e 44 podemos verificar C]l(,le) a catequina de partida é amorfa e mantém-
se amorfa quando sujeita a mecanoquimica na auséncia de solvente (NG) em ambas as
frequéncias utilizadas, Figuras 43b, 43c, 44b e 44c. Quando submetida a moagem assistida por
etanol (LAG) ganha alguma cristalinidade, Figuras 43d e 44d. As reflexdes registadas ndo tém
correspondéncia com as observadas no difratograma simulado a partir do ficheiro CIF da
estrutura depositada no CCDC com o numero 1409763, Figura 43e. O aspeto dos espetros de
IV das Figuras 44a, 44b e 44c, é o que se espera para um amorfo, havendo maior definicdo das
bandas nos espetros de IV da Figura 44d, concordante com o aumento de cristalinidade
observado no difratograma de raios-X de po.
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Figura 43. Difratogramas de raios-X de p6 da CAT de partida ((+)-hidratada) (a) em compara¢éo com 0s
difratogramas do composto obtido por NG a 15Hz (b) e a 30Hz (c), obtido por LAG (d) e com o
difratograma da forma (+)-hidratada (e) simulado a partir do ficheiro CIF da estrutura depositada no
Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) com o nimero 779636 [136].
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Figura 44. Espetros de IV da CAT de partida (a), obtida por NG a 15Hz (b) e a 30Hz (c) e obtida por
LAG (d).

No que diz respeito a miricetina, a analise das Figuras 45 e 46 permite concluir que nédo
ocorreu qualquer tipo de alteracdo, apdés moagem sem solvente (NG) realizada a 15Hz e
assistida por etanol (LAG), apesar de amorfiza¢do parcial na moagem sem solvente. Conclui-se
também que a MYR de partida ndo corresponde a forma monohidratada, cuja estrutura esta
depositada na CCDC com o numero 1409763, mas corresponde a forma descrita como
monohidratada por Li et al. [154], cujo difratograma esta representado em Anexo na Figura Al.
O espetro de IV da Figura 46b possui bandas mais alargadas devido a amorfizacao parcial,
havendo maior definicdo das bandas nos espetros de IV das Figuras 46a e 46c.

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 45. Difratogramas de raios-X de p6 da MYR de partida (a) em comparag¢éo com os difratogramas
do composto obtido por NG a 15Hz (b), obtido por LAG (c) e com o difratograma da forma
monohidratada (d) simulado a partir do ficheiro CIF da estrutura depositada no Cambridge

Crystallographic Data Centre (CCDC) com o nimero 1409763 [153].
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Figura 46. Espetros de IV da MYR de partida (a), obtida por NG a 15Hz (b) e obtida por LAG (c).

As temperaturas as quais ocorrem 0s eventos térmicos, registados nas curvas de DSC
de aquecimento, na CAT, na QUE e na MYR, representados na Figura 47, estdo de acordo
com o relatado em literatura [154] [135] [119] [271] [120].
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Figura 47. Termogramas DSC de aquecimento de: CAT, m = 1,96 mg (a), QUE, m = 3,07 mg (b) e MYR,
m = 1,45 mg (c), $ = 10 °C min-.

3.2.2 Co-formadores: amidas

Tal como para os flavondides, foi caracterizada a forma sélida comercial de trés amidas
como potenciais co-formadores e investigado o efeito dos processos mecanoquimicos aplicados
neste trabalho, na forma sélida de partida.
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A partir dos dados apresentados, Figuras 48 a 53, podemos verificar que nao ocorreu
qualquer tipo de alteracdo nos compostos de partida (benzamida, salicilamida e etenzamida)
apos serem submetidos a moagens nas condi¢c@es usadas neste trabalho. Confirma-se também
gue as estruturas dos compostos de partida correspondem as simuladas a partir dos ficheiros
CIFs de estruturas depositadas na CCDC.
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Figura 48. Difratogramas de raios-X de p6 da BEN de partida (a), obtida por NG (b) e por LAG (c) e 0
difratograma da BEN (d) simulado a partir do ficheiro CIF da estrutura depositada no Cambridge
Crystallographic Data Centre (CCDC) com o nimero 131499 (registado a T = 123 K) [272].
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Figura 49. Espetros de IV da BEN de partida (a), obtida por NG (b) e por LAG (c).
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Figura 50. Difratogramas de raios-X de p6 da SA de partida (a), obtida por NG (b) e por LAG (c) e 0
difratograma da SA (d) simulado a partir do ficheiro CIF da estrutura depositada no Cambridge
Crystallographic Data Centre (CCDC) com o nimero 751100 [183].
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Figura 51. Espetros de IV da SA de partida (a), obtida por NG (b) e por LAG (c).
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Figura 52. Difratogramas de raios-X de p6 da ETZ de partida (a), obtida por NG (b) e por LAG (c) e 0
difratograma da ETZ (d) simulado a partir do ficheiro CIF da estrutura depositada no Cambridge
Crystallographic Data Centre (CCDC) com o niumero 760137 [273].
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Figura 53. Espetros de IV da ETZ de partida (a), obtida por NG (b) e por LAG (c).

Na Figura 54 estdo representados os termogramas de DSC da BEN, da SA e da ETZ,
com os respetivos pontos de fusdo, que estdo de acordo com os registados em literatura [174]
[188] [205].
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Figura 54. Termogramas DSC da BEN de partida, m = 2,25 mg (a), da SA de partida, m = 1,44 mg (b) e
da ETZ de partida, m = 1,14 mg (c), B = 10 °C min-L,

3.3 Investigacao de formas solidas multicomponente:
sistemas binarios Norfloxacina + Flavondides

3.3.1 Norfloxacina + Quercetina

Nas Figuras 55 e 56 podemos verificar que ndo ocorreu associacdo entre a NOR e a
QUE, na proporgao de 1:1, quando submetidas a moagem sem solvente durante 30 minutos
(NG) a 15Hz e que, a 30 Hz a mistura amorfizou. Na mistura obtida com a frequéncia de 15Hz,
parcialmente amorfa, observam-se, Figura 55, reflexdes de QUE 2-H,O e reflexdes atribuiveis
as formas C e A de norfloxacina. De recordar que a moagem de norfloxacina na auséncia de
solvente ndo altera a forma de partida, obtendo-se também algum material amorfo.
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Figura 55. Difratogramas de raios-X de p6 das formas A (a), B (b) e C (c) da NOR, da QUE dihidratada
(d), da QUE obtida por NG a 30Hz (e), da mistura NOR:QUE (1:1) obtida por NG a 15Hz (f) e a 30Hz (g).

Os espetros de infravermelho, Figura 56f, sdo caracteristicos de amostras com baixo grau
de cristalinidade sendo notoria, apesar da baixa intensidade, a banda de elongac¢do do -COOH

a 1700

amorfo.
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Figura 56. Espetros de IV das formas A (a), B (b) e C (c) da NOR, da QUE dihidratada (d), da QUE
obtida por NG a 30Hz (e), da mistura NOR:QUE (1:1) obtida por NG a 15Hz (f) e a 30Hz (g).

A curva termogravimétrica da mistura obtida a 30Hz apresentada na Figura 57 confirma

a presenca de solvente no sélido obtido. Atendendo as condi¢des de preparacéo, este solvente
devera ser agua correspondendo a perda de massa a 1.5 moléculas de solvente.
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Figura 57. Andlise termogravimétrica da mistura NOR:QUE (1:1) obtida por NG a 30Hz.

Esta amostra obtida por mecanoquimica, 30Hz, que corresponde a um co-amorfo dos
dois compostos foi avaliada por calorimetria diferencial de varrimento, em capsulas perfuradas,
tendo-se registado as curvas indicadas na Figura 58a. No primeiro aquecimento € observada
uma primeira transicdo que € atribuivel a perda de agua, seguindo-se a transi¢cao vitrea a Tg =
155 °C. No segundo aquecimento, como esperado, apenas a transi¢cao vitrea é registada. A
mistura manteve-se em estado amorfo, quando guardada em exsicador com silica, pelo menos
por um periodo de 3 meses, como provamos com 0s resultados que se mostram na Figura 58b,
com o perfil das curvas de DSC, similar ao registado logo apdés a moagem, Figura 58a.

Este co-amorfo devera ser alvo de estudo adicional, para avaliar a sua estabilidade, tanto
em termos de forma fisica como de conteddo de &gua, em condi¢cdes especificadas de
armazenamento.

Adicionalmente, ser4 também de todo o interesse a preparacdo e avaliacdo de

estabilidade do co-amorfo obtido apos desidratagéo, observada a T = 108 °C nas curvas de DSC
e TGA.
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Figura 58. Termogramas DSC dos aquecimentos e arrefecimento da NOR:QUE (1:1) obtida por NG a
30Hz, no dia da realizagdo da moagem, m = 3,10 mg (a) e passados 3 meses, m = 2,02 mg (b), § = 30
°C min e B = 20 °C min1, respetivamente.

A moagem duma mistura equimolar dos dois compostos, 15Hz, 30 minutos, assistida por
etanol conduziu a resultados muito diferentes. Na Figura 59 podemos observar novos planos de
reflexdo, que apontam para que tenha ocorrido associagéo entre a NOR e a QUE, numa nova
estrutura supramolecular. Nao se observa excesso de qualquer uma das formas conhecidas dos

compostos de partida.
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Figura 59. Difratogramas de raios-X de p6 das formas A (a), B (b), C (c) e NOR-1.5H20 (d), da QUE
dihidratada (e) e da mistura NOR:QUE (1:1) obtida por LAG, etanol (f).

Na Figura A2 esta representado o difratograma de raios-X de p6é da NOR:QUE (1:1)
obtida por LAG e os difratogramas de raios-X de pd de todas as outras formas hidratadas da
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NOR e QUE, nao se verificando coincidéncia com qualquer um deles. A presenca de solvente
no sélido obtido € evidente na curva termogravimétrica apresentada na Figura 60. A perda de
massa observada é compativel com a perda de 2.5 moléculas de agua ou de 1 molécula de

etanol.
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Figura 60. Analise termogravimétrica da mistura NOR:QUE (1:1) obtida por LAG.

O espetro de infravermelho, Figura 61, é de realgcar a auséncia da elongagdo C=0,
caracteristica do COOH de norfloxacina o que indicara que esta se encontra na forma
zwitteridnica, e o deslocamento do maximo da banda de elonga¢do C=0 da quercetina, de 1661
cm? para 1653 cm™.
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Figura 61. Espetros de IV das formas A (a), B (b), C (c) e NOR-1.5H20 (d), da QUE dihidratada (e) e da

mistura NOR:QUE (1:1) obtida por LAG, etanol (f).
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Os resultados apontam para formac&o de uma estrutura supramolecular e solvatada entre
a quercetina e a norfloxacina. A calorimetria diferencial de varrimento ndo se revelou Util na
analise deste sistema. Podera tentar-se em trabalho futuro, usar RMN no estado sélido para
obter informacao adicional. Varias experiéncias de cristalizacdo em solugéo foram ja levadas a
cabo natentativa de obter cristais da nova estrutura supramolecular, para resolucdo da estrutura
cristalina, mas, como nao é incomum, até agora sem Sucesso.

3.3.2 Norfloxacina + Catequina

A investigacdo de misturas equimolares de norfloxacina e catequina submetidas a
mecanoquimica, sem solvente (15Hz) e com assisténcia de 10uL de etanol, conduzem a
resultados com alguma semelhanca entre si. E obtido material parcialmente amorfo quer por
moagem sem solvente a 15Hz, quer por LAG, Figuras 62e e 63f, 0 que ndo sera de estranhar
dada a tendéncia da catequina para amorfizar. Na Figura 62e séo visiveis reflexdes atribuiveis
as formas C (predominantemente) e A da norfloxacina. Na Figura 63f, amostra obtida por LAG,
as reflexdes residuais, sao atribuiveis a forma sesquihidratada da NOR.
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Figura 62. Difratogramas de raios-X de p6 das formas A (a), B (b) e C (¢c) da NOR, da CAT de partida (d)
e da mistura NOR:CAT (1:1) obtida por NG a 15Hz (e) e a 30Hz (f).
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Figura 63. Difratogramas de raios-X de p6 das formas A (a), B (b), C (c) e NOR-1.5H20 (d), da CAT
obtida por LAG (e) e da mistura NOR:CAT (1:1) obtida por LAG, etanol (f).

Os espetros de infravermelho, Figuras 64e e 65f, estdo de acordo com a interpretagédo
apresentada acima.
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Figura 64. Espetros de IV das formas A (a), B (b) e C (c) da NOR, da CAT de partida (d) e da mistura
NOR:CAT (1:1) obtida por NG a 15Hz (e) e a 30Hz (f).
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Figura 65. Espetros de IV das formas A (a), B (b), C (c) e NOR-1.5H20 (d), da CAT obtida por LAG (e) e
da mistura NOR:CAT (1:1) obtida por LAG, etanol (f).

O processo de mecanoquimica a 30Hz, 30 minutos, sem solvente originou uma mistura
amorfa, Figura 62f, que podera ser de interesse. Os termogramas obtidos para a mistura recém
preparada, apés 3 meses de armazenamento, mostram alteragdes de algum relevo no perfil e

nos parametros registados, Figura 66b.
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Figura 66. Termogramas DSC dos aquecimentos e arrefecimento da NOR:CAT (1:1) obtida por NG a

30Hz, no dia da realizagdo da moagem, m = 3,42 mg (a) e passados 3 meses, m = 1,91 mg (b), $ = 30
°C mint e B = 20 °C min-1, respetivamente.
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3.3.3 Norfloxacina + Miricetina

Por mecanoquimica na auséncia de solvente duma mistura equimolar de NOR+MYR
obtém-se uma mistura fisica, sendo claramente visivel no difratograma da Figura 67e as
reflexdes de miricetina de partida e reflexdes da forma A de norfloxacina. No espetro de
infravermelho, Figura 68, ndo é registada qualquer alteracdo nas bandas associadas a miricetina

de partida.

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 67. Difratogramas de raios-X de p6 das formas A (a), B (b) e C (c) da NOR, da MYR (d) e da
mistura NOR:MYR (1:1) obtida por NG (e).
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Figura 68. Espetros de IV das formas A (a), B (b) e C (c) da NOR, da MYR (d) e da mistura NOR:MYR
(1:1) obtida por NG (e).
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A moagem duma mistura equimolar de NOR+MYR assistida por etanol, pelo contrario,
originou um difratograma, Figura 69g com reflex6es Unicas quando comparadas com todas as
formas conhecidas dos dois compostos, Figura 69 e A3. No difratograma duma mistura (1:2)
NOR:MYR e também no espetro de infravermelho Figura 70f é claramente visivel o excesso de
miricetina. A curva termogravimétrica da mistura 1:1, Figura 71, tem um registo complexo de
perda de massa de solvente antes do inicio da degradacdo a T = 240 °C.
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Figura 69. Difratograma de raios-X de pé das formas A (a), B (b), C (c) e sesquihidratada 1.5H20 da
NOR (d), da MYR (e) e das misturas 1:2 (f) e 1:1 (g) de NOR e MYR obtidas por LAG.
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Figura 70. Espetros de IV das formas A (a), B (b), C (c) e sesquihidratada 1.5H.0 da NOR (d), da MYR
(e) e das misturas 1:2 (f) e 1:1 (g) de NOR e MYR obtidas por LAG.
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Figura 71. Andlise termogravimétrica da NOR:MYR (1:1) obtida por LAG.

Os resultados apontam para a associacao de miricetina e de norfloxacina numa estrutura
supramolecular equimolar que se encontra solvatada.

3.4 Investigacao de formas solidas multicomponente:
sistemas binarios Norfloxacina + Amidas

3.4.1 Norfloxacina + Benzamida

Preparam-se misturas de NOR com BEN, na proporc¢éo de 1:1 por NG e LAG, etanol. Nos
termogramas DSC gue se encontram representados na Figura 72 e também nas Figuras A4 e
A5 ¢é visivel um pico endotérmico de elevada energia atribuivel a fusdo que tem temperatura de
onset T = 163 °C, valor que se situa entre os valores de temperatura de fusdo de benzamida e
norfloxacina. Esta observacgéo é indicativa de que ocorreu associagado entre os dois compostos
numa nova estrutura supramolecular. Em ambas as curvas séo visiveis eventos de baixa energia
antes do pico principal (ver expansao na Figura 72).
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Figura 72. Termogramas DSC da NOR de partida, m= 2,09 mg (a), da NOR-1.5H20, m = 1,50 mg (b), da

BEN, m

= 2,25 mg (c) e de misturas de NOR e BEN na propor¢éo 1:1 - obtida por NG, representada a

azul, m = 1,05 mg, e obtida por LAG, representada a vermelho; m = 1,78 mg; f = 10 °C min1,

Contudo, os difratogramas de raios-X de pd, como mostra a Figura 73, indicam que os
sélidos obtidos pelas duas vias de mecanoquimica ndo sao iguais. A amostra obtida por NG
apresenta todas as reflexdes da benzamida e reflexdes atribuiveis a NOR:-1.5H,0, ndo sendo de

excluir a presenca de outras formas. Na amostra obtida por LAG, as reflexdes de benzamida
estdo ausentes, reflex6es atribuiveis a NOR-1.5H,O sao visiveis e reflexdes novas sao
observadas.
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Figura 73. Difratogramas de raios-X de p6 das formas A (a), B (b), C (c) e sesquihidratada 1.5H20 (d) da

NOR, da

BEN (e) e de misturas de NOR e BEN na proporcao 1:1 - obtida por NG, representada a azul, e
obtida por LAG, representada a vermelho.
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Estas conclusdes sdo corroboradas pelos espetros de infravermelho, Figura 74.
Confirma-se que a amostra obtida por NG € uma mistura fisica de benzamida com norfloxacina
mostrando evidéncia da presenca também de uma forma nado zwiteridnica. O sélido obtido por
LAG apresenta um espetro que ndo é resultante da soma das contribui¢cbes das formas solidas
dos componentes puros.

Os resultados apontam para a associacdo supramolecular entre a norfloxacina e a
benzamida, quando € utilizada moagem assistida por etanol, uma nova entidade, que pode ser
um co-cristal solvatado. A proporcdo molar de norfloxacina nessa nova entidade devera ser
inferior a 50%.
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Figura 74. Espetros de IV das formas A (a), B (b), C (c) e sesquihidratada 1.5H20 (d) da NOR, da BEN
(e) e de misturas de NOR e BEN na proporg¢éo 1:1 - obtida por NG, representada a azul, m = 1,05 mg, e
obtida por LAG, representada a vermelho.

Para testar esta hipotese, prepararam-se misturas de diferentes porpor¢des por LAG,
assistido por etanol, e também por NG. Os difratogramas obtidos sdo apresentados na Figura
75. Confirma-se a obtencdo de misturas fisicas na moagem sem assisténcia de solvente. Na
mistura de composicao (2:3) NOR:BEN, obtida por LAG, n&o séo visiveis reflexdes atribuiveis a
excesso dos compostos de partida, o que identifica esta propor¢do como a estequiometria do
novo co-cristal.

Nos espetros de IV das misturas (2:3) NOR:BEN apresentados na Figura 76 sao
indicados os valores de numero de onda de algumas bandas porque apresentam deslocamento
relativamente aos dos compostos de partida. Os espetros de todas as misturas sdo apresentados
na Figura A4.
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Figura 75. Difratogramas de raios-X de p6 das formas A (a), B (b), C (c) e sesquihidratada 1.5H20 (d) da
NOR, da BEN (e) e das misturas de NOR e BEN nas propor¢des indicadas, sendo que as misturas
obtidas por NG estéo representadas a azul e as misturas obtidas por LAG estéo representadas a
vermelho.
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Figura 76. Espetros de IV das formas A (a), B (b), C (c) e sesquihidratada 1.5H20 (d) da NOR, da BEN
(e) e das misturas de NOR e BEN nas proporc¢des 2:3, sendo que a mistura obtida por NG esta
representada a azul e a mistura obtida por LAG esta representada a vermelho.

As curvas de DSC de aquecimento das varias misturas sdo apresentadas na Figura 77 e
os valores de temperaturas dos eventos observados na Tabela 2. O perfil das curvas das
amostras obtidas por NG, misturas fisicas dos componentes, € mais complexo do que o das
obtidas por LAG. Observam-se eventos endotérmicos atribuiveis a dessolvatacdo e eventos
exotérmicos que sdo atribuiveis & associa¢éo entre os dois compostos, antes da fusdo que €
registada em valores de temperatura idénticos aos das misturas obtidas por LAG. Para a mistura
(2:3) NOR:BEN a fuséo é observada a T = 164 °C.
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Figura 77. Termogramas DSC da NOR de partida, m= 2,09 mg (a), da NOR-1.5H20, m = 1,50 mg (b), da
BEM, m = 2,25 mg (c) e das misturas de NOR e BEN nas propor¢des indicadas, sendo que as misturas
obtidas por NG estéo representadas a azul (2:1, m=1,50mg; 1:1, m=1,05mg; 2:3, m=1,63 mg; 1:2, m
= 2,13 mg) e as misturas obtidas por LAG estao representadas a vermelho (2:1, m=1,73mg; 1:1, m =
1,78 mg; 2:3, m = 2,03 mg; 1:2, m = 2,38 mg), B = 10 °C min™L.

Tabela 2. Temperaturas dos eventos térmicos observados nas curvas DSC de aquecimento de
misturas de NOR e BEN em diferentes proporc¢des.

Amostra T/ec
Ta Tb Tc Td Te Tf

_ _ NG 614 1155 161.6 1888
NOR:BEN (2:1) )5 62.9 824 162.4 1875
113.6 1626 1816

NOR:BEN (1:1) "¢ 724 117.7
LAG 64.2 904 1626 1796
_ NG 583 1196 1230 164.8 169.0
NOR:BEN (2:3)' g 57.8 163.9 169,0
_ NG 56.3 1196 1226 1609 1692
NOR:BEN (2:3)" 5 553 160.0 168,3
_ _ NG 817 1148 11908 1238 1631
NOR:BEN (1:2) =" \¢ 47.9 120.5 162.0

i — valores relativos a Figura 77; ii — valores relativos a Figura 79. Ta pico endotérmico (perda de
solvente); T¢ picos exotérmicos; Tve Tq picos endotérmicos; Te e Tr picos endotérmicos.

As curvas termogravimétricas obtidas para as misturas de (2:3) NOR:BEN, NG e LAG,

Figura 78 a) e b), respetivamente, confirmam perda de solvente no processo de aguecimento,
gue no caso da mistura preparada por LAG é apenas solvente adsorvido.
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Figura 78. a) Analise termogravimétrica da NOR:BEN (2:3) obtida por NG; b) Andlise termogravimétrica
da NOR:BEN (2:3) obtida por LAG.

As misturas de 2:3 obtidas por NG e LAG foram submetidas, com recurso ao DSC, a um
programa de aguecimento/arrefecimento/aquecimento, tal como se pode observar na Figura 79.
Foram analisadas para estas misturas e para todas as outras investigadas, amostras obtidas

apos aquecimento até 140 °C.
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Figura 79. Termograma DSC da NOR de partida, m = 2,09 mg (a), da NOR-1.5H20, m = 1,50 mg (b),
das misturas de NOR com BEN na proporcgéo de 2:3 obtidas por NG, m = 2,43 mg (c) e LAG, m = 2,50
mg (d) e da BEN de partida, m = 2,25 mg (e), B = 10 °C min™..

Os difratogramas, representados na Figura 80, como se esperava, Sao agora
semelhantes para misturas da mesma composicdo (tal como os espetros de infravermelho,
Figura 81). Registam-se excessos de norfloxacina nas misturas (2:1) NOR:BEN relativamente
ao difratograma de mistura de composicao (2:3) NOR:BEN e excesso de benzamida na mistura
1:2.
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Figura 80. Difratogramas de raios-X de p6 das formas A (a), B (b) e C (c) da NOR, da BEN (d) e das
misturas de NOR e BEN nas propor¢es indicadas, aquecidas no DSC até 140 °C, sendo que as
misturas obtidas por NG estéo representadas a azul e as misturas obtidas por LAG estdo representadas
a vermelho.
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Figura 81. Espetros de IV das formas A (a), B (b) e C (c) da NOR, da BEN (d) e das misturas de NOR e
BEN nas propor¢des indicadas, aquecidas no DSC até 140 °C, sendo que as misturas obtidas por NG
estdo representadas a azul e as misturas obtidas por LAG estéo representadas a vermelho.

3.4.2 Norfloxacina + Salicilamida

Seguidamente, prepararam-se misturas de NOR com SA na proporcao de 1:1, por NG e
por LAG, assistido por etanol.

Os difratogramas de raios-X de p6é destas misturas sdo comparados com os dos
compostos de partida na Figura 82 (os respetivos espetros de infravermelho sdo apresentados
em anexo, Figura A7). O difratograma da mistura preparada por moagem sem solvente aparenta
ter contribuicdo da salicilamida de partida e das formas C e sesquihidratada da norfloxacina. No
difratograma da mistura preparada por LAG foram assinaladas reflexdes ausentes nas formas
sélidas dos compostos de partida mostradas na figura, e ndo ha evidéncia de excesso dos
compostos de partida.
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Figura 82. Difratogramas de raios-X de p6 das formas A (a), B (b), C (c) e sesquihidratada 1.5 H20 (d)
da NOR, das misturas de NOR e SA na proporcéo de 1:1 obtidas por NG (e) e LAG (f) e da SA de
partida (g).

Os termogramas DSC de aquecimento encontram-se representados na Figura 83 e as
temperaturas dos eventos térmicos observados sédo apresentadas na Tabela 3i.

As duas amostras tém comportamento térmico distinto, sendo comum em ambas,
processos atribuiveis a perda de solvente, 83 e 108 °C (NG) e 94 °C (LAG). As curvas
termogravimétricas da Figura 84 confirmam a presenca de solvente nas duas amostras, embora
com perfis de perda de massa diferentes.

Na mistura obtida por NG é not6rio, na curva de DSC, um processo exotérmico por volta
de 110 °C. O pico de maior energia observado no termograma desta amostra, atribuivel a fusao,
é registado com temperatura de onset T = 179 °C, um valor superior a temperatura de fusdo da
salicilamida, o que é indicativo de formacao de uma nova estrutura supramolecular envolvendo
a norfloxacina e a salicilamida.

Na mistura obtida por LAG séo registados dois picos endotérmicos a temperatura superior
a de fusdo da salicilamida, o primeiro a T = 155 °C, sendo notério que um processo de
cristalizagéo é observado concomitantemente, e 0 segundo & mesma temperatura registada para
amostra obtida por NG. Estes resultados apontam para polimorfismo do co-cristal formado.
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Figura 83. Termogramas DSC da NOR de partida, m = 2,09 mg (a), da NOR-1.5 H20, m = 1,50 mg (b),
das misturas de NOR com SA, na propor¢éo de 1:1, obtidas por NG, m = 1,99 mg (c) e por LAG, m =
2,25 mg (d) e da SA de partida, m = 1,44 mg (e), B = 10 °C min-L.

Tabela 3. Temperaturas dos eventos térmicos observados nas curvas DSC de aquecimento das
misturas de NOR e SA, na proporc¢do de 1:1, obtidas por NG e LAG.

T/°C
Amostra

Ta Tb Tc Td Te Tf
) NG 82,9 108,2 112,5 131,0 179,2

. . i 1) ) 1) 1) ’
NOR:SA (1:1) LAG 94,2 155,3 179,3
) Ay NG 91,8 107,1 112,6 130,1 178,0
NOR:SA (LD AG™ 95,0 154.9 178.9

i — valores relativos a Figura 83; ii — valores relativos a Figura 85. Ta e Ty picos endotérmicos (perda de
solvente); T¢ pico exotérmico; Tq pico endotérmico; Te e Tt picos endotérmicos.
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Figura 84. a) Analise termogravimétrica da amostra NOR:SA (1:1) obtida por NG; b) Analise
termogravimétrica da amostra NOR:SA (1:1) obtida por LAG.

As misturas foram submetidas a um programa de

aguecimento/arrefecimento/aquecimento, com recurso ao DSC, tendo-se obtido os termogramas
DSC representados na Figura 85.
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Figura 85. Termogramas DSC da NOR de partida, m = 2,09 mg (a), da NOR-1.5 H20, m = 1,50 mg (b),
das misturas de NOR com SA, na proporc¢éo de 1:1, obtidas por NG, 2,02 mg (c) e por LAG, m = 2,31 mg
(d) e da SA de partida, m = 1,44 mg (e), B = 10 °C min-L,

Os resultados corroboram a proposta de formacao de um co-cristal 1:1 com duas formas
polimérficas (forma | e 1), uma com ponto de fusdo por volta aos 155 °C (forma Il) e outra com
ponto de fusédo de 179 °C (forma I). A partir da moagem de NOR:SA (1:1) obtida por NG obtemos
apenas a forma | e a partir da moagem da mesma mistura obtida por LAG é obtida a forma Il que
apos fusdo da origem ao polimorfo I.

Com o objetivo de obter os difratogramas de raios-X de pé e os espetros de IV das duas
formas polimérficas (Figuras 86 e 87), submeteu-se a amostra NOR:SA (1:1) NG a
aguecimento/arrefecimento, recorrendo ao DSC, até 125 °C, como indicado na Figura 85c
(obtendo-se a forma |) e a amostra NOR:SA (1:1) LAG a aguecimento até 125 °C, Figura 85d
(obtendo-se a forma ll) e até 175 °C (obtendo-se a forma ). Os resultados estao de acordo com
0 que antecipamos por analise das curvas de DSC. Os difratogramas obtidos ndo apresentam
evidéncia de excesso de nenhum dos compostos de partida, pelo que esta é a estequiometria
dos dois co-cristais.
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Figura 86. Difratogramas de raios-X de p6 das formas A (a), B (b) e C (c) da NOR, das misturas de NOR
e SA na proporcéo de 1:1 obtida por NG aquecida até 125 °C (d) e obtida por LAG aquecida até 125 °C
(e) e até 175 °C (f) e da SA de partida (g).
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Figura 87. Espetros de IV das formas A (a), B (b) e C (c) da NOR, das misturas de NOR e SA na
proporcao de 1:1 obtida por NG aquecida até 125 °C (d) e obtida por LAG aquecida até 125 °C (e) e até
175 °C (f) e da SA de partida (g).

Na Figura 88 estéo representados os termogramas DSC das misturas de NOR e SA nas
proporcdes de 2:1 e 1:2, verificando-se que na proporcéo de 2:1 a NOR esta em excesso e na
proporcdo de 1:2 é a SA que esta em excesso.
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Figura 88. Termogramas DSC da NOR de partida, m = 2,09 mg (a), das misturas de NOR e SA na
proporcéo de 2:1, m = 2,13 mg (b), 1:1, m = 1,99 mg (c) e 1:2, m = 1,93 mg (d) obtidas por NG e da SA
de partida, m = 1,44 mg (e), B = 10 °C min-L.

3.4.3 Norfloxacina + Etenzamida

Para explorar a associa¢cdo entre a NOR e a ETZ, realizaram-se moagens das mesmas
na proporcdo de 1:1, sem solvente (NG) e assistida por solvente (LAG). Obtiveram-se 0s
difratogramas de raios-X de pdé e espetros de IV, representados nas Figuras 89 e 90,

respetivamente.
Nos difratogramas, em ambos 0s casos podem ver-se todas as reflexdes do difratograma

de etenzamida e reflexdes atribuiveis a forma C e ao sesquihidrato da norfloxacina. Os espetros
de infravermelho confirmam que se obteve uma mistura fisica dos compostos.

Intensidade / u.a.

b)Forma B wJ A A A

a)

5 10 15 20 25 30 35
20/°

Figura 89. Difratogramas de raios-X de p6 das formas A (a), B (b), C (c) e sesquihidratada 1.5 H20 (d)
da NOR, das misturas de NOR e ETZ na propor¢céo de 1:1 obtidas por NG (e) e LAG (f) e da ETZ de
partida (g).
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Figura 90. Espetros de IV das formas A (a), B (b), C (c) e sesquihidratada 1.5 H20 (d) da NOR, das
misturas de NOR e ETZ na proporcao de 1:1 obtidas por NG (e) e LAG (f) e da ETE de partida (g).

As curvas de DSC, Figura 91, para além de picos atribuiveis a dessolvatagdo tem o perfil
que se espera quando se observa a fusdo duma mistura eutéctica, seguida de fusdo do composto

€m exXxcesso.

dQ/dt

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
T/°C

Figura 91. Termogramas DSC da NOR de partida, m = 2,09 mg (a), da NOR-1.5 H.0, m = 1,50 mg (b),
das misturas de NOR e ETZ na proporc¢éo de 1:1 obtidas por NG, m = 2,22 mg (c) e LAG, m = 1,64 mg
(d) e da ETZ de partida, m = 1,14 mg (e), B = 10 °C min™.
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Uma vez que nao se obteve nenhum co-cristal, mas sim uma mistura fisica, com indicacdo
de miscibilidade em fase liquida, procedeu-se a investigacdo da composi¢ao correta da mistura
eutéctica. Para tal, efetuou-se a simulacéo tedrica do diagrama binario sélido-liquido, através da
seguinte equacgéo (Equacgéo 2),

1 1 Rlnxy 2

Tfus - T;us Afus Hr*n

onde T, (K) representa a temperatura de fusdo da mistura de composicdo xy, Trys (K) @
temperatura de fuséo obtida experimentalmente para o composto puro, R (J Kmol?) a constante
dos gases ideais, xy a fragdo molar do componente e As,; Hy, (J/mol) a entalpia de fusdo obtida
experimentalmente para o composto puro. Para este estudo utilizaram-se os valores de
temperatura e entalpia de fusdo da NOR, Tr,; = 219,3 °C e As,s Hy, = 113,9 kd/mol e da ETZ,
Teys = 130,3 °C e Apys Hy, = 178,9 kd/mol. O diagrama previsto encontra-se representado na
Figura 92.

250
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- - - - Solidus tedrico

| Liquido
200

] Norfloxacina (s) + Liquido
150
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Figura 92. Diagrama de fases binario sélido-liquido do sistema NOR com ETZ, & pressdo atmosférica.
(Il e B resultados experimentais)

E de realcar que as misturas eutécticas também tém sido alvo de estudo com o objetivo
de melhorar as propriedades do API, nomeadamente a solubilidade aquosa e a velocidade de
dissolucéo [274].

Pela analise do diagrama binario foi possivel prever que a fragao molar de NOR de 0,120
(proporcéo 1:7,3) deveria ser a proporcao da mistura eutéctica. A mistura preparada com esta
composicao tem o termograma DSC que se encontra representado na Figura 93. Os valores
experimentais seguem muito de perto a previséo feita pela equagéo (2).
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Figura 93. Termogramas DSC da NOR de partida, m = 2,09 mg (a), da NOR-1.5 H20, m = 1,50 mg (b),
da mistura de NOR e ETE na proporc¢éo de 1:7,3, m = 1,85 mg (c) e da ETZ de partida, m = 1,14 mg (d),
B =10 °C min=.

A dose diaria da norfloxacina é de 800 mg por via oral uma vez ou 400 mg por via oral a
cada 12 horas. A dose diaria da etenzamida sdo 1000 mg mas contidos em 4 comprimidos, ou
seja, a dose em cada comprimido € 250 mg. Também pode ser 2 comprimidos com 500 mg cada.
Uma vez que na constituicdo estequiométrica da mistura eutéctica, 319:1205 mg, estédo
envolvidas quantidades superiores as consideradas na janela terapéutica dos compostos puros,
ndo é viavel a sua administragdo representando um elevado risco toxicoldgico [275] [192] [276].
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Capitulo 4

ConclusoOes e perspetivas futuras

Para combater a ameaca da resisténcia aos antibiéticos é importante o desenvolvimento
de abordagens alternativas que incluem novos métodos de identificacdo de medicamentos
antibacterianos ou encontrar compostos naturais que possam melhorar o efeito antibacteriano
dos antibiéticos comumente usados, através de efeitos sinérgicos entre os mesmos, existindo
também um grande interesse em diminuir a dosagem de antibioticos sintéticos. Como tal, a co-
cristalizagdo € uma importante estratégia a explorar para a preparacdo de antibidticos com
atividade incrementada, por via de formacédo de co-cristais cujo co-formador mostra atividade
antimicrobiana sinérgica. Podera ser também usada para melhorar a biodisponibilidade oral do
ativo, e assim reduzir a dosagem na formulagéo.

Neste trabalho, investigou-se o estado sélido de norfloxacina pura e também novas
formas multicomponente, com relevo para co-cristais da mesma, utilizando como co-formadores
flavonodides com potencial para atividade antimicrobiana sinérgica. Investigou-se também a
formacéo de co-cristais com co-formadores contendo o grupo amida, com a possibilidade de
formacao de diferentes sintées supramoleculares, sendo possivel também analisar o efeito da
complexidade estrutural do co-formador na possibilidade de formacao de co-cristais uma vez que
possuem uma complexidade estrutural crescente entre elas.

Relativamente a caracterizacdo da norfloxacina, os resultados permitiram identificar
métodos de obtencdo de 3 formas solidas puras de norfloxacina, as formas A, B e C e também
um sesquihidrato. A forma NOR-1.5 H,O pura foi obtida através da moagem da NOR de partida
assistida por 10 pL de etanol,15Hz, 30 minutos. A forma A pura foi obtida através do aquecimento
até 212 °C com recurso ao DSC quer da NOR de partida (predominantemente forma A), quer do
sesquihidrato NOR-1.5 H,0. A forma B pura foi obtida por aquecimento da forma NOR-1.5 H,O
até 140 °C ou 190 °C com recurso ao DSC. Por ultimo, a forma C pura foi obtida por aquecimento
da mistura da forma NOR-1.5 H,O e da forma C, também obtida através da moagem da NOR de
partida assistida por 10uL de etanol,15Hz, 30 minutos, até 140 °C ou 190 °C. Foi pela primeira
vez identificada inequivocamente a natureza zwiteridnica da forma anidra C.

Quanto aos flavonoides, obteve-se um co-amorfo entre a norfloxacina e a quercetina.
Este co-amorfo devera ser alvo de estudo adicional, para avaliar a sua estabilidade, tanto em
termos de forma fisica como de conteddo de &gua, em condi¢cbes especificadas de
armazenamento. Adicionalmente, sera também de todo o interesse a preparacao e avaliacao de
estabilidade do co-amorfo obtido ap6s desidratacdo, observada a T = 108 °C nas curvas de DSC
e TGA. Os resultados também apontam para a formag¢do de uma estrutura supramolecular e
solvatada entre a norfloxacina e a quercetina. A calorimetria diferencial de varrimento ndo se
revelou Util na andlise deste sistema. Podera tentar-se em trabalho futuro, usar RMN no estado
sélido para obter informacgéo adicional. Varias experiéncias de cristalizacdo em solucao foram
levadas a cabo na tentativa de obter cristais da nova estrutura supramolecular, para resolucéo
da estrutura cristalina, mas, como nao é incomum, sem sucesso. Obteve-se também um amorfo
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pouco estavel e, portanto, pouco promissor, entre a norfloxacina e a catequina. Com a miricetina,
os estudos indicam associagdo da mesma com a norfloxacina numa estrutura supramolecular,
co-cristal, equimolar que se encontra solvatada. Todas as novas estruturas supramoleculares
foram obtidas por LAG. Os sistemas norfloxacina + flavonéides foram extremamente dificeis de
estudar, pois estes sdo compostos naturais que ja por si sao dificeis de obter com elevada
pureza, com pontos de fusdo muito altos e de facil degradacéo. A calorimetria diferencial de
varrimento revelou ndo ser o método mais viavel para estudar estes sistemas.

Relativamente as amidas, os resultados apontam para a associacdo supramolecular
entre a norfloxacina e a benzamida, quando é utilizada moagem assistida por etanol, com
obtencdo dum co-cristal (2:3, NOR:BEN) solvatado. Obteve-se um co-cristal polimérfico 1:1 da
norfloxacina com a salicilamida, sendo identificadas duas formas polimorficas (forma |l e Il), uma
com ponto de fuséo por volta dos 155 °C (forma I) e outra com ponto de fuséo de 179 °C (forma
). Sera util em trabalho futuro comparar a velocidade de dissolugéo da norfloxacina a partir dos
co-cristais com a de norfloxacina pura. Com a etenzamida, a mecanoquimica resultou em
misturas fisicas dos dois compostos, tendo-se identificado a composi¢cdo da mistura eutéctica
(1:7,3 NOR:ETZ). Nesta mistura estdo envolvidas quantidades superiores as consideradas na
janela terapéutica dos compostos puros, ndo sendo viavel a sua administracéo representando
um elevado risco toxicolégico.
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Anexo | — Secgéo 3.2.1

——— (b) MYR

Figura Al. Difratograma de raios-X de p6é da MYR [154].
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Figura A2. Difratograma de raios-X de p6 da NOR:QUE (1:1) obtida por LAG (a) e os difratogramas da
forma sesquihidratada 3H20 (b), das formas hidratadas 1.125 (c) e 1.25 (d) e da forma dihidratada (e) da
NOR e da forma dihidratada (f) e monohidratada (g) da QUE, SIMULADOS a partir dos ficheiros CIF das

estruturas depositadas no Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) com os numeros 720747,

719474, 719473, 153910, 1153851 e 814511, respetivamente.
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Anexo Ill - Seccéo 3.3.3
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Figura A3. Difratograma de raios-X de pé da NOR:MYR (1:1) obtida por LAG (a) e os difratogramas
simulados da forma sesquihidratada 3H20 (b), das formas hidratadas 1.125 (c) e 1.25 (d) e da forma
dihidratada (e) a partir dos ficheiros Crystallographic Information File (CIF) das estruturas depositadas na
Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) com os numeros 720747, 719474, 719473 e 153910
respetivamente.

Anexo IV - Secgéo 3.3.1
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Figura A4. Espetros de IV das formas A (a), B (b), C (c) e sesquihidratada 1.5H20 (d) da NOR, da BEN

(e) e das misturas de NOR e BEN nas propor¢des indicadas, sendo que as misturas obtidas por NG
estdo representadas a azul e as misturas obtidas por LAG estéo representadas a vermelho.
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Figura A5. Termogramas DSC da NOR de partida, m = 2,09 mg (a), da NOR-1.5H20 da NOR, m = 1,50
mg (b), da NOR e da BEN obtidas por NG nas propor¢des de 2:1, m = 1,50 mg (c), 1:1, m = 1,05 mg (d),
1:2, m=2,13 mg(e) e 2:3, m = 1,63 mg (f) e da BEN de partida, m = 2,15 mg (g), # = 10 °C min-.
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Figura A6. Termogramas DSC da NOR de partida, m = 2,09 mg (a), da NOR-1.5H20, m = 1,50 mg (b),
da NOR e da BEN obtidas por LAG nas propor¢des de 2:1, m=1,73 mg (c), 1:1, m= 1,78 mg (d), 1.2, m
=2,38 mg (e) e 2:3, 2,03 mg (f) e da BEN de partida, m = 1,44 mg (Q).
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Figura A7. Espetros de IV das formas A (a), B (b), C (c) e sesquihidratada 1.5 H20 (d) da NOR, das
misturas de NOR e SA na proporcéo de 1:1 obtidas por NG (e) e LAG (f) e da SA de partida (g).
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