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Resumo

Os co-cristais farmacéuticos sao materiais homogéneos no estado sélido, compostos por
duas ou mais moléculas diferentes, sendo uma delas o ativo farmacéutico (API), interagindo
por meio de ligagdes nao covalentes e em relagao estequiométrica dentro da mesma rede
cristalina. A co-cristalizagao, assim como a formagao de sais, sdo técnicas que permitem
modificar as propriedades fisico-quimicas dos APls com o objetivo de aumentar a sua eficacia

€ a sua seguranca.

Este trabalho tem por objetivo o estudo de co-cristais/sais com potencial para utilizagao em
terapia dual e metodologias de preparagao com viabilidade para possivel transposicao de
escala. Investigaram-se os sistemas binarios constituidos por diflunisal e isoniazida; diflunisal e
lamotrigina, e lamotrigina e etossuximida. O diflunisal é um anti-inflamatério nao esteroide
derivado do 4cido salicilico. As suas propriedades anti-inflamatorias, antipiréticas e
analgésicas permitem o tratamento da artrite reumatoide, osteoporose e distensoes e
entorses. Pertence a classe Il do BCS, pelo que possui baixa solubilidade e alta
permeabilidade. Este farmaco forma co-cristal com a isoniazida, um derivado sintético do
acido isonicotinico e bastante utilizado no tratamento da tuberculose, e forma um sal com a
lamotrigina, um antiepilético da classe das feniltriazinas, indicado na prevengao de convulsées
focais e generalizadas em doentes epiléticos. A lamotrigina forma co-cristal com a
etossuximida, também ela um antiepilético, mas destinado ao tratamento de crises de
auséncia. Estas trés formas solidas sao consideradas dual drug forms, uma vez que todos os

compostos sao APls.

Os diagramas de fases ternarios obtidos neste trabalho, para os sistemas constituidos por
APl + co-formador + etanol, permitem encontrar as condigoes para a produgao de co-cristal
diflunisal-isoniazida (I:1) e do sal diflunisal-lamotrigina (I:1), via cristalizagio em solugao.
Foram também estabelecidas condigoes para a obtengao destas duas formas sélidas
multicomponente e também do co-cristal diflunisal-etossuximida (1:1) usando o método de

slurry.

De realgar ainda a identificagdo e caracterizagio de um novo polimorfo do sal
diflunisal-lamotrigina (I:1) e o estabelecimento de condigdes experimentais para a obtengao

do polimorfo | de diflunisal por cristalizagao em etanol.

Palavras-chave: co-cristais farmacéuticos; sais; terapia dual; transposicao de escala;

diagrama de fases ternario.
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Abstract

Pharmaceutical co-crystals are homogeneous materials in the solid state and composed of
two or more different molecules, one of which is the pharmaceutical active ingredient (API),
interacting through non-covalent bonds and in a stoichiometric relationship within the same
crystalline network. Co-crystallization, as well as salt formation are techniques that allow
modifying the physicochemical properties of APIs with the aim of increasing therapeutic

efficacy and safety.

This work aims to study co-crystals/salts with potential for use in dual therapy and
preparation methodologies with viability for possible scale-up. Binary systems consisting of
diflunisal and isoniazid; diflunisal and lamotrigine, and lamotrigine and ethosuximide were
investigated. Diflunisal is a non-steroidal anti-inflammatory drug that is derived from salicylic
acid. Its anti-inflammatory, antipyretic and analgesic properties allow the treatment of
rheumatoid arthritis, osteoporosis and strains and sprains. It belongs to BCS class Il, having
low solubility and high permeability. This drug forms co-crystal with isoniazid, a synthetic
derivative of isonicotinic acid and is recurrently used in the treatment of tuberculosis, and a
salt with lamotrigine, an antiepileptic from the phenyltriazine class that is indicated for the
prevention of focal and generalized seizures in epileptic patients. Lamotrigine forms
co-crystal with ethosuximide, also an antiepileptic, but intended for the treatment of absence
seizures. These three solid forms are considered dual drug forms since all compounds are

APls.

The ternary phase diagrams obtained in this work, for the systems consisting of
APl + co-former + ethanol, allow us to find the conditions for producing diflunisal-isoniazide
(I:1) co-crystal and the diflunisal-lamotrigine (1:1) salt, via crystallization in solution.
Conditions were also established for obtaining these two multicomponent solid forms and

also the diflunisal-ethosuximide (1:1) co-crystal using the slurry method.

Also noteworthy is the identification and characterization of a new polymorph of the
diflunisal-lamotrigine salt (I:1) and the establishment of experimental conditions for obtaining

diflunisal polymorph | by crystallization in ethanol.

Keywords: pharmaceutical cocrystals; salts; dual therapy; scale-up; ternary phase diagram.
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| Introducao

.l Formas solidas cristalinas de ativos farmacéuticos

Atualmente, muitos dos novos ativos farmacéuticos apresentam baixa solubilidade aquosa:
cerca de 60 a 70% inserem-se na classe Il do sistema de classificagao biofarmacéutica (BCS),
devido ao seu tamanho molecular e a sua lipofilicidade, resultando numa grande barreira a
nivel da absorgao, tendo implicagoes na sua biodisponibilidade oral. Muitos nao conseguem
ter a eficacia terapéutica desejada [1-3]. Devido a isto, a comunidade cientifica tem vindo a
adotar varias estratégias, entre elas o desenvolvimento de outras formas solidas dos APIs,
incluindo sistemas multicomponente, procurando variar as propriedades finais sem alterar a
sua agao farmacoldgica. Polimorfos, amorfos, hidratos, solvatos, sais e co-cristais sao as
formas solidas mais utilizadas, Figura |. Encontrar a estrutura ideal requer um grande estudo

durante a fase inicial de desenvolvimento do farmaco [4].
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Figura | — Possiveis formas solidas de um API. Adaptado de [1].

Numa fase cristalina, as moléculas estio dispostas numa ordenagao regular nas trés
dimensdes do espago. Uma mesma molécula pode cristalizar em arranjos cristalinos
diferentes, que se designam por polimorfos [5], os quais podem apresentar diferentes
propriedades fisico-quimicas, como a solubilidade e a estabilidade [6]. Existem também
outras formas solidas possiveis como fases amorfas, que ocorrem quando as moléculas do
APl n3ao estio organizadas de uma forma regular, estio desordenadas, resultando numa

estrutura sem ordem de longo alcance. Estas formas tém maior solubilidade do que as



formas cristalinas, uma vez que tém uma energia livre significativamente maior [7]. Quanto
aos hidratos e aos solvatos, antigamente designados por uma parte da comunidade cientifica
como pseudopolimorfos, apresentam na sua constituigdo moléculas de agua e de solvente,
respetivamente. Estas moléculas fazem parte da rede cristalina juntamente com o API,
alterando as suas propriedades fisico-quimicas [5, 8]. A transformagao de um API num sal,
salifficagdo, € o método mais utilizado para melhorar a solubilidade aquosa e a
biodisponibilidade oral [9]. Nos ultimos anos, a indUstria farmacéutica tem utilizado cada vez
mais o processo de salificagao para melhorar as propriedades fisico-quimicas dos farmacos, e
hoje, mais de 50% dos medicamentos no mercado sao vendidos como sais. As razoes para
esse sucesso sao a relativa facilidade de sintese, a sua cristalizacao e a confiabilidade do
produto. A formagao de sais nao se limita a modificagao da solubilidade e taxa de dissolugao,
mas afeta varios aspetos farmacoldgicos e tecnologicos, como o perfil de impurezas, a
estabilidade fisico-quimica, a capacidade de fabrico e a toxicidade [10]. Segundo a IUPAC, um
sal € um “composto quimico constituido por um conjunto de catides e anides” [ I]. Assim,
um sal farmacéutico é composto por um APl ionizavel e um contra-ido que pode ser
molecular ou atémico. Além disso, devido a necessidade de equilibrio de cargas, os sais
devem ter uma estequiometria definida. Evora et al. confirmaram a formagio de um sal entre
o diflunisal e a lamotrigina, principalmente através da andlise do espetro de infravermelho na

regiao de elongagao do grupo carboxilato [12].

Por tudo isto, o estudo de novas formas solidas de APls representam um papel fulcral na
descoberta e desenvolvimento dos novos farmacos, tanto na otimizagaio da

biodisponibilidade como no desenvolvimento de métodos de fabrico mais rentaveis [8].

|.2 Co-cristais

A co-cristalizagdo € uma técnica que permite modificar as propriedades fisico-quimicas de
APIs com o objetivo de aumentar a eficacia terapéutica e a sua seguranga [13]. Os co-cristais
surgem nesse sentido. Embora exista uma grande discussio sobre a real definicio de
co-cristal, este trabalho tera em conta a definicdo dada pela FDA (Food and Drug
Administration). Propoe que sao “cristais compostos por duas ou mais moléculas diferentes,
uma delas o APIl, que interagem por ligacoes especificas nao-covalentes e em relagao
estequiométrica dentro da mesma rede cristalina” [14]. Os co-cristais foram descobertos

pela primeira vez em 1844, mas a sua estrutura sé foi caracterizada em 1958.



O facto de serem uma forma eficaz de modificar as propriedades fisico-quimicas do API,
mantendo a atividade terapéutica, torna os co-cristais mais acessiveis do que outros
métodos, como a micronizagao, ou a formagao de nanoparticulas [1]. Os co-cristais tém
uma estrutura cristalina diferente dos compostos que lhes dao origem, tendo por isso
diferentes propriedades fisico-quimicas, o que os torna tao interessantes, nomeadamente
para a industria farmacéutica, uma vez que uma grande maioria dos medicamentos sao
concebidos na forma solida. Estas propriedades terao impacto direto em todo o ciclo, desde
o desenvolvimento até a toma do medicamento, pelo que é de extrema importancia a sua

melhoria [I5].

Existe um grande nimero de métodos para obter formas sélidas, nomeadamente co-cristais,
que podem ser classificados como métodos de estado solido ou baseados em solugao. Dos
métodos de estado solido mais utilizados sao os obtidos por mecanoquimica, entre eles a
moagem sem solvente (NG) e a moagem assistida por liquido (LAG). Nestes métodos,
através de forgas de cisalhamento, obtém-se o sélido a partir do APl e do co-formador.
Outros métodos também sao utilizados como a evaporagao lenta do solvente, a cristalizagao
por arrefecimento, o slurry, o ultra-som ou através de precipitagdo, sendo todos eles
baseados em solugao [16-19]. Nestes métodos, recorre-se a sobressaturagio como forga
motriz e obtém-se o solido a partir do APIl, do co-formador e do solvente. Todos estes
métodos tém as suas vantagens e desvantagens, devendo por isso ser feito um estudo de
qual sera a forma mais rentavel para obter o sélido desejado [20]. Neste trabalho as técnicas
que irdo ser abordadas sao a co-cristalizagao através de ensaios por precipitagao e através
de slurry. O primeiro é realizado através do Crystall6, onde se efetuam ciclos de
aquecimento/arrefecimento de maneira que as amostras solubilizem e precipitem, formando
assim um solido homogéneo. Sao determinados os valores de temperatura de saturagao das
amostras submetidas para posterior determinagao das solubilidades. No método de
obtengao por slurry, é formada uma pequena “lama” através da adicao de uma reduzida
quantidade de solvente a mistura entre o APl e o co-formador. Toda esta mistura é
submetida a uma agitagcao de 72h no minimo, por norma. Esta técnica tem muitas vantagens
no contexto farmacéutico uma vez que se conseguem reproduzir produtos
termodinamicamente estaveis e de alta pureza [21-23]. A Figura 2 mostra o local de
formagao da forma solida, em fungdo do diagrama de fases ternario pelo método de

precipitagao e por slurry.
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Figura 2 — Local de formagao de formas sélidas pelo método de precipitagao e por slurry num diagrama de

fases ternario.

Para sintetizar co-cristais, € importante escolher cuidadosamente os co-formadores uma vez
que desempenham um papel importante na decisao das caracteristicas finais do co-cristal. Os
co-formadores tém a capacidade de modular a estabilidade e a solubilidade do API,
induzindo alteragoes na sua estrutura cristalina [24, 25]. Possibilitam também mudancgas no
perfil de dissolugao, na permeabilidade, na higroscopicidade e na biodisponibilidade. A
escolha dos co-formadores deve ser feita considerando os grupos funcionais capazes de
formar sintdes, nomeadamente homossintoes (interagao entre grupos funcionais iguais) e
heterossintoes (interagao entre grupos funcionais diferentes) com o(s) API(s) na rede
cristalina [26]. Também devem ser considerados o pKa, a sua forma fisica e o seu tamanho
molecular [27]. A selegao do co-formador é feita muitas vezes pelo método experimental,
mas pode ser dirigida por avaliagado da complementaridade estrutural entre o APl e o
co-formador. O método experimental tem por base a tentativa e erro, em que é realizada
uma tentativa de co-cristalizacao entre um APl e o co-formador em teste, sendo a formacao
de co-cristal confirmada através de métodos analiticos, como difragao de raios-X de po
(XRPD), calorimetria diferencial de varrimento (DSC), espetroscopia de infravermelho
(FTIR), entre outras [28, 29]. Como alternativa, existem varios métodos baseadas no
conhecimento, tendo por base as ligagoes de hidrogénio, o conhecimento sobre os pKa's

dos compostos envolvidos e a base de dados da Cambridge Crystallographic Data Centre
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(CCDCQC) [30-32]. Esta ultima contém informagoes cristalograficas que permitem tentar
estimar a probabilidade de estabelecimento de ligagoes de hidrogénio entre o APl e o
co-formador. Atualmente, esta base de dados contém mais de 1,2 milhdes de estruturas
cristalinas [33]. Cada ficheiro CIF (Crystallographic Information File) contém informagoes
sobre estrutura quimica e dados cristalogrificos, dimensdes moleculares, geometria
molecular, representagao de estrutura e analise conformacional [34]. Com base na
compreensao das geometrias e orientagoes preferenciais de interagdoes intermoleculares
reais, uma grande parte dos co-formadores sao selecionados desta mesma forma [35].
Quanto ao perfil de seguranga dos co-formadores, estes cumprem normas definidas pela
FDA, devendo ter estatuto GRAS (Generally Recognized as Safe) de maneira a poderem, no
final do processo, entrar para mercado [26, 36]. Esta designagao confirma que apresentam
uma baixa toxicidade e que sao muitas vezes encontrados em produtos naturais [37].
Quando APIs sao utilizados como co-formadores, o produto final é denominado por
co-cristal drug-drug ou dual-drug [36, 38]. Neste trabalho, as trés formas soélidas em estudo
(DIF-ISO, DIF-LAM e LAM-ESM) sao consideradas dual drug forms, uma vez que todos os

compostos sao APls.

E de referir que é possivel a formagio de um co-cristal hidrato/solvato e co-cristal sal, como
se apresenta na Figura |. O co-cristal sal pode apresentar um ou mais co-formadores e dois
ou mais ioes, sem presenga de solventes. Pode ainda ser referida a formagao de co-cristal sal
solvato, que pode apresentar um ou mais solventes, dois ou mais ides e um ou mais

co-formadores na sua estrutura cristalina [39].

.3 Co-cristais e industria

|.3.1 Sistema de Classificagao Biofarmacéutica

O Sistema de Classificagao Biofarmacéutica (BCS) classifica os farmacos em quatro
categorias principais de acordo com a solubilidade e a permeabilidade (Figura 3). Os que se
inserem na Classe Il e Classe IV sao limitados por uma baixa solubilidade aquosa. Como ja
foi visto, esta limitagdo pode resultar numa fraca absorgao e, por isso, numa baixa
biodisponibilidade, representando um desafio para o processo de desenvolvimento de
medicamentos. Aumentar a biodisponibilidade dos farmacos inseridos nestas classes torna-se

necessario para melhorar a eficacia do medicamento [40].



O BCS é uma abordagem cientifica baseada na solubilidade aquosa e nas caracteristicas de
permeabilidade gastrointestinal de cada substancia. Permite reduzir a necessidade de estudos
de bioequivaléncia in vivo, caso dados in vitro se mostrarem confidveis e seguros na

equivaléncia dos resultados obtidos [41].

N
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Alta Permeabilidade
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Classe Il
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Baixa Permeabilidade

Solubilidade

Figura 3 — Representagdo esquematica do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica

1.3.2 Transposicao de escala

Como ja foi referido, existem varios métodos de obtengao de co-cristais, entre eles os
métodos de estado sélido e os baseados em solugao. A mecanoquimica, método de estado
solido, é um dos mais utilizados no processo de co-cristalizagao, mas a transposigao de
escala é bastante limitada devido ao elevado nivel de energia que o processo produz,
podendo induzir algum grau de amorfizagdo e alteragdes cristalinas, comprometendo a
pureza do co-cristal produzido [42]. J4 os métodos baseados em solugao apresentam
enumeras vantagens em relagao aos de estado sélido. A principal, é o facto de permitirem a
eliminagao de impurezas depois de produzido o co-cristal. Além disso, existe uma grande
disponibilidade de equipamentos, na industria farmacéutica, para realizar a transposicao de
escala para métodos de cristalizagao baseada em solugao [43]. A transposicao de escala,
através deste método, pode ser feita em varios momentos do processo de produgao de
co-cristal, desde a investigacao e desenvolvimento no primeiro momento, usando métodos

de alto rendimento, em pg, passando pela pequena escala laboratorial, em mg, depois pela
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caracterizagao, em g, até a transposicao de escala para produgao comercial, em kg [44].
Todo o processo envolve mecanismos de controlo, sendo um dos fulcrais o PAT (Process
Analytical Technology). E designado como um sistema para a concegio, anilise e controlo
dos processos de fabrico através da avaliagido de atributos criticos de qualidade e
desempenho das matérias-primas e materiais concebidos, com o objetivo de garantir a

qualidade final do produto [45].

O primeiro passo para uma transposi¢ao de escala é otimizar a sintese de co-cristais na
escala laboratorial, através dos métodos ja estudados, como ensaios de precipitagao ou de
slurry. Depois da sintese otimizada, € importante avaliar como é que essas mesmas condigoes
podem ser mantidas ou adaptadas para uma escala maior, tendo em consideragao fatores
como a agitagio ou a homogeneidade da mistura. E muito importante garantir que os
co-cristais produzidos em grande escala sejam idénticos aos obtidos em pequena escala, no
laboratorio, devendo ser aplicados métodos como XRPD e IV para os caracterizar. De
seguida é importante a escolha dos equipamentos apropriados, como reatores e agitadores,
e definir os parametros de processo. E muito importante uma analise de custo, para avaliar a
viabilidade econdémica da transposicao de escala. De acordo com o setor a que os co-cristais
estejam direcionados, é importante garantir que a transposicao de escala cumpra com as
devidas regulamentagdes, como por exemplo as GMPs (Good Manufacturing Practice). Antes
de iniciar o processo de transposi¢ao de escala é aconselhado realizar estudos de validagao
para demonstrar a qualidade do co-cristal transposto e implementar uma monitorizagao
continua para garantir a sua qualidade ao logo do tempo. No fim, ja feita a transposi¢ao de
escala, é fundamental a otimizagao continua do processo, para melhorar a eficacia, reduzindo

os custos e garantido a qualidade [46-51].

O conhecimento de diagramas de fases ternario, Figura 4, é fundamental para implementar a
co-cristalizagao a partir de solugoes. Estes diagramas permitem representar o
comportamento de um sistema constituido por trés componentes, em que cada vértice
corresponde a um componente puro do sistema, o APl, o co-formador, e o solvente. O
diagrama de fases ternario permite encontrar as condigoes de produgao dos co-cristais e de
outros sistemas multicomponente, utilizando baixas quantidades de matéria-prima durante a
sua criagao para, de seguida, aplicar o diagrama diretamente na transposigao de escala
utilizando grandes quantidades de matéria-prima e obter também grandes quantidades de
co-cristal [52]. Com base na diferenca de solubilidades entre o APl e o co-formador, os
diagramas de fases ternarios podem ser designados de duas formas: sistemas congruentes e

sistemas incongruentes. Quando a solubilidade do APl é semelhante a do co-formador, o



diagrama de fases ternario é congruente, exemplificado na Figura 4 A, para um co-cristal
(I:1), e o co-cristal formar-se-a ao centro do diagrama. Quando as solubilidades de ambos

sao dispares, o diagrama é incongruente, Figura 4 B [53].

SOLVENTE SOLVENTE

API CO-FORMADOR API CO-FORMADOR

Figura 4 — Diagramas de fases terniarios e as regides de estabilidade termodinimica. A. Congruente; B.
Incongruente. As regides sio representativas de: |, APl + solugdo; 2, APl + co-cristal + solugao; 3,
co-cristal + solugao; 4, co-formador + co-cristal + solugao; 5, co-formador + solugao; 6, solugio. Adaptado de

[20].

O diagrama de fases ternario € uma otima maneira para implementar a producao de
co-cristais a escala industrial, uma vez que a partir de pequenas quantidades de
matéria-prima se consegue obter um diagrama que possibilitara a transposicao de escala

[54].



|.4 Ativos farmacéuticos investigados neste trabalho

|.4.1 Diflunisal

O diflunisal ou acido 5-(2,4-difluorofenil)-2-hidroxi-benzoico (DIF), Figura 5,

OH

Figura 5 — Estrutura molecular do diflunisal

€ um anti-inflamatorio nao esteroide que é derivado do acido salicilico. O diflunisal é um
inibidor nao seletivo da cicloxigenase (COX), uma enzima envolvida na produgio de
prostaglandinas, sendo estas mediadores inflamatorios. A inibicao da COX reduz, assim, a
sintese de prostaglandinas, resultando em efeitos anti-inflamatoérios, antipiréticos e
analgésicos que permitem o tratamento da artrite reumatoide, da osteoporose e de
distensoes e entorses. A sua absorgao é rapida sendo a concentragao plasmatica atingida 2 a
3 horas apés administracio oral. E sujeito a um metabolismo hepatico e o seu tempo de

meia-vida varia entre 8 e 12 horas [55, 56].

Até ao momento foram descobertas cinco formas polimorficas do diflunisal. Inicialmente
foram realizados estudos mostrando a existéncia de trés diferentes polimorfos - forma I,
forma Il e forma lll, por Cotton e Hux [57]. Mais tarde, Martinez-Oharriz et al. descreveram
a forma IV [58], e por ultimo, Perlovich et al. descreveram a forma V [59]. Embora se
conhegam cinco diferentes formas polimorficas de diflunisal, sé trés estruturas se encontram

ja resolvidas, a forma | e a forma lll por Cross et al. [60] e a forma V por Kim et al. [61].



Esta facilidade do diflunisal desenvolver diversas formas polimoérficas deve-se ao facto da sua
molécula ter uma grande capacidade para estabelecer ligagoes de hidrogénio inter e

intramoleculares, e por ter também uma grande flexibilidade conformacional [59].

O diflunisal estd incluido na classe Il do BCS devido a sua alta permeabilidade e a sua
biodisponibilidade oral ser limitada por baixa solubilidade aquosa e, assim, um baixo perfil de

dissolugao [62].

|.4.2 Isoniazida

A isoniazida ou piridina-4-carbohidrazida (ISO), Figura 6,

NH,

= ~

Ir=z

Figura 6 — Estrutura molecular da isoniazida

€ um derivado sintético do acido isonicotinico sendo recorrentemente utilizado no
tratamento da tuberculose. A isoniazida é uma pro-droga que é convertida pela catalase e
peroxidase numa série de espécies reativas, entre elas o 6xido nitrico, com agao bactericida
[63]. E facilmente absorvida apés administragio oral, embora possa sofrer um metabolismo
de primeira passagem significativo. A sua absorgao e a sua biodisponibilidade sao reduzidas
quando a isoniazida é administrada com alimentos. Tém uma ligagao as proteinas plasmaticas

muito reduzida (0-10%) e o seu tempo de meia-vida pode variar entre | e 5 horas [64].

Quanto ao polimorfismo da isoniazida foram identificadas, até ao momento, duas formas
polimorficas. A estrutura cristalina da forma | foi obtida por L. H. Jensen [65] e Bhat et al.

[66]. Mais tarde, Keke Zhang et al. resolveram a estrutura cristalina da forma Il [67].
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A isoniazida esta incluida na classe Ill do BCS embora existam alguns autores a sugerir que
podera, nalguns casos, estar no limite entre a classe | e lll, uma vez que devido a sua
interagao com diferentes excipientes, ocorrem variagoes na sua permeabilidade. A isoniazida

¢ altamente soluvel [68].

|.4.3 Lamotrigina

A lamotrigina ou 6-(2,3-diclorofenil)-1,2,4-triazina-3,5-diamina (LAM), Figura 7,

Cl

Cl

H,N

\T
N N

NH,
Figura 7 — Estrutura molecular da lamotrigina

€ um anticonvulsivante (ou antiepilético) da classe das feniltriazinas que esta indicado na
prevencao de crises focais e generalizadas em doentes epiléticos, assim como em
monoterapia ou em tratamentos de manutengao adjuvante para o transtorno bipolar, sendo
utilizada também como estabilizador de humor. A lamotrigina é um inibidor dos canais de
sodio pré-sindpticos, significando assim que ha uma inibicdo da libertagao de
neurotransmissores excitatorios. Apresenta uma rapida absorgao, tendo um volume de
distribuicao a variar entre 0,9 e 1,3 L/Kg. A sua ligagao as proteinas plasmaticas ronda os
55% e o seu metabolismo ¢é hepatico. O seu tempo de meia-vida pode variar

significativamente entre 14 e 59 horas [69].



Atualmente, é ainda s6 conhecida uma estrutura cristalina da lamotrigina. Foi resolvida por

Sridhar e Ravikumar [70].

A lamotrigina esta incluida na classe I do BCS devido a sua alta permeabilidade e a sua

biodisponibilidade oral ser limitada por baixa solubilidade aquosa [71].

|.4.4 Etossuximida

A etossuximida ou 3-etil-3-metilpirrolidina-2,5-diona (ESM), Figura 8,

CHj

Figura 8 — Estrutura molecular da etossuximida

€ um anticonvulsivante que se destina ao tratamento de crises de auséncia (um tipo de
epilepsia que se manifesta na infincia através de perdas repentinas de consciéncia). Atua
bloqueando parcialmente os canais de calcio tipo T presentes nos neurdnios talamicos,
fazendo com que a atividade nervosa no cérbero estabilize e previna as convulsoes.
Apresenta uma rapida absorc¢ao e o seu metabolismo é hepatico, nomeadamente através da

enzima CYP3A4. O seu tempo de meia-vida ronda as 53 horas [72-74].

Quanto ao polimorfismo, acredita-se que a etossuximida apresenta duas formas polimorficas,

ambas obtidas por cristalizagao do fundido, por Osiecka et al. [75].

A etossuximida esta incluida na classe Il do BCS devido a sua baixa permeabilidade e a sua

alta solubilidade aquosa [76].
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.5 Obijetivo

O trabalho apresentado nesta tese tem por objetivo o estudo de co-cristais/sais com
potencial para utilizagido em terapia dual, utilizando-se para isso, os sistemas binarios
constituidos por diflunisal (anti-inflamatorio nao esteroide) e isoniazida (tuberculostatico);
diflunisal e lamotrigina (anticonvulsivante) e lamotrigina e etossuximida (anticonvulsivante).

Pretende-se testar estes sistemas em ensaios de precipitagao e de slurry.

A solubilidade dos ativos farmacéuticos isolados e na forma de co-cristal ou sal sera
estudada em solventes adequados de forma a poder analisar a viabilidade da transposicao de

escala destes sistemas.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Na Tabela I, s3o indicados os diferentes compostos utilizados na realizagio do presente
trabalho, com o respetivo fornecedor, massa molar, temperatura de fusao e grau de pureza.
Foram ainda utilizados diferentes solventes, que se apresentam na Tabela 2 com a respetiva

origem e grau de pureza.

Tabela | — Origem e propriedades fisico-quimicas dos compostos utilizados.
Composto Fornecedor M/ g mol! Thusio | °C Pureza %
DIF Sigma-Aldrich 250,20 210,0-211,0 99,0
ISO Sigma-Aldrich 137,14 171,4 2 99,0
LAM Jai Radhe 256,10 216,0-218,0 99,79
ESM Sigma-Aldrich 141,17 64,0 - 65,0 = 98,0

Tabela 2 — Origem e grau de pureza dos solventes utilizados.

Solvente Fornecedor Pureza %
Etanol Fisher Chemical =998
n-Heptano Riedel-de-Haén =990
Acetato de etilo Fisher Chemical =998
Tolueno Merck =999
|,4-Dioxano Merck =998
Cloroférmio Fisher Chemical =998
2-Propanol Merck =998
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2.2 Meétodos

2.2.1 Estudos de solubilidade

Os estudos de solubilidade foram realizados no equipamento Crystall6 da Technobis
Crystallization Systems, versao 1.14.0, utilizando-se o CrystalClear, como software de
analise de dados, versao 1.0.1.614. Este equipamento permite medir clear points e cloud points
através da analise da turbidez. Com estes dados conseguimos obter curvas de solubilidade
para cada composto, a partir dos valores de clear point. Cada solugao é submetida a ciclos de
aquecimento/arrefecimento a velocidade de 0,3 °C/min. A temperatura do clear point
corresponde ao valor da temperatura no momento em que o material sélido em suspensao
se dissolve totalmente, quando temos uma solugao completamente limpida (transmissividade
de 100 %). A temperatura do cloud point é o valor de temperatura quando o material solido
aparece pela primeira vez na solugao, quando acontece a precipitagao (transmissividade
decrescente). O cloud point é fundamental para definir a amplitude da zona metaestavel. O
equipamento Crystall6 consegue analisar até dezasseis vials com diferentes solugoes,
podendo variar a temperatura de -15 a 150 °C com uma velocidade de agitagao de até

1250 rpm. Cada vial tem capacidade de até 2 mL.

No caso presente as solugoes foram submetidas a quatro ciclos de
aquecimento/arrefecimento entre -10 a 75 °C, a velocidade de 0,3 °C/min e agitagio de
600 rpm. Como solvente foi utilizado o etanol por ter baixo potencial toxico. Por pertencer
a classe 3 da classificagdo de solventes residuais, € o solvente preferencial no

desenvolvimento farmacéutico [77].

Depois de realizadas as medidas de temperaturas de clear e cloud points para os APIs e para
os co-formadores utilizando o equipamento Crystall6é, verificou-se que os clear points
experimentais, valores de solubilidade, para o ativo e para os co-formadores seguem a

equagao de van't Hoff, Equagao (I).

Inx=— 21420 (1)
R T RT,

Onde x é a fragao molar do composto; AH e T, sao parametros de ajuste; T € a temperatura

de saturagao da fragao molar x; e R é a constante dos gases.
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A Equagao () foi usada para descrever a solubilidade numa gama de temperatura reduzida,
tendo sido extrapoladas as solubilidades para outras temperaturas. Assim, é possivel
determinar os valores de solubilidade dos APIs e dos co-formadores para uma mesma
temperatura de referéncia, X;(T) e X;(T) respetivamente. Para pesquisa de co-cristais e
estabelecimento do diagrama de fases ternario, Figura 9. pode-se escolher amostras de
forma sistematica e de composigao conhecida ao longo da linha tracejada cuja equagao é

representada na Equagao (2):

Xz = mX, + X5(T) (2)

Para calcular o declive basta escolher dois pontos da reta, Equagao (3):

_(Xs(T) -0 ! )
Xp = (W) X+ Xp(T)
Simplificando, obtemos a Equagao (4):
Xs _ . X Q
Xp(T) X, (T)

A partir desta equagao, os valores de X podem ser determinados, usando as fragoes

molares de X, conhecidas.

17



Xp(T)

- Xa(T)

Figura 9 — Diagrama de fases esquematico de um sistema ternario constituido pelo APl (A), co-formador (B) e
solvente a temperatura constante (T). A zona a vermelho representa a zona em que a temperatura de
saturagao (T) obtida experimentalmente é superior a temperatura expectavel, sendo por isso uma zona onde o
co-cristal é estavel. A zona a azul representa o inverso sendo por isso uma zona onde o APl ou co-formador

sao estaveis.

Os diagramas de fases pseudobinarios, exemplificados na Figura 10, podem ser construidos

eliminando a fragao molar do solvente, usando a relagao dada pela Equagao (5):

Y= —A— (5)

= XatXp)
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0 — 1
Ya = Xa/ (X4 + Xp)

Figura 10 — Perfil da temperatura em fungao da fragio molar excluida do solvente (Y;) quando medido ao
longo da linha tracejada da Figura 9. A zona a vermelho representa a zona em que a temperatura de saturagao

(Ts) é superior a temperatura de referéncia. A zona a azul representa o inverso, onde a T; é inferior a T.

Quando Y, =1, a fragdo molar de A, X, corresponde a X;(T), que é a solubilidade do
componente A puro a uma temperatura estabelecida. Quando Y, = 0, o composto A esta
ausente, e o Xz = X;(T), que ¢ a solubilidade do componente B puro a mesma temperatura

estabelecida, Figura 10.

Os ciélculos detalhados das fragoes molares de X, e Xp, para a constru¢cao do diagrama
pseudobinario experimental do perfil da temperatura em fungao da fragao molar excluida do

solvente apresentado na Figura 10, sao apresentados no Anexo |.

Apos os ensaios de determinagao dos clear points, as solugoes foram deixadas sob agitagao a
temperatura de 25 °C e, apés 72 horas foram centrifugadas, caraterizando-se as fases sélidas

por XRPD e a composicao da fase liquida por espetroscopia derivativa no ultravioleta.

2.2.2 Caracterizacao de fases solidas e de solugoes

2.2.2.1 Difragao de raios-X de po

A difragdo de raios-X de pé (XRPD) baseia-se na medigao da dispersao de raios-X pela
matéria. Este método é extremamente Util na caracterizacio de formas soélidas, como

co-cristais. Através da andlise de difratogramas de XRPD é possivel determinar as fases
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cristalinas presentes na amostra, que apresentam reflexdes caracteristicas da rede cristalina,

e a auséncia de cristalinidade.

O tubo de raios catédicos presente no equipamento, gera feixes de raios-X que sao
filtrados, produzindo radiagdo monocromatica, colimados e bombardeados na amostra. Estes
feixes, ao chegarem a amostra, podem ser refletidos ou sofrer difragao. Os difratados, se a
amostra for cristalina, geram interferéncias construtivas, originando um padrao Unico de

reflexdes para cada amostra que depende da natureza dos atomos e da sua organizagao [78].

A difragao de raios-X obedece a Lei de Bragg, Equagao (6):

nA=2d sin 6 (6)

Onde n é um numero inteiro; A é o comprimento de onda da radiagao; d é a distancia

interplanar que gera o padrao de difragao; e 6 € o angulo de difragao.

Neste trabalho, os estudos por difragao de raios-X de pé foram realizados no equipamento
MiniFlex 600 da Rigaku com o detetor D/teX Ultra. Os dados foram adquiridos entre os
3-40° com uma velocidade de 5°/min. Foi utilizado um porta-amostra de silicio com uma

cavidade para colocar a amostra com 5,0 mm de diametro e 0,1 mm de profundidade.

2.2.2.2 Calorimetria diferencial de varrimento

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC) é um método calorimétrico, que mede o
fluxo diferencial de calor entre uma amostra e o material de referéncia, quando é aplicado
um programa de temperatura. Ao estudar a co-cristalizagao, € importante realizar analises
de DSC, pois permitem identificar varios eventos como a fusao, transi¢oes polimérficas e
recristalizagao, e determinar a temperatura e variagao de entalpia associados a esses

eventos.

Neste trabalho, o DSC foi utilizado para investigar o comportamento térmico dos solidos
obtidos. Os estudos calorimétricos foram realizados no DSC7 da Perkin-Elmer, um DSC de
compensagao de poténcia, em que a amostra e a referéncia sio colocadas em dois fornos
diferentes, com temperatura controlada e termicamente isolados. Ao realizar esta andlise

acontece uma diferenca do fluxo de calor (dQ/dt) entre a amostra e a referéncia em fungao
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da temperatura. Ao analisar a curva de DSC obtida, é possivel encontrar picos
endotérmicos, sinal positivo, em que ocorre absorgao de energia, e picos exotérmicos, sinal
negativo, em que ocorre libertacio de energia. O DSC foi utilizado com banho de
arrefecimento a -20 ° C e com purga de azoto com débito de 20 mL/min. As amostras com
peso de | a 2 mg foram preparadas em capsulas abertas de aluminio de 50pl e com taxa de
aquecimento/arrefecimento de B = 10 °© C/min. Como referéncia, utilizou-se uma capsula

vazia [79].

2.2.2.3 Espetroscopia de infravermelho

A espetroscopia de infravermelho (FTIR-ATR) é um método analitico muito usado para
caracterizar grupos funcionais com base na interagao da radiagao de infravermelho com a
matéria, medindo as frequéncias de radiagao que a amostra absorve, produzindo excitagao
vibracional. A espetroscopia de infravermelho é um método rapido para identificagao e
caracterizagao de estruturas quimicas e biologicas. Cada grupo funcional tem frequéncia de
vibragao especifica. A absorgao de radiagao na regiao do infravermelho ocorre quando a
energia da radiagao corresponde a diferenca de energia entre niveis vibracionais associados a
uma vibragao molecular, podendo o modo vibracional envolver variagao no comprimento de

ligagoes interatomicas ou deformagao angular.

Neste trabalho, as andlises por espetroscopia de infravermelho foram realizadas no
equipamento NICOLET 380 FT-IR da Thermo Scientific com acessério de diamante ATR
(espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier no modo reflexao total
atenuada). De modo a analisar diretamente as amostras, sem causar qualquer alteragao na
sua rede cristalina, os espetros foram obtidos em modo ATR (reflexao total atenuada). O
registo foi feito em gamas de nimeros de onda compreendidas entre 4000 cm™ e 650 cm,

com 32 scans por espetro e resolugio de 2 cm™' [80, 81].

2.2.2.4 Espetroscopia de ultravioleta

A espetroscopia UV-Vis é uma técnica analitica que mede a absorgao de radiagao por

espécies moleculares em comprimentos de onda na regiao ultravioleta e visivel [82].
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A espetroscopia de ultravioleta obedece a lei de Beer-Lambert, Equagao 7:

A=elc (7)

Onde A é a absorbancia; € é a absortividade molar; L é a distancia que a luz atravessa na

cuvete; e C éa concentragﬁo da amostra.

As andlises por espetroscopia de ultravioleta foram realizadas no espetrofotometro
UV-1800 da Shimadzu, utilizando-se cuvetes de quartzo. O caminho otico foi de 1,0 cm e o

comprimento de onda da analise foi entre 200 e 380 nm.

2.2.2.5 Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TGA) é uma das técnicas de andlise térmica mais usadas, sendo
rapida, precisa, acessivel e facil de utilizar. Avalia a variagio de massa de uma amostra em
funcdo da temperatura ou do tempo, devido a decomposicao, oxidagao e perda de
compostos volateis, através de um programa de temperatura controlado, e utilizando uma
balanca de alta precisao. Esta analise é realizada aumentando gradualmente a temperatura da
amostra sob uma taxa de aquecimento constante. A curva obtida, termograma, fornece
informagdes qualitativas, permitindo identificar as amostras, e quantitativas, avaliando a
percentagem de perda de massa. Permite, por isso, detetar por exemplo dessolvatagao.
Muitas das vezes, a andlise termogravimétrica é simultaneamente utilizada com o DSC
(TG-DTA/DSC). Esta combinagao permite realizar simultaneamente vérios tipos de andlise,
usando uma Gnica amostra. E possivel avaliar se um processo endotérmico/exotérmico é

acompanhado de uma variagdo de massa ou se se trata de uma mudanca de fase sem

alteragao de massa (como fusao, transigao solido-solido) [83].

Neste trabalho foi usado o equipamento Netzsch TG 209 F3 Tarsus utilizando cadinhos de
alumina. As massas utilizadas variaram entre 5 e 10 mg a temperatura controlada entre 40 e
600 °C com um fluxo de azoto de 25 mL/min. A calibragdo de temperatura foi realizada com
indio, estanho, bismuto, zinco, aluminio e prata. A massa e a linearidade da balang¢a foram
verificadas com massas padrao na ordem dos miligramas. Os dados foram analisados pelo

software Netzsch Proteus Thermal Analysis, versao 7.2.0.
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2.2.2.6 Termomicroscopia de luz polarizada

A termomicroscopia de luz polarizada (PLTM) é uma técnica de imagem que combina a
microscopia de luz polarizada com variagao de temperatura. Esta técnica é bastante utilizada
no estudo de co-cristais, uma vez que permite avaliar e analisar alteragcoes de fase da

amostra, como transi¢oes solido-solido, fusao ou avaliar a sua cristalinidade [84].

Os estudos de PLTM foram realizados num sistema Linkam hot stage, modelo DSC600. Para
observagao 6tica, foi utilizado um microscopio Leica DMRB, com uma ampliagao de 200x, e
uma camara de video Pixelink PLA-622. A placa de aquecimento/arrefecimento, consegue
realizar varrimentos numa gama de temperaturas entre -160 e 600 °C, com velocidades
entre 0,1 e 130 °C/min. A temperatura da placa é controlada por uma unidade central Cl-94
e a refrigeragao é feita por circulagao de azoto liquido através da unidade LNP. As imagens
foram obtidas combinando o uso da luz polarizada e compensadores de ondas. Estas imagens
foram analisadas através do software Linksys32 da Linkam. Este software permite
acompanhar as alteragoes de fase que vao ocorrendo durante o procedimento pela variagao
da intensidade luminosa. As células de vidro utilizadas tém como dimensdes, 7 mm de

didmetro e 2 mm de altura, com uma tampa do mesmo material, como cobertura.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Investigacao e caraterizagao das formas solidas dos compostos de partida

O diflunisal, a isoniazida, a lamotrigina e a etossuximida foram investigados individualmente
utilizando o XRPD, DSC, FTIR-ATR e ainda foram submetidos a estudos de solubilidade,

utilizando o equipamento Crystall 6.

3.1.1 Diflunisal

Comegou-se por analisar os difratogramas de raios-X de pé do diflunisal adquirido

comercialmente e do solido resultante dos estudos de solubilidade no Crystall 6,

Figura 11. Verificou-se que ha alteragao da estrutura do diflunisal submetido aos estudos de
solubilidade. O diflunisal adquirido comercialmente foi identificado por difragao de raios-X
de p6 como sendo a forma |. Na mesma figura identificou-se o precipitado sélido resultante
dos estudos de solubilidade como sendo a forma Ill. Estes dados sao suportados pela
simulagao dos difratogramas de p6 a partir dos ficheiros CIF depositados na Cambridge
Crystallographic Data Centre (CCDC) e naturalmente pela informagao contida nos artigos

associados [58, 60, 85].

—— DIF comercial
—— FAFWISO01 - 194453 - 293K
—— DIF Crystal16
—— FAFWIS02 - 194456 - 295K
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Figura |1 — Difratogramas de raios-X de p6 experimentais: diflunisal adquirido comercialmente e diflunisal

obtido por precipitagio nos ensaios de solublidade do Crystall6 em etanol; e difratogramas de raios-X de po

simulados: diflunisal forma I, FAFWISOI e diflunisal forma Ill, FAFWIS02.
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Na Figura 12 apresentam-se as curvas de DSC de aquecimento das duas amostras. O DIF
comercial e o DIF Crystall6 fundem a T, = 213,9 °C e T, = 212,5 °C, respetivamente, e
apresentam entalpias de fusao de A, H = 37,2 k] mol” e A, ,H = 35,8 k] mol”'. Enquanto o DIF
comercial, forma |, apresenta um Unico pico correspondente ao ponto de fusio do DIF, o
DIF Crystall 6, forma lll, apresenta uma transicdo endotérmica adicional antes da fusao, a
206,6 °C, o que muito provavelmente esta associado a uma transi¢ao soélido-solido para a

forma | [58].

—— DIF comercial

T Endo } 2.5mW — DIF Crystal16
5
¢]
©

T T T T T T T
50 100 150 200
T/°C

Figura 12 — Curvas de DSC de aquecimento do DIF comercial e do DIF Crystall6 (3 = 10 °C/min.).

Os espetros de infravermelho do DIF comercial e do DIF Crystall6 sao apresentados na

Figura 13.
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Figura 13 — Espetros de infravermelho do DIF comercial e do DIF Crystall 6.

O diflunisal é caracterizado por uma banda larga de 3500 a 2500 cm™' devido a presenca de
grupos hidroxilo que estabelecem ligagoes intra e intermoleculares. Verifica-se a alteragao de
estrutura cristalina do DIF quando submetido a estudos de solubilidade pelo Crystall6. A
elongagao do grupo carbonilo da forma |, localizada a 1680 cm’, desloca-se para 1667 cm’,
na forma Ill. A regido entre 1410 e 1310 cm™' corresponde as bandas associadas as ligagdes
que envolvem os atomos de fluor; na forma | esta regiao apresenta duas bandas e na forma

[Il quatro bandas. Estes valores estio em concordancia com o descrito na literatura [58, 86].

3.1.2 Isoniazida

A isoniazida adquirida comercialmente foi identificada por difragao de raios-X de pé como
sendo a forma | (Figura 14). Na mesma figura identificou-se o precipitado sélido resultante
dos estudos de solubilidade efetuados no equipamento Crystall6 como sendo também a

forma | [65-67, 87, 88].
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—— 1SO comercial

—— IS0 Crystal16

—— INICAC - 1180400 - 295K
—— INICACO04 - 1984160 - 100K

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 14 — Difratogramas de raios-X de pé experimentais: isoniazida adquirida comercialmente e isoniazida
obtida por precipitagio nos ensaios de solublidade do Crystall6; e difratogramas de raios-X de po6 simulados:

isoniazida forma |, INICAC e isoniazida forma Il, INICACO04.

Na Figura |5 apresentam-se as curvas de DSC de aquecimento das duas amostras. A I1SO
comercial e a ISO Crystall6 que fundem a T, = 170, °C e T, = 170,7 °C, respetivamente,

e apresentam entalpias de fusdo de A, ,H = 31,8 k] mol" e A, H = 34,2 k] mol™.

I 5mW —— 1SO comercial

Endo —— IS0 Crystal16

5

@]

°
I T T T T T T T T T T T T
25 50 75 100 125 150 175

T/°C

Figura 15 — Curvas de DSC de aquecimento da ISO comercial e da ISO Crystall6 (B = 10 °C/min.).
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Os espetros de infravermelho da ISO comercial e da ISO Crystall6 sao apresentados na

Figura |6, e mostram-se idénticos, como seria de esperar.

—— ISO comercial
—— IS0 Crystal16
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3220
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Absorvancia / u.a.
3300
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4000 3000 1600 1400 1200 1000 800

Numero de onda / cm™

Figura 16 — Espetros de infravermelho da ISO comercial e da ISO Crystall 6.

E registado para ambos os espetros um maximo a 1660 cm™' correspondente a elongagio do
grupo carbonilo. A 2857 cm™ a vibragio da elongagio C-H. Entre 3006 cm™ e 3220 cm’
surgem as bandas da elongagao assimétrica da ligagao H-N-N e simétrica da ligagio NH,.
Encontra-se ainda a elongagao assimétrica da ligagdo NH, que tem o seu maximo a

3300 cm’'. Estes valores estao em concordancia com o descrito na literatura [89].

3.1.3 Lamotrigina

A lamotrigina adquirida comercialmente foi identificada por difragao de raios-X de p6 como
sendo a forma | (Figura 17). Na mesma figura identificou-se o precipitado sélido resultante

dos estudos de solubilidade efetuados no equipamento Crystall6 como sendo o solvato de

etanol [12, 70].
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—— LAM Crystal16
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Figura 17 - Difratogramas de raios-X de poé experimentais: lamotrigina adquirida comercialmente e
lamotrigina obtida por precipitagao nos ensaios de solublidade do Crystall6; e difratogramas de raios-X de pé

simulados: lamotrigina forma |, EFEMUXO0I e lamotrigina etanol-solvato, FISNED.

Na Figura I8 apresentam-se as curvas de DSC de aquecimento das duas amostras. A LAM
comercial e a LAM Crystall6 que fundem a T, = 215,9 °C e T, = 215,3 °C, respetivamente,
e apresentam entalpias de fusio de A, H = 352 k] mol' e A, H = 31,5 k] mol'. Sao
observaveis algumas diferengas. Enquanto a LAM comercial, forma |, apresenta um unico
pico correspondente ao ponto de fusio da LAM, a LAM Crystall 6 apresenta uma transigao
endotérmica a 96,1 °C, que se atribui a uma dessolvatagao, seguida de uma transigao

exotérmica, acabando por fundir a uma temperatura semelhante a da forma | [12, 90].
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dQ/dt

T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 18 — Curvas de DSC de aquecimento da LAM comercial e da LAM Crystall6 (8 = 10 °C/min.).

A Figura 19 relne os espetros de infravermelho da LAM comercial e da LAM Crystall 6.
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Figura 19 — Espetros de infravermelho da LAM comercial e da LAM Crystal | 6.



Quanto ao espetro da LAM comercial, a banda mais caracteristica é a deformagao do grupo
NH, a 1646 cm”. O grupo NH, apresenta duas elongagdes simétricas com maximo a
3208 cm™” e a 3267 cm’ e duas elongacdes assimétricas a 3310 cm™ e a 3447 cm’'. Estes
valores estio em concordancia com o descrito na literatura [91]. As bandas de elongagao
assimétrica do espetro de infravermelho da LAM do Crystall 6 aparecem com maior nimero
de onda relativamente ao da LAM comercial, implicando que as ligagdes de hidrogénio no

LAM Crystall 6 sejam mais fracas que na rede cristalina do LAM comercial.

3.1.4 Etossuximida

Contrariamente ao que acontece com Os outros compostos, a etossuximida nao apresenta
estruturas cristalinas disponiveis no CCDC para se poder comparar com as estudadas nesta
investigagao, mas foi possivel utilizar os polimorfos descobertos num trabalho de pesquisa
realizado no mesmo laboratério, a forma | obtida através de cristalizagio do fundido e a
forma Il obtida por LAG (10 pL etanol, 30 min 30 Hz). No entanto, a moagem por LAG
origina a fusao do composto e a analise imediata deteta a presenca de uma pequenissima
quantidade de forma |. Apos alguns dias, a andlise por XRPD mostra apenas forma Il pura
[92]. A etossuximida adquirida comercialmente foi identificada por difragao de raios-X de p6
como sendo a forma Il, contaminada com forma |, Figura 20. Nao foi possivel obter o
precipitado soélido resultante dos estudos de solubilidade efetuados no equipamento
Crystall6 dada a sua solubilidade elevada, nao sendo possivel encontrar um solvente ideal
para o conseguir concretizar. Mais a frente, nos resultados, é explicado detalhadamente

como foi realizado o estudo deste composto.
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—— ESM comercial
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—— ESM forma |
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Figura 20 — Difratograma de raios-X de po6 experimental: etossuximida adquirida comercialmente; e

difratogramas de raios-X de p6 simulados: etossuximida forma | e etossuximida forma |II.

Na Figura 21 encontra-se a curva de DSC de aquecimento da ESM comercial. Funde a

Tie = 45,9 °C e apresenta uma entalpia de fusio de A, H = 16,8 k] mol.

us

TEndo } 2 mwW —— ESM comercial

dQ/dt

25 30 35 40 45 50 55
T/°C

Figura 21 — Curva de DSC de aquecimento da ESM comercial (B = 10 °C/min.).
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A Figura 22 apresenta o espetro de infravermelho da ESM comercial.

1694

—— ESM comercial
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Numero de onda / cm™

Figura 22 — Espetros de infravermelho da ESM comercial.

Sio observaveis bandas a 1694 e 1775 cm™' correspondentes & elongagio das ligagdes C=0.
Sio registadas também, com maximos a 3063 e 3158 cm’, bandas da elongagio da ligagio

NH. Estes valores estao em concordancia com o descrito na literatura [93].

3.2 Investigacao dos sistemas de diflunisal-isoniazida e diflunisal-lamotrigina

Como acima descrito, o diflunisal € um anti-inflamatorio nao esteroide e, por isso, a sua
associagao com outros ativos farmacéuticos, formando um sistema de terapia dual, pode ser
bastante interessante. Foram investigados os sistemas diflunisal+isoniazida e
diflunisal+lamotrigina. A associagio com a isoniazida, um tuberculostitico, mostra-se
relevante na medida em que os efeitos adversos mais comuns da isoniazida sao a dorméncia,
o ardor no estomago e dores articulares, pelo que este sistema de terapia dual com o
diflunisal podera ser bastante Util para os minimizar [94]. No caso do diflunisal com a
lamotrigina, um anticonvulsivante, a sua associagao resulta num sal. E de interesse uma vez
que o diflunisal permite uma redugao dos efeitos adversos consequentes da toma deste
antiepilético (dor no peito e nas costas, dismenorreia, dor abdominal e de cabega) [95]. Em

trabalho anterior, estes dois sistemas foram obtidos por técnicas de moagem a seco e com
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solvente [90, 92]. Neste trabalho propoe-se encontrar as condi¢oes certas para obter estes

dois sistemas por precipitagao e slurry.

3.2.1 Diflunisal-Isoniazida

3.2.1.1 Sintese de co-cristal por precipitagao em etanol

Primeiramente, foram realizados estudos de solubilidade usando o equipamento Crystall6,
tendo-se obtido valores de temperatura de dissolugao e de precipitagao para solugoes de
diferentes concentragoes dos compostos puros, DIF e ISO, em etanol. Obtiveram-se
valores experimentais de solubilidade para cada um dos compostos puros, como se pode

verificar na Figura 23 e na Tabela 3, que foram ajustados a equagao de van't Hoff

(Equagao (1)).

-3.0

-3.5

4.0 4

In x

4.5 4

504 ISO

-5.5 4

T T T T T T T T
0.0031 0.0032 0.0033 0.0034 0.0035
1T (K"

Figura 23 — Grifico da equagao de van’t Hoff de DIF e de ISO em etanol.
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Tabela 3 — Parametros de ajuste a Equagdo (I) dos dados experimentais obtidos na determinagio das

temperaturas de saturagao, com o equipamento Crystall 6, para diflunisal e isoniazida em etanol.

Coeficiente de

-(AH/R) | K AHI(RT,)
correlacdo
Diflunisal 3079 £ 252 6,45 + 0,81 0,943
Isoniazida 4433 * 606 9,64 + 1,97 0,897

Escolheu-se a temperatura de referéncia de 40 °C e usou-se a equagdo de van't Hoff,
Equagao (l), com os parametros da Tabela 3, para achar a solubilidade dos compostos
puros. Utilizou-se a metodologia descrita na segao 2.2.1, para obter a fragao molar de cada
um dos pseudobinarios e terndrios, e partir delas conseguiu-se obter concentragdes tedricas

para todas as proporgoes desejadas, como indicado na Tabela 4.

Tabela 4 — Valores calculados para a preparagao das solugées da mistura DIF-ISO com diferentes Ype.

Yoir Xoir Xiso Noie Niso Cpir/ mg mL"! Ciso / mg mL"
1,0 0,03409 0,00000 6,05E-04 0,00E+00 151,26 0,00
0,9 0,02534 0,00282 4,47E-04 4,96E-05 111,76 6,81
0,8 0,01919 0,00480 3,37E-04 8,42E-05 84,26 11,55
0,7 0,01462 0,00627 2,56E-04 I,10E-04 64,01 15,04
0,6 0,01110 0,00740 1,94E-04 1,29E-04 48,48 17,71
0,5 0,00830 0,00830 1,45E-04 1,45E-04 36,18 19,83
0,4 0,00602 0,00904 1,05E-04 1,57E-04 26,21 21,55
0,3 0,00413 0,00964 7,18E-05 1,68E-04 17,96 22,97
0,2 0,00254 0,01016 4,41 E-05 1,76E-04 11,02 24,17
0,1 0,00118 0,01060 2,04E-05 1,84E-04 511 25,19
0,0 0,00000 0,01098 0,00E+00 1,90E-04 0,00 26,07

Fez-se a mistura dos compostos e procedeu-se ao estudo de solubilidade, em etanol,
utilizando o equipamento Crystall6. O grafico das temperaturas de saturagao de cada uma

das misturas esta representado na Figura 24 em fungao da fragao molar excluida do solvente.
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Figura 24 — Grifico da temperatura de saturagao em fungao da fragdo molar de diflunisal, excluida do

solvente, do sistema DIF-ISO, a partir dos dados obtidos no Crystall 6.

Apos realizadas as experiéncias em modo politérmico, os vials foram deixados por 72h, a
25 °C. Apos esse periodo, foi efetuada a centrifugagio de cada uma das amostras e o
respetivo sélido foi analisado por XRPD. Os resultados sao apresentados na Figura 25, onde

¢ observada a formagao de co-cristal para Y, = 0.5 e 0.6, e irao ser discutidos de seguida.

. A JB \ ISO
M L. J co-cristal +1S0, Y, . = 0.1
d i L oo e
5 jtj:tj jD co-cristal + 10, Y, = 0.3
3 >
o V‘A__,VJ\,/\,VJ’L_»N\_ co-cristal+ 1SO, Y, = 0.4
' "DIF :
8 \.JLJK,‘_JJ istal, Y,.=0.5
S co-cristal, Y, = 0.
8 -~ / J A )U ij co-cristal, Y. = 0.6
BT W NV
% co-cristal + DIF I, Y, .= 0.7
= ——— co-cristal + DIF I, Y, .= 0.8
co-cristal + DIF I, Y, .= 0.9
DIF Il
T T T T T T T T !
5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura 25 — Difratogramas de raios-X de po6 das fases sélidas em equilibrio, para as misturas preparadas com

diferentes valores de Y.
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Nesta figura sao visiveis varias zonas tipicas de um diagrama ternario bastante importantes,
como foram apresentadas na Figura 4. Assim, temos uma zona de frages molares excluidas
do solvente em que estao presentes o co-cristal e a ISO, (Yp 0.1 a Y, 0.4), outra zona em
que sé o co-cristal esta presente, (Yp 0.5 e Y, 0.6), outra em que o co-cristal e o DIF estao

presentes, (Yp0.7 e Y- 0.8) e uma Ultima zona em que apenas temos DIF (Y5:0.9 e Yy I).

Escolheu-se o solido obtido para Yy 0.5, para detalhar a comparagao com a mistura DIF-ISO
I:1 obtida por LAG - (10 pL etanol, 30 min 30 Hz) - esta ultima foi investigada em trabalho
anterior realizado no mesmo laboratério [92]. Procedeu-se a caracterizagao da amostra

através da analise por XRPD, DSC e FTIR-ATR.

O difratograma de raios-X de pé, Figura 26, mostra que o co-cristal precipitado DIF-ISO

Yoir 0.5 corresponde ao difratograma da co-cristal DIF-ISO |:1 obtido por LAG.

—— DIF-ISO YA=0.5
DIF-ISO 1:1 LAG etanol

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 26 — Difratogramas de XRPD da mistura (co-cristal) DIF-ISO Y, = 0.5 e do sélido obtido por LAG.

As curvas de aquecimento por DSC encontram-se na Figura 27. O co-cristal DIF-ISO Y, 0.5
funde a T, = I51,]1 °C e a mistura DIF-ISO I:I LAG etanol funde a T,, = 148,0 °C.
Apresentam entalpias de fusio de A, H = 52,3 k] mol' e A, H = 483 k mol’,
respetivamente. Os valores obtidos nestes ensaios e também os difratogramas de raios-X de
po, apontam para maior cristalinidade do co-cristal obtido por cristalizagao em solugao

relativamente a amostra obtida por moagem.
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Figura 27 — Curvas de DSC da mistura (co-cristal) DIF-ISO Yy = 0.5 e do sélido obtido por LAG
(B = 10 °C/min.).

Os espetros de infravermelho do co-cristal DIF-ISO Y, 0.5 e do co-cristal DIF-ISO |:1 LAG

etanol sao apresentados na Figura 28, mostrando ser semelhantes.

——DIF-ISOYA=0.5
DIF-ISO 1:1 LAG etanol
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Figura 28 — Espetros de infravermelho da mistura (co-cristal) DIF-ISO Y, = 0.5 e do solido obtido por LAG.
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Ambos os espetros mostraram o aparecimento de duas bandas por volta dos 1930 e dos
2400 cm’', atribuiveis a formacio de ligagdes de hidrogénio Aacido carboxilico-azoto
aromatico, [96]. E observado também, em ambos os espetros, a elongacio do grupo
carbonilo com méaximo a 1683 cm™' e da ligagio N-H com maximo a 3320 cm™. Estes valores

estao em concordancia com o descrito na literatura [58, 86, 89, 92].

Podemos concluir entao que a cristalizagao em solugao para Y, = 0.5 foi bem-sucedida na

obtengao de um co-cristal DIF-ISO (1:1), idéntico ao obtido por LAG.

No sentido de tentar perceber o aparecimento da temperatura de solubilizagao tao baixa e
repetitiva para a proporcao Yo 0.9 na Figura 24, foi realizado o estudo do DIF com uma
ligeira contaminagao de 1% de ISO para testar a possivel formagao de uma nova forma
polimérfica do DIF. O procedimento foi realizado como anteriormente, utilizando o
equipamento Crystall 6. Foi feita a andlise por XRPD, DSC e FTIR-ATR, e para interpretagao

dos resultados obtidos, utilizaram-se os dados de DIF forma | e lll.

O difratograma de raios-X de po6, Figura 29, mostrou que a amostra de DIF obtida nestas

condi¢oes apresenta um perfil de difragao muito semelhante ao DIF comercial, forma I.

—— DIF comercial

DIF-ISO 99-1% (contaminagéo)
—— DIF Crystal16
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Figura 29 — Difratogramas de XRPD do DIF comercial; do DIF contaminado com 1% de ISO, DIF-ISO = 0.99,
e do DIF Crystallé.

40



As curvas de aquecimento por DSC encontram-se na Figura 30. A curva relativa ao sélido
obtido por contaminagao DIF-ISO Y 0.99 nao apresenta outras transigdes no aquecimento
para além da fusio a T, = 2lI,7 °C e apresenta uma entalpia de fusio de
Ay H = 33,0 k) mol”!, apresentado assim um comportamento térmico muito semelhante ao

DIF comercial, forma I.

DIF-ISO 99-1% (contaminagé&o)

T Endo { 2mw —— DIF comercial

dQ/dt

T T T T T T T T T T T T T 1
25 50 75 100 125 150 175 200 225

Temperatura / °C

Figura 30 — Curvas de DSC do DIF comercial, forma | e do DIF contaminado com 1% de ISO, DIF-ISO
Yor = 0.99 (B = 10 °C/min.).

Os espetros de infravermelho sao apresentados na Figura 31. O DIF obtido da solugao
contaminada com 1% de ISO, DIF-ISO Y, 0.99, apresenta um espetro idéntico ao do DIF

forma I.
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Figura 31 — Espetros de infravermelho do DIF comercial; do DIF contaminado com 1% de ISO, DIF-ISO

Yoir = 0.99, e do DIF Crystall 6.

Com os resultados obtidos podemos concluir que esta contaminagao origina DIF forma I.

Consegue-se assim por contaminagao com ISO precipitar a forma | contrariamente ao que é

usual em etanol (forma Ill).

De seguida, procedeu-se a andlise de uma nova amostra, “DIF new” (Yp: 0.9), e submetida a
novos ensaios no Crystall6. Desta vez a amostra foi deixada a temperatura constante
de -15 °C para analisar o sélido precipitado. Ao ser retirada do equipamento foi possivel

observar que em vez de um solido, o que estava presente no interior do vial era um gel,

como mostra a Figura 32.

_

Figura 32 — Gel do “DIF new”.
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Este gel desgelificou rapidamente ao atingir a temperatura de = 4 °C. A boa
termoreversibilidade é um comportamento tipico dos géis e a sua temperatura de transigao
gel-sol depende da concentragao da amostra (neste caso, da mistura) [97], o que justifica os
resultados obtidos para esta amostra em particular. Com os resultados obtidos conseguiu-se
esclarecer o ponto experimental que tinha suscitado duvida na Figura 25, nao sendo uma

nova forma polimérfica, mas sim, um gel.

Quando este vial é mantido a temperatura ambiente, acaba por precipitar um sélido, que se
caracterizou através da andlise por XRPD, DSC e FTIR-ATR. Para interpretagao dos
resultados obtidos, utilizaram-se os dados para os compostos puros obtidos apds ensaio no
Crystal16, DIF e ISO e ainda o co-cristal DIF-ISO Y 0.5. O difratograma de raios-X de po,
Figura 33, mostrou que nestas condicdes a amostra é constituida pelo co-cristal, sendo

visiveis picos de difragcao do DIF I.

—— IS0 Crystal16
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Figura 33 — Difratogramas de XRPD da ISO Crystall6; do DIF-ISO Yy = 0.5; de DIF-ISO Yy = 0.9, mantido a

temperatura ambiente, e do DIF Crystall 6.

As curvas de aquecimento por DSC encontram-se na Figura 34. A amostra problema
apresenta um perfil de fusio complexo, como seria de esperar, iniciando-se a fusio a

T = 146,9 °C com registo de um outro pico alargado referente a fusdo do excesso de DIF.

us
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Figura 34 — Curvas de DSC da ISO Crystall6; do DIF-ISO Yy = 0.5; de DIF-ISO Yy = 0.9 mantido a

temperatura ambiente, e do DIF Crystal16 (B = 10 °C/min.).

Os espetros de infravermelho sio apresentados na Figura 35. E notéria a presenca do

co-cristal na amostra.
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Numero de onda / cm™

Figura 35 — Espetros de infravermelho da ISO Crystall6; do DIF-ISO Y, = 0.5; do DIF-ISO Y, = 0.9,

mantido a temperatura ambiente e de DIF Crystall 6.

Com os resultados obtidos, conseguiu-se esclarecer o ponto experimental que tinha

suscitado duvida na Figura 24, nao sendo uma nova forma polimérfica, mas sim, um gel.
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Para construir o diagrama de fases ternario experimental analisou-se o sobrenadante em
equilibrio com os sdlidos que foram identificados na Figura 25, A quantificacao de DIF e ISO
solubilizados, em equilibrio com o sélido apos 72h a temperatura de 25 °C, foi efetuada

através de espetroscopia de ultravioleta (UV).

No sentido de obter curvas de calibragao para cada um dos compostos puros, DIF e ISO,
foram preparadas solugoes-mae com concentragio de 100 mg/L para cada um dos
compostos puros, em etanol. A partir de cada uma, foram feitas diluigoes para 30, 25, 20, 15,
10 e 5 mg/L. Estas solugoes foram analisadas por UV, determinando-se o valor da primeira
derivada dos espetros aos comprimentos de onda de 245 nm para a ISO e 266 nm para o

DIF, como se ilustra na Figura 36.

0.1

245 nm ISO

266 nm DIF

dA / dAr

0.0

T T T T T T T T T T T 1
240 245 250 255 260 265 270

Figura 36 — |* derivada dos espetros de ultravioleta de DIF e ISO para diferentes concentragoes de solugoes

em etanol (5, 10, 15, 20, 25 e 30 ppm).

Com os valores de derivada registados aos comprimentos de onde selecionados, foi tragada

a curva de calibragao para cada composto, Figura 37.
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Figura 37 — Retas de calibragiao obtidas para ISO e DIF por espetroscopia de ultravioleta (UV).

De seguida foram feitas misturas das solugoes diluidas. Juntaram-se as solugdes de
concentragoes de 10-10, 20-20, 30-30, 10-30 e 30-10 mg/L de DIF-ISO (0,5 mL de cada
solucao) e foi feita a andlise por UV. A leitura dos valores de derivada da absorbancia aos
comprimentos de onda indicados serviu para validar este método de quantificagio por

espetroscopia derivativa [98].

Depois disto, foram analisados por UV cada um dos sobrenadantes presentes nos vials do
sistema DIF-ISO. Retiraram-se 0,5 mL do sobrenadante e colocaram-se num balao de 50 mL,
perfazendo o resto do volume com etanol. De seguida, foram retirados 0,5 mL desta solugao
para um balao de |0 mL, perfazendo o volume com etanol. Desta uUltima mistura foi feita a

analise por UV.

Obtido o espetro de UV para cada uma das misturas estudadas para este sistema, foram
lidos os valores de derivada da absorbancia. Com eles, temos acesso as concentracoes de
partida. Assim conseguimos obter as fragdes molares de cada um dos compostos, que estao
representadas no diagrama de fases ternario (DIF + ISO + etanol), que se apresenta na

Figura 38 e ampliado na Figura 39.
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Figura 38 — Diagrama de fases ternario a 25 °C (DIF+ISO+etanol)

co-cristal
DIF
eutéticos
ISO

DIF 0% 0.01 0.02 \ 1SO

Figura 39 — Diagrama de fases ternario a 25 °C (DIF+ISO+etanol) com zoom na zona de interesse.
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O diagrama experimental mostra que entre as duas linhas azuis apresentadas na Figura 39, é

possivel obter co-cristal DIF-ISO puro.

3.2.1.2 Sintese de co-cristal por slurry em etanol

Outra via de obtengio de co-cristais é pelo método de slurry. E formada uma suspensio
através da adicao de uma pequena quantidade de solvente a mistura do APl e do
co-formador solidos. A técnica de slurry tem muitas vantagens no contexto farmacéutico

uma vez que se conseguem normalmente produtos termodinamicamente estaveis [21, 22].

Neste sistema foram usados 32,54 mg de DIF e 17,83 mg de ISO, proporgao
estequiométrica (l:1). Foram adicionados 200 pL de etanol, sendo o slurry deixado em
agitagao durante 72 h. Foi feita a andlise por XRPD, DSC e FTIR-ATR, e para comparagao

dos resultados obtidos, utilizou-se o co-cristal DIF-ISO Y,,: 0.5 obtido por precipitagao.

O difratograma de raios-X de po,

Figura 40, mostrou que o sdlido obtido por slurry da mistura DIF-ISO corresponde

exatamente ao difratograma do co-cristal DIF-ISO Y 0.5 obtido por precipitagao.

——DIF-ISO YA =0.5
—— DIF-ISO slurry

Intensidade / u.a.

v TR

201/°

Figura 40 — Difratogramas de XRPD da mistura (co-cristal) DIF-ISO Y, = 0.5 e do sélido obtido pelo método

de slurry em etanol.
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Quanto as curvas de aquecimento por DSC, encontram-se na Figura 41. O co-cristal obtido
por slurry DIF-ISO em etanol apresenta uma temperatura de fusdo de T, = |51, °C e uma
entalpia de fusio de A, H = 53,1 k] mol”. Estes sio valores idénticos aos conseguidos para o

co-cristal obtido por precipitagio (T, = I51,1 °C, A, H = 52,3 k] mol™).

—— DIF-ISO YA =0.5
—— DIF-ISO slurry

T Endo I 3mw

dQ/dt

25 50 75 100 125 150

Temperatura / °C

Figura 41 — Curvas de DSC da mistura (co-cristal) DIF-ISO Yp: = 0.5 e do sélido obtido pelo método de slurry

em etanol (B = 10 °C/min.).

Os espetros de infravermelho sao apresentados na Figura 42. A amostra obtida por slurry
DIF-ISO apresenta um espetro que corresponde exatamente ao espetro do co-cristal obtido

por precipitagao, como se esperaria.
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Figura 42 — Espetros de infravermelho da mistura (co-cristal) DIF-ISO Yy = 0.5 e do sdlido obtido pelo

método de slurry em etanol.

Através da analise dos resultados obtidos podemos concluir que a obtengao de co-cristais

pelo método de slurry é altamente vidvel e facilmente exequivel.

3.2.2 Diflunisal-Lamotrigina

3.2.2.1 Sintese de sal por precipitagio em etanol

Tal como para o primeiro sistema investigado, também foram realizados estudos de
solubilidade da lamotrigina em etanol, usando o equipamento Crystall6é, tendo-se obtido
valores de temperaturas de dissolugao e de precipitagao para solugoes deste composto de
diferentes concentragoes. Os valores experimentais de solubilidade foram ajustados a

equagao de van’t Hoff, Equagao (1), Figura 43 e na Tabela 5.
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Figura 43 — Grifico da equagao de van’t Hoff de DIF e de LAM em etanol.

Tabela 5 — Parametros de ajuste a Equagdo (I) dos dados experimentais obtidos na determinagido das

temperaturas de saturagao, com o equipamento Crystall 6, para diflunisal e lamotrigina em etanol.

Coeficiente de

-(AH/R) | K AHI(RT,)
correlacdo
Diflunisal 3079 + 252 6,45 + 0,81 0,943
Lamotrigina 4400 £ 248 7,84 + 0,80 0,984

Usando a equagao de van ‘t Hoff, Equagao (1), com os parametros da Tabela 5, obteve-se o
valor da solubilidade dos compostos puros a temperatura de referéncia de 50 °C. Utilizando
a metodologia descrita na secgao 2.2.1, foram achadas as concentragoes teoricas para
preparacao das solugoes para tragado dos diagramas de fases pseudobinarios e ternarios,

como foi feito para o primeiro sistema investigado, Tabela 6.
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Tabela 6 — Valores calculados para a preparagao das solugoes da mistura DIF-LAM com diferentes Y.

Yoir Xoir Xiam Noie Nam Cor/ mgmL' C_av/ mgmL’
1,0 0,04621 0,00000 8,30E-04 0,00E+00 207,64 0,00
0,9 0,01746 0,00194 3,05E-04 3,39E-05 76,29 8,68
0,8 0,00982 0,00245 1,70E-04 4,26E-05 42,61 10,90
0,7 0,00628 0,00269 1,09E-04 4,66E-05 27,18 11,92
0,6 0,00425 0,00283 7,33E-05 4,88E-05 18,33 12,51
0,5 0,00292 0,00292 5,03E-05 5,03E-05 12,59 12,89
0,4 0,00199 0,00298 3,42E-05 5,14E-05 8,57 13,15
0,3 0,00130 0,00303 2,23E-05 5,21E-05 5,59 13,35
0,2 0,00077 0,00307 1,32E-05 5,27E-05 3,30 13,50
0,1 0,00034 0,00309 5,91E-06 5,32E-05 1,48 13,62
0,0 0,00000 0,00312 0,00E+00 5,36E-05 0,00 13,72

Fez-se a preparagao das solugoes e procedeu-se ao estudo de solubilidade, em etanol,
através do equipamento Crystall6. O grifico das temperaturas de saturagao de cada uma

das misturas esta representado na Figura 44.
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| LAM DIF
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50 4 ° . \ )
[ ] [}
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Figura 44 — Grafico da temperatura de saturagao em fungao da fragao molar, do sistema DIF-LAM, a partir

dos dados obtidos no Crystal 6.
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Apos recolha destes dados, as amostras permaneceram 72h a 25 °C, e apds centrifugagao,

os solidos foram analisados por XRPD, Figura 45.

SR SN
LAM EtOH solvato
L A LAM EtOH solvato, Y, .= 0.1
T .
S A LAM EtOH solvato, Y, .= 0.2
= w sal+LAM EtOH solvato, Y, = 0.3
8 e S NG Y sal+LAM EtOH solvato, Y, = 0.4
e U NP o NS =
-% JW\M/\M#“ = YD‘F o
% sal, Y. =0.6
g sal, Y, . =07
sal, Y, =0.8
—— sal+DIF I, Y, _=0.9
DIF Il
T r T r T T T T T " J ' y ' I
5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura 45 — Difratogramas de raios-X de po6 das fases sélidas em equilibrio, para as misturas preparadas com

diferentes valores de Y.

A Figura 46, evidencia um novo sélido, nao muito cristalino, formado por precipitagao, dado

que o seu difratograma ¢ diferente dos compostos de partida.

—— LAM Crystal16

— DIF-LAM YA =0.5

—— DIF forma |
J —— DIF forma Il

A Aa M PV,

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura 46 — Difratogramas de raios-X de p6 de LAM precipitada no Crystall6; DIF-LAM Y, = 0.5 e

difratogramas simulados para as formas | e Ill do DIF.
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Assim como no sistema anterior, selecionou-se a proporg¢ao de mistura de I:I, Yy 0.5, e
comparou-se com a mistura DIF-LAM 1:1 obtida por NG, e sujeita a tratamento adicional de
aquecimento e arrefecimento, como reportado em trabalho anterior realizado no mesmo
laboratorio [90]. Procedeu-se a caracterizagdo da amostra através da andlise por XRPD,

DSC, FTIR-ATR, PLTM e TG.

O difratograma de raios-X de po, Figura 47, mostrou que o soélido precipitado DIF-LAM
Yo 0.5 tem algumas semelhangas com o difratogramas do sélido DIF-LAM |:1 obtido por
NG. De acordo com a informagao obtida por DSC, Figura 48, observando-se transigoes
entre 110-130 °C, resolveu-se investigar uma amostra sujeita ao programa de temperatura
25 °C — 170 °C — 25 °C. Verifica-se que os difratogramas das amostras
aquecidas/arrefecidas (DIF-LAM Y. = 0.5 Aq. 170 °C e DIF-LAM |:1 NG Agq. 200 °C) sao
idénticos, i.e., o processo de aquecimento é fundamental para a formagao de um novo sdlido.

Evora et al. tinham provado que este solido resultante do aquecimento é um sal [90].

— DIF-LAM YA =0.5

—— DIF-LAM YA = 0.5 Ag. 170 °C
— DIF-LAM 1:1 NG

DIF-LAM 1:1 NG Ag-Arref

Intensidade / u.a.

201/°

Figura 47 — Difratogramas de XRPD da mistura DIF-LAM Y, = 0.5; da mesma mistura, mas aquecida até
170 °C; do sdlido obtido por NG e desta mesma mistura, mas submetida a um ciclo de

aquecimento/arrefecimento até 200 °C.
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As curvas de aquecimento por DSC encontram-se na Figura 48. A curva | apresenta o
aquecimento do sélido DIF-LAM Y, 0.5. Nesta curva verifica-se um evento endotérmico a
109 °C seguido de um evento exotérmico a 128 °C e a fusio a T,, = 228,6 °C,
Ay H = 45,7 k] mol”'. Na curva 2 o mesmo sélido, foi submetido a aquecimento até 170 °C e
arrefecido até temperatura ambiente. O evento endotérmico e exotérmico anteriormente
registado, apresenta-se muito ténue. A curva 2 mostra ainda o segundo aquecimento até a
fusio desta amostra, observando-se apenas a fusdo, T, = 227,5 °C, A, H = 49,0 k] mol”'. Na
curva 3 o solido obtido por moagem apresenta um evento exotérmico a |17 °C e a fusdo a
T = 225,5 °C. A curva 4 mostra o segundo aquecimento, do sélido obtido por moagem,
mas previamente aquecido até 200 °C. Este solido apresenta apenas a fusao a T, = 225,5 °C.
Os valores de fusao de todas as curvas sao bastante proximos indicando que se trata do
mesmo sal, embora mais uma vez o sélido obtido por precipitagao e aquecido até 170 °C e
arrefecido a temperatura ambiente (curva 2) se apresente com uma fusao a temperatura
ligeiramente superior e uma curva com um perfil de fusao bastante estreito, podendo assim

indicar uma melhor cristalinidade.

T Endo I 5mw

A

dQ/dt

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

Temperatura / °C

Figura 48 — Curvas de DSC da mistura DIF-LAM Y, = 0.5. |. Aquecimento até 240 °C. 2. Aquecimento até
170 °C, arrefecimento subsequente até temperatura ambiente e aquecimento até a fusdo. 3. Amostra obtida
por moagem, aquecida até 250 °C. 4. Amostra obtida por moagem, aquecida até a fusio, depois de ter sido

aquecida até 200 °C e arrefecida até temperatura ambiente (B = 10 °C/min.).

55



Na Figura 49 pode-se verificar que o sélido obtido por precipitagio DIF-LAM Y. 0.5 apds
aquecimento até 170 °C apresenta as bandas tipicas de elongacdo do carboxilato, a 1374 e
1650 cm”, que correspondem a elongagio simétrica, (que para ides carboxilato pode
encontrar-se entre 1360 e 1450 cm™), e A elongagio assimétrica, (que varia entre 1540 e
1650 cm™), confirmando assim a presenga de um sal. Estes valores estdio em concordancia

com o descrito na literatura [58, 86, 91, 96, 99].

—— LAM Crystal16

Al

2 5 ——DIF-LAM YA = 0.5 Aq. 170 °C
[&]
% e T
e} —— DIF forma |
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Ne)
< WNW
—— DIF forma Il
e MWWM
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Figura 49 — Espetros de infravermelho da LAM Crystall 6; do sélido DIF-LAM Yy = 0.5 Aq. 170 °C; do DIF

comercial, forma I; e do DIF Crystall6, forma lIl.

Foi realizada um ensaio de termomicroscopia de luz polarizada (PLTM), Figura 50, para
observar o comportamento térmico do sal DIF-LAM Y, 0.5 durante o aquecimento.
Verificou-se que a amostra escureceu por volta das temperaturas de transigao registadas na

curva de DSC (110-130 °C) e que funde a temperatura esperada para o sal, de 228 °C.
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Figura 50 — Imagens de PLTM recolhidas no aquecimento da amostra de sal DIF-LAM Y, = 0.5 obtida por

cristalizagdo em etanol; B = 10 °C/min, ampliagdo 200x.

Foi também realizada uma analise termogravimétrica (TGA) com a finalidade de averiguar a
existéncia de perda de solvente associada as transi¢oes registadas por DSC na curva 2,
Figura 51. Pode-se observar que nao existe qualquer perda de massa associada as
temperaturas de transicao, podendo assim concluir-se que nao se trata de um solvato. Por

outro lado, verifica-se que o sal se degrada durante a fusao.
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Figura 51 — TGA da amostra do sal DIF-LAM Y, = 0.5.

Apos a andlise dos resultados podemos concluir que se conseguiu formar o sal por

precipitacdo, e que, por ciclo de aquecimento/arrefecimento até 170 °C, se obtém um

polimorfo do sal de partida.

Foi observado na Figura 45, que o difratograma da amostra DIF-LAM Y, 0.9, apesar de ter
90% de DIF nao apresentava as difragoes esperadas relativas ao DIF forma Ill, mas sim da
forma I. Assim, foi efetuada a contaminagao de DIF com 1% de LAM para testar a possivel
indugao da cristalizagao da forma polimorfica | do DIF em etanol na presenga de LAM. O

procedimento foi realizado utilizando o equipamento Crystall 6.

O difratograma de raios-X de pod, Figura 52 mostrou que esta amostra apresenta um

difratograma idéntico ao da forma | [58].
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DIF-LAM 99-1% (contaminagé&o)
—— DIF Crystal16
—— DIF comercial

Intensidade / u.a.
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Figura 52 — Difratogramas de XRPD do DIF contaminado com 1% de LAM, DIF-LAM Y, = 0.99; do DIF

Crystall 6, forma lll, e do DIF comercial, forma I.

As curvas de aquecimento por DSC encontram-se na Figura 53. A amostra de DIF
contaminada com 1% de LAM, DIF-LAM Y, 0.99, nao evidencia qualquer transicao no
aquecimento, verificando-se apenas a fusio, T, = 2I1,7 °C, A, H =404 k] mol”'. Este
comportamento estd de acordo com o evidenciado pela forma | (T, =213,9 °C,

A H = 37,2 k) mol™).
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Figura 53 — Curvas de DSC do DIF comercial; do DIF contaminado com 1% de LAM, DIF-LAM Y, = 0.99, e
do DIF Crystall6 (B = 10 °C/min.).

Os espetros de infravermelho sao apresentados na Figura 54. A amostra de DIF contaminada
com 1% de LAM, DIF-LAM Y, 0.99, apresenta um espetro de infravermelho semelhante ao
do DIF comercial (forma 1), embora seja evidente alguma contaminagao de etanol nesta

amostra.
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Figura 54 — Espetros de infravermelho do DIF comercial; da DIF contaminado com 1% de LAM, DIF-LAM

Yoir = 0.99, e do DIF obtido por cristalizagao no Crystal 6.

Com os resultados obtidos podemos concluir que este estudo confirma que a presenga de
LAM induz o aparecimento da forma | do DIF por precipitagio em etanol, i.e. consegue-se
controlar a forma polimorfica precipitada de uma forma muita mais simples e verde
relativamente a descrita por Martinez-Oharriz et al. que utilizam solventes como o

tetracloreto de carbono e cloroférmio para conseguir obter a forma | por precipitagao [58].

Foram também realizados ensaios de transposicao de escala para massas 4 vezes superiores
as usadas nos ensaios anteriores. Utilizaram-se 50,44 mg de DIF e 51,57 mg de LAM em
proporgao equimolar (I:1). A mistura em etanol foi aquecida até 60 °C durante 30 min, com
agitagao (600 rpm). Depois foi deixada a arrefecer até temperatura ambiente e colocada em
repouso durante 72 h. Foi obtido sélido com rendimento de 35 %. A caracterizagao foi feita
por XRPD, DSC e FTIR-ATR, e para interpretagio dos resultados, utilizou-se o sélido

DIF-LAM Y 0.5 e o sal obtido por aquecimento a 170 °C.

O difratograma de raios-X de pd, Figura 55, mostrou que a transposicao de escala origina
diretamente o sal sem necessidade de aquecimento a temperaturas tao elevadas, dado que o
seu difratograma se apresenta idéntico ao sal obtido por aquecimento, tendo-se mostrado

ainda mais cristalino.
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—— Transposigao DIF-LAM YA = 0.5

M
|. o/
’MMM‘WW“'

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Intensidade / u.a.

Figura 55 — Difratogramas de XRPD do DIF-LAM Y, = 0.5; do sal obtido por aquecimento a 170 °C; e do

solido obtido por transposi¢ao de escala.

As curvas de aquecimento por DSC, Figura 56, e os espetros de infravermelho, Figura 57,

estao de acordo com o que é esperado.

— DIF-LAMYA=05
T Endo I 2mw — Transposicio DIF-LAM YA = 0.5

dQ/dt

25 50 75 100 125 150 175 200 225

Temperatura / °C

Figura 56 — Curvas de DSC do sal DIF-LAM Y, = 0.5 (submetido a aquecimento até 170 °C e arrefecimento

subsequente até temperatura ambiente) e do sélido obtido por transposi¢io de escala (B = 10 °C/min.).
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Figura 57 — Espetros de infravermelho da mistura sal DIF-LAM Y, = 0.5 e do sdlido obtido por transposicao

de escala.

Para construir o diagrama de fases ternario experimental analisou-se o sobrenadante em
equilibrio com os sdlidos que foram identificados na Figura 45. A quantificacao do DIF e da
LAM solubilizados, em equilibrio com o sdlido apés 72h a temperatura de 25 °C, foi

efetuada através de espetroscopia de ultravioleta (UV).

Foi preparada uma solugao-mae com concentracao de 100 mg/L para cada um dos
compostos puros, DIF e LAM em etanol. A partir de cada uma, foram feitas diluicdes para
30, 25, 20, 15, 10 e 5 mg/L em etanol. Estas diluicdes foram analisadas por UV,
conseguindo-se na segunda derivada dos espetros (com ajuste polinomial de 2* ordem a cada
5 pontos, Savitzky-Golay [100]) a resolugao dos picos aos comprimentos de onda de 252 nm

para o DIF e 277 nm para a LAM como se ilustra na Figura 58.
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Figura 58 — 2° derivada da espetroscopia de ultravioleta (com ajuste polinomial de 2° ordem a cada 5 pontos,

Savitzky-Golay) das diferentes concentragoes de DIF e LAM (5, 10, 15, 20, 25 e 30 ppm).

A determinagao das 2* derivadas dos espetros dos padroes, nos comprimentos de onda

indicados, permitiu tragar a curva de calibragao para cada composto, como se mostra na
Figura 59.

y = 0.00009x + 0.00002 e
0.002 - R? = 0.9972 —
/’///ﬂt//
e
= o
S 0.000-
&
o e LAM
-0.002 S e DIF
-0.004 -
y = -0.0003x - 0.00005

0.006 R? = 0.9988

-0.008 -
T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30

C/ppm

Figura 59 — Retas de calibragao de LAM e de DIF obtidas por espetroscopia de ultravioleta (UV).
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De seguida foram feitas misturas das solugdes diluidas. Juntaram-se as concentragoes de
10-10, 20-20, 30-30, 10-30 e 30-10 mg/L de DIF-LAM (0,5 mL de cada solugao) e foi feita a
analise por UV. Foi obtida a 2° derivada com ajuste polinomial de 2° ordem a cada 5 pontos,
e lidos os valores nos comprimentos de onda 252 nm para o DIF e 277 nm para a LAM.
Estes valores serviram entao para validar o método através da quantificagio por

espetroscopia derivativa [98].

Assim como no sistema anterior, depois disto, foram analisados por UV cada um dos
sobrenadantes presentes nos vials do sistema DIF-LAM. Retiraram-se 0,5 mL do
sobrenadante e colocaram-se num balao de 50 mL, perfazendo o resto do volume com
etanol. De seguida, foram retirados 2 mL desta solugao diluida para um balao de 10 mL,

perfazendo o resto do volume com etanol. Desta ultima mistura foi feita a analise por UV.

Usando as retas de calibragio mostradas na Figura 59, obtiveram-se os valores das
concentragoes de partida e foram calculadas as fragoes molares de cada um dos compostos,
que foram utilizadas para o desenho do diagrama de fases ternario (DIF, LAM e etanol), que

se apresenta na Figura 60 e na Figura 61.

Etanol e co-cristal
e DIF
e LAM
e eutéticos
0.50 \ 0.50
075 \ 0.25
pF "0 v N 000 LAM
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Figura 60 — Diagrama de fases ternario a 25 °C (DIF+LAM+etanol).
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Figura 61 — Diagrama de fases ternario a 25 °C (DIF+LAM+etanol) com zoom na zona de interesse.
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O diagrama experimental mostra que entre as duas linhas verdes apresentadas na Figura 61,

é possivel obter co-cristal DIF-LAM puro.

3.2.2.2 Sintese de sal por slurry em etanol

Assim como no sistema anterior, foi realizado o estudo pelo método de slurry para o sistema

DIF-LAM como outro método de obtencao do sal.

Foram usados 25,05 mg de DIF e 25,56 mg de LAM, em proporg¢ao equimolar (I:I). Foram
adicionados 200 pL de etanol, sendo o slurry deixado em agitagao durante 72 h. Foi feita a

analise por XRPD, DSC, FTIR-ATR, PLTM e TGA.

O difratograma de raios-X de pd, mostra que o solido obtido por slurry apresenta
semelhangas com o difratograma do DIF-LAM Y, 0.5, apresentando, no entanto, uma
estrutura bastante mais cristalina. Ambos os difratogramas siao distintos relativamente aos

compostos de partida, Figura 62.
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Figura 62 — Difratogramas de XRPD da LAM comercial; do slurry DIF-LAM em etanol; do DIF-LAM Y, = 0.5

obtido por precipitagao; e do DIF comercial, forma .

Atendendo a curva de DSC, Figura 48, resolveu-se submeter a amostra obtida por slurry a
aquecimento até 170 °C. Pode-se verificar a exata correspondéncia entre o difratograma

obtido para esta amostra e o que se obtém fazendo o mesmo tratamento a amostra obtida

por NG, Figura 63.
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—— DIF-LAM 50°C YA 0.5 Aq 170°C
—— DIF-LAM slurry Aq 170 °C

T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40
DIF-LAM 1:1 NG Aq 200 °C

T T T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40
—— DIF-LAM 50°C YA 0.5
—— DIF-LAM slurry

Intensidade / u.a.

201/°

Figura 63 — Difratogramas de XRPD do DIF-LAM Yy = 0.5; da mesma mistura, mas submetida ao método de
slurry em etanol; do sal DIF-LAM Y = 0.5 obtido por NG e aquecido a 200 °C; do sal DIF-LAM Y, = 0.5

aquecido a 170 °C e o sélido obtido por slurry aquecido a 170 °C.

Quanto as curvas de aquecimento por DSC, encontram-se na Figura 64. O slurry DIF-LAM
em etanol apresenta no aquecimento uma transicio endotérmica seguida de transicao
exotérmica no intervalo 100-150 °C, seguida de fusio, T, = 227,9 °C, A, H = 51,8 k] mol™.
Este comportamento, transicio endotérmica seguido de transicio exotérmica, esta de
acordo com o registado para o solido precipitado da solugao DIF-LAM Y, 0.5 e o solido

obtido por NG. Os valores de fusao também sao concordantes.
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Figura 64 — Curvas de DSC do sal DIF-LAM Y = 0.5; do sal obtido por NG e do sal obtido pelo método de

slurry em etanol (B = 10 °C/min.).

Os espetros de infravermelho sao apresentados na Figura 65. A amostra obtida por slurry

DIF-LAM apresenta um espetro distinto do que se regista apos aquecimento até 170 °C.

—— DIF-LAM slurry Aq. 170 °C
—— DIF-LAM slurry

1374

1650

Absorbancia / u.a.

3340
2350
1900

I T T T T T T LI T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1600 1400 1200 1000 800

Numero de onda / cm™”

Figura 65 — Espetros de infravermelho do sal DIF-LAM obtido por slurry e da mesma mistura, mas submetida a

aquecimento até 170 °C.
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Foi realizada um ensaio de termomicroscopia de luz polarizada (PLTM), Figura 66, para

visualizar o comportamento térmico do sal obtido por slurry.

As imagens obtidas ndo permitem observar transi¢cées entre os 100-150 °C como as

registadas nas curvas de DSC. A fusao é coincidente com os valores obtidos por DSC.

4 X

5150 *CRAIg”
- = bae N

Figura 66 — Imagens de PLTM recolhidas no aquecimento da amostra de sal DIF-LAM slurry obtida por

cristalizagdo em etanol; B = 10 °C/min, ampliagdo 200x.

Foi também realizada uma andlise termogravimétrica (TGA), Figura 67.

70



. g -2
L7 L
100 — I )
] L6 )
—— Mass/% A -
80 —— ¢-DTA®(1)K L5 [ 4
] —— DTG/(%/min) I
3 -4 --6 =
F 60 - <[° ¢
2 1 L3 =8 R
= 00
40 5 or-102
-0
] L 12
L1
20 4 | - -14
] "0 L6
0 L —T T T T 71— 1 — 1 — 1 —T1 -1 L-18

T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Temp./°C

Figura 67 — Anilise termogravimétrica do sélido obtido por slurry em etanol DIF-LAM.

A curva de TGA mostra que os eventos endotérmicos e exotérmicos observados na curva
de DSC, nao estao associados a presenca de qualquer solvato. A curva mostra ainda que o

sal se degrada durante a fusao.

Através da andlise dos resultados obtidos podemos concluir que a obtengao do sal pelo
método de slurry é altamente viavel e facilmente exequivel. Pode-se ainda verificar que o
aquecimento acima da temperatura das transicoes exotérmica e endotérmica (170 °C)

origina um sal distinto do de partida.
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3.3 Investigacao do sistema lamotrigina-etossuximida

Neste sistema € de notar que ambos os compostos sao anticonvulsivantes, no entanto, o seu
mecanismo de agao é diferente. Assim, a formagao de um sistema de terapia dual entre eles
podera ser potencialmente Util para abranger alguns tipos de tratamentos mais especificos

[69, 72-74].

3.3.] Lamotrigina-Etossuximida

Quanto a etossuximida, ndo conseguimos obter resultados a partir do equipamento
Crystall6. De facto, utilizando etanol (indice de polaridade relativa = 0,654) como solvente,
a etossuximida apresenta uma elevada solubilidade. Foram entao experimentados solventes
com indice de polaridade relativa mais baixa: 2-propanol (0,546), cloroformio (0,259),
acetato de etilo (0,228), 1,4-dioxano (0,164), tolueno (0,099) e n-heptano (0,012), todos eles
com insucesso. Os solventes até ao tolueno dissolveram a etossuximida em demasia e em
n-heptano nao se dissolve o suficiente para se poder obter resultados no Crystallé. Foi
experimentado também uma mistura de solventes, n-heptano-tolueno 2:1 e I:I, mas em
nenhum deles foi conseguido o tal ajuste de solubilidades necessario a realizagao dos ensaios

no Crystall6.

Posto isto, nao conseguimos realizar estudos de solubilidade através do equipamento
Crystall6 pelo que, em contrapartida, realizamos o estudo deste mesmo sistema pelo

método de slurry, em n-heptano e em etanol.

3.3.1.1 Sintese de co-cristal por slurry em n-heptano e em etanol

Como ja foi visto, o método de slurry é um método que pode ser usado na obtengao de

co-cristais [21, 22].

Para preparagao do slurry em n-heptano foram usados 32,52 mg de LAM e 17,96 mg de ESM,
proporcao equimolar. Foram adicionados 200 puL de n-heptano, sendo o slurry deixado em

agitacao durante 72 h.

Para preparagao do slurry em etanol foram usados 32,54 mg de LAM e 17,95 mg de ESM.

Foram adicionados 100 pL de etanol, sendo o slurry deixado em agitagao durante 72 h.
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Os solidos obtidos foram analisados por XRPD, DSC e FTIR-ATR, e para comparagao dos
resultados, utilizou-se a mistura LAM-ESM submetida a moagem sem solvente (NG) e a
mesma mistura, mas submetida a moagem assistida por liquido (LAG) em etanol,

investigados em trabalho realizado no mesmo laboratério [92].

O difratograma de raios-X de po, Figura 68, mostrou que a amostra obtida por slurry
LAM-ESM em n-heptano corresponde exatamente ao difratograma da mistura equimolar,
submetida a LAG etanol. A amostra obtida por slurry LAM-ESM em etanol tem as mesmas

reflexes, mas na zona de 20 = 10° evidencia 2 picos que ndo se encontram nas outras duas

amostras.

—— LAM-ESM slurry n-heptano

—— LAM-ESM slurry etanol

—— LAM-ESM 1:1 NG
LAM-ESM 1:1 LAG etanol

{

s o s r

Intensidade / u.a.

201/°

Figura 68 — Difratogramas de XRPD das amostras LAM-ESM obtidas pelo método slurry em n-heptano e em

etanol, e os sélidos obtidos por NG e a LAG etanol.

As curvas de aquecimento por DSC encontram-se na Figura 69 e os parametros

termodinamicos obtidos para cada um dos solidos encontram-se na Tabela 7.
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T Endo } 4 mW —— LAM-ESM slurry etanol
—— LAM-ESM 1:1 NG

LAM-ESM 1:1 LAG etanol
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Figura 69 — Curvas de DSC da mistura LAM-ESM obtida pelo método slurry em n-heptano e em etanol, e os

solidos obtidos por NG e a LAG etanol (B = 10 °C/min.).

Tabela 7 — Parametros termodindmicos obtidos a partir das curvas de DSC para o slurry LAM-ESM em
n-heptano, para o slurry LAM-ESM em etanol, para a LAM-ESM |:1 obtida por NG e para a LAM-ESM I:I obtida

por LAG em etanol.

Trus 1 °C AqsH | k) mol-!
LAM-ESM slurry n-heptano 170,3 49,7
LAM-ESM slurry etanol 172,0 51,1
LAM-ESM 1:1 NG 168, 1 53,4
LAM-ESM 1:1 LAG etanol 169,9 57,0

Os espetros de infravermelho sao apresentados na Figura 70. Os espetros das amostras
obtidas por slurry apresentam grandes semelhangas com o solido obtido por NG e por LAG

etanol.
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Figura 70 — Espetros de infravermelho das amostras LAM-ESM obtidas pelo método slurry em n-heptano e em

etanol, e os sélidos obtidos por NG e por LAG etanol.

Os sinais referentes as bandas de elongagoes dos grupos NH, da LAM encontram-se
significativamente deslocados relativamente ao composto puro, com os seus maximos a
3162, 3230, 3336 e 3421 cm™. A banda a 1705 cm’ corresponde a elongacao das ligagoes
C=0 referentes a ESM. Estes valores estio em concordancia com o descrito na literatura

[91, 93].

Portanto, é de salientar que a técnica de obtengao de co-cristal por slurry foi bem-sucedida,
tanto em n-heptano como em etanol. Naturalmente, o etanol é um solvente preferivel ao

n-heptano [101].
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4 Conclusoes e Perspetivas Futuras

O trabalho teve por objetivo o estudo de co-cristais/sais com potencial para utilizagio em
terapia dual, nomeadamente os sistemas DIF-ISO, o DIF-LAM e a LAM-ESM, e testa-los em
ensaios de cristalizagdio em solventes e de slurry. Foi também estudada a viabilidade da

transposicao de escala.

No que diz respeito ao sistema DIF-ISO, foi possivel produzir o co-cristal (I:1) obtido por
LAG noutro estudo, por cristalizagio em etanol. Estabeleceu-se o diagrama de fases
ternario, DIF + ISO + etanol, a 25 °C, identificando as condigdes para realizar transposigao
de escala por cristalizagao em solugao. O co-cristal foi também obtido em ensaios de slurry
em etanol. Foi possivel identificar uma metodologia para induzir a cristalizagao do
polimorfo | de diflunisal no mesmo solvente. Em etanol é normalmente obtida a forma llI,
mas a presenga de uma quantidade residual de ISO na solugao parece induzir a cristalizagao
da forma |. Foi também identificada a formagao de um gel para concentragoes elevadas de

DIF em solugdes etandlicas contendo também ISO, Y, 0,9.

Passando ao sistema DIF-LAM, foi possivel obter, por cristalizagaio em etanol e por slurry, um
sal (1:1) que nao foi descrito anteriormente. Este sal transforma-se no seu polimorfo,
anteriormente reportado na literatura, por aquecimento até 170 °C. Também para este
sistema se estabeleceu o diagrama de fases ternario, DIF + LAM + etanol, a 25 °C. Foi
também realizada uma experiéncia de transposicao de escala por cristalizagio em etanol,
usando massas 4 vezes superiores as utilizadas em ensaios anteriores. Foi obtido

diretamente o polimorfo do sal que s6 tinha sido conseguido por aquecimento até 170 °C.

Verificou-se também que a contaminagao de uma solugao etandlica de diflunisal com uma

quantidade reduzida de lamotrigina, induz a cristalizagdo do polimorfo | de DIF.

Embora niao se tenha conseguido obter co-cristal no sistema LAM-ESM através de
cristalizagio em solugao, o método de slurry mostrou ser viavel e facilmente exequivel,

tendo-se obtido o co-cristal (1:1) tanto em etanol como em n-heptano.
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Anexo |

Calculos detalhados para a construcao do diagrama pseudobinario experimental
do perfil da temperatura em funcdo da fracdo molar excluida do solvente,

apresentado na Figura 10.

Os valores de Xz podem ser determinados, usando as fragoes molares de X, conhecidas,

Equagao (1.1):

XB Xa
=1 .1
Xg(T) Xa() (1)

Colocando Xz em fungao de X,, Equagao (1.2):

X4
X3(T)

Xp = (1 - )xxg(T) (12)

E o X, pode ser determinado, juntando as equagoes, como mostrado na Equagao (1.3):

Xa

Y, = (1.3)

<XA+((1—%)XX§(T)>>

Simplificando:

X
= X(T)—X
(XA + ((—AE(;(T) A) xXp, (T)))
Y, = X4
! (X;(T)xX5 (7)) — (XaxX3(T))
ot X; (T)
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Xa

<(XA><XA* (M) + Xa(M)xXp(T)) — (XaXXp (T))>
Xa(T)

YA:

(YaxXaxX3 (1)) + WuXXa(T)XX5(T)) — (YaxXyXXp(T)) _ XaxXa(T)
XD X265

(YaxXyxXX5(T)) = (Y XXy xXXp(T)) — XaxXa(T) = —(VaxXa(T)XXp(T))

Colocando o X, em evidéncia, obtém-se a Equagao (1.4):

XaX(YaxXa(T)) = (VaxXp(T)) — (Xa(T)) = —(YVaxXa(T)xX5(T))

_(YAXXZ(T)Xxg(T)) ( I 4)
(Y aXX 3 (T)) = (Y axXp(T)—(X4(T)) '

XA:

O X, e o Xp sao calculados para obter uma maior gama de Ys.

Para calcular o nimero de moles (n), com finalidade de utilizar nas frages molares de X, e
Xp (ny e ng), é necessario um sistema de equages lineares, que podem ser resolvidas

usando o calculo de matrizes diretamente no Excel.

Para ny, Equagao (1.5):

ny
(g +ng+ng)

X4
XA(nA + TLB + nc) = TLA
XATLA + XAnB + XATLC - TlA = O
Xang —ny = —Xynp — Xyne

na(Xa — 1) = —Xyng — Xunc
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—Xang—Xanc
=—r=—=— 1.5
Xa-1) (15)

ny

Da mesma forma para ng, Equagao (1.6):

Npg
(g +ng +ng)

Xp

Xg(nyg +ng +n¢) =ng
XBTlA +XBnB +XBnC —TlB == O
Xgng —ng = —Xgny — Xgn¢

ng(Xp — 1) = —Xpny — Xpnc

_ —Xpng—Xpnc
M=o (1.6)

Sendo que ny e np sao as variaveis a serem resolvidas e ns € o nimero de moles de

solvente, Equagao (1.5) e (1.6).

Considerando que X, n. e Xzn, sao valores conhecidos, o sistema de equagoes é:

{XBnA + (Xp — Dng = —Xpn,
(X4 — Dny + Xynp = —Xync

Este sistema de equagoes pode ser descrito para uma equagao matricial hipotética AX=b

onde A é uma matriz mxn; X € um vetor coluna com n elementos; e b um vetor coluna com

m elementos.
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A solugdo x é dada pela multiplicagdo da matriz inversa A (A™') pela matriz b (x=A"'b).

a1 Qg o Qg X1 b,

Az1 Ay o+ Qzp Xy b
A = : . . , X = . y b = :2

Am1 Amz2 - QApnp Xn bm

Transformando o sistema de equagoes em matrizes:

_[ Xs Xp—1 _ _XBnC] _[Ma
A4=|x, -1 x, ] b_[—XAnC x‘[ng]

Assim, escrevendo “=MATRIZ.MULT(MATRIZ.INVERSE(A);(b))” no Excel, podem ser
encontrados os valores de n, e ng para cada Y, correspondente. Com o niimero de moles
do APl e do co-formador (ny e ng), foram calculadas as massas respetivas, necessarias para
preparagao das solugoes desejadas, e determinados os valores dos clear points, temperaturas
de saturagdo, no equipamento Crystall6, como descrito acima. Estes valores foram

utilizados na construgao dos diagramas de fases pseudobinarios.
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