Filipa Isabel Ferreira Galego

CONTRIBUTO PARA O DESIGN DE FORMAS FARMACEUTICAS:
POLIMORFISMO E CO-CRISTAIS DO FLAVONOIDE LUTEOLINA

Dissertagao apresentada para a obtengdo do grau de Mestre em Quimica Farmacéutica Industrial,
orientada pelos Professor Doutor Jo2o Carlos Canotilho Lage e Professora Doutora Maria Ermelinda da
Silva Eusébio e submetida a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Setembro de 2014

UNIVERSIDADE DE COIMBRA







Filipa Isabel Ferreira Galego

Contributo para o design de formas farmacéuticas:

polimorfismo e co-cristais do flavonoide Luteolina

Dissertagao apresentada para a obtengao do grau de Mestre em Quimica Farmacéutica
Industrial, orientada pelos Professor Doutor Joao Carlos Canotilho Lage e Professora
Doutora Maria Ermelinda da Silva Eusébio e submetida a Faculdade de Farmacia da

Universidade de Coimbra

Setembro 2014






Eu, Filipa Isabel Ferreira Galego, estudante do Mestrado em Quimica Farmacéutica
Industrial com o n° 2012108902, declaro assumir toda a responsabilidade pelo conteudo da
Dissertagao apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, no ambito da
unidade curricular de Dissertagao/Projecto.

Mais declaro que este é um trabalho original e que toda e qualquer afirmagao ou
expressao, por mim utilizada, estd referenciada na Bibliografia desta Dissertacao, segundo os
critérios bibliograficos legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de

Autor, a excepgao das minhas opinides pessoais.

Coimbra, 5 de Setembro de 2014

O estudante,

(Filipa Isabel Ferreira Galego)






“The most fruitful basis for the discovery of a new drug is to start with an old drug.”

James W. Black (Nobel da medicina em 1988).

“Doubt is the beginning of wisdom.”

Aristoteles






Agradecimentos

Um enorme obrigado aos Professores Ermelinda Eusébio e Joao Canotilho, meus
orientadores, que foram um grande pilar, tanto em conhecimento transmitido, como em

dedicagao, compreensao, disponibilidade e orientagao.

Um obrigado aos Doutores Ricardo Castro e Teresa Roseiro, pela partilha de

conhecimentos e pela disponibilidade sempre demonstrada.

Aos colegas do grupo de Investigacao que, de uma certa forma, foi um cruzamento
de conhecimentos e partilhas. Um especial obrigado ao Osvaldo, foi sem ddvida um

excelente companheiro.

A Doutora Manuela Ramos Silva (Raios-X), ao Doutor Rui Carvalho (RMN) e s
colegas Liliana e Ana (MW), que de alguma forma contribuiram para que o meu trabalho
fosse mais completo.

Agradeco, ainda, aos meus amigos, em especial a Filipa, Joana e Hugo, que sempre me
apoiaram incondicionalmente e principalmente por estarem presentes em todos os meus
momentos, bons ou maus.

Ao meu namorado, Diogo, pelo amor e amizade e que sempre me deu forga para
continuar.

Ao meu pai e 2 minha mae, que eles sao o meu maior suporte e estao presentes em

todos os momentos da minha vida. Obrigada por tudo.












Indice geral

INICE € FIGUIAS......evoeeeeeveeeee e seeesese e sssssss s sssssessssssssssssssssss s ssssssesssssss s ssssss s sssassssssssssnns i
INAICE @ TADEIAS......oeooeeeeeeeee e sssss sttt sss s sssanens v
RESUMIO .ttt ettt bbbttt sttt e a s b s e s esssesstans vii
ADSTIACT ...ttt ettt sttt ettt b s a s ettt ix
ACTONIMOS € ADIEVIATUIAS.....c.oveveerieeiiieeeeeeeeee et sesesesstsssssssssssssssssssssssssesesssssesssesssssssssssssssssssssns xi
L INEFOAUGAO. ...ttt ettt ettt ettt b ettt s e et st saesase et ssssasasessnssssasan I
1.1 POIIMOIFISINO ...t st et b e s ettt e beeshee e e 1
1.2 COCriSTAIS .. ceoniieiiieiiee et s e e e s reeeane 4
LB LULEOIING ..ottt h e sttt e b e sttt e e beenbeesheesane e 8
1.4 CO-fOrMAUOIES ...ttt ettt et e st e s bt e e s st e e sbee e sabeesabeesnteesabeeeneeas 12
2. Materiais € MELOOS ...ttt ettt sttt sttt sttt e e s s ssssasaans 17
PR NV 1 = 4 T TP PO P ST OPR PPN 17
P Y T3 0oTe [o 130 [N o] Y o - T Tor- o S USSP 18
2.3 MEt0d0os de @NAlISE .......c..eieiiiiiiiieee et sre e eaeee 21
3. ReSUILAdOS € DISCUSSA0.....couiiniiinireeeieieieieieieieieseeeiete sttt st s sttt st esesesesese e e e senesssesssesesssssssssnns 27
3.1 Estudo sobre a amostrade partida..............coccuviiiieiiiii i 27
3.2 Screening de novas formas sélidas por cristalizagdo em solventes..............cccceeecvveeeiciienens 33
3.3 Investigacdo da formagao de co-cristais de Luteolina ..............ccoooeiviiieii i, 45
4. CONCIUSAO .ttt sttt b bbbttt st sttt ettt e e seneaenens 63
5. Referéncias BibliografiCas......c.ccceecururerccunininccesireeciestcctsteteeises ettt seaes 65






Indice de figuras

Figura |- Esquema de dois empacotamentos cristalinos distintos de um activo farmacéutico. 2

Figura 2- Estrutura quimica do antirretroviral, FtONaVir. ... 2
Figura 3 - Representagao esquematica de um sistema cristalino multicomponente.................... 4
Figura 4 — Sintoes supramoleculares mais COMUNS €M CO-CriSLaIS. .......cocurureeuememrimricnenseninennens 5
Figura 5 — Polimorfos (F, Fll, Flll e FIV) do co-cristal de cafeina:acido mesaconico (2:1)......... 7
Figura 6 — Co-cristal de 4,4’-bipiridina e 4-hidroxibenzoico, forma | e 2......cccccoveverevcrrevcrrecnnce. 7
Figura 7 — Forma | e forma Il do co-cristal de isonicotinamida e luteolina. ...........cccccecurieunncnee. 7
Figura 8 - Estrutura quimica dos flavonoides € NUMEeragao...........ccccccveuveurevicenennemicncnnennenencnnes 9
Figura 9 - Estrutura quimica de diferentes subclasses de flavondides. ...........cccocveuiriiiiuninncnnnce 9

Figura 10 — a) Ortep da Estrutura do flavondide Luteolina, mostrando os elipsoides de
probabilidade para os diferentes atomos; b)estrutura cristanila e diferentes ligagoes
intermoleculares; c¢) e d) representagao da estrutura cristalina com indicagao de volume
VAZIO. cuuuerineueneteseaesessestaesess et s e tae st s ettt ettt ettt Rt s et s et ae s et et aene I
Figura || - Estrutura quimica de a) (S)-naproxeno e b) (S)-ibuprofeno. ........cccccovevevcurenccnnee. 13

Figura 12 — Sintoes supramoleculares possiveis entre os anti-inflamatoérios nao esteroides

estudados neste trabalho e a [uteolina. ... 13
Figura |3 - Estrutura quimica de a) isonicotinamida e b) pirazinamida. ........cccccoeuvvurivcurivcurincnnee. 14
Figura 14 — Sintoes supramoleculares possiveis entre as carboxamidas e a liuteolina. ............ 14
Figura 15 — Estrutura quimica da a) teofilina e da b) cafeina...........ccccoovvicuniiricnnicicicine. I5
Figura 16 — Sintoes supramoleculares possiveis entre as xantinas e a luteolina. ...................... 15

Figura 17 — Curva tipica de DSC de compensagao de poténcia; A: transicao vitrea, B:
transicao exotérmica; C: transicao endotérmica e D: reacgao quimica exotérmica. ............... 22
Figura 18 — Curvas de DSC de varios aquecimentos da LUT; al= primeiro aquecimento -
amostra comercial, a2= segundo aquecimento apds fusao de LUT e arrefecimento até 25°C,
a3= aquecimento apos a2 e arrefecimento até 25°C, bl= primeiro aquecimento até T=250°C
— luteolina comercial, b2= segundo aquecimento da LUT, apos bl, e arrefecimento até 25°C;
B = 10°C min™', CAPSUIA PErfUrada..........oevveeeevererreesesinesies st ssee s saesssas s ss s sene 28
Figura 19 — Imagens obtidas por Termomicroscopia com luz polarizada no aquecimento
duma amostra de luteolina comercial. B = 10°C min', ampliagio de 200X........ccc.corrrrrrrrrrneee. 29
Figura 20 - Curvas de TG-DTA registadas no aquecimento da LUT comercial;
B = 10°C Min', atmMOSTEra de N, ...oecveeeeceeeceeceeceeeeeeeee s ssss s ssessssssssssssssssssssssssnns 30
Figura 21 - Espectros de FTIR-ATR da luteolina de partida e LUT forma 2.........cccccccvuveveuunee. 31



Figura 22 — Difractogramas de raios-X de pé experimentais da amostra de luteolina de
partida, LUT e da forma 2. Difractograma de raios-X de po6 simulado para a estrutura
cristalina descrita na referéncia; *CoNtaMINANTE. ........ccecureueececemeemresresrerseeeeeessessessesseesessesseessessenns 32
Figura 23 — Espectros de FTIR-ATR da luteolina de partida, da LUT forma 2 e dos sélidos
obtidos por cristalizagio em THF, |,4-dioxano e em 2-butanol — espectro (a).......cccccoeeeveueene 36
Figura 24 — Espectros de FTIR-ATR da luteolina de partida, da LUT forma 2 e das particulas
microcristalinas obtidas em |,4-dioxano — €SPectro (b). .....cccccerevereururerecurerenccerereeeeneceeeseenene 36
Figura 25 — Espectros de FTIR-ATR da luteolina de partida, da LUT forma 2 e dos sélidos
obtidos por cristalizagdo em acetona, etanol e 2-butanol — espectro (). ......cccocoeurereveucurenencunne 37
Figura 26 - Espectros de FTIR-ATR da luteolina de partida, da LUT forma 2 e dos sélidos
obtidos por cristalizagdo em misturas de etanol/agua — espectro (d).......cccccoveeveeurerenccerenencncnne 37
Figura 27 — Espectros de FTIR-ATR da luteolina de parida, da LUT forma 2 e do sdélido
obtido por cristalizagao em metanol — espectro (e), idéntico ao de luteolina de partida....... 38
Figura 28 — Resumo dos espectros de FTIR-ATR dos varios solidos obtidos por cristalizagao
em solventes € da LUT de Partida.......c.c.oooceureeeneeurencnccininccciniscceisesecsessascesesseseesessaseesessasecnenns 38
Figura 29 — Difractogramas experimentais da LUT de partida hemi-hidrato, da LUT forma 2
e dos sdélidos obtidos por cristalizagago da LUT em metanol, THF e etanol/agua;
KCOMEAMINANTE. «..oeneeeeeecereteeeie st ses ettt es bbbt ettt nesae 39
Figura 30 - Curvas de DSC de aquecimento do sélido cristalizado em THF e da LUT de
partida; B = 10°C min™', cApsula Perfurada. ........co...cooeeveereeeeerresessesesssesssssessssessssessssesssssesssssenens 41
Figura 31 — Imagens de PLTM do aquecimento num intervalo entre 25°C e 295°C de LUT
cristalizada em THF, B =10°C min™'; ampliagio 200X........ccc..ceevvveerrremmmrreensreessseesssssesssssesssssesssens 41
Figura 32 — Curvas de DSC de aquecimento do sdlido cristalizado em |,4-dioxano (particulas
finas de pequenas dimensdes) e da LUT de partida; B = 10°C min™', capsula perfurada. ........ 42

Figura 33 - Curvas de DSC de aquecimento do solido cristalizado em acetona e da LUT de

partida; B = 10°C min™', capsula Perfurada. ..........coco.oeeeueeeeueereueeeteeseseesssees e ssees s s s sseesssnnes 42
Figura 34 — Imagens de PLTM do aquecimento de LUT cristalizada em acetona, num
intervalo entre 25°C e 334°C. B =10°C min"'; ampliagio 200X. ........ccoovvuemervrermrrveerrreerereensseenens 43

Figura 35 - Curvas de DSC de aquecimento do soélido cristalizado numa mistura etanol/agua
e da LUT de partida; B = 10°C min™', cdpsula perfurada. ..........ccooooevueeeeeereevneeeeeereeessesessesesssenons 43
Figura 36 — Imagens de PLTM do aquecimento de LUT cristalizada em etanol/agua, num
intervalo entre 25°C e 327°C. B =10°C min™; ampliagio 200X........cc..ceevveeerreeerrremerrenrrseesssensesenens 44
Figura 37 - Espectros de FTIR-ATR da LUT forma 2 e do solido obtido por aquecimento até

200°C da amostra cristalizada €m etanol/AUa. ........cccceurureeucurirecucirireccrereee sttt eseaseeaeens 44



Figura 38 - Curvas de DSC do primeiro aquecimento da LUT, do (S)-NPX e das varias
misturas obtidas em moinho de bolas; B = 10°C min”', capsula perfurada. .......ccccoeeeeueevcunecuenee 45
Figura 39 - Espectros de FTIR-ATR dos componentes puros, LUT e (S)-NPX, e das misturas
LUT: (S)-NPX (I:1), (1:2) e (2:1) obtidas no moinho de bolas. ............cccourueuerniririciciinee. 46
Figura 40 - Curvas de DSC do primeiro aquecimento da LUT, do (S)-ibuprofeno e da
mistura |:1 obtida em moinho de bolas; B = 10°C min™', cdpsula perfurada...........cccooeerruneeec. 47
Fiura 41 - Espectros de FTIR-ATR dos componentes puros, LUT e (S)-ibuprofeno, e da
mistura (l:1), obtida Nno Moinho de bolas. ... 47
Figura 42 - Curvas de DSC do primeiro aquecimento da LUT, da PZA e da mistura |:I
obtida em moinho de bolas; B = 10°C min”, capsula perfurada.........ccceeereecnencrrencnencnenennenennes 48
Figura 43 - Espectros de FTIR-ATR dos componentes puros, LUT e PZA, e da mistura (1:1),
obtida N0 MOINhO de bolas...........ciiiiiii s 49
Figura 44 - Espectros de FTIR-ATR dos componentes puros, LUT e INA, e da mistura (I:1),
obtida N0 MOINNO de DOIas. ...ttt saesens 49
Figura 45 - Curvas de DSC do primeiro aquecimento da LUT, da INA e da mistura |:|
obtida em moinho de bolas; B = 10°C min™', capsula perfurada..........cccoc.cooevvvemerrvnrrrreenrrerensrenne. 50
Figura 46 — Curvas de DSC obtidas num ciclo de aquecimento/arrefecimento da mistura
equimolar de luteolina:isonicotinamida obtida por mecanoquimica; a) aquecimento; b)
arrefecimento (apos a); c) aquecimento (apos b); curva de DSC de aquecimento do solido
obtido por irradiagdo com micro-ondas da mistura equimolar LUT:INA; curvas de DSC de
aquecimento dos COMPOSLOS A€ PArtida. ......ccceerueecueererecreerireereererieseeresteseeseseesesseeesesseseesessaseacns 51
Figura 47 - Espectros de FTIR-ATR da forma 2 da LUT, da INA apds processo de
aquecimento/arrefecimento, da mistura obtida por moagem seguida de aquecimento em
DSC, até 220°C, e de uma mistura (l:1) irradiada com micro-ondas a 220°C.......................... 51
Figura 48 — Difractograma experimental do sélido luteolina:isonicotinamida gerado por
irradiagdo de uma mistura equimolar com micro-ondas, e espectro simulado para a
LUEINAM 2.t 53
Figura 49 - Curvas de DSC do primeiro aquecimento da LUT, da TEF e das varias misturas
obtidas em moinho de bolas; B = 10°C min™', cipsula perfurada. a: amostra analisada pela
segunda Vez, 20 dias dEPOIS. .....coceururereeurereccrnirieeisiseeese ettt sttt ettt s 54
Figura 50 - Espectros de FTIR-ATR dos componentes puros, LUT e TEF, e das varias

misturas obtidas NO MOINNO AE DOIAS. .....oueeeiiiiiieiieeeeeeeet ettt teteteeaee e ssteseessesstessessessesssessesseons 55



Figura 51 — Curvas de DSC de aquecimento de misturas equimolares LUT:TEF, obtida por
mecanoquimica e submetida a irradiagio com micro-ondas; B = 10°C min”', capsula
PEITUIAAA. ..ottt ettt sttt et eae 56
Figura 52 - Espectros de FTIR-ATR de LUT, TEF ap6s aquecimento até 240°C e da mistura
X,ur = 0,5, apds aquecimento até 240°C, ou irradiagdo com micro-ondas.........c..ceceveecerecurecnne 57
Figura 53 - Curvas de DSC do primeiro aquecimento da LUT, da CAF e das varias misturas
obtidas em moinho de bolas; B = 10°C min", cipsula perfurada; a: amostra varrida em
CAPSUIA FECNAAA. ...ttt ettt sttt 58
Figura 54 - Espectros de FTIR-ATR dos componentes puros, LUT e CAF, e das varias
misturas obtidas N0 MOINhO de bolas. ... 59
Figura 55 - Difractogramas da CAF, experimental e simulado, da LUT hemi-hidrato e forma
2; FCONTAMINANTE. «...cuuevreneniaeaeeusetsetseae st easesses bbb sas st s bbbt bbbttt s sesnesae 59
Figura 56 — Curvas de DSC de aquecimento de misturas equimolares LUT:CAF, obtida por
mecanoquimica e submetida a irradiagio com micro-ondas; B = 10°C min”, capsula
PEITUPAAA. ettt ettt ettt bttt sttt s st eae 60
Figura 57 - Espectros de FTIR-ATR da LUT forma 2, da CAF e das varias misturas I:I,

submetidas @ difErentes PrOCESSOS. ...ccccururivcururericueirireeeireseeaee sttt sttt e s saeaeaenns 6l



indice de tabelas

Tabela | - Origem dos compostos utilizados neste trabalho e informagdes do fornecedor.. 18
Tabela 2 — Origem e grau de pureza dos solventes Utilizados. .........cccecrueeurercurircmrencrnencnnenennencnne 18
Tabela 3 — Padroes para calibragao em DSC. ........ciniececriesieneieesseessesesseseseeeses 22
Tabela 4 - Parametros termodinamicos obtidos a partir das curvas de DSC do |°
aquecimento de LUT COMEICIal. ...ttt ssassaene 28
Tabela 5 — Algumas propriedades dos solventes utilizados nas experiéncias de cristalizagao
da TULEOIINA. .. 34
Tabela 6 — Caracterizagao dos sélidos obtidos nos processos de cristalizagao da luteolina em
VAIOS SOIVENTES. ...ttt st sens 34
Tabela 7 — Temperaturas de onset dos eventos endotérmicos registados nas curvas de DSC
da figura 49, sistema LUT:TEF. ...ttt ss e ssa e esanes 54
Tabela 8 — Temperatura de onset do primeiro pico endotérmico registado nas curvas de

DSC na figura 53 da LUT, CAF e misturas dos dois COMPOSLOS. .....c.ceuveereurerecmcererecmcrreseencerenes 58






Resumo

A eficacia terapéutica de activos farmacéuticos, APls, para administragdo oral, a
estabilidade fisico-quimica, a processabilidade, sao, com frequéncia, condicionadas pelas
caracteristicas estruturais da forma solida. A investigagio de ocorréncia de polimorfos e,
recentemente, a pesquisa de co-cristais sao de elevada relevancia para o avango da ciéncia e
em pré-formulagao farmacéutica.

O trabalho desenvolvido nesta tese incide sobre um flavondide, a luteolina. Trata-se
um composto de origem natural, de uma familia que tem vindo a ganhar destaque pelas suas
potencais aplicagoes farmacologicas.

Foi efectuada a pesquisa de polimorfos/solvatos por cristalizagio em solugao e a
investigagdo de formagao de co-cristais com co-formadores que tém capacidade de formar
diferentes sintoes supramoleculares com a luteolina. Para a analise dos solidos obtidos
recorreu-se a espectroscopia de infravermelho, a varios métodos de analise térmica,
calorimetria diferencial de varrimento, termogravimetria e termomicroscopia, e ainda a
difraccao de raios-X de po.

O estudo preliminar dos solidos obtidos por cristalizagao em solventes permitiu
identificar quatro novas formas solidas, duas das quais se propoe serem solvatos. Foi
identificado e caracterizado um outro polimorfo de luteolina, forma 2, obtido por
aquecimento do hemi-hidrato comercial e dos solidos obtidos por cristalizagao em solugao.

Obtiveram-se novas entidades cristalinas, co-cristais (I:1) com os co-formadores
isonicotinamida, teofilina e cafeina, utilizando métodos de sintese com recurso a quantidades
diminutas de solvente ou memso na auséncia deste. Com os dois anti-inflamatérios nao-
esteroides estudados, acidos carboxilicos, e com a pirazinamida nao ocorreu formagao de

novas estruturas cristalinas, nas condicoes utilizadas.

Palavras-chave: Luteolina; polimorfismo; co-cristal farmacéutico; ibuprofeno, naproxeno,

carboxamidas, cafeina, teofilina; FTIR-ATR; DSC; TG; PLTM; XRPD.
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Abstract

The therapeutic efficacy of active pharmaceutical ingredients, APls, for oral
administration, their physicochemical stability and processability are often constrained by the
structural characteristics of the solid form. The investigation of polymorphs and, recently,
the research of co-crystals are of high relevance to science and also in the context of
applications in pharmaceutical pre-formulation.

The work presented in this thesis focuses on a flavonoid, luteolin. It is a compound of
natural origin, from a family that has been gaining prominence for its potencial
pharmacological applications.

In this work, research on polymorphs/solvates of luteolin by crystallization from
solution, and on co-crystal formation with co-formers which are able of giving rise to
different supramolecular heterosynthons, was performed. The solids obtained were analysed
by infrared spectroscopy, thermal analysis methods, differential scanning calorimetry,
thermogravimetry and thermomicroscopy, and also by X-ray powder diffraction.

The preliminary study of the solids obtained by crystallization from solvents allowed
the identification of four new solid forms, two of which are proposed to be solvates.
Another luteolin polymorph, Form 2, was identified and characterized. It is obtained by
heating the commercial hemihydrate or the solid formss obtained by crystallization from
solution.

Novel crystal entities, (l:l) co-crystals, were obtained with the co-formers,
isonicotinamide, theophylline and caffeine. In the methods used for their synthesis only small
quantities of solvent were used or no solvent at all. With both anti-inflammatory non-
steroidal drugs used, carboxylic acids, and with pyrazinamide there was no formation of new

crystalline structures, in the experimental conditions used.

Keywords: Luteolin; polymorphism; pharmaceutical co-crystal; ibuprofen, naproxen,

carboxamides, caffeine, teophyilline FTIR-ATR; DSC; TG; PLTM; XRPD.
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|. Introducao

I.1 Polimorfismo

A administragao de medicamentos por via oral por recurso a formulagoes solidas
tem conquistado as preferéncias dos clinicos de todo o mundo pelo facto de serem
convenientes, eficazes, seguras, de baixo custo, e, portanto, mais comuns. A eficacia
terapéutica, pretendida, dos activos farmacéuticos (APIs) esta directamente relacionada com
as caracteristicas estruturais da forma sélida do activo (polimorfismo), do habito cristalino
(morfologia) e do tamanho de particula [I, 2]. Significa, que o controlo da estrutura cristalina
de activos sélidos ou das suas formas polimorficas € uma das exigéncias das farmacéuticas [,
3]. Actualmente, o polimorfismo é considerado um desafio em investigagao da quimica do
estado sélido e, consequentemente, uma propriedade a estudar durante a fase de pré-
formulagao. [4, 5] Geralmente, com composigoes quimicas idénticas, os polimorfos mostram
propriedades fisico-quimicas distintas como a solubilidade, a velocidade de dissolugao, a
estabilidade fisica e quimica, cor e ponto de fusao [2, 3, 6, 7].

Referido pela primeira vez em 1821, pelo quimico alemao Eilhard Mitscherlich, o
polimorfismo é definido por McCrone [8] como a capacidade de uma molécula existir em
mais de uma forma ou estrutura cristalina, ou seja, aquela mostrar caracteristicas no espago

tridimensional de empacotamento cristalino muito distintas, figura |.
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Figura |- Esquema de dois empacotamentos cristalinos distintos de um activo farmacéutico.

Esta evidéncia obriga a um programa exaustivo e exigente de identificacao,
caracterizagao e controlo eficiente das fases sélidas de um activo farmacéutico [7] o que se
traduz em conhecimento especifico e estratégico assegurando a garantia de qualidade dos
medicamentos produzidos, e como tal, a possibilidade de proteccao de propriedade
intelectual por via de registo de patente da forma soélida utilizada na formulagao do
medicamento [9].

Conhecemos, hoje, uma realidade que ocorreu em virtude de falta de controlo da
forma sélida de ritonavir, figura 2, um activo utilizado como inibidor da protease do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) e utilizado no tratamento do Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA).

Introduzido no mercado pela empresa Abbott, em 1996 sob a marca Norvir®, a sua
formulagao continha, apenas, um polimorfo. Em 1998, mesmo utilizando o processo idéntico
de sintese, o Norvir® falhou os ensaios de dissolucio, mostrando graves problemas de
solubilidade do activo em virtude do aparecimento de um segundo polimorfo menos soluvel
e mais estavel. Assim, a Abbott foi notificada para que retirasse do mercado o medicamento,

até encontrar uma nova formulagao em que o polimorfo original nao mostrasse transicao de

fase [10, I1].
\[/Q \ O .
ol [« )
9

Figura 2- Estrutura quimica do antirretroviral, ritonavir [I I].
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O problema exemplificado forgou, de forma decisiva, a introdugao da exigéncia
regulamentar de pesquisa de polimorfismo em activos farmacéuticos. E, apesar do rigor na
investigacdo de polimorfos e dos grandes recursos disponibilizados pela industria
farmacéutica, neste dominio, nao é possivel prever todos os polimorfos estaveis de um API.
Esta dificuldade deve-se a impossibilidade de impedir por completo a conversao/transicao de
fases termodinamicamente instaveis em fases mais estaveis e menos sollveis [2, 6]. Assim, o
primeiro passo a encetar para a pesquisa de polimorfismo é o recurso a conhecida operagao
unitaria — cristalizagao. A cristalizacao a partir de solu¢oes &, normalmente, o método de
escolha preferencial para a purificagio de solidos organicos na indlstria farmacéutica [4].
Geralmente, este processo ocorre em duas fases: primeira, os nucleos cristalinos sao
gerados/formados (nucleagao) e, em seguida, observa-se a agregacao e crescimento daqueles
nucleos (crescimento cristalino) dando origem aos cristais [6, 12, 13]. Os cristais (forma
Unica ou polimorfos) podem ser obtidos recorrendo-se ao uso de diferentes solventes de
cristalizacao, ao uso de aditivos, a manipulagao da relagao de sobressaturagao da solugao ou
através de modificagoes da geometria dos cristalizadores e a factores externos como
arrefecimento brusco da temperatura da solugao, adicao de antissolvente, radiagao
infravermelha e ultra-sons [6, 12, 14, I5].

Por outro lado, a escolha de diferentes solventes e/ou misturas de solventes é uma
metodologia muito Util para a obtencao de diferentes formas cristalinas [4, 15]. No entanto,
a relagao de sobressaturagao da solugao é fundamental para esse controlo, o que nao é
sempre eficaz. Solugdes com diferentes graus de sobressaturacio podem gerar diferentes
polimorfos ou nao [6]. Uma outra estratégia € o recurso a monocristais (sementes) com o
objectivo de induzir a formagao de determinado tipo de polimorfo em solugoes saturadas.
Outros aditivos de natureza diversa podem, de igual forma, ser utilizados para induzir a
formagao de uma fase cristalina desejada [6, 12].

Hoje em dia, é possivel identificar e monitorizar a formagao das diferentes formas
polimorficas [3, 15]. No entanto, a pesquisa de polimorfismo é hoje, por via regulamentar,
de caracter obrigatéria desde o inicio do desenvolvimento de novos candidatos bioactivos
sob pena de, no final do processo de desenvolvimento farmacéutico, obter-se uma forma do
activo que mostre diferente solubilidade aquosa que influenciard, decisivamente, a
biodisponibilidade oral do medicamento, alterando, assim, a sua eficicia e seguranga

terapéutica [6, 16].



Introducdo

1.2 Co-cristais

Os co-cristais representam uma nova oportunidade para a sintese de solidos
cristalinos de activos farmacéuticos, exibindo propriedades fisico-quimicas e
biofarmacéuticas mais adequadas como sejam a solubilidade aquosa, a estabilidade fisica e
quimica, a velocidade de dissolugao, uma maior biodisponibilidade oral, baixa toxicidade e
melhor eficiéncia terapéutica, quando veiculado em medicamentos sélidos para a via oral [17,
18].

Os co-cristais sao definidos como um sistema cristalino multicomponente, vide figura
3, constituido por duas ou mais moléculas neutras, de estequiometria bem definida, no
estado solido, a temperatura e pressio normal, estabelecendo entre si interacgdes nao
covalentes (principalmente interac¢ao por ligagdo de hidrogénio, interacgoes T-TT e
interacgoes de Van der Waals) [17, 19-21]. A formagao de co-cristais farmacéuticos envolve
a incorporagao de um dado APl com uma outra molécula, farmaceuticamente aceitavel
(substancias que constam da lista GRAS, flavondides e nutracéuticos, conservantes,
excipientes, vitaminas, minerais, aminoacidos, biomoléculas e outros APIs), na estrutura de
cristal, designando-se esta ultima por co-formador [I7, 20], mantendo-se a actividade
farmacolégica intrinseca do API, embora as propriedades fisico-quimicas e biofarmacéuticas

sejam distintas das do AP, vide figura. 3 [12, 19, 21-23].

A -~

Co-cristal I = Co-formador

Sal I = Composto idnico
Solvato - = Solvente

Hidrato - = Agua

4> 49>
4 49>
4> 49>

Figura 3 - Representagdo esquematica de um sistema cristalino multicomponente.

Assim, os co-cristais sao passiveis de serem sintetizados através de abordagens de
reconhecimento molecular racional [19].

A seleccao do co-formador e a preparagao de co-cristais apropriados é feita,
frequentemente, com base em fragmentos moleculares especificos das moléculas
componente com vista ao estabelecimento, entre elas, de sintoes supramoleculares [19, 21].

A abordagem de sintdo sugere que os grupos funcionais especificos presentes no APl e no
4
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co-formador irao desempenhar um papel importante na formagao do co-cristal e para que
ocorra co-cristalizagado com éxito, os co-formadores devem mostrar grupos funcionais
complementares aos do APl em causa [|9, 20]. Alguns exemplos tipicos de sintoes
supramoleculares que podem ser utilizados, sao o produto de sintese de acido carboxilico-
acido carboxilico, o sintao amida-amida, o heterossintao acido carboxilico-piridina e o acido

carboxilico-amida (vide figura 4) [24, 25].

O=H"~0 N=H*O
_< \ \
\ \
O***H=0 O**"H=N
homossintdo acido-acido homossintio amida-amida
O ....... H O b = R O
</ \
/ \
O=H N O***H=N
heterossintio icido-N-piridina heterossintio dcido-amida

Figura 4 — Sintoes supramoleculares mais comuns em co-cristais [24, 25].

Contudo, uma desvantagem que se observa na abordagem via formagao de sintao, é
que esta nao € quantitativa na medida em que, embora a formagao do sistema
multicomponente possa ser favoravel, a propria supermolécula pode nao empacotar numa
estrutura cristalina que, como se sabe, é ordenada. Além disso, a abordagem nao considera
factores como a competicao entre os diferentes grupos funcionais presentes no APl ou o
co-formador, nem o impedimento estéreo em torno do dador ou aceitador de protao [20].

Por outro lado, com alternativa a polimorfos e co-cristais, a formagao de sais € uma
outra abordagem a sintese de candidatos no estado soélido utilizados, também, para a
modificacao das propriedades fisicas dos APIs, resolvendo a fraca solubilidade aquosa e baixa
biodisponibilidade oral [26], estimando-se que mais de metade dos medicamentos
disponiveis no mercado sao administrados sob a forma de sais. No entanto, uma limitacao
importante, no ambito desta abordagem, é que o API deve possuir um local ionizavel (basico
ou acido) apropriado [12]. Como diferenga, a associagao molecular nos co-cristais, entre o
APl e o co-formador, que ocorre na célula unitaria do cristal é regida por interacgdes de

natureza nao-idnica [12, 23]. Esta particularidade ajuda a complementar os métodos

5
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existentes, reintroduzindo moléculas que tinham perfis farmacéuticos limitados com base
nos seus grupos funcionais nao-ionizaveis. Além disso, o nimero de potenciais formadores
de co-cristal nao téxicos (ou co-formadores) que podem ser incorporados numa reac¢ao de
co-cristalizagao é abundante [I2] contrariando o pequeno numero de acidos e bases
considerados como aceitaveis no desenvolvimento de formulagoes [20].

Uma outra particularidade, em sistemas cristalinos, € a possibilidade de formagao de
solvatos e muitos activos ja no mercado encontram-se sob esta forma [27].

A principal diferenca entre solvatos e co-cristais é o estado fisico das substancias
puras: se uma das substancias se apresenta liquida a temperatura ambiente, os cristais sao
designados como solvatos; se ambas as substancias sao solidas a temperatura ambiente, os
cristais sao designados por co-cristais. Esta diferenga, porventura, insignificante, é suficiente
para afectar profundamente a estabilidade do API [21, 28]. Os co-cristais tendem a ser mais
estaveis do que solvatos ou hidratos, pois os solventes tendem a plasticizar os sistemas,
tornando-os mais dinamicos, e mostram uma pressao de vapor mais elevada, nao sendo
invulgar observar desidratacao/dessolvatacio em formas farmacéuticas soélidas. Assim, a
perda de solvente conduz, frequentemente, ao aparecimento de fases amorfas, que
quimicamente, sao menos estaveis podendo evoluir para formas cristalinas menos soluveis.
Por oposi¢ao, a maioria dos formadores de co-cristal nao sao susceptiveis de se evaporar a
partir das formas solidas, evitando-se a separagao de fases e outras alteragoes fisicas menos
desejaveis [29].

Tal como no caso dos sistemas de um unico componente (polimorfos), os co-cristais

também podem exibir polimorfismo, e assim possuir diferentes propriedades fisico-quimicas,
entre as diferentes formas cristalinas [20, 30, 31].
Como exemplos de polimorfismo em co-cristais, citam-se: co-cristais de cafeina:acido
mesaconico (2:1) formando quatro formas, Fl, Fll, Flll e FIV (solvato), figura 5 [32], o
co-cristal (2:1) 4,4’-bipiridina:4-hidroxibenzoéico que mostra dois polimorfos, figura 6 [33] e o
sistema isonicotinamida com a luteolina que apresenta, também, polimorfismo em co-cristal,
obtendo-se 2 formas cristalinas, dependendo do solvente seleccionado para a cristalizagao,
figura 7 [34]. Muitos mais exemplos sao descritos na literatura [31].

Em conclusao, os co-cristais representam um novo paradigma no dominio da
formulagao de medicamentos possibilitando a protecgao da propriedade intelectual com a
possibilidade de registo de novas patentes [12, 30, 35]. E pois, no dominio da quimica
farmacéutica Industrial, um campo de investigagdo que sempre evolui na medida do

investimento dedicado [36].
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CRE
ot B

Fl-FIll Fll -FIV

Figura 5 — Polimorfos (Fl, Fll, Flll e FIV) do co-cristal de cafeina:acido mesacénico (2:1) [32].

Figura 6 — Co-cristal de 4,4’-bipiridina e 4-hidroxibenzoico, forma | e 2 [33].

Figura 7 — Forma | e forma Il do co-cristal de isonicotinamida e luteolina [34].
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1.3 Luteolina

A investigacao realizada, hoje em dia, sobre produtos naturais mostra dimensao e
expressao universal com orgamentos dedicados de elevado montante, dado que aqueles
compostos bioactivos possuem grande interesse para a industria farmacéutica [37].

Apesar de as matrizes mostrarem complexidade, o conhecimento de novas
estruturas e a sua bioactividade sao determinantes para a definicao de novas linhas
orientadoras do Design de activos farmacéuticos [38].

Também, o interesse na pesquisa de flavonodides provenientes de fontes alimentares
resulta da crescente evidéncia dos ganhos em salde demonstrados por estudos
epidemiologicos. Como o interesse de flavonoides esta directamente associado a ingestao
humana diaria de antioxidantes, € importante avaliar as fontes de flavondides em alimentos
[39, 40]. Por outro lado, muitos flavonodides sao apresentados como possuindo actividade
antioxidante, capacidade de captura de radicais livres, Uteis na prevengao da doenga cardiaca
coronaria, e na actividade anticancerigena, enquanto outros apresentam potencial antivirico
na imunodeficiéncia humana [39]. Como tal, a pesquisa avanga em direc¢ao a uma nova era
dos flavonoides, a dos suplementos farmacéuticos — nutracéuticos [41]. No entanto, existe
ainda, a dificuldade em medir com precisio a dose didria de flavonoides, devido a
complexidade da existéncia de flavonoides a partir de varias fontes alimentares, da
diversidade de cultura alimentar, e da ocorréncia de uma grande quantidade de flavondides
provenientes da natureza [39, 40, 42].

Assim, ¢ facil encontrar a justificagdo para a escolha de um membro do grupo dos
flavonoides - Luteolina, para a investigagao desenvolvida, como co-formador/API de sistemas
multicomponente.

Em detalhe, os flavondides sao metabolitos secundarios das plantas pelo que nao
podem ser sintetizados por seres humanos. Estes nao estao presentes nos alimentos de
origem animal [43, 44]. Encontram-se distribuidos nas folhas, sementes, cascas, flores de
plantas, e, ainda, no mel e no cacau [4]]. Os flavondides estao amplamente distribuidos em
alimentos e bebidas de origem vegetal, como frutas, legumes, cha, cacau e vinho [40].

A estrutura quimica base dos flavonodides é apresentada na figura 8.
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Figura 8 - Estrutura quimica dos flavonodides e numeragao [42].

Existem varias subclasses de flavondides, por exemplo: flavonas, flavonéis, flavanonas,

antocianidinas, catequinas e isoflavonas, que variam de acordo com as substituicoes devido a
reac¢oes de oxigenagao, metilagao, prenilagao e glicosilagao, estas catalisadas por diversas
enzimas orientadas para a posicao especifica do substrato. Os flavondides, podem ainda
diferir nas diversas classes de acordo com o numero e natureza dos grupos substituintes,
ligados aos anéis. Contabilizando todas as suas modificagoes, os flavonodides incluem mais de

10000 estruturas [40-43, 45, 46].

A figura 9 exibe algumas das subclasses dos flavonoides.

Catequina

Flavonol

D

N
i}

SAA
OH
OH

Antocianidina

OH 0

Flavanona

Isoflavena

Figura 9 - Estrutura quimica de diferentes subclasses de flavonoéides [40].
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A luteolina, o flavondide alvo de estudo, pertence a subclasse das flavonas,
5,7,3’,4’-tetrahidroxilflavona, esta representada figura 0.

Esta flavona apresenta varios beneficios para as plantas, mas também a nivel da saltde
do ser humano (e restantes mamiferos). Varios estudos realgam o beneficio deste flavonéide
a varios niveis [47]: tem propriedades antioxidantes [48, 49], actua na prevengao e na terapia
tumoral, em varios tipos de cancinoma [50-53], possui efeito cardioprotector [54, 55], na
diabetes [56], no colesterol [57], como neuroprotector em varias doengas, como Alzheimer
[58-60], actividade antiviral contra HIV-I [61], propriedades anti-inflamatorias [62] e, ainda,
como potencial protector solar [63].

Em tempos remotos, a luteolina foi utilizada como pigmento natural [64, 65] na
industria de lanificios.

Este flavonoide esta amplamente distribuido no reino vegetal, sendo que se pode
encontrar-se em cebolas (Allium fistulosum), brocolos (Brassica oleracea), pimentao verde
(Capsicum annum), feijao-verde (Phaseolus vulgaris), cenoura (Daucus carota), rabanete branco
(Raphanus sativus), aipo (Apium graveolens) [66], Dracocephalum rupestre [67], Reseda luteola L.
[68], Cynodon dactylon (L.) [56], Elsholtzia rugulosa (Labiatae) [60], Leontopodium alpinum [63],
encontra-se, ainda, em azeite[69] e no propodlis/mel [44].

Apesar de a luteolina ser praticamente insoluvel em agua, o que limita, em muito, a
sua biodisponibilidade oral, é bastante solivel em solventes organicos (como etanol,
metanol, |-propanol, 2-propanol, |-butanol, acetona, hexano e DMSO), e esta propriedade
aumenta com a temperatura [70, 71].

Conforme referido, o trabalho apresentado nesta dissertagao, visa o estudo do
polimorfismo da luteolina e a sintese de sistemas multicomponente utilizando esta como co-
formador/API.

Até ao momento, nao foram citadas quaisquer referéncias a polimorfos deste
flavonoide, deixando uma maior margem de pesquisa nesta area,

Existe apenas uma estrutura cristalina resolvida, um hemi-hidrato de luteolina que se
mostra na figura 0. Nesta estrutura cristalina, sistema monoclinico, a molécula de luteolina
possui uma ligagao de hidrogénio intramolecular, estabelecida entre o grupo carbonilo, C4 e

o grupo hidroxilo O3, figura 10 a) [72].
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c) d)

Figura 10 — a) Ortep da Estrutura do flavonodide Luteolina, mostrando os elipsoides de probabilidade para os diferentes
atomos; b)estrutura cristanila e diferentes ligagdes intermoleculares; c) e d) representagao da estrutura cristalina com
indicagdo de volume vazio [72].

Varias ligacoes intermoleculares estao presentes na estrutura, figura 10 b), sendo de
registar que o grupo —O,H nio participa em qualquer uma destas interacées. E referido que
o solido sed provavelmente um hemi-hidrato, no qual as moléciulas de agua estarao
desordenadas e provavelmente na vizinhanga deste grupo (figura 10 c) e 10 d) evidenciando
a disponibilidade espacial na vizinhanga de —OH) [72].

I
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Estao descritos na literatura, co-cristais da luteolina com dois co-formadores. Com a
isonicotinamida ha formagao de dois co-cristais polimorfos 1:1, Lutlnam, forma I, e
Lutlnam2, forma 2, dependendo do método utilizado para a sua formagao, diferindo no
solvente utilizado: para obtengao da forma |, a mistura dos soélidos é solubilizada numa
mistura de alcool etilico e acetona (50:50 v/v); para a forma 2 o solvente utilizado é o alcool
isopropilico. Os co-cristais sao obtidos por evaporagao do solvente [34].

Mais recentemente, um outro co-cristal de luteolina API-API foi desenhado. Neste
caso, o outro APl é a Dapsona (DAP), utilizada para combater a tuberculose, a lepra, a
malaria, o sarcoma de Kaposi, as dermatoses e pneumonias relacionadas com a SIDA. Este
co-cristal foi obtido por cristalizagao por evaporagao lenta do solvente, a partir de

etanol/acetona I:I (v/v) [73].

1.4 Co-formadores

Um dos principais desafios no desenvolvimento de um co-cristal farmacéutico é a
seleccao adequada de um co-formador que seja compativel com o APl e que promova o
incremento das propriedades fisico-quimicas, tais como a solubilidade aquosa, a
compressibilidade, a estabilidade e a biodisponibilidade oral [21]. A escolha do co-formador
é feita, geralmente, recorrendo a triagem de co-cristais, a partir de uma biblioteca de
compostos farmaceuticamente aceitaveis e seguros, muito usados em co-cristalizagao [74,
75]. Recentemente, esta seleccido seguiu o caminho da formagao de sintoes
supramoleculares, numa certa extensao, o que facilitou a sintese de novos co-cristais.
Especificamente, a abordagem “via sintao supramolecular” conduz a engenharia de cristais
necessaria para andlise dos possiveis arranjos supramoleculares que um APl pode originar
[74]. E, assim, uma analise estatistica que utiliza a base de dados de Cambridge (CSD) para
estabelecer uma hierarquia de probabilidades de ocorréncia das interacgoes, via formagao de
sintao, entre o APl e o co-formador, observada em estruturas de co-cristais depositadas [17,
21].

Os sintoes supramoleculares envolvem, como se viu, tipicamente ligagoes de
hidrogénio entre grupos complementares, figura 4.

Para este estudo, foram seleccionados, como co-formadores, dois anti-inflamatérios
nao esterdides, o (S)-naproxeno e o (S)-ibuprofeno, figura |1, que tém em comum a

capacidade de controlar a inflamagao, a analgesia (reduzir a dor) e de combater a

12



Introducdo

hipertermia (febre). Apesar da maioria dos activos deste grupo serem acidos organicos, a sua
estrutura quimica é diversa [76, 77]. De referir que quer para o (S)-naproxeno quer para o
(S)-ibuprofeno sao mais eficazes do ponto de vista farmacolédgico que as misturas recémicas
[77].

Ambos os compostos pertencem a classe 2 do BCS [78].

Foi descrito recentemente a existéncia de quatro polimorfos do naproxeno [76].

CH, CH,
H OH 2 OH
L
H,C o o
o H,C
a) b)
Figura || - Estrutura quimica de a) (S)-naproxeno e b) (S)-ibuprofeno.

Observa-se que ambos os compostos podem estabelecer interacgoes por ligagao de

hidrogénio com a luteolina, do tipo O-H---O e O---H-O.

/ s

Figura 12 — Sintoes supramoleculares possiveis entre os anti-inflamatérios nao esterodides estudados neste trabalho e a
luteolina.

Um outro grupo escolhido para a fungao de co-formador foi o das carboxamidas,
dado que esta descrito a formagao de um co-cristal com a isonicotinamida [34], membro
conhecido e importante desta familia de compostos.

Efectuou-se, de acordo com o procedimento descrito para a sintese, uma tentativa
de replicagao do sistema luteolina:isonicotinamida (LUT:INA) e seleccionou-se, ainda, um

novo co-formador, a pirazinamida. As estruturas dos co-formadores referidos sao mostradas

na figura |3.



Introducdo

2 N
~
\ Hz N \N
— 0
N
a) b)

Figura |3 - Estrutura quimica de a) isonicotinamida e b) pirazinamida.

Para as duas carboxamidas, as interacgoes intermoleculares por ligagao de hidrogénio
com a luteolina podem ser do tipo O-H---N O-H---O, H-O---H-N e O---H-N, vide figura

14.
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Figura 14 — SintSes supramoleculares possiveis entre as carboxamidas e a liuteolina.

No que diz respeito a isonicotinamida, esta é considerada um composto seguro, e o
seu isdmero, nicotinamida, participa como componente da coenzima NAD. Esta
carboxamida, isonicotinamida, tem actividade inibidora da PARP-1 (poli (ADP-ribose)
polimerase-1), que tem um papel importante na reparagao dos danos no DNA [79] e ainda
apresenta actividade anti-inflamatéria e antenociceptiva [80]. Estao descritos cinco
polimorfos da isonicotinamida [81].

A pirazinamida é um tuberculostatico, derivado da pirazina, com efeito bactericida
sobre o Mycobacterium tuberculosis, utilizado como medicamento alternativo ou de segunda
escolha para terapia em casos de resisténcia ou intolerancia a isoniazida, rifampicina,
etambutol ou estreptomicina [82]. A caracteristica clinica mais conhecida é a sua acgao em
meio acido e intracelular em macroéfagos e, também, contra bactérias em crescimento lento.

Por isso, integra o grupo (isoniazida + rifampicina + estreptomicina + pirazinamida) de
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antibioticos utilizados actualmente para esquemas de tratamento curto durante os primeiros

dois meses. Exibe quatro polimorfos, @, 3, d e y [83]. Este composto pertence a classe 3 do

BCS e classe | do BDDCS [78].

Por ultimo, foram escolhidas, também, duas xantinas como co-formadores, a teofilina

e a cafeina (vide estruturas quimicas na figura 15).

o fH3
H,C H3C
3 \‘N MNH 3 \N N
0 PlJ [ 0 N N
|

CH, CH,
a) b)

Figura 15 — Estrutura quimica da a) teofilina e da b) cafeina.

Estes compostos permitem o estabelecimento de interacgoes por ligagao de
hidrogénio com a luteolina do tipo O-H---N, O-H---O para a cafeina, e ainda H-O---H-N e
O---H-N, para a teofilina. A figura 16 mostra os sintoes resultantes da interacg¢ao

complementar dos diferentes grupos presentes nas referidas xantinas, com a luteolina.

H
N
O——H----0
3 N\ ’ ﬂ</ o
| r
.-N
| Ar—0--- -H\
\ \
<N < |
N N
Figura 16 — Sintées supramoleculares possiveis entre as xantinas e a luteolina.

A teofilina é uma dimetilxantina, relacionada com a cafeina, que esta presente no cha.
E também um fairmaco do grupo dos antiasmaticos. Usada no tratamento da asma e doencga

pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), possui seis polimorfos descritos [84].
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A cafeina, classificada como alcaldide do grupo das xantinas é, quimicamente, a
[,3,7-trimetilxantina. Presente em certas plantas é usada em bebidas, sob a forma de infusao,
como estimulante do sistema nervoso central [85]. A cafeina possui trés polimorfos
descritos [85]. De salientar, que este composto sublima a cerca de 160°C [86] em condigdes

normais de pressao.

Ambos os compostos pertencem a classe 3 do BCS e classe | do BDDCS [78].



2. Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Os compostos utilizados nas diferentes experiéncias estao resumidos na tabela |,
onde se refere a sua proveniéncia, o peso molecular, o ponto de fusao e o grau de pureza,
mencionados pelo fornecedor.

A amostra da luteolina foi caracterizada por difracgao de raios-X de po, confirmando
tratar-se da estrutura descrita por Cox e colaboradores [72], que é referida como contendo
moléculas de agua desordenadas, correspondendo, segundo os autores, “provavelmente a
um hemi-hidrato”.

Foram ainda utilizados diversos solventes nas experiéncias de cristalizagao, realizadas
com o objectivo de pesquisar novas formas solidas e/ou monocristais. Na tabela 2 apresenta-
se uma compilagao dos solventes utilizados, com a indicagao da respectiva origem e o grau
de pureza. Utilizou-se, ainda, agua proveniente de um sistema Millipore, Milli-Q Academic,

com resisténcia especifica 2 18MQcm’™'.
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Tabela | - Origem dos compostos utilizados neste trabalho e informagoes do fornecedor.

Composto Laboratorio M /g.mol-! Ttusio /°C Pureza | %
Luteolina TCI 286,24 333-338 »98
(S5)-Naproxeno Fluka 230,27 152 -154 98
(S)-Ibuprofeno Sigma - Aldrich 206,28 49 - 53 99
Pirazinamida Fluka 123,12 189 - 191 =99
Isonicotinamida Sigma - Aldrich 122,13 156 99
Teofilina Sigma - Aldrich 180,16 271 99
Cafeina Fluka 194,19 233 -238 299

234 —236,5

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

Solvente Lab Pureza /%
Tetra-hidrofurano Panreak 99,5
|,4-Dioxano Lab-Scan 99,8
Acetona Lab-Scan 99,5
Metanol Fluka =99
Etanol Fisher Chemical 95
2-Butanol May & Barker 99

2.2 Métodos de preparacdo

Foram utilizados varios métodos para o screening de polimorfos e de co-cristais:
cristalizagao por evaporagao lenta do solvente, mecanoquimica, ensaios assistidos por micro-
ondas (MW). Foram wusadas, também, varias técnicas analiticas por forma a
identificar/caracterizar as diferentes formas solidas obtidas: calorimetria diferencial de
varrimento (DSC), termomicroscopia (PLTM), termogravimetria (TG), espectroscopia de

infravermelho — refletancia total atenuada (FTIR-ATR), difracgao de raios-X de pé (XRPD).

e Cristalizacio em solventes
O método de cristalizagigo em solvente é o método mais frequentemente
seleccionado para a purificagao, em particular para compostos farmacéuticos. Este processo
ocorre em duas fases, nucleagao seguida de crescimento cristalino.
Os polimorfos mostram uma diferente taxa de nucleacdo e de crescimento em

solugao e a sua forma metaestavel precipita em primeiro lugar, seguida de transformagao
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para a forma mais estavel, segundo a regra de fases de Ostwald. Assim, os processos mais
rapidos dao origem a polimorfos metaestaveis [6].

Varios factores podem influenciar o resultado do processo de cristalizagao do
polimorfo, como o solvente usado, a temperatura ou, ainda, se sao adicionados aditivos (ou
impurezas), bem como o pH. E, ainda, importante, no screening de polimorfos, a selecgio de
varios solventes, de forma a obter uma maior gama de diversidade de
caracteristicas/propriedades, para o sucesso de descoberta de novas formas [3].

As amostras que se submeteram a evaporagao do solvente foram colocadas em
caixas de Petri e deixadas tapadas, em repouso, a temperatura ambiente (temperatura
constante do laboratorio, de aproximadamente 24°C).

A relacao do volume de solvente e massa de luteolina era de aproximadamente de
2mL para 7mg. No caso da luteolina cristalizada dos co-solvente etanol/agua, (1:1) e (4:6), foi

utilizado maior volume de solvente, devido a sua menor solubilidade.

e Mecanoquimica

Métodos mecanoquimicos de moagem (dos componentes puros e assistida por
liquido) aparecem como uma abordagem alternativa e eficiente a outros métodos de
formacio de co-cristais, nomeadamente a evaporacio lenta do solvente. E um método muito
utilizado de pesquisa de co-cristais [87].

O método de moagem pura (sem solvente) consiste em misturar os componentes de
partida e tritura-los manualmente, utilizando-se um almofariz e pilao, ou mecanicamente,
utilizando um moinho de esferas ou um moinho vibratério. Em alternativa, pode efectuar-se
adicao de solvente a mistura quando esta € sujeita a moagem.

A mecanoquimica assistida por solvente foi, originalmente, introduzida como um
processo para aumento da taxa de formagao de co-cristal no estado soélido. Varios estudos,
mostram que adicionalmente proporciona varios beneficios, incluindo maior rendimento,
maior cristalinidade do produto e maior capacidade para controlo na formagao de
polimorfos [88].

A primeira referéncia de um co-cristal obtido por moagem diz respeito ao co-cristal
equimolar quinona:hidroquinona, obtido por Wohler em 1844.

Neste trabalho, foram preparados misturas binarias com diferentes proporgoes
molares de luteolina com cada um dos potenciais co-formadores. As misturas foram
submetidas a moagem num moinho de esferas Retsch MM400 em células de |,5ml em ago

inoxidavel, com duas esferas de 4mm de diametro, também em aco inoxidavel. As
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experiéncias realizaram-se durante 30 min, com uma frequéncia de vibragao de 15 Hz. A

massa total utilizada foi cerca de 20mg. Nao se efectuou qualquer adigao de solvente.

e Micro-ondas

A radiagido micro-ondas (MW) é um tipo de onda electromagnética, cuja sua
frequéncia varia entre 300 MHz e 300 GHz. Esta regiao situa-se no espectro
electromagnético entre a regiao de infravermelho e de ondas radio [89].

O aquecimento por micro-ondas é também designado de aquecimento dieléctrico, e
os dois mecanismos principais para a transformagao de energia electromagnética em calor
que existem sao polarizacdo de dipolo e condugao ionica [90]. O primeiro mecanismo
(polarizagao dipolar) é responsavel pela maioria do efeito de aquecimento de micro-ondas.
O campo aplicado interage com o alinhamento dos dipolos eléctricos moleculares de uma
amostra, e esta interacgao é responsavel pelo aquecimento produzido por micro-ondas [91].
No segundo mecanismo o calor gerado é devido a irradiagao micro-ondas que faz aumentar
a mobilidade molecular por excitagao das rotagoes moleculares através da interacgao da
radiagao de micro-ondas, convertendo a energia cinética em calor [89].

O aquecimento dieléctrico depende das propriedades dieléctricas do material, tais
como, a constante dieléctrica, €, perda dieléctrica, €, factor de perda, tand, e a polaridade
[92]. O factor de perda, tand, caracteriza-se por ser a capacidade que uma substancia tem
em converter energia de micro-ondas em calor, numa dada temperatura e frequéncia.
Define-se por ser a razao entre a perda dieléctrica, €', que indica a eficacia com que a
energia electromagnética é convertida em calor e a constante dieléctrica, €, que indica a
capacidade de um material ser polarizado sob a influéncia de um campo eléctrico. Assim, o
aquecimento por micro-ondas de uma substincia é tanto maior quanto maior for o valor de
tand [91].

A polaridade do solvente influencia a capacidade de interacgao das moléculas com a
energia do micro-ondas. Em geral, substancias polares absorvem melhor a radiagio de
micro-ondas, enquanto substincias menos polares ou substancias com dipolo nulo tém uma
absorgao mais fraca [89].

A técnica de micro-ondas foi utilizada de forma a substituir os métodos de
preparagao habituais, de modo a tirar-se vantagens daquele. Revela ser um método de
Quimica Verde, sem recurso a solventes bastante selectivo e rapido, em comparagao com os

métodos convencionais [93].
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Bastante usado ja em sintese organica, [89] este método foi utilizado até ao momento
na sintese de um numero limitado de co-cristais, por exemplo o do co-cristal cafeina:acido
maleico (I:1), [92]. Um outro exemplo de formagao de co-cristal pelo método de sintese
assistida por MW ¢ indometacina:nicotinamida, [94].

A sintese de co-cristais assistida por radiagio de micro-ondas foi realizada
recorrendo ao equipamento Discover S-Class da CEM. A massa total das amostras rondava
os 150mg. Para o caso do sistema da luteolina com a isonicotinamida nao foi adicionado
qualquer solvente. Para o sistema luteolina com teofilina e luteolina/cafeina foi utilizado 20uL
de etanol, para cada sistema. Os sistemas foram sujeitos a temperatura de T = 220°C, 250°C
e 200°C, respectivamente. A poténcia utilizada para cada experiéncia foi de 300W. O tempo
de permanéncia total de 12, 14 e 20 minutos foi o resultado da maior ou menor rapidez com

que se atingiu a temperaturas programadas.

2.3 Métodos de analise

e DSC

A andlise térmica é muito utilizada para a caracterizagao de solidos farmacéuticos,
fornecendo informagao qualitativa e quantitativa, permitindo acompanhar as alteragoes de
propriedades fisicas e/ou quimicas de uma determinada amostra [95].

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC) é uma técnica utilizada para a
detecgao de polimorfos e uma ferramenta para o screening rapido de co-cristais [17].

A calorimetria diferencial de varrimento de compensagao de poténcia, regista o fluxo
de energia calorifica associado a transicoes observadas nos materiais em fungao da
temperatura. A amostra em estudo e a referéncia sao submetidas a um mesmo programa de
aquecimento/arrefecimento, rigorosamente controlado, e o diferencial de temperaturas

permanece nulo (T, = T,.p). Assim, quando ¢é detectada uma diferenca nas temperaturas &

mostra
adicionada energia térmica (0H/dt) a uma das células. Sao estas diferengas de energia
calorifica que sao usadas para o calculo da variagao entalpica.

As transi¢oes, exemplificadas na figura 17, surgem como picos endotérmicos, se o
calor é absorvido pela amostra (por exemplo para a transicao de fusao) ou como picos

exotérmicos se o calor é produzido pela amostra (por exemplo para a transicio de

recristalizagao) [95].
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endo

dQ/dt

Temperatura

Figura 17 — Curva tipica de DSC de compensagido de poténcia; A: transicdo vitrea, B: transicio exotérmica; C: transicdo
endotérmica e D: reacgdo quimica exotérmica.

Neste trabalho foi utilizado o calorimetro de poténcia compensada, Perkin-Elmer
DSC7, com refrigeragao ajustada a -7,8°C (intracooler com circulagao da mistura
etilenoglicol/agua (1:1) (v/v)). O azoto, utilizado como gas de purga, circulou com um fluxo
de 20mL/min. Todas as amostras, com massa aproximada de 2mg, foram seladas em capsulas
de aluminio perfuradas e como referéncia foi utilizada uma capsula igual, mas vazia. Todos os
varrimentos efectuados ocorreram a uma velocidade de aquecimento de B = 10°C min™.
Utilizaram-se varios compostos para a calibragao, que se encontram mencionados na tabela

3.

Tabela 3 — Padrdes para calibragio em DSC.

Calibrante Trusto I°C AH /g
(CRMBEgci:Ioze 10) 68,7 120,2
(Padrio IIDneCri'iI?in-EImer) 156,6 28,5
(PadrioEls’t::lzr?-Elmer) 231,9 59,5
(Padrif Ez:;?riﬂmer) 327,5 23,1
Zinco 4196 120

(Padrao Perkin-Elmer)

e Termomicroscopia
A técnica de termomicroscopia (PLTM) é um método de grande utilidade na medida
que complementa a informacgao obtida por calorimetria diferencial de varrimento.
As informagoes obtidas, aquando do aquecimento da amostra, podem ser

importantes por fornecerem indicagoes de transigao no solido e no liquido, que de outro
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modo poderiam passar despercebidas. Estes eventos podem incluir fusao, cristalizagao,
sublimacgao, dessolvatacao e outras transicoes de fase.

Este processo utiliza a luz polarizada que ao atravessar a amostra poe em evidéncia
diversos aspectos relacionados com a estrutura. E possivel distinguir se se estd perante
meios anisotropicos (apresentam cor quando sujeitos a luz polarizada) ou isotrépicos
(liquidos, vidros e cristais cubicos, em que as propriedades sao idénticas em qualquer
direcgao) [96, 97].

No entanto, ¢ dificil determinar se as diferengas na morfologia sio causadas por
polimorfismo ou se sao, simplesmente, o resultado de alteragdes nas condi¢oes de
crescimento ou do solvente seleccionado [98].

Os solidos obtidos foram caracterizados por PLTM utilizando uma placa de
aquecimento de Linkam, modelo DSC600, com um bloco central, constituido por uma
unidade CI94, «cuja fungdo ¢é controlar a temperatura nas etapas de
aquecimento/arrefecimento, uma unidade LNP94/2 que controla a refrigeragao, uma unidade
VTO232 e um computador, que controla todo o sistema. A temperatura do forno é
controlada por sensores de Pt]00.

E ainda utilizado, para observagio optica, um microscépio Leica DMRB, uma cimara
de video Sony CCD-IRIS/RB de modelo DXC-151 AP, um monitor Sony HR Trinitron
modelo PVM-2053MD e um DVDR 520H/00. Na analise de imagem utilizou-se o software da
Linkam systems com RTVMS (sistema de medi¢cao em tempo real).

As imagens foram obtidas por utilizacgago combinada de luz polarizada e de
compensadores, o que confere a imagem de fundo uma cor Unica e nao negra, utilizando
ampliagao de 200X.

Os ensaios foram realizados a velocidade de 10°C/min.

e Termogravimetria

Neste método a variagdio de massa da amostra é quantificada em fungao da
temperatura enquanto a amostra € sujeita a um programa controlado de aquecimento, numa
atmosfera bem definida [95]. Assim, para medir esta variagdo de massa, o método de TG
utiliza o calor para activar reacgoes e mudangas fisicas nos materiais [99].

A TG prevé informagao quantitativa da variagao da massa de materiais associados a
uma transicao [95], a uma degradagao térmica (que normalmente é acompanhada por
libertagao de produtos volateis) [98]. O método de TG pode ser utilizado, por exemplo,

para medir taxas de sublimagao [96].
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As amostras foram analisadas numa balanga termogravimétrica da Perkin-Elmer STA
600m, um sistema TG/DTA, com banho a |5°C. Neste equipamento TG encontra-se
hifenado com DTA e, deste modo, para a mesma temperatura, foi possivel a visualizagao de
fenomenos de perda de massa, conjuntamente com os fenomenos observados nas curvas de
DTA.

Com massa de cerca de 10mg, numa atmosfera de N,, as amostras foram sujeitas a
uma velocidade de 10°C/min ou de 20°C/min, numa gama de temperatura entre 15°C e

800°C.

e Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho é um método de estudo muito usado na industria
farmacéutica para a caracterizagao do estado sélido [12, 100].

Neste método, as transicoes vibracionais desde o estado fundamental e,
normalmente, até o primeiro estado vibracional excitado ocorrem com a absorgao de
radiagao, pelos compostos, na regiao do infravermelho do espectro. Observar-se-a uma
banda no espectro se o momento vibracional resultar em mudanga do momento dipolar [12,
96, 98].

Deste modo, cada molécula possui um espectro de absorgao unico, funcionando
como uma “impressao digital” [12, 96].

Pela posicao e intensidade das bandas no espectro de infravermelho, esta técnica
oferece informagoes sobre a estrutura e a conformagao molecular no estado sélido [12, 98].

Com o método de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) é possivel uma aquisicao de grande qualidade de espectros, o que aumenta a relagao
sinal/ruido. Ainda, diminui o tempo de aquisi¢io do espectro, medindo todas as frequéncias
da regiao do infravermelho, simultaneamente [100].

De modo a nao ser induzida a formagao de qualquer outra forma polimorfica,
resultante da preparagao de pastilhas de KBr, [96] é utilizado o método de espectroscopia
de infravermelho de refletancia total atenuada (ATR), ndo sendo necessiria a moagem da
amostra para recolha do espectro. No entanto, € necessario uma baixa pressao sobre o
solido a analisar, que se encontra em contacto com um elemento reflector de Diamante, de
modo a obter um bom espectro [|101].

O espectro da luteolina comercial, a de partida, foi a referéncia perante as demais
amostras obtidas, quer para deteccao de polimorfismo, como de compostos

multicomponentes.
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Espectros dos solidos foram registados a temperatura ambiente num ThermoNicolet
FT-IR 380, resolugio de lcm™, entre os comprimentos de onda de 4000 a 400cm™. Foi

usado um acessorio ATR SmartOrbit, modelo ATR Diamond.

¢ Difraccao de Raios-X

A técnica de Difracg¢ao de raios-X (XRD) corresponde a uma das principais técnicas
de caracterizagao microestrutural de estruturas cristalinas [102].

Esta técnica abrange duas possibilidades de andlise de solidos moleculares,
distinguindo-se entre métodos de cristal Unico e métodos de p6. O método de cristal Unico
diferencia-se na medida que proporciona detalhes acerca da estrutura molecular cristalina,
no entanto & necessario um cristal com tamanho e caracteristicas propicias a observagao,
nem sempre capaz de se reproduzir [103].

Evidenciando a difraccao de raios-X de pé (PXRD), este método consiste na
detecgdo de uma série de picos identificados em varios angulos de espalhamento. Estes
angulos e as suas intensidades relativas estdo correlacionados com as distancias
interplanares, d, calculadas para proporcionar uma caracterizagao cristalografica completa da
amostra em po.

A técnica baseia-se na lei de Bragg, n A =2 dsinf, onde n é a ordem de
reflexao, A é o comprimento de onda dos raios-X, d é o espago interplanar num cristal e 6
é o angulo de incidéncia dos raios-X. Esta descreve a difracao de feixe de raios-X
monocromatico que colidem num plano de atomos (do material cristalino) [100, 104].

As experiéncias de difraccao de raios-X de pé foram realizadas num difractometro
INEL CPS (ACuKal = I,54056A) equipado com um detector sensivel a uma posicao de
curvatura de 120°. As amostras foram colocadas em capilares de vidro (@ = 0,3mm). De
modo a garantir uma correta intensidade relativa das reflexdes, a auséncia de orientagao
preferencial o capilar é colocado sob rotagao, sendo a recolha de dados efectuada por
periodos que podem ir até as 24h.

Na preparagao de algumas amostras, colocou-se o material no exterior do capilar

envolto em vaselina, a fim de se evitar a manipulagao da amostra.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Estudo sobre a amostra de partida

e Caracterizacao por DSC

A investigagao da luteolina iniciou-se pelo estudo termodindmico, realizando-se ciclos
de aquecimento e arrefecimento por calorimetria diferencial de varrimento, sobre o
composto de partida.

Na figura 18 apresentam-se curvas de DSC de aquecimento, exemplificativas do
comportamento da luteolina em ciclos de aquecimento / arrefecimento diferentes. As curvas
de aquecimento a2 e a3 foram obtidas apos fusao do composto e arrefecimento a 10°C/min
até 25°C.

Na Tabela 4 indicam-se os parametros termodinamicos das transicdes observadas no
primeiro aquecimento do composto de partida.

No primeiro aquecimento da luteolina (al), registam-se varios eventos, num
comportamento semelhante ao observado, mas nao discutido, anteriormente. [105] Este
primeiro aquecimento (al) exibe um pico endotérmico de maior energia com
Toee = (3384 £ 0,5)°C, o qual corresponde ao processo de fusao do composto. A
T = (59,2 £ 8,3)°C inicia-se um processo endotérmico, que se estende por uma gama

relativamente larga de temperatura e que é compativel com um processo de dessolvatagao —
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perda de agua existente no hidrato [72]. A T = (215,3 + 2,0)°C observa-se uma transi¢ao
exotérmica, sugerindo uma transi¢ao soélido-solido do composto. Apos cristalizagao do
fundido, nos aquecimentos a2 e a3 nao se observam os dois processos iniciais e é ainda de
realgar o facto da temperatura de fusao ser inferior aos valores registados no primeiro
aquecimento e da entalpia de fusao diminuir. Estes resultados sugerem degradagao do
composto e contaminagao do composto fundido imediatamente a seguir a fusao, o que se
confirma por analise termogravimétrica, (resultados sao apresentados mais a frente, nesta

tese). Assim, apenas se considerara o primeiro aquecimento (al) para os restantes estudos.
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Figura 18 — Curvas de DSC de varios aquecimentos da LUT; al= primeiro aquecimento - amostra comercial, a2= segundo
aquecimento apos fusdo de LUT e arrefecimento até 25°C, a3= aquecimento apds a2 e arrefecimento até 25°C, b=
primeiro aquecimento até T=250°C — luteolina comercial, b2= segundo aquecimento da LUT, apds bl, e arrefecimento até
25°C; B = 10°C min-!, capsula perfurada.

Tabela 4 - Parametros termodinamicos obtidos a partir das curvas de DSC do |° aquecimento de LUT comercial.

Tonsec /°C AH / (kj/mol)

I? transicao endotérmica 59,2 + 8,3 139+7,3
I? transicao exotérmica 2153 +£2,0 -390,7
2* transi¢ao endotérmica 338,4 £ 0,5 56,2 £ 0,9

Numero de ensaios n=6

A transicio exotérmica observada a T = 215°C foi tida em conta de modo a
confirmar a obtencao de uma nova forma sélida do composto. Deste modo procedeu-se a
um outro ciclo de aquecimento/arrefecimento (processo b), figura 18. A amostra comercial
foi aquecida até T = 250°C (bl), temperatura a qual o processo exotérmico esta completo.
De seguida procedeu-se ao arrefecimento até ao ponto de partida, e novamente a
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aquecimento até a fusao (curva b2, figura 18) No primeiro aquecimento (bl) repetem-se as
observagoes registadas no processo al. No arrefecimento nao se registou qualquer
ocorréncia. No segundo aquecimento (b2) apenas é observado um processo, o de fusao, nao
se verificando nem a desidratagao nem a transi¢ao solido-sélido, processos observados nos
aquecimentos al e bl a T = (59,2 + 83)°C e T = (215,3 + 2,0)°C, respectivamente. A fusao
ocorre a mesma temperatura da experiéncia al. Estes ensaios comprovam que a forma
solida obtida apos a transigao a T = 215°C, que denominaremos como forma 2, se mantém
estavel, mesmo apos arrefecimento até a temperatura ambiente, o que nos permitiu fazer a

sua caracterizagao por XRPD, FTIR-ATR como se mostra noutra sec¢ao desta tese.

e Caracterizacao por PLTM

Utilizou-se a técnica de PLTM com o objectivo de visualizar as transformagoes da
LUT com a variagao da temperatura até ao processo de fusao. As imagens obtidas no
processo de aquecimento da amostra comercial estao ilustradas na figura 19.

O composto de partida, de natureza policristalina, com particulas de dimensoes
reduzidas, permitiu ainda assim a observagao de transformagodes solido-sélido, com inicio a
cerca de T = 211°C, ocorrendo, concomitantemente sublimacio do composto. Este
fenomeno é comprovado por perda progressiva de nitidez da imagem e acumulagao de

composto sublimado no topo da célula do aparelho.

293°C 328°C 332°C 336°C
Figura 19 — Imagens obtidas por Termomicroscopia com luz polarizada no aquecimento duma amostra de luteolina
comercial. f = 10°C min-!, ampliagdo de 200X.
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e Caracterizacao por TG
A amostra de partida foi também investigada pela técnica hifenada

Termogravimetria/DTA por forma a registar possiveis perdas de massa ao longo do

processo de aquecimento.

Na figura 20 estd ilustrada a curva de TG obtida, juntamente com a curva de DTA,

esta Ultima em tudo semelhante ao resultado apresentado na figura 18, al.

110 - , - 150

100

—

90
- 100
80

Endo

70

60 - ~ 50

% Massa /%

50

dQ/dt /(Wig)

40

30

0 100

T
700 800

T T T
400 500 600

T/°C

T T
200 300

Figura 20 - Curvas de TG-DTA registadas no aquecimento da LUT comercial; 3 = 10°C min-!, atmosfera de Na.

Da andlise destes resultados verifica-se que ha registo de dois processos de perda de
massa, antes da fusao. O primeiro com inicio a cerca de T = 66°C estendendo-se até cerca
de T = 140°C, envolve perda de massa de (2,2 * 0,1)% - média de 3 ensaios, (2 efectuados a
[0°C/min e | a 20°C/min). Esta perda de massa, que se atribuiu a dessolvatagao do hidrato,
corresponde a uma estequiometria do hidrato de LUT. 0,4 H,O.

Por volta dos 215°C é registado um segundo processo de perda de massa de
(0,8 = 0,5)% -média de 3 ensaios, mais influenciado pela velocidade de aquecimento, que se
atribui a sublimagao ja registada por PLTM, concomitante com a transicao do sdlido
desidratado para uma nova forma.

A integridade da amostra de luteolina submetida a aquecimento até T =250°C —
depois de transicao exotérmica a T = 215°C, foi confirmada por espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear 'H e °C.
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Imediatamente apds a fusao ocorre abruptamente perda de massa devido a

degradagao do composto.

e Caracterizacao por FTIR-ATR e XRPD

E importante referir que nio se conhecem até agora polimorfos deste flavonoide. Os
resultados descritos nas secgoes anteriores — dessolvatacao, transicao soélido-solido,
registados em DSC (figura |18) e alteragoes observadas pela técnica de PLTM (figura 19),
indicam a formagao de novas formas sélidas deste composto.

A fim de avaliar/confirmar a existéncia de novas formas sdlidas, efectuaram-se
espectros de infravermelho e de difraccao de raios-X de po da luteolina de origem e da
forma 2, o solido resultante do aquecimento até uma temperatura de 250°C, temperatura
superior a da transicao exotérmica verificada na curva de DSC (figura 18).

Os espectros de infravermelho evidenciam claramente a existéncia de diferengas

estruturais entre o composto de partida, hemi-hidrato, e a forma 2 de luteolina (figura 21).

Luteolina
forma 2

Kl

(&)

o

«T

2

o

7]

g Luteolina
hemi-hidrato

y
T T / T T T T T T T T T
4000 3000 1500 1250 1000 750 500

Ntmero de onda /cm™

Figura 21 - Espectros de FTIR-ATR da luteolina de partida e LUT forma 2.

As diferengas sao notoérias em toda a gama espectral, nomeadamente, como se
esperaria, na regiao de elongagao dos grupos OH que originam bandas complexas com inicio
a cerca de 3500cm™. A diferenca mais substancial ocorre na regiio abaixo de 3100cm’,
atribuida por Machado et al. [106] a elongagao do grupo OH que na luteolina de partida se
encontra envolvido em ligagoes de H intramoleculares, ver figura 10. Na estrutura cristalina

do hemi-hidrato de luteolina descrita na literatura [72], o grupo -O;H esta envolvido em
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ligagdo de H intramolecular com o oxigénio do grupo C,=0,, figura 10. E também observada
na luteolina de partida uma banda bifurcada entrada em 3526cm™' que nio é visivel na forma
2. Também a elongagio do grupo carbonilo sofre um deslocamento de 1650cm™ na LUT de
partida para 166lcm™ na forma 2. Os modos normais de vibragdo dos anéis aromaticos, a
cerca de 1610, 1568, 1515 e 1448cm™ [105, 106] sio também deslocadas na luteolina
forma 2.

De salientar ainda as altera¢oes substanciais, por exemplo, na banda bifurcada que na
luteolina de partida se centra a 1260, 1245cm™ para a qual contribuem, segundo a atribuigio
feita por Machado et al. [106], os modos de deformagao angular dos grupos —O;H e -O,H
(ver figura 10). A banda centrada em |194cm™ na LUT original, que também tem
contribuicao da deformagao angular -O,H, tem também alteragoes substanciais.

Na figura 22 é feita a comparagao do difractograma experimental da amostra de
luteolina de partida, do obtido por simulagao para a estrutura resolvida na referéncia [72] e

ainda do difractograma experimental da forma 2.

*
LUT, forma 2
[4)
o
I
o
]
c
O
=
LUT
©  Simulado LUT,
' hemi-hidrato
[72]
T T T T T T T T T T T T T |
5 10 15 20 25 30 35 40

20/°
Figura 22 — Difractogramas de raios-X de p6 experimentais da amostra de luteolina de partida, LUT e da forma 2.

Difractograma de raios-X de pé simulado para a estrutura cristalina descrita na referéncia [72]; *contaminante.

Conforme referido anteriormente, o difractograma obtido experimentalmente para a
amostra de partida é idéntico ao simulado a partir dos dados depositados na CCDC [72]

podendo-se assim confirmar que se trata da mesma estrutura cristalina de LUT.
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O difractograma de p6 da forma 2 difere significativamente do da amostra de partida,
confirmando tratar-se de uma estrutura cristalina diferente da luteolina. Assinalaram-se no
difractograma da LUT forma 2 algumas das reflexdes nomeadamente a 12,9°, 14,1°, 38,5°

que nao se encontram presentes na luteolina de partida.

3.2 Screening de novas formas sélidas por cristalizacdo em

solventes

Com o intuito de gerar possiveis novas formas solidas da luteolina, foram efectuados
varios ensaios de cristalizagao por evaporagao de solvente em varios solventes, indicados na
tabela 5. Todos estes solventes pertencem as classes 2 ou 3 da classificagao de solventes
residuais da USP [107]. Deste modo, pretendia-se que a luteolina cristalizasse no seio da
solugao com novo arranjo molecular. Os resultados esperados destes ensaios poderao ser
novas formas polimérficas ou solvatos cristalinos.

Usaram-se solventes polares aproticos como THF, |,4-dioxano e acetona, e polares
proticos, alcoois, metanol, etanol e 2-butanol e agua. [108] Na tabela 5 sao também
apresentadas algumas propriedades destes solventes de modo que seja mais facil perceber o
que os distingue nas interacgoes com o composto em estudo, as quais poderao condicionar
os soélidos formados na cristalizagao. As propriedades apresentadas sao a temperatura de
ebuligao, o momento dipolar, y, a polarizabilidade electrénica, a constante dieléctrica, €, e os
parametros de Kamlet e Taft, ¥, parimetro de polaridade/polarizabilidade, e a e {3 relativos
a capacidade dos solventes actuarem como dador e aceitador em ligagao de hidrogénio,
respectivamente.

A solubilidade do composto de partida, luteolina, em alguns dos solventes é referida
por outros autores: em acetona o valor referido é 0,0269 mol/kg, em metanol de
0,0169 mol/kg, em etanol de 0,0403 mol/kg, valores a 25°C [70], 4gua de 1,93x10°mol/kg e
no caso da mistura de etanol e 4gua com x_, = 0,2 é de 2,33x10”mol/kg, valor a 20°C [71].

Apos evaporagao dos solventes, os solidos resultantes foram analisados. Numa
primeira abordagem, foi feita observagao em microscopio sob luz polarizada e analise por
espectroscopia de infravermelho, FTIR-ATR. Estes resultados encontram-se explanados na

tabela 6.
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Tabela 5 — Algumas propriedades dos solventes utilizados nas experiéncias de cristalizagdo da luteolina. [108]

Tebulicao Polarizabilidade

Solvente I°C w/D eletronica /(10-30 m3) & o B "
THF 66 1,75 7,9 758 000 055 0,55
|,4-Dioxano 101,3 0,45 8,6 22,21 0,00 037 049
Acetona 56 2,69 20,56 472 008 048 0,62
Agua 100 1,85 1,5 7836 1,17 047 1,09
Metanol 64,7 2,87 3,3 3266 098 066 0,60
Etanol 78,4 1,66 5,1 2455 086 0,75 0,54
2-Butanol 99 1,66 8,8 1656 0,69 0,80 0,40

aT =298,15K

Tabela 6 — Caracterizagio dos solidos obtidos nos processos de cristalizagdo da luteolina em varios solventes.

Solvente Imagem* Habito cristalino FTIR-ATR**

THF Aglomerado de aciculas a
Esferulites +
|,4-Dioxano aglomerados a(+b)
microcristalinos
Placas + aglomerado
Acetona . e c
microcristalino
Etanol/agua ,
3 Aciculas d
(1:1 viv)
Etanol/agua
Aciculas d
(4:6 viv)
Lamelas com contorno
Metanol L. e
em arco gotico
Particulas de pequenas
Etanol . ~P 9 c
dimensoes
Aglomerado de aciculas
2-Butanol + aglomerados c(+a)

microcristalinos

*Observagio sob luz polarizada; ampliagio: 200X; **Foram registados espectros de
infravermelho diferentes, identificados por letras de a a e.
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Os solidos obtidos nos diferentes solventes apresentam habitos cristalinos distintos.
A forma mais comum sao as aciculas ou aglomerado de aciculas; no entanto ha casos de
cristais lamelares com contorno em arco gotico (solidos obtidos em metanol) e ainda
solidos constituidos por particulas de pequenas dimensodes (l,4-dioxano, acetona, etanol e
2-butanol).

Os espectros de infravermelho dos solidos obtidos a partir dos diferentes solventes
podem agrupar-se em cinco tipos distintos. No caso dos cristais obtidos em THF, dos
cristais obtidos de |,4-dioxano e dos aglomerados de aciculas de 2-butanol, o espectro
repete-se — espectro (a), exemplificado na figura 23. As particulas microcristalinas obtidas
em |,4-dioxano tém espectro diferente do dos cristais obtidos, concomitantemente, no
mesmo solvente — espectro (b), figura 24. Os espectros referentes as particulas
microcristalinas obtidas em acetona, etanol e 2-butanol sao semelhantes entre si - (c), figura
25. Os cristais aciculares obtidos de misturas de etanol/agua (I:1) e (4:6) (v/v), sao idénticos
entre si e distintos de qualquer um dos anteriores - espectro (d), figura 26. Apenas para o
caso dos cristais obtidos em metanol o espectro € andlogo ao da LUT hemi-hidrato, (e),
figura 27.

Nenhum dos solidos gerados é a forma 2 da luteolina, como é confirmado pela
dissemelhanca dos espectros de infravermelho mostrados nas figuras 23 a 27.

Nos dois solventes polares apréticos THF e |,4-dioxano foi obtido o mesmo tipo de
forma solida, com espectro (a). O espectro (c) foi registado para solidos gerados em
solventes polares proéticos, etanol e 2-butanol e também na acetona, a qual tem um valor de
parametro de Kamlet e Taft, a baixo, mas nao nulo [I08] (did conta da capacidade do
solvente actuar como dador em ligacio de hidrogénio). No entanto, os processos de
nucleagao e crescimento cristalino sio muito complexos, com influéncia de variados factores
e nao é seguro, com base nos resultados disponiveis, procurar tirar ilagoes adicionais.

O facto de os espectros de infravermelho (a) e (c), terem sido obtidos para sélidos
cristalizados em solventes diferentes, indica que se esta na presenga ou de novos polimorfos

ou de novos solvatos, no ultimo caso, certamente hidratos.
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Figura 23 — Espectros de FTIR-ATR da luteolina de partida, da LUT forma 2 e dos sélidos obtidos por cristalizagao em THF,
|,4-dioxano e em 2-butanol — espectro (a).
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Figura 24 — Espectros de FTIR-ATR da luteolina de partida, da LUT forma 2 e das particulas microcristalinas obtidas em
|,4-dioxano — espectro (b).
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Figura 25 — Espectros de FTIR-ATR da luteolina de partida, da LUT forma 2 e dos sélidos obtidos por cristalizagdo em

acetona, etanol e 2-butanol — espectro (c).
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Figura 26 - Espectros de FTIR-ATR da luteolina de partida, da LUT forma 2 e dos sélidos obtidos por cristalizagio em

misturas de etanol/agua — espectro (d).
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Figura 27 — Espectros de FTIR-ATR da luteolina de parida, da LUT forma 2 e do sdlido obtido por cristalizagdo em metanol
— espectro (e), idéntico ao de luteolina de partida.

Na figura 28 relnem-se os diferentes espectros de infravermelho obtidos. As

diferencgas entre eles sao notorias.

Espectro a)

\/_//_\H\ Espectro b)
JW\ J Espectro c)
8
[8]
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Figura 28 — Resumo dos espectros de FTIR-ATR dos varios sélidos obtidos por cristalizagio em solventes e da LUT de
partida.
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Em todos os espectros ha alteragoes na banda que na luteolina aparece bifurcada e

centrada em 3526cm’.

Na zona de 1600cm™, para o espectro (a) ha deslocamento da banda e para a zona
entre 1500cm™” e 1460cm”. Nas bandas presentes entre [314cm™ e 1200cm™ ha
deslocamento e formas diferentes para todos os espectros (a), (b), (c) e (d). Para o caso do
espectro (a) e (d) estes apresentam a banda aos |137cm™ deslocada. O pico aos 1014cm’
suprime-se para todos os casos. Na zona entre 820cm™ e 720cm™' os espectros apresentam

diferengas em relagao ao composto de partida.

Foram registados difractogramas de raios-X de pd, quando se dispunha de quantidade
suficiente de amostra, figura 29. Para evitar alteragao da forma sdélida, aquando do
enchimento dos capilares, o sélido foi colocado no exterior do capilar com auxilio de

vaselina, procedimento também seguido no estudo da forma 2.

Luteolina

) % forma 2

'% v

% Luteolina crist.
c * em etanol/agua
& *

= Luteoli i
c NAAMMANAAA VN N uteolina crist.

em THF

NI AW A A | Uteolina crist.

em metanol
M MMNM Luteolina
hemi-hidrato

20/°

Figura 29 — Difractogramas experimentais da LUT de partida hemi-hidrato, da LUT forma 2 e dos sélidos obtidos por
cristalizagdo da LUT em metanol, THF e etanol/agua; *contaminante.

Apesar da qualidade dos difractogramas nao ser a melhor, pode-se verificar que, para
o caso do metanol, as reflexdes observadas sao coincidentes com as da LUT hemi-hidrato,
como se esperaria com base na semelhanga dos espectros de infravermelho.

No caso dos sélidos gerados em etanol/agua e THF os difractogramas diferem entre

si, do da luteolina de partida e da LUT, forma 2. Por exemplo, os picos a 260 = 10,3°, 16,0°,
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17,5° 22,3° 23,0° e 29° da LUT, hemi-hidrato, estao ausentes em ambos os casos. Os picos
a 20 = 14,2° e 38,6° da luteolina 2 nao se observam em ambos os novos sélidos.

No caso do sdélido obtido em THF existe um pico extra a 260 = 14,7° e no solido
obtido em etanol/agua a 20 = 11° e 30,9° que estao ausentes nos difractogramas das outras
duas formas.

Estes resultados confirmam a obtencao de formas sélidas novas da luteolina.

¢ Investigacdao exploratoéria por analise térmica
Foram ainda realizados estudos preliminares por andlise térmica dos diferentes
solidos obtidos por cristalizagdo por evaporagao do solvente, de forma a compreender o
seu comportamento ao nivel de transformagoes/transicoes de fase. Utilizaram-se dois
métodos de andlise térmica — DSC e PLTM.
Nas figuras 30 a 38 apresentam-se as curvas de DSC de aquecimento dos solidos

obtidos e as imagens registadas por PLTM, também no aquecimento.

Para o solido cristalizado em THF, que tem espectro FTIR-ATR, (a), por DSC
obteve-se uma curva de aquecimento com um pico endotérmico inicial com temperatura
maxima de 75°C. Aos 299°C ocorre uma transigao exotérmica. A fusao tem lugar a cerca de
340°C, figura 30. A primeira transicao endotérmica tem o perfil que se espera quando
ocorre dessolvatagao de solvatos, o que, pelas razoes referidas atras, apontaria para que se
estivesse na presenca de um hidrato. Sao necessarios estudos complementares para
confirmar esta hipotese.

Das imagens de PLTM, figura 31, é visivel a ocorréncia de uma transi¢ao solido-solido

com inicio a cerca de 295°C, com aparecimento de um cristal de dimensoes apreciaveis.

40



Resultados e Discussdo

25 4
20 +
o
k<]
=
1] .
Luteolina
15 1 cristalizada
em THF
c2
= 10+
§ ]
g 5 4 | Luteolina
v o hemi-hidrato
0 T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350
T/°C

Figura 30 - Curvas de DSC de aquecimento do sélido cristalizado em THF e da LUT de partida; 8 = 10°C min-!, capsula
perfurada.

295°C

Figura 31 — Imagens de PLTM do aquecimento num intervalo entre 25°C e 295°C de LUT cristalizada em THF,
B =10°C min-!; ampliagao 200x.
As particulas microcristalinas obtidas em |,4-dioxano, com espectro FTIR-ATR (b),
dao origem a uma curva de DSC, figura 32, com um pico endotérmico inicial com
temperatura maxima de [78°C. A fusio ocorre a uma temperatura de 330,5°C. O

comportamento € diferente do registado para as outras amostras.
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Figura 32 — Curvas de DSC de aquecimento do sélido cristalizado em |,4-dioxano (particulas finas de pequenas dimensées)
e da LUT de partida; B = 10°C min-!, capsula perfurada.

Para o sdlido cristalizado em acetona, espectro de FTIR-ATR (c), sao observados
eventos térmicos complexos, entre 100 e 220°C e fusao por volta de 336°C, figura 33 (a).
Das imagens recolhidas por PLTM, figura 34, vé-se um processo de transi¢ao de fase

com inicio a cerca de 130°C.
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Figura 33 - Curvas de DSC de aquecimento do sélido cristalizado em acetona e da LUT de partida; § = 10°C min-!, capsula
perfurada.
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168°C 320°C 331°C 334°C

Figura 34 — Imagens de PLTM do aquecimento de LUT cristalizada em acetona, num intervalo entre 25°C e 334°C.
B =10°C min-!; ampliagao 200x.

Os resultados obtidos para o solido obtido nas cristalizagoes em misturas etanol/agua
(I:1 e 4:6 v/v), com espectro de FTIR-ATR (d), indicam a presenga de um solvato. Na curva
de DSC, figura 35, (a), observa-se um processo endotérmico de elevada energia com

T

onset

= 92°C, seguido de um evento exotérmico por volta dos 150°C e de fusao a cerca de
335°C. A primeira transicao nao € muito evidente nas imagens de termomicroscopia, figura
36, apesar de algumas modificagoes serem notorias a partir de 69°C. A partir de 147°C é
nitida uma transicdo solido-sélido. O processo de fusio nao é observado devido a

sublimagao do composto.
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Figura 35 - Curvas de DSC de aquecimento do sdlido cristalizado numa mistura etanol/agua e da LUT de partida;
B = 10°C min-!, capsula perfurada.
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147°C

174°C 185°C 255°C 312° 327°C

Figura 36 — Imagens de PLTM do aquecimento de LUT cristalizada em etanol/agua, num intervalo entre 25°C e 327°C.
B =10°C min-!; ampliagao 200x.

Assim, para todos os casos estudados verifica-se a ocorréncia de uma transigao
solido-sdlido antes da fusdo. Para os cristais obtidos por cristalizagao em THF, acetona e
etanol/agua foi realizado o estudo por FTIR-ATR do composto obtido apds a transicao
solido-sdlido verificada, quer por DSC quer por PLTM. No caso do THF a amostra obteve-
se a partir da experiéncia de aquecimento em PLTM, com crescimento visivel de uma nova
forma (figura 31); nos outros casos, a amostra foi gerada por aquecimento em DSC até
temperatura superior a da transigao, figura 33 (b) e 35 (b), seguida de arrefecimento até a
temperatura ambiente.

Nos trés casos, para os cristais obtidos por aquecimento obteve-se o espectro de
FTIR-ATR igual ao da forma 2 da luteolina, figura 37. Assim, mesmo que diferente a forma

inicial, ap6s o aquecimento o composto transita para a forma 2 da luteolina.
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Figura 37 - Espectros de FTIR-ATR da LUT forma 2 e do sélido obtido por aquecimento até 200°C da amostra cristalizada
em etanol/agua.
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3.3 Investigacdo da formacdo de co-cristais de Luteolina

Co-formadores: anti-inflamatérios nido esterdides

Na investigagao de formagao de co-cristais de luteolina foram inicialmente usados
como potenciais co-formadores dois anti-inflamatoérios nao esteroides, o (S)-naproxeno e o
(S)-ibuprofeno. Com ambos os compostos € possivel a formagao, com a luteolina, do mesmo

tipo de sintoes supramoleculares, figura 12.

Na figura 38 estao representadas as curvas de DSC referentes aos aquecimentos da
luteolina e do (S)-naproxeno e das misturas com proporgao molar LUT:NPX [:1, 2:1 e |:2.

Da interpretagao das curvas para as varias misturas pode-se concluir que se trata de
uma mistura fisica dos compostos, com reduzida miscibilidade na fase liquida. Os varios
fenomenos endotérmicos ocorridos coincidem, ou sao muito proximos das temperaturas de
fusdo dos compostos puros, T, (S)-naproxeno = [55°C. Assim, nao ha formacio de co-

cristal nem de eutético por parte destes dois compostos.
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Figura 38 - Curvas de DSC do primeiro aquecimento da LUT, do (5)-NPX e das varias misturas obtidas em moinho de
bolas; 3 = 10°C min-!, capsula perfurada.
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Na figura que se exibe a seguir, figura 39, estao representados os espectros de
infravermelho para os compostos puros, LUT e (5)-NPX, e para as misturas de diferentes
composicoes deste sistema.

A comparacao dos espectros dos compostos puros, LUT e (5)-NPX, com os das
diferentes misturas permite concluir que nao ha qualquer deslocamento nas bandas
observadas: os espectros das misturas sao simples soma das contribuicoes dos compostos

puros, confirmando assim os resultados preliminares obtidos pelo método DSC.
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Figura 39 - Espectros de FTIR-ATR dos componentes puros, LUT e (S)-NPX, e das misturas LUT: (S)-NPX (1:1), (1:2) e
(2:1) obtidas no moinho de bolas.

Os resultados obtidos usando o outro anti-inflamatoério nao esteroide, (S)-ibuprofeno
como potencial co-formador, sao muito préoximos do que se observou com (S)-naproxeno.
Na figura 40 estao apresentadas as curvas de DSC para o aquecimento da luteolina, de
(S)-ibuprofeno e de uma mistura equimolar de ambos.

Pela andlise das trés curvas, é evidente que nao existe formagao de co-cristal entre
os dois compostos: ocorrem fendmenos endotérmicos em duas temperaturas diferentes e

idénticas as da fusdo dos compostos puros (T, ipuprofen0 = 49°C).
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Figura 40 - Curvas de DSC do primeiro aquecimento da LUT, do (S)-ibuprofeno e da mistura I:| obtida em moinho de
bolas; 3 = 10°C min-!, capsula perfurada.

Os espectros de infravermelho apresentados na figura 41 confirmam esta conclusao.
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Fiura 41 - Espectros de FTIR-ATR dos componentes puros, LUT e (S)-ibuprofeno, e da mistura (1:1), obtida no moinho de
bolas.

Assim, verificou-se que nao houve formacao de qualquer co-cristal entre a luteolina e

os anti-inflamatorios nao esteroides estudados.
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Co-formadores: carboxamidas

Como referido anteriormente, estao descritos na literatura co-cristais da luteolina
com uma carboxamida, a isonicotinamida, INA, obtidos por cristalizagao por evaporagao do
solvente [34].

Neste trabalho foram feitas tentativas de obtengao dos co-cristais para o sistema
LUT:INA, mas por outros métodos: por moagem em moinho de bolas e no estado sélido,
com assisténcia por micro-ondas (a uma temperatura de 220°C). Procurava-se em ambos os
processos evitar recurso a solventes, contrariamente ao descrito.

Estudou-se, também uma outra carboxamida, a pirazinamida, na expectativa de se
repetir os resultados positivos.

Da comparagao das curvas de DSC de luteolina, de pirazinamida e duma mistura
equimolar de ambos, figura 42, é notério que nao ha formacgao de co-cristal. Os fenomenos
endotérmicos ocorridos para a mistura acontecem nas temperaturas de fusio dos

compostos puros (T, de PZA é de 188°C).
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Figura 42 - Curvas de DSC do primeiro aquecimento da LUT, da PZA e da mistura |:| obtida em moinho de bolas;
B = 10°C min-!, cipsula perfurada.

Como se esperaria o espectro de infravermelho da mistura, figura 43, é soma das

contribuicoes dos compostos puros.
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Figura 43 - Espectros de FTIR-ATR dos componentes puros, LUT e PZA, e da mistura (l:1), obtida no moinho de bolas.

No estudo do sistema luteolina:isonicotinamida, foi feita a preparagao de uma mistura

equimolar por mecanoquimica, sem adicao de solvente, cujo espectro de infravermelho s

apresenta na figura 44.

Isonicotinamida

.©

o

& :

g 1:1

o

%)

o

<
Luteolina
hemi-hidrato

Vya
T T 7/ 1 T T T T T T T T T T
3000 1750 1500 1250 1000 750 500

Numero de onda /cm™

e

Figura 44 - Espectros de FTIR-ATR dos componentes puros, LUT e INA, e da mistura (l:1), obtida no moinho de bolas.
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Pela analise das bandas de infravermelho conclui-se que o co-cristal nao se forma a
temperatura ambiente apenas com moagem no moinho de bolas. No entanto na curva de
aquecimento obtida por DSC para a mistura |:| preparada por moagem no moinho de bolas,
figura 45, é observada fusao a temperatura diferente da temperatura de fusao dos
compostos de partida, superior a da isonicotinamida e inferior a da luteolina. Do valor

obtido, Tf

usGo

= 260°C, pode propor-se que o co-cristal formado nestas experiéncias é o co-
cristal Il ja descrito, Lutlnam 2 [34]. Na andlise por Termogravimetria apresentada na
literatura verifica-se que ocorre degradagao, concomitantemente, com a fusao o que

também ¢é evidenciado na curva de DSC apresentada.
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Figura 45 - Curvas de DSC do primeiro aquecimento da LUT, da INA e da mistura |:| obtida em moinho de bolas;
B = 10°C min-!, cipsula perfurada.

Assim, de modo a clarificar a ideia da formagao do co-cristal por aquecimento, que é
corroborada pela observaciao de eventos térmicos a cerca de 100°C assinalados na figura 45,
procedeu-se ao aquecimento, em DSC, da mistura obtida por moagem no moinho de bolas
até a temperatura de 220°C, curva a, figura 46. A amostra foi em seguida arrefecida até
25°C, curva b, e de novo aquecida até 355°C, curva c, figura 46. A expansao das curvas que
se mostra na figura 46, confirma, na curva a, a ocorréncia de um evento exotérmico que se

estende entre ~50°C e ~|50°C, e que nao tem correspondéncia, nas curvas b e c.
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Figura 46 — Curvas de DSC obtidas num ciclo de aquecimento/arrefecimento da mistura equimolar de
luteolina:isonicotinamida obtida por mecanoquimica; a) aquecimento; b) arrefecimento (apés a); c) aquecimento (ap6s b);
curva de DSC de aquecimento do sélido obtido por irradiagio com micro-ondas da mistura equimolar LUT:INA; curvas de
DSC de aquecimento dos compostos de partida.

O espectro de infravermelho de wuma amostra preparada num ciclo
aquecimento/arrefecimento idéntico ao que originam as curvas a e b na figura 46, é

mostrado na figura 47. Como se antecipou, o espectro indica a formagao de uma nova

estrutura cristalina, diferente dos compostos de partida.
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Figura 47 - Espectros de FTIR-ATR da forma 2 da LUT, da INA apés processo de aquecimento/arrefecimento, da mistura
obtida por moagem seguida de aquecimento em DSC, até 220°C, e de uma mistura (l:1) irradiada com micro-ondas a
220°C.
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Como se referiu anteriormente, procedeu-se ainda ao estudo da formagao do co-
cristal com assisténcia por micro-ondas, sem qualquer solvente, nas condigoes descritas na
parte experimental. A curva de DSC para o sélido obtido é apresentada na figura 46 e o
respectivo espectro de infravermelho na figura 47.

Na curva de DSC desta amostra nao é registado qualquer evento antes da fusao, que
ocorre em temperatura idéntica as observadas para a mistura nas figuras 45 e 46, c. O
espectro de infravermelho, figura 47, é também idéntico ao da mistura obtida por
aquecimento em DSC.

Tudo indica que se pode concluir que ha formagao de co-cristal apos aquecimento da
mistura |:1.

No espectro pode-se observar que existem bandas deslocadas relativamente aos
COMpOstos puros sujeitos ao mesmo processo de aquecimento (a isonicotinamida apresenta-
se noutra forma solida apos o processo de aquecimento/arrefecimento) e outras que surgem
novas. Pode-se observar alteragao nas bandas iniciais que se encontram deslocadas, em
relagio as bandas da luteolina a 1586 e 1506cm™ desaparecem e a banda a 1662 desloca-se
para 1655cm™'; quanto as bandas da isonicotinamida centradas a 817, 707, 670, 650 e 530cm’
também se omitem; as bandas que surgem a 1359 e 1283cm™' sio novas em relagio aos
compostos de partida.

De modo a afirmar com clareza se o co-cristal formado nestas experiéncias, sera a
forma 2 [34], ja descrito, procedeu-se a caracterizagao por difraccao de raios-X de po e
posterior comparagao com os difractogramas ja conhecidos, figura 48.

Do difractograma obtido, confirmou-se que se estava perante uma estrutura
cristalina que nao seria a soma dos componentes puros. O difractograma tem fortes
semelhangas com o descrito na literatura para o Lutlnam 2, mas algumas reflexoes, na regiao
22,5 < 20 =30 encontram-se deslocadas. Este facto podera resultar das experiencias terem
sido feitas a temperaturas diferentes, e, mesmo tratando-se da mesma forma cristalina,
poderao ocorrer fenédmenos de expansao na rede cristalina que nao seriam idénticos em
todas as direc¢oes espaciais. Alternativamente serao duas estruturas cristalinas diferentes,

apesar de muito proximas.
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Figura 48 — Difractograma experimental do sélido luteolina:isonicotinamida gerado por irradiagdo de uma mistura
equimolar com micro-ondas, e espectro simulado para a Lutlnam 2 [34].

Co-formadores: xantinas

Para finalizar a investigacao de co-cristais da luteolina, foram testadas duas xantinas,
cafeina e teofilina, com grupos funcionais diferentes dos outros potenciais co-formadores

propostos acima e ainda com diferentes campos de acc¢ao farmacolégica.

e Luteolina:Teofilina
Na figura 49 sao apresentadas as curvas de DSC ilustrativas do comportamento
térmico de misturas de LUT:TEF de varias proporgoes molares, preparadas por
mecanoquimica, bem como dos compostos puros. Na tabela 7 apresentam-se os respectivos

parametros termodinamicos.
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Figura 49 - Curvas de DSC do primeiro aquecimento da LUT, da TEF e das varias misturas obtidas em moinho de bolas;
B = 10°C min-!, capsula perfurada. a: amostra analisada pela segunda vez, 20 dias depois.

Tabela 7 — Temperaturas de onset dos eventos endotérmicos registados nas curvas de DSC da figura 49, sistema LUT:TEF.

Composicao Tomsec "
(1° pico)
Luteolina 338,5+0,5i)
Teofilina 269,210, lii)
xwr = 0,177 257,6
xwt = 0,201 257,2; 259,4
xt = 0,501 271,9£0,2iii)
xwrt = 0,501 a 272,1; 273,1
xwt = 0,603 271,2
xwut = 0,745 269,9

i) Numero de ensaios n = 6; ii) n = 4; iii) n = 4

O comportamento térmico do conjunto de misturas luteolina:teofilina analisados
indica a formagao de um co-cristal: na mistura LUT;TEF x,; = 0,501 observa-se na curva de
DSC somente um pico endotérmico, a uma temperatura diferente da temperatura de fusao
dos co-formadores, T = (271,9+0,2)°C, mais elevada que a de teofilina pura.

Da interpretacao das curvas de DSC e dos parametros termodinimicos, pode-se
concluir que para as misturas com excesso de teofilina, relativamente a composicao I:1, o

inicio de fusao ocorre a temperatura, T ~ 258°C, inferior a dos compostos puros, o que
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indica formagao de um eutético, apresentando ainda um excesso apos a fusao que aparenta
ser o co-cristal.

Para as misturas com maior quantidade de LUT, o inicio da fusao tem lugar a T ~
270°C, entre as temperaturas de fusao dos compostos puros.

No caso da mistura x,,; = 0,501 a), analisada 20 dias apdés a sua preparagao por
moagem no moinho de bolas, observa-se um pico dividido, o que podera indicar a formagao
de um polimorfo do co-cristal. Também para a mistura x,,; = 0,201, o pico de DSC,
referente ao inicio de fusao, é também dividido, compartilhando a ideia de polimorfismo para
o co-cristal.

Para todas as composigoes, existe ocorréncia, ainda, de outros eventos por volta dos
200°C.

Na figura 50 apresentam-se os espectros de FTIR-ATR, dos compostos puros e das

varias misturas para este sistema da luteolina e da teofilina.
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Figura 50 - Espectros de FTIR-ATR dos componentes puros, LUT e TEF, e das varias misturas obtidas no moinho de bolas.

Analisando a figura, pode-se verificar que os espectros das varias misturas sao a soma
das contribuicoes dos compostos puros, nao havendo alteragcoes das varias bandas
caracteristicas dos compostos de partida. O excesso de TEF ou LUT é evidenciado pela
maior intensidade das bandas pertencentes a cada um dos compostos puros, nas misturas
X = 0,177 e x, ;7 = 0,745.

Para o caso da mistura x,,; = 0,501 seria de esperar que se obtivesse um espectro
com bandas diferentes das dos compostos puros, uma vez ser este referente a composi¢ao
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do co-cristal. Como no caso da LUT:INA, a mecanoquimica sem assisténcia de solvente nao
¢é efectiva na formacao de co-cristal.

Assim, de modo a clarificar a ideia da formagao do co-cristal por aquecimento,
procedeu-se ao aquecimento da mistura obtida por moagem no moinho de bolas até
T = 240°C, (temperatura sugerida pelo estudo por DSC). O método de MW foi utilizado
como método complementar para demonstragao da formagao do co-cristal por
aquecimento. Neste caso foram utilizados 20uL de etanol, atingindo-se a temperatura de
250°C.

Na figura 51 é apresentada a curva de DSC dos compostos de partida e do sélido
obtido pelo método de MW. Na figura 52 sao apresentados os espectros de FTIR-ATR,

dessas amostras e da mistura aquecida em DSC até 240°C.
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Figura 51 — Curvas de DSC de aquecimento de misturas equimolares LUT:TEF, obtida por mecanoquimica e submetida a
irradiagdo com micro-ondas; B = 10°C min-!, capsula perfurada.

Da analise das curvas de DSC, pode-se verificar na curva de aquecimento do sélido
obtido pelo método de MW nao se regista qualquer fendmeno anterior a fusao, como se

esperaria de um co-cristal ja formado no inicio da andlise térmica.
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Figura 52 - Espectros de FTIR-ATR de LUT, TEF apds aquecimento até 240°C e da mistura xwr = 0,5, apés aquecimento até
240°C, ou irradiagdo com micro-ondas.

Quando analisados por infravermelho, os resultados foram de encontro ao esperado:
alteragoes sao visiveis a nivel de algumas bandas: na regido de elongagao OH e NH; nas
bandas a 1550, 1508, 1420, 1054, 986, e 591cm™' que se encontram deslocadas relativamente
aos compostos de partida e surgem novas bandas a 1646, 1366, 1132, 873, 725 e 62Icm’’, o
que sugere que haja formagao de uma nova rede cristalina. Estes dados corroboram os
acontecimentos do DSC (figura 49) em que ocorrem transi¢oes (bandas exotérmicas) que

indicam a formacgao do co-cristal apenas no aquecimento.

e Luteolina:Cafeina
A fim de investigar a formagao de co-cristal com a outra xantina alvo neste estudo, a
cafeina, seguiu-se uma metodologia semelhante a utilizada para o sistema LUT:TEF.
Prepararam-se varias misturas de LUT e CAF de diferentes composi¢oes, por
mecanoquimica. As curvas de DSC obtidas no processo de aquecimento dessas misturas e
dos compostos puros estao ilustradas na figura 53 e na tabela 8 apresenta-se a temperatura

de onset do pico de inicio de fusao.
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Figura 53 - Curvas de DSC do primeiro aquecimento da LUT, da CAF e das varias misturas obtidas em moinho de bolas;
B = 10°C min-!, capsula perfurada; a: amostra varrida em capsula fechada.

Tabela 8 — Temperatura de onset do primeiro pico endotérmico registado nas curvas de DSC na figura 53 da LUT, CAF e
misturas dos dois compostos.

Composicao Tonset /°C (1° pico)
Luteolina 338,5+0,5i)
Cafeina 234,5+0,6ii)

xwr = 0,106 221,8

xwt = 0,201 221,5

xwr = 0,339 221,6

xwrt = 0,500 a 270,3+0,8iii)

xwut = 0,499 269,9+0,8iv)

xwt = 0,686 266,8

xwr = 0,778 268,2

i) Numero de ensaios, n = 6; ii) n = 3; iii) n = 3; iv) n = 5.

Das curvas apresentadas o que merece maior realce é a clara distingao do
comportamento das misturas de composigao superior e inferior a x,,r = 0,5.

As curvas obtidas para a composicao de x,,r = 0,5, quer em capsula aberta quer em
capsula fechada, apresentam um unico pico endotérmico, relativo a fusao, a T = 270,0°C,
diferente das temperaturas de fusao dos compostos de partida e consideravelmente superior
a temperatura de fusao da cafeina. Tudo indica a formagao de um co-cristal |:| entre a

luteolina e a cafeina.
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No entanto, também aqui, a comparagao dos espectros de FTIR-ATR, figura 54, dos
compostos puros, LUT e CAF, e das diferentes misturas permite concluir que nao ha
qualquer deslocamento nas bandas observadas: os espectros das misturas sao simples soma
das contribuigoes dos compostos puros, quer para x, ;= 0,5 quer para as outras misturas.

Os difractogramas apresentados na figura 55 confirmam os resultados obtidos por
FTIR-ATR: a mistura equimolar de LUT:CAF preparada por mecanoquimica é uma mistura

fisica de luteolina e de cafeina de partida. Esta Ultima é identificada com a forma f.

—— A Cafeina

e Y X ,;=0.201
©
Q
j= V/‘*"""\ X,,;=0.499
Pt
o
@
o
<

X,,,=0.78
f\ Luteolina
hemi-hidrato
m
/ L
T 7 A T T T T T T T T T T
3000 1750 1500 1250 1000 750 500

Namero de onda /cm™

Figura 54 - Espectros de FTIR-ATR dos componentes puros, LUT e CAF, e das varias misturas obtidas no moinho de bolas.
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Figura 55 - Difractogramas da CAF, experimental e simulado, da LUT hemi-hidrato e forma 2; *contaminante.
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Uma vez mais, foi necessario testar a formagao do co-cristal por aquecimento.
Procedeu-se, como nos outros sistemas estudados, a irradiagao da mistura em micro-ondas.
Para este sistema, pelo método de MW, foram utilizados 20uL de etanol e obteve-se uma
temperatura maxima de 200°C.

Na figura 56 estao representados os resultados obtidos por DSC para os compostos
de partida e para o sélido obtido pelo método de MW, e na figura 57, os respectivos
espectros de infravermelho, a que se adicionou o de amostra submetida a aquecimento em

DSC até 240°C.

25+
T 20 +
o
E — L Cafeina
154
5 i
s K/, X,,;=0.507
= 104 MW
s} S~
o
o
X ,7=0.499
sy
T~
| Luteolina
'f —~— hemi-hidrato
O T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350
T/°C

Figura 56 — Curvas de DSC de aquecimento de misturas equimolares LUT:CAF, obtida por mecanoquimica e submetida a
irradiagdo com micro-ondas; B = 10°C min-!, capsula perfurada.

O solido resultante da irradiagio com MW funde a mesma temperatura do obtido

por moagem no moinho de bolas (T = 270°C, com AH = 131]/g), indicando tratar-se da
mesma estrutura solida. No entanto nao se regista nenhum processo/transicao
precedentemente a fusao, indicando que o co-cristal ja se encontra formado no inicio da
analise térmica. A curva de DSC apresenta um pico endotérmico adicional a T, = 333°C,

podendo ser algum excesso que nao se tenha convertido no co-cristal ou degradagao.
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Figura 57 - Espectros de FTIR-ATR da LUT forma 2, da CAF e das varias misturas |:|, submetidas a diferentes processos.

Obtiveram-se os mesmos espectros de FTIR-ATR para o sélido obtido por moagem
e posterior aquecimento até 220°C e para o solido obtido pelo método de MW,
verificando-se, portanto, que as interacgoes moleculares em ambos sao idénticas, ou seja, ha
formagao da mesma estrutura solida pelos dois procedimentos.

Como seria expectavel, o espectro do sdélido obtido (que tudo indica ser um
co-cristal |:I LUT:CAF) nao é a simples soma dos compostos de partida, havendo
deslocamento e aparecimento/desaparecimento de certas bandas: no que diz respeito as
bandas atribuidas a luteolina, a banda a 3392cm™' nio é observada e as bandas a 3322, 1153 e
513cm”’ sio deslocadas para 3310, 1165 e 520cm™’. No caso da cafeina ha deslocamento das
bandas centradas a 3116 e a 1693 para 3061 e 1685cm™, respectivamente. Outras bandas de
mais dificil atribuicio aparecem de novo ou sao deslocadas, nomeadamente a 1637, 1557,
1197, 1184, 1168, 821 cm™.

Tal como acontecia com os sistemas formados, por LUT:INA e LUT:TEF, também

para o sistema luteolina:cafeina se tem indicacoes de formagao de um co-cristal na

proporcao |:1, apods aquecimento da mistura.
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4. Conclusao

Atendendo ao elevado valor farmacéutico da luteolina é de grande importancia a
investigacdo de formas solidas com potential para novas propostas de formulagao de
medicamentos/nutracéuticos.

Neste trabalho foi efectuada a pesquisa de polimorfos/solvatos por cristalizagao a
partir de solventes com propriedades fisico-quimicas diferentes, sendo a sobressaturagao
conseguida por evaporagao lenta de solvente. Obtiveram-se sélidos que foi possivel agrupar
em 4 grupos de acordo com a identidade dos respectivos espectros de infravermelho.
Propoe-se que um deles seja um novo hidrato, obtido em THF e em I,4-dioxano, e um
outro um etanoato, obtido de misturas etanol:agua. Estudos futuros por termogravimetria
poderao confirmar estas conclusoes preliminares. Apesar de varias tentativas nao foi possivel
a obtengao de mono-cristais com qualidade para resolugao das estruturas cristalinas por
difraccao de raios-X, o que sera a confirmagao inequivoca das novas estruturas. Futuramente
esta devera ser uma linha de acgao a prosseguir.

Foi, ainda, identificada e caracterizada uma forma anidra da luteolina, forma 2, gerada
por aquecimento quer do hemi-hidrato comercial, quer dos sélidos obtidos por cristalizagao
em solventes.

No que diz respeito a pesquisa de co-cristais for possivel sintetizar co-cristais
luteolina:isonicotinamida  (I:1), luteolina:teofilina (I:1) e luteolina:cafeina (1:1) por
aquecimento das misturas em DSC ou por recurso a irradiagdo com microondas. Estes

processos de sintese foram realizados na auséncia de solvente ou com adigio duma



Conclusdo

quantidade residual. Nao se observou a formacao dos referidos co-cristais por
mecanoquimica.
Os co-cristais obtidos mostram valor como nutacéutico e quando a luteolina é

co-cristalizada com um API potencia-se o sistema com propriedades terapéuticas.
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