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Resumo

Esta dissertacdo teve como principal objetivo a investigacdo da formacdo de sélidos
multicomponente do ativo farmacéutico artesunato. Para alcancar este objetivo, foi aplicada uma
combinacdo de metodologias experimentais e computacionais, uma abordagem rica e completa
uma vez que os resultados obtidos computacionalmente permitem, muitas vezes, prever e
justificar a formacdo ou ndo de novas formas sélidas multicomponente por metodologias
experimentais. O artesunato € um composto de utiliza¢cdo generalizada no tratamento da maléria,
particularmente em casos menos graves e iniciais da doenca. Este composto tem sido alvo de
diversos estudos que visam uma melhoria das suas propriedades fisico-quimicas,
nomeadamente uma melhoria da sua solubilidade aquosa.

Diversos co-formadores, cada um com um objetivo especifico foram usados na sintese
das novas formas solidas multicomponente. Foi escolhido um co-formador numa perspetiva de
terapia dual (metoclopramida) e varios co-formadores que possibilitassem a formagéo de
diferentes heterosintdes. Neste grupo encontram-se co-formadores classicos na investigacao de
formas solidas multicomponente, nomeadamente a isonicotinamida, a nicotinamida, a
benzamida, o 1,2-bis(4-piridil)etano, a pirazina e a cafeina.

Neste trabalho foram sintetizadas trés novas formas soélidas do composto artesunato com
os co-formadores metoclopramida, isonicotinamida e 1,2-bis(4-piridil)etano. Para o sistema
artesunato-metoclopramida conseguiu-se a sintese de co-amorfos nas proporgdes 1:1, 2:1 e 3:1,
sendo esta Ultima estequiometria a mais promissora devido a uma transicao vitrea a temperatura
mais elevada. A formacao dos co-amorfos foi conduzida por mecanoquimica. Foi também obtido
um co-amorfo para 0 sistema artesunato-isonicotinamida, numa proporgdo equimolar,
igualmente sintetizado por mecanoquimica. Para o sistema artesunato-1,2-bis(4-piridil)etano
confirma-se a formacg&o de um co-cristal na proporcdo 2:1, quer por mecanoquimica quer por
cristalizacdo em éter etilico. Todos estes resultados experimentais estdo em concordancia com
os resultados obtidos computacionalmente, tendo-se verificado para todos estes sistemas um
valor de energia de ligagdo negativo entre os homoagregados dos compostos puros e 0s
heteroagregados construidos. Este valor negativo obtido para todos estes sistema permite
concluir que a sua associacao é termodinamicamente favoravel.

Com os restantes co-formadores, nomeadamente a nicotinamida, a benzamida, a
pirazina e a cafeina, obteve-se apenas uma mistura fisica dos compostos de partida. Esta
auséncia de associacao dos compostos foi corretamente prevista pelos célculos computacionais,
tendo-se verificado para estes sistemas valores de energia de ligacdo pequenos, 0 que permitia
prever que a sua associacao seria dificil.

A otimizagdo dos agregados moleculares por métodos DFT e a andlise das suas
interacbes ndo-covalentes possibilitou a racionalizacdo das suas estruturas e dos fatores de
estabilizac&o intermolecular.

Todas as formas sélidas investigadas nesta dissertacdo foram caracterizadas por
técnicas experimentais complementares, nomeadamente por espectroscopia de infravermelho
por refletancia total atenuada com transformada de Fourier (ATR-FTIR), calorimetria diferencial
de varrimento (DSC) e difracao de raios-X de p6 (XRPD).
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Abstract

This dissertation aims to investigate the formation of multicomponent solids of the
pharmaceutical active artesunate. A combination of experimental and computational
methodologies was used, a rich and comprehensive approach since the computational results
frequently enable prediction and justification of the formation or non-formation of new
multicomponent solid forms by experimental methodologies. Artesunate is a compound of
widespread use in the treatment of malaria, particularly in less severe and early cases of the
disease. This compound has been the target of several studies aiming at an improvement of its
physicochemical properties, specifically an improvement of its agueous solubility.

Several coformers, each with a specific purpose, were used in the synthesis of the new
multicomponent solid forms. One coformer was chosen from a dual-therapy perspective
(metoclopramide) and several other coformers that would enable the formation of different
heterosynthons. In this group are classical co-formers in the investigation of multicomponent solid
forms, such as isonicotinamide, nicotinamide, benzamide, 1,2-bis(4-pyridyl)ethane, pyrazine, and
caffeine.

In this work, three new solid forms of the artesunate compound were synthesized with the
coformers metoclopramide, isonicotinamide and 1,2-bis(4-pyridyl)ethane. For the artesunate-
metoclopramide system, the synthesis of co-amorphs was achieved in the ratios 1:1, 2:1, and
3:1, the latter stoichiometry being the most promising due to a glass transition at a higher
temperature. The formation of the co-amorphs was conducted by mechanochemistry. A co-
amorph for the artesunate-isonicotinamide system was also obtained in an equimolar ratio, also
synthesized by mechanochemistry. For the artesunate-1,2-bis(4-pyridyl)ethane system, the
formation of a co-crystal in a 2:1 ratio is confirmed, both by mechanochemistry and crystallization
in ethyl ether. All these experimental results are in agreement with the results obtained
computationally, and a negative binding energy value between the homoaggregates of the pure
compounds and the constructed heteroaggregates was found for all these systems. This negative
value obtained for all these systems allows us to conclude that their association is
thermodynamically favorable.

With the remaining co-formers, nicotinamide, benzamide, pyrazine, and caffeine, only a
physical mixture of the starting compounds was obtained. This lack of association of the
compounds was correctly predicted by the computational calculations, as small binding energy
values were found for these systems, which predicted that their association would be difficult.

Optimization of the molecular aggregates by DFT methods and analysis of their non-
covalent interactions (NCI) made it possible to rationalize their structures and intermolecular
stabilization factors.

All solid forms investigated in this dissertation were characterized by complementary
experimental techniques, specifically by attenuated total reflectance Fourier transform infrared
spectroscopy (ATR-FTIR), differential scanning calorimetry (DSC), and powder X-ray diffraction
(XRPD).
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Capitulo 1

Introducao
1.1 Objetivo

7

A malaria é uma das doencas infeciosas com maior prevaléncia no mundo,
particularmente no continente africano e na regido sul da Asia. E descrita como uma doenca
grave, potencialmente fatal, provocada pelo parasita Plasmodium, transmitido aos humanos pela
picada de um mosquito fémea do género Anophelest* 2. Até a data, mais de 200 espécies de
Plasmodium foram identificadas, sendo que apenas 5 espécies do parasita afetam os humanos,
nomeadamente o P. vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi e P. falciparum, denotando que o
P. falciparum é reconhecido como sendo o mais fatal e 0 mais comumente transmitido aos
humanos. Aquando da picada do mosquito, o parasita entra na corrente sanguinea, alojando-se
posteriormente nos hepatocitos do figado do hospedeiro, onde ocorre a sua replicagéo.
Passados aproximadamente 5 a 10 dias e apds a sua replicacdo, estes retornam a corrente
sanguinea, afetando os eritrécitos, provocando todos os sintomas e problemas associados a
doenca, nomeadamente febres altas, dores musculares e vomitos(? 4,

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO), foram registados no anos de
2020 cerca de 241 milhdes de novos casos de malaria em todo o mundo, um valor superior ao
registado no ano de 2019, onde se confirmou 227 milhées de casos. O aumento do nimero de
casos de malaria teve igualmente um grande impacto no nimero de mortes, onde se estima que,
no ano de 2020 morreram aproximadamente 627 mil pessoas. A maior contribui¢do para estes
numeros provém do continente africano e do continente asiatico, verificando-se que cerca de
95% dos novos casos e cerca de 96% das mortes ocorreram nestes dois continentes. Um dos
fatores mais alarmantes esta relacionado com a faixa etaria das mortes por malaria. Num estudo
conduzido pela WHO, as principais vitimas s&o criangas com idades inferiores a 5 anos,
representando 80% das mortes por malaria®.

Tendo em conta estes numeros, o objetivo é bastante claro: encontrar formas eficazes de
travar ou até mesmo prevenir a malaria. Atendendo este objetivo, grandes progressos foram
realizados nos ultimos anos no combate da malaria com a descoberta de novos compostos e
formulagbes com propriedades antimaléricas. Contudo, o desenvolvimento de resisténcias a
estes compostos por parte do Plasmodium obrigam a uma continua investigacdo por novas
solucdes. Sao necessarios novos farmacos aliados, se possivel, a novos mecanismos de acao,
evitando assim a resisténcia ja adquirida pelo parasital™ .

Como consequéncia do continuo ganho de resisténcia do parasita, a histéria da
descoberta de compostos antimalaricos é longa no tempo, comecando com a descoberta da
quinina no século 19. Desde entdo o numero de compostos isolados e sintetizados tém
aumentado, sendo que atualmente estdo prescritos 16 tratamentos para o combate a malaria.
Como principais evidenciam-se a utilizacdo de compostos derivados da artemisina, onde se
encontra o composto investigado neste trabalho, o artesunato!*l.

Como ja referido, a melhor maneira de combater a resisténcia ja adquira pelo parasita
seria desenvolver novas classes de agentes antimalaricos aliadas a novos mecanismos de acao.
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Contudo, a investigacao e formulacdo de novos farmacos acarreta gastos bastante elevados e
um tempo de pesquisa demorado. Posto isto é necesséario encontrar alternativas viaveis e
eficazes a curto prazo. Uma destas alternativas seria entdo a formulacdo de solidos
multicomponente, partindo de compostos antimaléricos j& comercializados. A sua utilizacao
permitiria atrasar o desenvolvimento de resisténcias do parasita uma vez que se estaria a
diminuir a sua dosagem, mantendo sempre o efeito do composto. A sintese de novas formas
sélidas iria promover uma série de melhorias, nomeadamente na sua estabilidade, solubilidade

aquosa, velocidade de dissolucéo e biodisponibilidade oralt* 7 8,

Tendo em conta todos estes fatores, o objetivo deste trabalho passou pela investigacao
de novas formas sélidas multicomponente do artesunato, numa perspetiva aplicada de terapia
dual, para uma melhoria das suas propriedades fisico-quimicas e na avaliacdo da possibilidade
de associagdo segundo diferentes sintdes. De forma a cumprir esta premissa deste trabalho
recorreu-se a uma combinagcdo de metodologias experimentais e computacionais.

1.2 Formas sélidas multicomponente

Nas formulacdes soélidas, o ativo farmacéutico (API) pode existir em diferentes formas,
podendo ser comumente classificados como cristalinos ou amorfos, dependendo do grau de
ordem da sua estrutura. O estado cristalino é caracterizado por possuir ordem de longo alcance
(LRO) e de curto alcance (SRO). Existem diferentes fases cristalinas que podem ser empregues
no desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos, nomeadamente 0s co-cristais, 0s sais e
os solvatos/hidratos. Os compostos amorfos séo diferentes das fases cristalinas ja mencionadas,
uma vez que estes ndo apresentam LRO, tal como nos liquidos. Todos estes exemplos de solidos
multicomponente s&o apresentados na Figura 1.1,

=API

Amorfo Polimorfos .
= Solvente / Agua
“ - - € =Contra-idgo
- \
- ) \ -' - B = Coformador
A\
Solvatos / Hidratos Sais Cocristais

Figura 1.1 Diferentes formas sélidas de ativos farmacéuticos. Adaptado de [9].

Da figura evidenciam-se 0s solvatos, descritos como compostos sélidos que possuem
moléculas de solvente incorporadas na sua estrutura cristalina. As moléculas de solvente tém
um papel fulcral na estabilizagdo e formacdo de uma nova forma sélida ao promover, por
exemplo, ligacBes de hidrogénio com as moléculas do API. Evidencia-se uma das subclasses
mais estudadas de solvatos, conhecida como hidratos, onde o solvente responsavel pela
estabilizagdo da forma soélida € a 4gua. Aquando da formacao dos hidratos € importante ter em
consideracdo uma série de fatores, uma vez que quando sujeitos a mudancas de temperatura,
mudancas de pressao ou até mesmo de humidade, estes podem perder as moléculas de agua
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responsaveis pela nova forma sélida formada, promovendo a destruicdo do hidrato. A formulacdo
de hidratos promove uma série de alteracdes nas propriedades fisico-quimicas dos compostos,
nomeadamente na sua solubilidade, na sua estabilidade e na sua biodisponibilidade oral®? 11,

A formulagéo de sais é uma outra abordagem eficaz na resolucdo da baixa solubilidade
aquosa e na baixa biodisponibilidade do API. A formag&o de um sal resulta de uma reacao acido-
base entre o APl ionizavel e um contra-ido molecular, numa estequiometria bem definida. Uma
das grandes vantagens da formulacéo de sais passa pela sua facil sintese e cristalizagéo, o que
os torna numa das formas sélidas farmacéuticos mais comercializados do mercado®®. Em contra
partida nem todos os compostos podem ser empregues na formulacdo de sais, uma vez que
nem todos possuem grupos funcionais suficientemente acidos ou béasicos capazes de formar
saisl” 9,

Os co-cristais tendem a ser uma das formas multicomponente mais estaveis, 0 que 0s
torna numa das formas sélidas mais investigadas. E possivel definir co-cristais como aductos
moleculares cristalinos, homogéneos, obtidos a partir de componentes que sado sélidos em
condicbes ambientais®. Estes componentes permanecem ligados por interagdes nao
covalentes, essencialmente por ligagbes de hidrogénio ou, por exemplo, por forgas van der
Waals. A formulacdes de co-cristais tem ganho cada vez mais interesse como um método para
a obtencdo de novas formas cristalinas de ativos farmacéuticos, sem alterar a estrutura quimica
do composto ativol - 8. E de realgar que a sintese de co-cristais € um dos principais objetivos
deste trabalho de investigagéo.

No que toca aos compostos amorfos, estes tém sido alvo de cada vez mais estudos, em
particular os sistemas de co-amorfos. Estes sistemas séo caracterizados pela associagéo do API
com o co-formador numa forma desordenada, ndo possuindo estrutura cristalina % %2, O estado
amorfo tem sido amplamente utilizado como estratégia para melhorar em grande medida a
biodisponibilidade oral, comparativamente aos sélidos cristalinos, resultante de um processo de
dissolucdo mais efetiva e um incremento da solubilidade do API. Contudo, estes sistemas séo
termodinamicamente metaestaveis, evoluindo ao longo do tempo para a sua estrutura cristalina,
sendo esta a principal limitacdo para a sua utilizagao!** 4,

1.3 Sistema de Classificacao Biofarmacéutica

A taxa e a extensdo da absorcao de um determinado farmaco é afetado por diversos
fatores, designadamente fatores fisico-quimicos (pKa, solubilidade, estabilidade, tamanho das
particulas, etc) fatores fisiologicos, sendo que estes fatores sdo diferentes de pessoa para
pessoa (precisando por isso de ser analisados com cuidado) e por fim fatores associados a forma
de dosagem do farmaco, ja que o farmaco pode ser administrado sobre diferentes formas,
nomeadamente em capsulas, comprimidos, solucdes, suspensdes, emulsées ou gel. Contudo,
com a plena nocéo de todos estas fatores, o trabalho de Amidon et.al* revela que os principais
eventos que controlam a absor¢éo oral do ativo sdo a permeabilidade gastrointestinal e a sua
solubilidade aquosa.

Estes dois eventos sdo caracterizados por um sistema simples e viavel, conhecido por
Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (BCS). Devido as vantagens da sua utilizacao, este
sistema foi adotado pela Food and Drug Administracion (FDA), pela European Medicines Agency
(EMA) e pela WHO. O sistema BCS considera a permeabilidade gastrointestinal e a solubilidade
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aquosa do composto que esta a ser estudado e classifica-o numa das quatro classes possiveis,
evidenciadas na Figura 1.2.

" Alta
solubilidade

Baixa
solubilidade

Alta
permeabilidade

Alta
permeabilidade

Sistema de
Classificagdo BCS

Alta Baixa
solubilidade solubilidade
Baixa Baixa

J

Figura 1.2. Representacé@o esquematica do Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (BCS). Adaptada
de [16].

. permeabilidade permeabilidade

Pormenorizando cada uma das quatro classes, a classe | faz referéncia a todos os API’s
gue apresentem uma elevada solubilidade e uma alta permeabilidade. Estes farmacos séo
reconhecidos por um perfil de absorcdo ideal, ndo necessitando de qualquer intervencdo que
vise melhorar as suas propriedades. Na classe |l fazem parte os farmacos que possuem uma
alta permeabilidade e uma baixa solubilidade, apresentam por isso um perfil de absor¢cdo mais
longo devido a sua baixa solubilidade aquosa. O tempo prolongado de absor¢éo esta também
ligado aos farmacos da classe lll, caracterizados por uma alta solubilidade e uma baixa
permeabilidade. Por fim, a classe IV é composta por farmacos com baixa solubilidade e baixa
permeabilidade, apresentando por isso varios desafios ao seu desenvolvimento!*> 16 171,

No presente estudo, 0 composto ativo investigado pertence a classe Il do sistema de
classificagdo BCS, onde o objetivo passou por melhorar a sua solubilidade através da
investigacao da possibilidade de sintese de novas formas sélidas multicomponente.

1.4 Co-cristais

Cerca de 70% dos APIs sdo comercializados sob forma solida, sendo administrados por
via oral. A formulacdo de farmacos no estado sélido acarreta varias vantagens, tais como a
facilidade de sintese, uma menor prevaléncia de impurezas e uma maior estabilidade fisico-
quimical® 8 19 Contudo, a maioria dos APIs apresenta uma baixa solubilidade aquosa. Num
estudo conduzido em 2015, verificou-se que cerca de 40% dos compostos farmacéuticos
comercializados e aproximadamente 90% dos novos APIs apresentam uma baixa solubilidade
aquosa, pertencendo as classes Il e IV do sistema de classificacdo BCSP.
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Atendendo a estas percentagens, é necessario encontrar formas de contornar a baixa
solubilidade dos compostos ativos. Uma das possibilidades existentes que visa uma melhoria
das propriedades do APl passa pelo design e sintese de cristais multicomponente,
nomeadamente co-cristais. A definicdo de co-cristal tém gerado muita discussdo ao longo dos
anos por diversos investigadores e entidades, sendo que neste trabalho, a definicdo de co-cristal
considerada foi a definida pela FDA. A FDA descreve um co-cristal como aductos moleculares
cristalinos, compostos por duas ou mais moléculas distintas na mesma estrutura cristalina com
uma estequiometria bem definida. Ambos os compostos séo sélidos a temperatura ambiente e a
pressdo atmosférica, estando associados entre si por liga¢cdes ndo covalentes e ndo iénicas, sem
qualquer transferéncia de protées?® 21,

Tendo em conta a definicdo apresentada de co-cristal, a sua sintese transparece numa
abordagem promissora em diversas areas da quimica, em particular na area aplicada neste
trabalho, a area farmacéutica. O termo co-cristal farmacéutico incide num sistema onde uma das
moléculas é um API, associando-se a um co-formador, geralmente presente na lista estipulada
pela FDA com o nome GRAS, sendo por isso seguro para o consumo do paciente. Para além da
possibilidade de associagdo de um APl com um determinado co-formador pode ainda ser
considerado, em certos sistemas, a formulagcdo de uma associacdo com dois APIs, objetivando
uma terapia dual.

O interesse na sintese de novos co-cristais farmacéuticos vai além do que seja somente
uma melhoria na solubilidade aquosa dos compostos. A sua formulacao esté interligada com um
melhoramento das propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas do API, nomeadamente
higroscopicidade, velocidade de dissolucdo, permeabilidade, biodisponibilidade oral, morfologia
e tamanho das particulas. A sua sintese podera promover igualmente uma série de outras
modificacBes e melhorias nas suas propriedades termodinamicas, cinéticas e mecanicast* 8. E
importante reportar que todas estas modificacdo nas propriedades do API ndo interferem na sua
atividade e no seu mecanismo de acdo, permanecendo intrinsecos ao compostol?? 231,

Considerando uma vez mais a associagdo APl com o co-formador, a escolha deste é
maioritariamente baseada na possibilidade a priori de potenciais sintdes supramoleculares,
avaliada pela analise das estruturas moleculares das espécies envolvidas. Esta analise e
consideracdo inicial na tentativa e previsdo da sintese de co-cristais € conhecida como
engenharia de cristaisi?. A formac&o dos sintGes supramoleculares pode ser dividida em dois
tipos, homo e heterosintdes. Os homosintbes estdo associados a interacdo entre grupos
funcionais idénticos e complementares. Um exemplo da formagcdo de homosintbes sdo o0s
dimeros, amplamente estudados na vertente computacional deste trabalho. Os heterosintdes
envolvem a interacdo de grupos funcionais diferentes, contudo complementares. Na Figura 1.3
estdo exemplos dos dois tipos de sintes supramoleculares, todos eles explorados e
investigados neste trabalho de investigacdo. E necessario ter em consideracéo que, para uma
determinada experiéncia de co-cristalizacdo seja bem-sucedida, devem de ser considerados co-
formadores que apresentem grupos funcionais complementares aos do API.
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Figura 1.3. Representacéo de alguns homo e heterosintdes supramoleculares: a)homosintao
acido---acido; b) homosintao amida---amida; c)heterosintao acido---amida; d)heterosintdo
acido-*-nitrogénio aromatico.

Apoés a escolha do co-formador, varias metodologias podem ser utilizadas na sintese de
co-cristais. Dentro das metodologias mais utilizadas em investigacdo encontra-se a
mecanoquimica e a cristalizacdo em solugdo. A mecanoquimica tem emergido como uma
excelente abordagem para uma répida e eficiente sintese dos compostos farmacéuticos e de
novas formas sélidasi?> 26 271, A mecanoquimica por moagem em moinho de bolas recorre a
energia mecanica proveniente dos movimentos das esferas no interior dos vasos de moagem
(no caso do moinho de bolas), para induzir a formagdo de co-cristais. A mecanoquimica
enquadra-se na quimica verde, surgindo como uma metodologia alternativa a utilizacao e
dependéncia de solventes.

A cristalizacdo em solucdo é um dos métodos de eleicao para a obtencéo de co-cristais.
Esta metodologia é particularmente utilizada na sintese de cristais com dimensfes adequadas a
resolucdo da sua estrutura cristalina e quando se pretende promover uma transposi¢cdo de
escala. A formacdo do co-cristal € conseguida apés o0 processo de sobressaturacao,
frequentemente conseguida por evaporagdo do solvente ou por arrefecimento da solucéo.
Contudo, um dos grandes problemas da cristalizacdo em solugdo passa por uma possivel
diferenca de solubilidade do API e do co-formador no solvente escolhido para a co-cristalizagéo.
Por este motivo, os dois compostos podem cristalizar separadamente e obter-se uma mistura
fisica dos dois compostos?,

1.5 Co-amorfos

Como jé& referido, a melhoria das propriedades fisico-quimicas dos APIs, particularmente
a melhoria da sua solubilidade aquosa, pode ser alcancada pela formulacdo de co-cristais. Para
além da sintese de co-cristais, 0os co-amorfos sdo outro tipo de forma sélida multicomponente
que tem apresentado resultados na melhoria da solubilidade dos APIs. E um facto ja bem
estabelecido que a utilizacdo de formas amorfas dos compostos ativos € uma abordagem a
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considerar no incremento da solubilidade dos farmacos. O aumento do numero de trabalhos
investigados sobre sistemas amorfos tém sido exponencial ao longo dos anos, verificando-se
que na década de 90 o numero de publicacdes visando sistemas amorfos de compostos
farmacéuticos era somente 80, ao passo que no ano de 2014 o numero de publicacdes
correspondia a mais de 80012%,

Para se compreender e definir um sélido amorfo é necessario numa fase inicial comparar
com os solidos cristalinos. Os solidos cristalinos caracterizam-se por ordem e simetria de longo
alcance (LRO) e de curto alcance (SRO). O sdlido cristalino possui um arranjo molecular bem
definido, designando-se por rede cristalina, associada a elevada estabilidade do cristal®?. Ja um
sélido amorfo ndo apresenta LRO, apresenta somente SRO, onde as moléculas estao
associadas de forma aleatéria por interacdes ndo covalentes, como por exemplo ligacdes de
hidrogénio ou interacdo van der Waals?! 321,

Os compostos no estado amorfo tém baixa estabilidade termodinamica, contendo um
excesso de energia de Gibbs comparativamente a sua fase cristalina®® 33, Os sdlidos amorfos
sdo portanto metaestaveis ou instaveis. Esta instabilidade pode promover por completo um
processo de cristalizagdo, associado a AG<0, ou entdo pode promover processos de relaxagéo
irreversiveis ao longo do tempo3. Este processo de relaxagdo ao longo do tempo é uma das
caracteristicas fundamentais de um sistema amorfo. Uma outra caracteristica fundamental dos
soélidos amorfos, que permite identificar um solido amorfo durante o processo de investigacao, é
a sua transicéo vitrea, a temperatura T4. E uma transicéo de fase de segunda ordem entre uma
fase descrita como “rubbery” e uma fase vitrea (no estado sélido)®4.

Seguindo o esquema apresentado na Figura 1.4 é possivel confirmar uma vez mais o
estado de metaestabilidade do sélido amorfo em relagédo ao sélido cristalino, registando-se um
maior valor de energia de Gibbs para o composto amorfo. Evidencia-se durante o processo de
aquecimento um progressivo aumento da energia de Gibbs do amorfo até a sua T4. Aquando da
Ty, € possivel aferir um aumento do declive da reta, agregado a um aumento consideravel da
energia de Gibbs devido ao aumento da entropia do sistema. Este aumento da energia do sélido
amorfo é justificado pelo ganho de mobilidade das moléculas, nhomeadamente mobilidade
translacional e rotacionalf®3l.

Liquido

Salido fase vitrea

Energia de Gibbs

Cristal

A

-
-
-
5

Temperatura

Figura 1.4. Representagdo esquematica da energia de Gibbs em fungéo da temperatura, onde é evidenciado a
vermelho a Tq de um sélido amorfo. Adaptada de [33].
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Como referido acima, a melhoria da solubilidade dos APIs pode passar pela formulagéo
de farmacos co-amorfos. Co-amorfos podem dividir-se em: uma categoria onde se visa uma
combinacdo entre um ativo farmacéutico com outros farmacos, farmacologicamente
complementares, sendo que ambos os farmacos interagem mutuamente na forma amorfa. A
segunda categoria passa pela formulacdo de um sistema co-amorfo do APl com um excipiente
de baixo peso molecular®!. Ambas as categorias vdo ser obtidas e estudadas neste trabalho de
investigacdo. E importante ter em consideracdo que n&do existe um nimero de componentes
limitantes na formulagéo de co-amorfos. Alguns estudos relatam que a estabilidade fisica de um
APl é melhorada consideravelmente aquando da formulacdo de um sistema co-amorfo em
comparagdo com a forma amorfa dos compostos constituintes, devido a interagdes
intermoleculares entre os componentest4,

As metodologias que podem ser empregues na sintese de sistemas co-amorfos sdo de
todo equivalentes as metodologias aplicadas para a obtencéo de co-cristais. No caso deste
trabalho, os dois sistemas co-amorfos foram obtidos por mecanoquimica. Para além da técnica
de mecanoquimica, estdo descritos na literatura varios sistemas co-amorfos onde a amorfizacao
foi conseguida por precipitacdo rapida em solucéo e por liofilizacdo, entre outrast®?,

1.6 Ativo farmacéutico e co-formadores investigados neste trabalho

1.6.1 Artesunato

O artesunato (AS) é um derivado do composto artemisina, composto isolado pela primeira
vez em 1971 da planta artemisia annua, uma erva comumente utilizada na medicina tradicional
chinesal¥. Os derivados da artemisina s&o utilizados maioritariamente em casos menos graves
de malaria, numa fase inicial da doenca. A grande maioria dos seus derivados, em particular o
composto investigado neste trabalho, o AS, demonstraram e tém vindo a demonstrar um impacto
positivo no tratamento da malaria e uma grande eficacia no combate a resisténcia ja adquirida
pelo parasita P. falciparum aos diferentes farmacos atualmente comercializados! *’1. Denotar
gue o composto AS foi recentemente aprovado pela FDA para tratamento intravenoso de malaria
several®®, contudo a sua formulacéo soélida para administracdo por via oral foi aprovada muito
antes pela FDA.

O AS, cuja estrutura molecular esta representada na Figura 1.5 a), € um composto pouco
solavel em agua, pertencendo a classe Il do sistema de classificacdo BCS, padronizando-se por
uma alta permeabilidade e por uma baixa solubilidade aquosal®®. O AS é caracterizado por ser
um pro-farmaco, transformando-se na sua forma ativa, dihidroartemisina (DHA), Figura 1.5 b),
apos ser metabolizado pelo figado. O seu mecanismo de acdo correlaciona-se com o seu grupo
endoperoxido, onde este reage com um precursor da hemoglobina (Heme) promovendo a
formacéo de radicais livres, conferindo grandes danos as proteinas essenciais a sobrevivéncia
do parasita, nhomeadamente a proteina adenosina-trifosfatase (EXP1), responsavel pelo
armazenamento de energia nas células do parasital™ 47,
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Figura 1.5. Estrutura molecular do: a) artesunato e b) dihidroartemisina.

O AS é um composto acido que apresenta dois diastereoisomeros, a e B. O
diastereoisémero a é descrito como sendo o mais estavel e o que apresenta uma maior eficacia
contra a malaria, o que justifica que apenas este seja comercializado®. A investigacdo do
composto AS apresenta alguns desafios relacionados com a sua estabilidade. Estes desafios
englobam o facto do AS ser fotossensivel e poder o AS pode sofrer degradacao quando exposto
a condicdes muito acidas ou basicas. E importante ter ainda em consideracdo que o AS é
facilmente hidrolisado em meio aquoso, transformando-se na sua forma ativa DHAF®.,
Atendendo a estrutura quimica do AS, representada da Figura 1.5 a), é possivel aferir que esta
possui varios grupos funcionais capazes de formar ligacdes de hidrogénio, nomeadamente um
grupo dador presente no grupo -OH do &cido carboxilico e varios grupos aceitadores,
nomeadamente os dois oxigénios carbonilicos. A presenca de varios grupos funcionais e tendo
em conta a grande flexibilidade da molécula de AS permite antever uma grande variedade de
possiveis associagcées com os co-formadores. A presenca de varios grupos funcionais capazes
de participarem em ligagBes de hidrogénio ird introduzir ao sistema uma grande competicdo o
gue pode muita das vezes promover a sintese de um sistema co-amorfo. Ja a grande flexibilidade
da molécula de AS terd um papel também importante para a co-amorfizagdo uma vez que devido
a flexibilidade a conformacédo adotada pela molécula de AS aquando da associacdo do co-
formador por ndo ser sempre a mesma, o que poderia conduzir a sintese de um co-amorfo.

No que toca a investigagdo conduzida com o objetivo de obtenc&o de co-cristais com o
composto AS, existe apenas um estudo levado a cabo por Fu-Ping et al.*? onde é confirmada a
formagdo de um co-cristal de AS com o co-formador 4,4-bipiridil na proporcdo 2:1 por
cristalizacdo em solucdo. Este co-cristal apresentou uma melhoria na solubilidade aquosa
relativamente ao composto ativo AS, mantendo a eficacia no tratamento da malaria. Este co-
cristal € o Unico relatado até a data deste trabalho. Contudo existe ainda a confirmacdo da
formacado de um sal hibrido, o qual apresenta na sua constituicdo o AS e um outro composto
antimalarico, a mefloquina. Este estudo relata a formacdo de um sal hibrido na proporcgéo 1:1,
obtido com recurso a técnica de mecanoquimical®?.

Apesar destes resultados recentes, o AS é tradicionalmente comercializado na sua forma
pura ou recorrendo a uma terapia combinada, consistindo esta Ultima num tratamento a base de
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dois compostos antimaléricos. As terapias combinadas mais eficazes e por consequéncia mais
comercializadas sédo a combinagdo do AS com a pironaridina (Piramax®) e a combinagao AS
com a amodiaquina (ASAQ Winthrop®)™: 44,

1.6.2 Metoclopramida

A metoclopramida (MCP), cuja estrutura esta representada na Figura 1.6, € um
composto antiemético e um antagonista D2 da dopamina, utilizado no tratamento do refluxo
gastroesofagico e na prevencdo de nauseas e vomitos, administrado por via oralsl.

A escolha do composto MCP como co-formador do composto AS teve como objetivo a
pesquisa e sintese de novas formas sélidas multicomponente que permitam uma terapia dual.
Esta juncdo numa terapia dual seria bastante interessante, uma vez que se estaria a promover
0 combate a malaria e a0 mesmo tempo se estaria a minimizar um dos principais sintomas da
maléaria, os vomitos. Esta juncdo poderd também acarretar ainda diversas outras vantagens,
nomeadamente a melhoria da solubilidade do AS.

cl N»”\/N\/

H,N 0

Figura 1.6. Estrutura molecular da metoclopramida

A MCP pertence a classe Il do sistema de classificacdo BCS o que incide uma alta
solubilidade aquosa e uma baixa permeabilidade®®. O mecanismo de acdo da MCP passa numa
fase inicial pela inibicdo dos recetores de dopamina D2. Como consequéncia ocorre a libertacdo
de acetilcolina cuja funcéo passa pelo aumento do esfincter do tobnus gastrico, o que promove
um maior vazamento gastrico, impedindo o aumento do fluxo gastrico que resultaria em
vOmitos’ 48,

E descrito na literatura que o composto MCP apresenta 2 polimorfos*?. O polimorfo | da
MCP caracteriza-se por ser 0 mais estavel a temperatura ambiente e a pressao atmosférica,
sendo este o polimorfo comercializado®. A representacdo das interacGes intermoleculares
presentes no polimorfo | da MCP estd evidenciada na Figura 1.7. A estrutura cristalina do
polimorfo | esta bem estudada, apresentando 2 entradas depositadas na CCDC, enquanto que
o polimorfo Il ndo apresenta qualquer estrutura resolvida. A obtencéo do difractograma de raios-
X de p6 do polimorfo Il da MCP foi feito pela primeira vez neste trabalho.

Atendendo a estrutura quimica da MCP é possivel verificar a presenca de grupos
funcionais que possibilitam a formacdo de ligagbes de hidrogénio, grupos dadores
nomeadamente 0 grupo amina e amida e grupos aceitadores, nomeadamente 0 oxigénio
carbonilico. E importante relatar, na estrutura cristalina no polimorfo I, a presenca de uma
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interacdo intramolecular entre o grupo amida e o oxigénio, o que podera dificultar a participacao
do grupo amida na formacdo de uma nova ligacdo de hidrogénio. Esta ligacdo de hidrogénio
intramolecular esta igualmente representada na Figura 1.7.

.

Figura 1.7. Interacdes intermoleculares (cor azul) e intramoleculares (cor vermelha) do polimorfo | da
metoclopramida. Adaptada de [50].

A presenca destes grupos funcionais, capazes de formar ligag6es de hidrogénio com o
AS, e aflexibilidade da molécula tornam o composto MCP como promissor na sintese de sélidos
multicomponente.

1.6.3 Piridinacarboxamidas e benzamida

De modo a investigar a possibilidade de formacéo de novos sélidos multicomponente com
0 composto AS, procedeu-se a escolha de um grupo de moléculas classicas na formacéo
sistemas supramoleculares, especialmente na sintese de co-cristais, nomeadamente as
piridinacarboxamidas e a benzamida. As piridinacarboxamidas tém estruturas moleculares que
apresentam variacdes sisteméticas entre si, podendo a associagdo com o ativo em estudo
ocorrer segundo sintdes supramoleculares envolvendo o nitrogénio aromatico (Figura 1.3 d)), ou
com o grupo amida. Neste trabalho foram utilizadas as piridinacarboxamidas isonicotinamida
(ISONAM) e a nicotinamida (NAM). Foi também investigada a benzamida (BEZ), na qual a
associacao pelo grupo amida é a Unica possibilidade (por exemplo o sintdo acido---amida,
presente na Figura 1.3 c)), de modo a eliminar a possivel competi¢do entre os sintdes que podem
ocorrer no caso das piridinacarboxamidas.

A investigacao de associagdo entre as moléculas de AS e estes compostos é relevante
no ponto de vista fundamental. Reveste-se igualmente de grande importancia no caso de
associacao do AS com a NAM, uma vez que uma nova forma sélida podera ser aliada a uma
melhoria das propriedades fisico-quimicas do AS, dado que a NAM pertence ao complexo
vitaminico B3.
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1.6.3.1 Isonicotinamida

A ISONAM € um precursor da isoniazida, possuindo atividade anti-nociceptiva e anti-
inflamatdria®l, A ISONAM é frequentemente utilizada como co-formador na sintese de novas
formas solidas, nomeadamente na sintese de co-cristais. Denota-se a elevada solubilidade da
ISONAM em meio aquoso como principal vantagem da sua utilizagdo como co-formador®, Os
dois grupos funcionais, Figura 1.8, nomeadamente a amida e o nitrogénio aroméatico na posicao
para, capazes de formarem ligag6es de hidrogénio, possibilitam formar diferentes heterosintées,
como por exemplo o sintdo 4cido---amida ou o0 sintdo 4&cido---nitrogénio aromatico,
exemplificados na Figura 1.3.

= NH,
N A
Figura 1.8. Estrutura molecular da isonicotinamida.

Considerando o polimorfismo da ISONAM, este tem sido alvo de investigacéo, tendo-se
confirmado a existéncia de 6 polimorfos. Contudo, apesar de se terem descoberto 6 formas
polimérficas da ISONAM, 3 delas foram detetadas de forma irreprodutivel, nomeadamente as
formas Ill, IV e a VB35 %51 A forma | é a mais estavel a temperatura ambiente e a pressdo
atmosférica. E importante ressaltar que na literatura ainda existe alguma confusdo na respetiva
identificag@o dos polimorfos | e Il. Durante todo este trabalho manteve-se a designagéo adotada
por Aakeroy et al.’¥. Considerando a forma polimérfica |, as moléculas de ISONAM associam-
se em dimeros amida---amida, dimeros esses que serdo posteriormente utilizados nos célculos
computacionais, neste trabalho.

Tendo em conta os diferentes polimorfos da ISONAM, é necessario investigar se a
metodologia experimental utilizada, neste caso a mecanoquimica, pode promover uma transicao
polimérfica durante o processo de moagem. Evidencia-se ainda o comportamento térmico da
ISONAM, uma vez que composto de partida apresenta uma transicdo solido-sélido durante o
processo de aguecimento, transformando-se no polimorfo 1%, Este comportamento térmico é
reportado na literatura e confirmado na secc¢éo 3.4.2 deste trabalho.

1.6.3.2 Nicotinamida

A NAM pertence ao complexo da vitamina B3, comumente utilizada no tratamento
nutricional e da diabetes®®. E um composto altamente solivel em meio aquoso, em etanol e em
metanol, mas pouco soluvel em éter etilico e cloroférmio. A NAM pertence a lista GRAS definida
pela FDAP" %8 Tendo em conta e estrutura quimica da NAM representada na Figura 1.9, é
possivel aferir que existem, como no isémero ISONAM, dois grupos funcionais capazes de
formarem ligacdes de hidrogénio com o API artesunato, sendo eles o grupo amida e o nitrogénio
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aroméatico na posicdo meta. Numa perspetiva de sintese de co-cristais, os heterosintdes:
acido---amida e acido---nitrogénio aromatico sdo expectaveis.

Nl AN NH,
G

Figura 1.9. Estrutura molecular da nicotinamida

Relativamente ao polimorfismo da NAM, esta apresenta 4 formas polimérficas bem
definidas, sendo a sua forma | a mais estavel a temperatura ambiente e a pressdo atmosférica.
A forma polimorfica | utilizada neste trabalho foi resolvida por Miwa et al. em 1999%° e ao
contrario do polimorfo | da ISONAM, o polimorfo | da NAM apresenta ligacdes de hidrogénio
segundo o sintdo amida---nitrogénio aromatico, ndo existindo a formag¢do do homodimero
centrossimétrico amida---amida.

Denotando uma vez mais as diferentes possibilidades de associacdo da NAM, sdo
descritos varios sistemas supramoleculares cuja interacdo ocorre pelos heterosintbes
apresentados na Figura 1.3 c) e d). Estdo descritos na literatura diversos co-cristais cuja
associacdo ocorre segundo esses mesmos heterosintdes, nomeadamente o0 co-cristal
naproxeno-NAM numa proporcao 2:1, onde se verifica a formagdo ambos os sintdes aquando da
sintese do co-cristal, nomeadamente a formacao do heterosintdo acido---amida e o heterosintao
acido---nitrogéniol>: 60. 611,

1.6.3.3 Benzamida

A BEZ é um composto organico, comumente utilizado na sintese e fabrico de produtos
farmacéuticos. A estrutura molecular da BEZ esta representada na Figura 1.10, onde fica
possivel verificar que a Unica possibilidade de interagdo para a formac¢do de um novo sistema
supramolecular é por intermédio do grupo funcional amida, promovendo a formacdo de um
heterosintdo acido---amida. Descreve-se assim a estrutura da BEZ como a mais simples dentre
as carboxamidas estudadas neste trabalho.

NH>

Figura 1.10. Estrutura molecular da benzamida
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Introduzindo um pouco da histéria do polimorfismo, a BEZ foi 0 primeiro cristal molecular
para o qual foi relatado polimorfismo, em 18322, Desde entdo foram determinadas outras 3
formas polimdrficas da BEZ, em particular a forma polimérfica IV que foi obtida recentemente!,
Das 4 formas polimorficas da BEZ, evidencia-se a sua forma | como a mais estéavel, sendo essa
a forma comercializada.

Relativamente a utilizacdo da BEZ como co-formador na sintese de novos sistemas
supramoleculares, existem diversos exemplos, muitos deles associados a formacéo e sintese de
co-cristais, nomeadamente sistemas com a BEZ e acido benzoico, acido salicilico, acido
benzdico e teofilina® 5 ¢, Recentemente foi reportado a formacgdo de um novo co-cristal para
0 sistema probenecide-BEZ. A formulacdo deste co-cristal provou melhorias nos perfis de
solubilidade e dissolucdo do composto ativo®,

1.6.4 1,2-Bis(4-piridil)etano

O 1,2-bis(4-piridil)etano (BIS), cuja estrutura molecular esta representada na Figura 1.11,
€ um composto amplamente utilizado na investigacdo de co-cristais, embora ndo possua
gualquer atividade farmacéutica. A presenca dos dois nitrogénios aromaticos na posi¢cao -para
possibilita a formacdo de duas ligagbes de hidrogénio segundo o sintdo acido---nitrogénio
aromatico.

N

AN A

Nl =

Figura 1.11. Estrutura molecular do 1,2-Bis(4-piridil)etano

Esta facilidade de associagdo do API com o BIS deve-se a uma combinagdo de fatores: um
primeiro associado a uma baixa energia de intera¢do entre as suas moléculas. O segundo fator
onde é possivel verificar que a interagéo por ligacdes de hidrogénio com o co-formador contribui
para a estabilizacdo dos agregados supramoleculares. Por fim um terceiro fator referente a
permanéncia de dois tipos de interagdo. Embora a energia envolvida na interagdo -1 seja
geralmente maior que a da ligacéo de hidrogénio®®, estes dois tipos de interacdo podem manter-
se em simultdneo na estrutura cristalina das formas sélidas multicomponente.

A escolha do co-formador BIS teve por base 2 grandes fatores. O primeiro aliado a
premissa apresenta acima, onde se procurou um co-formador que permitisse a formacdo de um
co-cristal com uma energia de interacdo mais fraca. O segundo grande fator que promoveu a
investigacdo do BIS como co-formador foi o facto de que na literatura, a Unica evidencia de
formac&o de um co-cristal com o AS foi com o co-formador 4,4-bipiridil*?. Como o 4,4-bipiridil e
0 BIS apresentam uma estrutura molecular idéntica, previa-se que a sua associacdo poderia
ocorrer, promovendo a formag¢&o de um novo co-cristal.
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1.6.5 Pirazina

A pirazina (PYZ) € um composto organico aromético heterociclico, amplamente utilizado
na industria dos perfumes, em produtos farmacéuticos e em quimicos agricolas®®. De acordo
com a sua estrutura molecular, Figura 1.12, € possivel confirmar de que se trata de uma molécula
com uma geometria simétrica, apresentado dois atomos de nitrogénio. A possibilidade de
associacao do APl com a molécula PYZ reside na interacdo pelo sintdo acido---nitrogénio

aromaético representado.
p N

N /
Figura 1.12. Estrutura molecular da pirazina

Uma das propriedades fundamentais da molécula de PYZ é a sua elevada pressédo de
vapor (10.81 mmHg, a T= 25°C)l"%, Devido a este elevado valor de pressdo de vapor, a PYZ é
facilmente sublimada a temperatura e presséo atmosféricas, o que pode influenciar os resultados
obtidos durante a investigagao.

Analogamente ao composto BIS, as moléculas de PYZ interagem entre si por interacdes
fracas, prevendo-se, pelas razbes anteriormente indicadas, que a sua associacdo com o API
possa ser efetival®®l. Neste trabalho, a escolha da PYZ como co-formador teve por base o estudo
do efeito do espacamento presente na estrutura da molécula de BIS na formulag&o do co-cristal.
A molécula de PYZ possibilita formar o mesmo sintdo que as moléculas de BIS e de 4-4bipiridil,
contudo a PYZ tem os dois &tomos de nitrogénio no mesmo ciclo. A influéncia que o
espacamento tera na formacgéo do co-cristal foi estudada neste trabalho, onde as condicfes de
co-cristalizacao para os dois sistemas foram as mesmas

1.6.6 Cafeina

Investigou-se também a possibilidade de formacdo de novas formas soélidas
multicomponente com a cafeina (CAF), sendo este composto um co-formador muito utilizado na
pesquisa de co-cristaisl’!. A par dos co-formadores BIS e PYZ, a CAF é um composto que possui
um grupo aceitador de ligacdo de hidrogénio no qual pode ocorrer a formagéo do heterosintao
acido---nitrogénio, contudo a estrutura molecular da CAF é mais complexa.

A CAF é um composto da familia das xantinas extraido de diversas plantas. A CAF é
utilizada como aditivo alimentar e também como estimulante do sistema nervoso central,
consumido maioritariamente como constituinte de cafél’?. Do ponto visto estrutural da CAF,
representada na Figura 1.13, a CAF tem 3 grupos funcionais capazes de formarem ligacdes de
hidrogénio, nomeadamente dois grupos carbonilos e o nitrogénio. A formacdo de uma nova
estrutura supramoleculares com a CAF pode ocorrer segundo qualquer um desses grupos
funcionais, sendo que essa possibilidade é explorada na seccdo 3.9.1 numa vertente
computacional.
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Figura 1.13. Estrutura molecular da cafeina

S&o conhecias duas formas polimorficas da CAF, comumente identificadas pelos autores
como forma a para o polimorfo | e forma B para o polimorfo I3, E descrito que a forma
polimérfica da CAF mais estavel a temperatura ambiente e a pressao atmosférica é a forma Il.
Contudo, tendo em atencao ao comportamento térmico da CAF, verifica-se uma transi¢ao sélido-
sélido a uma temperatura de 150 °C, transitando para a sua forma polimérfica I. Recentemente
foi reportada a existéncia de uma eventual forma polimérfica 11l da CAF4,
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Capitulo 2

Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Os compostos utilizados durante toda a atividade laboratorial foram adquiridos com o
maior grau de pureza possivel. Na Tabela 1 sdo evidenciados esses mesmos compostos assim
como a sua proveniéncia, propriedades relevantes indicadas pelo fornecedor e a sua forma
polimérfica, identificada neste trabalho por XRPD.

Tabela 2.1. Compostos utilizados na atividade laboratorial

Composto Laboratério M/ g mol? Trs/ °C Pureza %
Artesunato BLDpharm 384,4 140,1 98,0
Metoclopramida, 12 4] BLDpharm 299.8 146,6 99,9
Isonicotinamida, 11° 53 Sigma-Aldrich 122,1 156,0 99,0
Nicotinamida, 1253 Sigma-Aldrich 122,1 128,0 >09 5
Benzamida, 1217 Sigma-Aldrich 121,1 288,0 99,0
1,2-bis(4piridil)etano, 12[7 Sigma-Aldrich 182,2 112,0 99,0
Pirazina Sigma-Aldrich 80,1 55,0 99,0
Cafeina, 1P [ Fluka 194,2 235,6 299,0

2 forma polimorfica I, ® forma polimérfica Il

Confirmou-se que a ISONAM, a NAM, a BEZ, o BIS, a PYZ e a CAF, tal como outros
investigadores do grupo de investigacdo, que estes co-formadores ndo sofrem qualquer
alteracd@o na sua forma sélida aquando do processo de moagem, nas condi¢des aplicadas neste
trabalho. Os resultados para o AS e para a MCP s&o discutidos na capitulo 3.
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2.2.1 Métodos de preparacéo
2.2.1.1 Mecanoquimica

O desenvolvimento de produtos quimicos mais limpos, mais seguros e mais eficientes é
um dos maiores desafios da investigacdo moderna e de toda a industria, que se confrontam com
a necessidade de produzir cada vez mais. Esta crescente necessidade foi priorizada
principalmente pela industria farmacéutica desde a ultima década, evidenciando cada vez mais
0 papel importante da Quimica Verde aguando de todo o processo de fabrico e desenvolvimento
de novos produtos!’.

Seguindo esta premissa de procura de métodos mais sustentaveis, evidencia-se atécnica
de mecanoquimica, técnica que tem emergido com grande sucesso na conducdo de sintese
quimical”. Genericamente, a mecanoquimica é definida como reacdo quimica molecular ou
supramolecular mecanicamente induzidal’®. Esta técnica pode ser levada a cabo usando
diferentes tipos de moinhos, como por exemplo um moinho de bolas ou pode ser realizada
manualmente num almofariz’®. Em mecanoquimica, durante todo o processo de moagem, a
acédo das esferas no interior dos vasos no caso do moinho de bolas, ou se porventura a moagem
for executada manualmente, a agcdo da moagem por parte do pildo, resulta em forca mecanica,
fornecendo a energia necessaria para que ocorra a reacao. Este método tem sido amplamente
utilizado em sintese supramolecular na pesquisa de novas formas sélidas, como por exemplo
co-cristais ou co-amorfos/?®: &9,

Durante o processo de moagem, a acdo das bolas ird& promover um aumento da

temperatura dos vasos de moagem. Este aumento de temperatura pode ter uma grande
influéncia em certos sistemas, nomeadamente em sistemas amorfos onde a T4 é facilmente
atingida. Para estes sistemas é normalmente aplicado uma metodologia da mecanoquimica, a
moagem criogénica. A moagem criogénica consiste na utilizagéo de nitrogénio liquido como meio
(para arrefecimento), impedindo que o0s vasos atinjam temperaturas mais elevadas durante o
processo de moagem®Y,
Aquando do processo de moagem, este pode seguir duas vias, nomeadamente um processo de
moagem sem a adi¢cdo de solvente (NG) ou um processo de moagem assistida por solvente
(LAG). Ressaltando a moagem LAG, a adi¢ao de solvente ocorre em quantidades cataliticas cuja
principal funcdo passa por acelerar as rea¢des, habilitando transformagfes que ndo ocorrem por
moagem simples(®.

Condicoes experimentais

As amostras foram obtidas utilizando o moinho de bolas Retsch MM400, com vasos de moagem
de 10 ml e duas esferas de 7 mm de diametro, ambos de aco inoxidavel. As amostras foram
sujeitas a uma frequéncia de 25 Hz por um periodo de 30 minutos, NG e LAG (10uL de etanol).
A pesagem dos compostos for realizada recorrendo a uma balanca Mettler AE 163
(precisao+0,01 mg), com uma massa total de aproximadamente 50 mg. Apds as moagens, as
amostras foram guardadas em frascos rolhados, armazenados num exsicador com silica em gel
a uma temperatura de 2 °C.

Para os sistemas AS-PYZ e AS-ISONAM foram realizadas adicionalmente moagens
criogénicas nos mesmo vasos de ago inoxidaveis com duas esferas de 7 mm. As duas amostras
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foram sujeitas a uma frequéncia de 30 Hz por um periodo de 30 minutos, NG. ApGs 0 processo
de moagem, as amostras foram igualmente guardadas em frascos rolhados e posteriormente
armazenados num exsicador com silica em gel a uma temperatura de 2 °C.

2.2.1.2 Cristalizacdo em solucao

O processo de cristalizagdo em solucao € descrito como outra alternativa na obtencédo de
co-cristais. Esta metodologia envolve a dissolucdo dos dois compostos hum solvente adequado,
embora por vezes, devido a diferenca de solubilidade dos dois compostos seja necessério
recorrer a diagramas de fases ternarios, uma vez que estes providenciam informacao sobre a
solubilidade de cada uma das fases soélidas num determinado solvente e sobre as regides de
estabilidade termodinamica de cada forma sélida®?.

Apos o processo de dissolugdo a sobressaturacdo pode ser atingida por evaporacao do
solvente. E importante evidenciar que a velocidade de evaporacdo empregue pode ter uma
influéncia significativa na formag&o do cristal®*.

A medida que o processo de evaporagcdo prossegue, ocorre sobressaturacso,
promovendo a nucleacao e progressivo crescimento do cristal. Este € um método de rastreio
experimental, amplamente utilizado na sintese de co-cristais devido a sua simplicidade e
eficiéncia, existindo diversos artigos que denotam e descrevem a cristalizagdo em solucdo como
o principal método de sintese de co-cristais, sendo de grande utilidade para a transposi¢céo de
escalal®,

Condicoes experimentais

A sintese do co-cristal AS-BIS, na proporgdo 2:1 (mas = 41,11mg e mgs = 9,87mg), foi
conseguida dissolvendo os dois compostos em éter etilico em frascos de 10ml. Apds a
dissolucao, a solucédo foi colocada em agitacédo por um periodo de 24h a temperatura ambiente,
tendo em seguida sido deixada a evaporar a temperatura ambiente.

2.2.2 Métodos de caracterizacao das fases solidas

2.2.2.1 Espetroscopia de infravermelho

Apés a preparacdo das amostras, recorreu-se a técnica analitica de espetroscopia de
reflexdo total atenuada no infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR). A escolha da
técnica ATR justifica-se particularmente em estudos onde seja relevante a forma polimérfica da
amostra. A preparacao de pastilhas de KBr requer o uso de presséo consideravel e a disperséo
da amostra numa matriz iénica, fatores que podem induzir transformacgdes de fase.

A espectroscopia de infravermelho estuda a interagdo da radiacdo eletromagnética de
comprimentos de onda da regido do infravermelho com a matéria, a qual envolve essencialmente
transicdes vibracionais. A gama de niumeros de onda comumente utilizado encontra-se entre 0s
4000 e os 400 cm™ 18],

Quando a amostra é exposta a radiacdo na zona do infravermelho, as moléculas
absorvem seletivamente a radiagdo incidente com um determinado comprimento de onda,
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experimentando transi¢cdes entre os niveis vibracionais. A intensidade da radiacdo absorvida é
proporcional a variacdo de momento dipolar da molécula caracteristica de cada modo
vibracional. Deste modo, esta técnica possibilita a identificacdo dos grupos funcionais da amostra
em estudo, evidenciando os seus modos vibracionais!®. Contudo, esta identificacdo s6 é
possivel se a energia da radiagéo for igual a diferenca de energia entre os niveis vibracionais,
sendo forgcoso que a vibracdo esteja associada a uma alteracdo do momento dipolar da
moléculal®®. E possivel entdo afirmar que a radiacio absorvida pela amostra esta diretamente
ligada com a natureza das liga¢des quimicas. Por conseguinte, o espetro de infravermelho pode
ser descrito como uma espécie de “impressado digital’, ja que cada composto possui
caracteristicas Unicas, podendo ser facilmente distinguiveis de outros compostos!®®: 87,

Como referido acima, para a obtencao dos espetros neste tipo de equipamento a radiacado
€ gerada pela fonte e ap6s passar pelo interferometro incide na face inferior dum cristal de
diamante, sobre o qual a amostra é previamente colocada. De seguida a radiagdo chega ao
detetor, passando pelo processador, onde € convertida num sinal em fungdo do tempo
(interferograma). Por fim, este sinal é tratado com a transformada de Fourier onde o sinal é
convertido em funcdo do nimero de ondal®® 89,

Condicdes experimentais

Os espetros das amostras foram registados a temperatura laboratorial, num
espectrometro Thermo scientific, Nicolet 380 FT-IR, acoplado ao acesso6rio ATR Smart Orbit
Diamond de Thermo scientific com resolucdo de 1cm™ e 32 acumulacdes, na zona do
infravermelho médio, 4000 a 400 cm™.

2.2.2.2 Calorimetria Diferencial de Varrimento

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC) é uma técnica de analise térmica que

denota o fluxo de energia calorifica ocorrente em transicbes de fase ou noutros eventos
envolvendo trocas de energia, em fun¢do da temperatura. Esta técnica é frequentemente
utilizada na analise térmica de ativos farmacéuticos devido a sua capacidade de providenciar
informagfes detalhadas sobre as suas propriedades fisico-quimicas através da variagdo da
entalpia ou da sua capacidade calorifical®.
Considerando o seu modo de acéo, é possivel distinguir dois tipos de DSC, nomeadamente o de
fluxo de calor e o de poténcia compensada, sendo esta Ultima a variante usada neste trabalho.
Neste tipo de DSC a amostra em estudo é preparada em capsulas apropriadas, (normalmente
de aluminio, para amostras de compostos organicos) e juntamente com uma referéncia séo
colocadas em dois fornos diferentes, termicamente isolados, com temperatura controlada por
termémetros de resisténcia de platinal® °2. Em funcéo de fenémenos de absorcdo/emisséo de
energia aquando do processo de aquecimento e arrefecimento da amostra, é registada uma
diferenca de energia fornecida a ambos os fornos, dQ/dt (fluxo de calor), energia esta necessaria
para manter os fornos a mesma temperatura. O fluxo de calor é entédo representado em fungéo
da temperatura ou do tempo de ensaio® I, Tendo em conta este principio, verifica-se que as
principais aplicacbes do DSC passam pela identificagdo do ponto de fusdo, transicdes entre
fases solidas e identificacdo de transicdes vitreas (To)!®. No caso especifico deste trabalho, a
obtencéo de co-amorfos e co-cristais, 0s principais eventos analisados transparecem na
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identificagéo da Ty, no caso de co-amorfos e nos eventos de fusdo aquando da formagéo de co-
cristais.

Condicdes experimentais

Os termogramas foram obtidos com recurso a um calorimetro de poténcia compensada
da marca PerkinElmer, modelo DSC7, com refrigeracdo ajustada para -20°C por um intracooler
com circulacdo de uma mistura de etilenoglicol = agua 1:1(V/V). Como gas de purga foi utilizado
azoto, com um fluxo de 20 ml/min.

Todas as amostras foram preparadas em capsulas de aluminio hermeticamente fechadas
de 30 pL. Na capsula da amostra foram pesados entre 1 e 2,5 mg de sélido em analise. Como
referéncia foram utilizadas capsulas vazias obrigatoriamente iguais as da amostra.

A calibracdo da temperatura e da entalpia foi realizada com recurso a materiais de
referéncia certificados. Foram usados o fenil salicilato (Tws = (41,79 £ 0,03)°C) e o indio (Trs =
156,6°C) na calibragdo da temperatura. Na calibragdo da entalpia recorreu-se novamente ao
indio (AHws = (3286 * 13) J mol™* ),

2.2.2.3 Difrag&o de raios-X

A difragéo de raios-X (XRD) é uma técnica analitica, bastante versatil e ndo destrutiva,
comumente utilizada no estudo de estruturas cristalinas, fornecendo informacéo detalhada sobre
a estrutura dos compostos em estudo!®®,

Esta técnica fundamenta-se na incidéncia de um feixe monocromatico de raios-X
diretamente na amostra. Os raios-X sdo gerados por um tubo de raios catédicos onde sdo
posteriormente filtrados, promovendo o tal feixe monocromatico. Ao incidirem na amostra, estes
podem sofrer difracdo ou podem ser refletidos®®. Pormenorizando a difracdo ocorrente, os feixes
difratados sofrem uma interferéncia construtiva, que ao serem detetadas, dao origem a padrées
de difracéo, intrinseco para cada amostra. De notar que a intensidade dos raios-X é registada
com interferéncia construtiva quando, apés incidirem na amostra, é satisfeita pela lei de Bragg,
Equacéo 167

nA = 2d sin (0) (1)

onde n corresponde a ordem de reflexdo, A € o comprimento de onda da radiacéo, d é a
distancia interplanar que gera o padrao de difragdo e 6 é o angulo de difragéol®’..

Relativamente & aplicacdo da técnica XRD, esta apresenta duas aplica¢des dispares com
base no mesmo principio, sendo elas a difracao de raios-X de monocristal (SCXRD) e a difracéo
de raios-X de p6 (XRPD). A técnica SCXRD permite obter toda a informag¢é@o da estrutura
cristalina da amostra em estudo, retirando toda a informacdo em 3 dimensdes. Contudo, a
amostra a utilizar nesta técnica tera de ser um monocristal de tamanho e qualidade apropriados
a sua andlise, o que pode ser um grande desafio em certos sistemas. Relativamente a técnica
XRPD, esta é utilizada para amostras em po6 policristalinas, sendo obtidos os padrées de difracéo
de raios-X caracteristicos em uma dimensado (picos em certas posi¢cdes e com intensidades
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variaveis)®®, Esta apresenta algumas vantagens face a técnica de monocristal, nomeadamente
a facilidade de preparacéo da amostra e a rapidez na obtencéo dos difractogramas(®.

Condicdes experimentais

A difracdo de raios-X de pé foi realizada na Unidade de Controlo de Qualidade de
Produtos Farmacéuticos (UCQFarma) da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra,
com recurso ao aparelho MiniFlex 600 (Rigaku, Jap&o), utilizando radiacdo Kq (A = 1,541862 A)
com um filtro K.

As amostras foram acomodadas no centro do porta amostras, objetivando a obtencgéo de
difractogramas na melhor qualidade possivel. Os porta amostras tém superficies de silicio
especialmente preparadas para evitar difragcdo provocada pelos mesmos. Os difractogramas
foram obtidos com recolha de dados durante aproximadamente 15 min.

2.2.2.4 Termomicroscopia com luz polarizada

A termomicroscopia com luz polarizada (PLTM) é um método termoanalitico que
possibilita observar o comportamento da amostra através de um microscépio 6tico com luz
polarizada em fungéo da temperatura. Partindo da observagcdo da amostra torna-se possivel
visualizar diferentes eventos térmicos, como por exemplo transi¢ces de fase sélido-solido, fusédo
e processos de cristalizacao. Para além da possibilidade de visualizar estes eventos térmicos, a
PLTM permite obter informag6es ao nivel de estrutura da amostra, sendo possivel observar a
sua cristalinidade e a sua morfologia.

Contudo esta técnica é comumente utilizada complementarmente com a técnica de DSC,
uma vez que permite constatar através de imagens ou em videos os diferentes processos que
ocorrem ao longo de um termograma durante um programa de temperatura bem definido,
particularmente relevante quando as energias envolvidas s&o baixas. E de todo importante
ressaltar que durante todo o processo de obtencéo e analise das imagens obtidas, a informacédo
guantitativa ndo é avaliadal*l.

Condicoes experimentais

O equipamento da PLTM é composto por uma placa de aquecimento DSC600 da Linkam,
sendo que a temperatura é controlada por sensores de platina (Pt100). Como bloco central, o
equipamento possui varias unidades que tém diferentes fusbes: a unidade Cl94 (computer
interface), responsavel pelo controlo do programa de temperatura, a unidade LNP94/2 (Liquid
Nitrogen Pump), responsavel pela refrigeracdo e por Gltimo um computador responsavel pelo
controlo de todo sistema. A amostra é observada por um microscépio de transmissdo de luz
polarizada, DMRB da empresa Leica. Durante toda a experiéncia, as imagens e videos foram
obtidos através de uma camara pixelinkPL-A662. O software utilizado é o Linksys32. Todas as
imagens apresentadas durante este trabalho foram obtidas com uma ampliagdo de 200x.



2.2.3 Estabilidade de co-amorfos

2.2.3.1 Camaras de estabilidade

A fim de avaliar a qualidade e a seguranca de uma nova forma farmacéutica,
nomeadamente no caso particular do sistema co-amorfo AS-MCP (sintetizado neste trabalho), &
necessario proceder a realizacado de testes de estabilidade. Estes terdo um papel importante na
percecdo da influéncia que certos fatores terdo na armazenagem do composto, como a
temperatura ambiente, a humidade e a luz. Ter uma ideia da influéncia destes fatores no sistema
em estudo possibilita estabelecer o prazo de validade e as condicdes de armazenamento
ideais!*0,

De acordo com a European Medicines Agency (EMA), as condicbes a aplicar nas
camaras de estabilidade tém por base os efeitos das condiges climaticas nas trés principais
regides do mundo, designadamente a Europa, Japdo e os Estados Unidos da América*®l, A
EMA define assim o mundo em 4 grandes regifes climaticas, sendo elas a zona |, definida como
temperada, uma zona ll, descrita como subtropical e mediterranea, uma zona lll, com um clima
quente e seco e por fim uma zona IV, regi&o quente e hiimida. E importante ter como referéncia
0 zona onde a nova forma farmacéutica serd comercializada de modo a definir as melhores
condi¢Bes de estabilidade. E necessario também evidenciar que as propriedades da nova forma
farmacéutica tomam um papel igualmente importante aquando da escolha das condi¢cbes a
implementarfol,

Condicoes experimentais

Para realizar este estudo procedeu-se a preparacao do sistema co-amorfo AS-MCP, na
propor¢cdo 3:1, por mecanoquimica 25Hz, 30min, NG. ApOs a sintese do co-amorfo,
aproximadamente 10mg do composto foram transferidos para 6 capsulas gelatinosas. As
capsulas foram posteriormente colocadas numa camara de estabilidade a 25°C/60% HR durante
3 meses. De modo a seguir a evolucdo de cada sistema realizaram-se analises de XRPD a cada
15 dias.

2.2.4 Métodos computacionais

2.2.4.1 Teoriado funcional de densidade

A teoria do funcional de densidade (DFT) tem emergido como uma das principais
ferramentas no estudo e previsdo do estado fundamental de sistemas reais aquando do célculo
das suas propriedades fisica e quimicas. Os calculos DFT permitem uma boa correlacéo entre o
tedrico e o experimental, conduzindo em grande medida a conclusdes assertivas sobre as
propriedades geométricas, eletrénicas e espetroscépicas dos diversos sistemas em estudo!*%?),

Um dos principios basicos do método DFT passa por instituir que a energia de um sistema
pode ser descrita em termo de funcéo densidade eletrénica, p(r)i*> 102 131 A funcdo de densidade
€ uma alternativa ao método de Hartree-Fock (HF) e ao célculo da funcéo de onda. A DFT segue
dois teoremas fundamentais, sendo eles o teorema da existéncia de Hohenberg e Kohn e o

teorema variacional. O teorema da existéncia denota que a energia duma molécula no estado
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fundamental pode ser determinada univocamente pela sua densidade eletrénica, possibilitando
afirmar que a uma certa densidade eletronica corresponde a um potencial externo. O teorema
variacional é idéntico ao estabelecido para a funcédo de onda, sendo que neste caso estabelece-
se que ao se possuir varias funcdes de densidade eletrénica, a melhor correspondera aquela
que descreve o sistema de mais baixa energia. O correspondente hamiltoniano, sendo este
depois usado para calcular a energia de modo semelhante ao apresentado na equac¢do de
Schrodingerft©s,

Um dos principios basicos do método DFT passa por instituir que a energia de um sistema
pode ser descrita em termo de funcdo densidade eletrénica, p(r)i*? 1921031 A funcéo de densidade
€ uma alternativa ao método de Hartree-Fock (HF) e ao célculo da funcdo de onda. A DFT segue
dois teoremas fundamentais, sendo eles o teorema da existéncia de Hohenberg e Kohn e o
teorema variacional. O teorema da existéncia denota que a energia duma molécula no estado
fundamental pode ser determinada univocamente pela sua densidade eletrénica, possibilitando
afirmar que a uma certa densidade eletrénica corresponde a um potencial externo. O teorema
variacional é idéntico ao estabelecido para a funcao de onda, sendo que neste caso estabelece-
se que ao se possuir varias funcdes de densidade eletrénica, a melhor correspondera aquela
que descreve o sistema de mais baixa energia. O correspondente hamiltoniano, sendo este
depois usado para calcular a energia de modo semelhante ao apresentado na equacgdo de
Schrodinger3l,

Para que a DFT seja considerada um método alternativo viavel ao método classico HF é
necessario ainda usar o método do campo autocoerente de Kohn-Sham (KS-SCF)[%: 1041 Este
método recorre a equacgdes equivalentes as de HF para determinar fungdes analogas as orbitais
moleculares e recorre também a um operador monoeletrénico, sendo este um funcional da
densidade eletrénica. Recorrendo a combinag&o do principio variacional da DFT, descrito em
cima, com a utilizagdo de um operador monoeletronico, é possivel procurar orbitais moleculares

(xi) com valores minimos de energia (&i), desde que se satisfaca a seguinte equag&o dos valores
préprios, Equacéo (2)1103 1041;
KS, _
hi"Xi = & X; @

Onde kXS é o operador monoeletrénico de Kohn-Sham (KS). Este operador é descrito
como um funcional da densidade eletrénica, dado pela seguinte equacdo, Equacéo 3194

1 icl Zk p(") , , OEXC
hKS — = |7-2 _ nucleos dr 3
L Y | 7= 7| | =77 T 3

E importante referir que no método de KS é necessario introduzir um termo EX¢ (energia
de troca e correlagdo), termo que deriva da antissimetria prescrita as fun¢cdes de onda e da
energia de correlacao eletronica. Uma vez que é completamente impossivel determinar de forma
analitica este termo, séo aplicados em DFT certos funcionais de troca e correlacéo, escolhidos
a priori do célculo, sendo estes funcionais os representantes do termo EX¢[103.104]

Existem diversos funcionais que podem ser escolhidos aquando do célculo, como por
exemplo o funcional mais simples, denominado de aproximacdo da densidade local (LDA) e o
funcional utilizado neste trabalho, o funcional hibrido B3LYP.
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Paralelamente a escolha do funcional esta a escolha da base de funces'®?, Existem
diversas bases de funcdes que podem ser escolhidas. Neste trabalho recorreu-se a base de
fungdes def2svpi®l. No nivel da DFT, a utilizacdo desta base de fungGes permite a obtencdo de
resultados qualitativamente corretos. A utilizacdo de bases de fungcbes mais complexas, como
por exemplo bases triple zeta ou até mesmo bases quadruple zeta, teria elevados custos
computacionais nao justificados para os objetivos deste trabalho, uma vez que se estaria a
trabalhar no limite teérico da DFTI%],

Neste trabalho, a DFT foi utilizada para a otimizacdo dos agregados e calculo das
energias dos compostos puros e dos hipotéticos agregados mistos. Partindo destes valores,
nomeadamente do valor da energia de Gibbs a 298 K, foi possivel prever se a energia de
interacdo nos agregados mistos seria favoravel, termodinamicamente mais estavel que as dos
puros. Para tal subtraiu-se a energia dos agregados puros a dos agregados mistos tendo em
conta a estequiometria em cada caso para cada reacao isodésmica.

Condicdes experimentais

Todos os calculos foram efetuados recorrendo ao programa Gaussian 16, onde o0s
resultados obtidos foram visualizados pelo programa de visualizacdo GaussView 6.0.16. Em
todos os calculos efetuados por DFT foi utilizado o funcional hibrido B3LYP com a base de
funcdes def2svp. Foi realizada a otimizacdo das geometrias dos homodimeros e dos
heterodimeros assim como os calculos para as frequéncias vibracionais. Estes calculos
permitiram entdo calcular alguns dos parédmetros termodinamicos a temperatura de 25°C e
permitiram confirmar a natureza do estado estacionario atingido como um minimo na superficie
de energia potencial pela auséncia de frequéncias imaginarias.

2.2.4.2 Superficies de Hirshfeld

Compreender as interagfes intermoleculares € fundamental para depreender sistemas
quimicos a nivel molecular e algumas das suas propriedades fisico-quimicas, como por exemplo
o seu ponto de fusdo. Com o objetivo de estudar e revelar os diferentes tipos de intera¢des foram
usadas superficies de Hirshfeld.

As superficies de Hirshfeld representam os volumes moleculares individuais com base na
densidade eletronica do cristal. Na superficie de Hirshfeld, cada molécula presente na estrutura
cristalina relaciona-se com moléculas vizinhas® 3¢, A sua analise ajuda a compreender as suas
interacdes e 0s contactos mais proximos que mantém unidas as moléculas na estrutura cristalina.
Em termo tedricos, a superficie de Hirshfeld é definida pela fun¢do peso para cada atomo da
molécula (w(r)), onde a soma das densidades eletrénicas médias dos atomos na molécula em
estudo é dividida pelas densidades eletronicas dos atomos do cristal, designando-se pro-
molécula e pré-cristal, respetivamente, Equac&o 51106 107

W(l") _ Ppré—molécula

®)

Ppré—cristal

Vale a pena salientar que a funcéo w(r) toma valores compreendidos entre 0 e 1, sendo
gue a superficie de Hirshfeld é formada pelos pontos onde esta fungdo toma o valor de 0,5.
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O espaco interior da superficie de Hirshfeld constitui a regido do espaco onde a
contribuicdo da densidade eletrénica da molécula excede a do resto do cristall*°6: 107}

De modo a visualizar as diferentes interacdes e 0s contactos mais proximos presentes na
superficie de Hirshfeld, é conveniente definir em primeiro lugar algumas fungdes geométricas de
distancia, representadas na Figura 2.1.:

Figura 2.1 llustragdo de um dimero da formamida, onde é representado os valores de de e di. Retirada
de [118].

O parametro de corresponde a distancia da superficie de Hirshfeld ao &tomo mais préximo
na regido externa dessa superficie e difaz referéncia a distancia da superficie ao &tomo mais
proximo localizado no seu interior®8l, E importante referenciar que estes valores de distancia vao
depender em grande medida do tamanho dos respetivos atomos. Para visualizar estas distancias
recorre-se a uma funcdo dependente destas, normalizadas pelo raio de van der Waals,
denominada de dnorm, Equacéo (6)106: 1071;

di - vdw de —Te vdw

dnorm = T vdw -,.evdW (6)

A identificag@o dos contactos mais proximos é de extrema importancia neste trabalho, ja
que este locais indicam os locais de interagbes mais intensas, servindo como orientacdo na
construcado das estruturas de partida dos heterodimeros.

Partindo dos valores de de e di é ainda possivel apresentar um grafico denominado de
fingerprint. O grafico 2D-fingerprint da superficie de Hirshfeld é um auxiliar no estudo das
interagBes nos cristais, fornecendo um resumo visual em diferentes cores dos diferentes tipos de
interacdes. Através destes graficos é possivel visualizar as contribui¢cdes individuais dos varios
tipos de interagdes presentes nas moléculas do cristal em estudo. Estes graficos caracteristicos
de cada molécula diferente séo igualmente sensiveis ao ambiente quimico da molécula™®®!,

Condicdes experimentais

Para a obtencdo da estrutura de partida dos heterodimeros recorreu-se a superficie de
Hirshfeld do AS (CCDC FAHFAV01)“Y. Tendo entdo como referéncia os contactos mais
proximos na superficie de Hirshfeld do AS, procedeu-se a construcdo dos heterodimeros com os
co-formadores, nomeadamente a MCP (CCDC METPRA01)!%, o BIS (CCDC ZEXKIW)*0 g
ISONAM (CCDC EHOWIH)!1, a NAM (CCDC NICOAMO01)112 e a CAF (CCD NIWFEEQ3 )1113],
No desenho dos hipotéticos heterodimeros, a principal preocupacéo foi a tentativa de posicionar
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os co-formadores o mais proximo possivel do ponto de interacdo preferencial assinalado a
vermelho na superficie de Hirshfeld (menor valor de dnom).

A analise das estruturas cristalinas, a constru¢do dos agregados a partir destas e a
simulagédo dos difractogramas de raios-X de po foi efetuada usando o programa Mercury.

2.2.4.3 Andlise de ligacdes néo covalentes

As interacbes ndo covalentes representam um papel chave no estudo de sistemas
quimicos e bioldgicos. Interacbes van der Waals, ligacdes de hidrogénio, ligagdes dipolo-dipolo
e interagdes 11-1M, s&o alguns exemplos de interagdes n&o covalentes com uma enorme
importancia e influéncia no desenvolvimento de novas formas sélidas, em particular na sintese
de co-cristais e co-amorfos*4,

De modo a estudar estes tipos de interacées surge o programa de analise de ligacdes
nao covalentes (NCI). A analise NCI baseia-se na densidade eletrénica e nos seus derivados,
possibilitando a identificacéo dos varios tipos de interacdo ndo covalentes. A analise NCI permite
calcular o gradiente da densidade eletrénica reduzido (RDG), s, em funcdo da densidade
eletrénica, p, em cada ponto do espago'4,

As interacbes evidenciadas pelo programa NCI podem ser de natureza atrativa ou
repulsiva. De modo a diferenciar os diferentes tipos de interacbes a densidade eletrénica é
multiplicada pelo sinal do segundo valor proprio da Hessiana (sinal(A2)-p). Este valor possibilita
caracterizar a forca das interacdes por meio da densidade. Interagfes atrativas e repulsivas sédo
identificadas como regides onde sinal(A2)-p < 0 e sinal(A2)-p > 0, respetivamente. Para
interacBes mais fracas, como é o caso das interacdes de van der Waals, registam-se gradientes
de densidade eletronica reduzido com sinal(A2)-p = 0114,

Para visualizar essas regides correspondentes aos diferentes tipos de interacdes, &
frequentemente usado um cédigo de cores baseado no valor de sinal(A2)-p. Evidencia-se a cor
azul na presenga de ligagbes de hidrogénio, a cor verde na presenca de interagfes van der
Waals e a cor vermelha para interacdes do tipo repulsivas, normalmente associadas a interacbes
intramoleculares®®. A localizacéo destas regides pode ser visualizada com a ajuda de superficies
correspondentes a determinado valor de RDG (normalmente 0,3), projetados na estrutura
molecular.

Condicoes experimentais

Os gréficos NCI 2D foram gerados com os resultados do programa NCIPLOT 4.0.116],
usando o programa GNUPLOTM®, A visualizacdo das superficies NCI nas estruturas dos
dimeros foi obtida com o programa VMD®17],

2.2.4.4 Potencial eletrostatico

Condicdes experimentais

O potencial eletrostatico é utilizado para a analise das regibes carregadas positivamente
e negativamente da molécula em estudo. A sua utilizagdo pode muitas das vezes ajudar a

31



justificar um determinado tipo de associacdo. Neste trabalho, o calculo do potencial eletrostéatico
teve esse mesmo objetivo, justificar um determinado tipo de associacao.

A determinacdo do potencial eletrostatico foi realizado somente para o sistema
artesunato-isonicotinamida, uma vez que existia duvidas de qual seria a associagao preferencial
entre o artesunato e a isonicotinamida.

Para o calculo do potencial eletrostatico das moléculas de artesunato e isonicotinamida
foi utilizado o programa Gaussian 16. A determinac¢éo do minimo na superficie das moléculas foi
determinado pelo programa Multiwfn 3.7.
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Capitulo 3

Resultados e Discussao
3.1 Investigacéo da forma soélida do artesunato

Numa primeira etapa do trabalho foi identificada a forma solida do AS adquirido
comercialmente. Para tal, recorreu-se a difracdo de raios-X de po, recolhendo o difractograma
do AS comercial que foi comparado com os difractogramas do AS simulados a partir dos
ficheiros CIF das estruturas cristalinas depositadas na CCDC, recorrendo ao programa
Mercury. A comparacédo dos difractogramas esta evidenciada na Figura 3.1.

—— AS a simulado
—— AS comercial

—— AS p simulado

JU DUV YV NV (N SR

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 3.1.Difractogramas de raio-X de p6 do AS comercial, do diasterecisomero a e § do AS obtidos por simulagao
a partir dos ficheiros CIF depositados na CCDC com os codigos (FAHFAV01)#1 e (MEXKOP)XY, respetivamente.

Analisando a Figura 3.1 é possivel verificar que a amostra AS adquirida comercialmente
corresponde ao diastereoisémero a (codigo CCDC FAHFAVO01), ja que os dois difractogramas
apresentam as mesmas reflexdes nos mesmos locais. E importante reportar que essa forma
sélida simulada do AS sera a utilizada em todos os calculos computacionais, uma vez que
corresponde & mesma forma sdlida do AS comercial.

A caracterizacéo por DSC, Figura 3.2, denota apenas um pico endotérmico aquando do
processo de aquecimento, correspondendo a fusdo do AS (Trs = (140,5 £ 0,85)°C e AHrs = (38,1
+ 0,7)kJ mol?). De forma a confirmar se existe algum efeito da mecanoquimica no composto AS,
€ apresentada também a curva de DSC da amostra AS sujeita a moagem NG, 25Hz, 30 minutos,
(Trs=(140)°C e AH1s=(31) kJ mol?). Verifica-se que as Tis sd0 concordantes, o que possibilita
afirmar que a amostra ndo sofre alteracdes durante o processo de moagem. Um dos principais
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fatores a ter em conta corresponde ao processo de degradacdo do AS, ja que esta ocorre logo
apos a sua fuséao.

——AS comercial
——AS NG
——AS LAG

dQ/dt

T T 1T T 1T T 1T T 1T T
0O 10 20 30 40 50 60 70 8O0 90 100 110 120 130 140 150
Temperatura / °C

Figura 3.2.Curvas de DSC de aquecimento da amostra comercial de AS e das amostras submetidas a NG
e LAG (10pL de etanol) (B = 10 °C/min.).

Através da analise dos espetros de IV do AS, apresentados na Figura 3.3, é possivel, ndo
s6 confirmar uma vez mais que a agcdo da moagem ndo promove alteracdes na sua rede
cristalina, mas também confirmar os grupos funcionais caracteristicos do AS.

—— AS comercial

——AS NG
—— AS LAG

1751
1147

3262
3000
2864

M\w
I N o N

B AN N

i
s A

I i I T 1 i I i I i I T 1 T 1 T 1 T 1
3600 3200 2800 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Absorvancia / u.a.

Numero de onda / cm™

Figura 3.3. Espetros de infravermelho da amostra comercial de AS e das amostras submetidas a NG e LAG (10pL
de etanol).
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Pormenorizando a andlise estrutural do AS, é possivel observar a 3262 cm™ a presenca
de uma banda correspondente elongacdo da ligacdo do grupo funcional -OH*3, Em seguida
regista-se uma série de bandas na regido dos 3000-2864 cm. Estas bandas estdo associadas
as elongacdes da ligacdo C-H dos grupos CH2 e CH3 presentes na molécula de ASH3 118 A
banda a 1751 cm™ é uma das mais caracteristicas do AS, estando associada a vibragdo do tipo
elongagdo do grupo C=0. Verifica-se também bandas entre os 1500-1000 cm™? que
correspondem a vibrac8es por deformacao angular correspondentes a ligacées C-H dos ciclo-
hexanos. Por fim, a banda a 1147 cm esté relacionada a uma vibracéo por deformacgéo angular
do grupo endoperoxido, C-O-O-Cl118],

3.2 Investigacao da forma solida da metoclopramida

Na Figura 3.4 sdo apresentados os termogramas obtidos por DSC para a MCP comercial
num ciclo de aquecimento/arrefecimento/aquecimento, entre 25 °C e 155 °C. Na Figura 3.5
mostra-se imagens recolhidas por PLTM no primeiro aguecimento da amostra comercial.

——MCP Comercial, a) 1° aguecimento
MCP Comercial, b) arrefecimento
—— MCP Comercial, ¢) 2° aguecimento

o
% 5 Trus= 1468,5°C
w | W r=1212°C i p
AH= 13,9 kJ mol AH = 30,7 kJ mol
a)
g Trus= 145,6°C
-1
° A =299 kJ mol
C) us

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Temperatura / °C

Figura 3.4. Curvas de DSC de aquecimento/arrefecimento de uma amostra de MCP comercial (§ = 10 °C/min.).

T=123°C T=131°C T=135°C
Figura 3.5. Imagens obtidas por PLTM num primeiro aquecimento da MCP comercial aquando da transi¢éo sélido-
sélido. (8 = 10 °C/min.), ampliacdo 200X.
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Nas Figuras 3.6 e 3.7 apresentam-se as curvas de DSC obtidas para as amostras
submetidas a NG e LAG, 10pL de etanol. O ciclo térmico investigado é idéntico ao estudado para

a amostra comercial.

—— MCP NG, a)1° aquecimento
MCP NG, b) arrefecimento
—— MCP NG, c¢) 2° aquecimento

= 38
Tiys= 146,6°C
E i T=127,0°C fus 4
A AH. = 31,7 kJ mol
a) AH = 12,8 kJ mol fus
—
b)
ke
3 T o= 1462 °C
fus » 4
© c) AH,, = 30,0 kJ mol

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Temperatura / °C
Figura 3.6. Curvas de DSC de aquecimento/arrefecimento de uma amostra de MCP submetida a NG (§ = 10

°C/min.).
—— MCP LAG, a) 1° aguecimento
MCP LAG, b) arrefecimento
—— MCP LAG, a) 2° aguecimento
z| 8 TE1232°C
[5 E T AH= 13,9 kJ mol Trys=146.2°C ,
0 AHp, = 31,5 kJ mal

a)

b)

Trus™ 1433°C
Ay = 30,1k mol”

dQ/dt

c)

—

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Temperatura / °C

Figura 3.7. Curvas de DSC de aquecimento/arrefecimento de uma amostra de MCP submetida a LAG (10uL de
etanol) (B = 10 °C/min.).
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De acordo com termogramas e imagens PLTM apresentados nas Figura 3.4, 3.5, 3.6 e
3.7 é evidente 0 mesmo comportamento térmico da amostra MCP comercial e das amostras
MCP sujeita a NG e LAG. Investigando mais detalhadamente verifica-se, aquando do primeiro
aquecimento, dois picos endotérmicos, correspondendo o primeiro a uma transi¢ao solido-sélido,
promovendo uma alteragdo da rede cristalina, ocorrendo alterag&o do polimorfo | para o polimorfo
II. O segundo pico é atribuido a fusdo do polimorfo Il. Por cristalizacdo do fundido, no segundo
aquecimento, verifica-se apenas um pico endotérmico, indicando que no processo de
cristalizacdo do fundido a MCP cristaliza apenas na forma polimorfica Il e por isso apenas se
observa o pico associado a sua fusédo do polimorfo II.

Na Figura 3.8 sao apresentados os difractogramas de raios-X de p6 da MCP comercial,
da amostra submetida a moagem NG e LAG. O composto comercial corresponde a forma
polimérfica 114°1. Apés o processo de arrefecimento em DSC, a amostra foi retirada da capsula e
posteriormente analisada por XRPD, obtendo-se pela primeira vez o padrdo de difracdo do
polimorfo Il da MCP.

MCP Forma | simulada
—— MCP comercial, Forma |
MCP LAG
—— MCP NG
—— MCP cristalizada do fundido, Forma Il

wm

-

Intensidade / u.a.

10 15 20 25 30 35 40

20/°

Figura 3.8. Difractogramas de raio-X de pé da MCP simulada a partir do ficheiro CIF depositado na CCDC com o
cédigo (METPRA), da MCP comercial correspondente a forma polimérfica |, das amostras de MCP submetidas a
NG e LAG, (10puL de etanol) e da forma polimoérfica 1l da MCP, obtida ap6s a um ciclo de aquecimento/arrefecimento
em DSC.

e, =

Examinando os difractogramas € possivel concluir que a amostra da MCP submetida a
LAG corresponde a forma polimaérfica | enquanto que a amostra sujeita a NG corresponde a uma
mistura dos dois polimorfos, apresentando reflexdes mais intensas do polimorfo | a 26 = 6,7°;
11,2°% 13,99 22,0° e 27,3° e reflexdes caracteristicas do polimorfo Il a 26 = 17,2°; 19,9° e 27,6°.
A mesma conclusdo é comprovada na comparacdo dos respetivos espetros de 1V,

apresentados na Figura 3.9.
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Figura 3.9. Espetros de infravermelho da MCP comercial correspondente & forma polimérfica I, das amostras de
MCP submetidas a NG e LAG (10puL de etanol) e da forma polimérfica Il da MCP, obtida ap6s a um ciclo de
aquecimento/arrefecimento em DSC.

Da comparacao dos espetros de IV, é possivel observar a presencga dos dois polimorfos
da MCP quando sujeita a moagem NG, resultando na presenca da banda a 3477 cm?,
caracteristica do polimorfo Il, associada a vibracao do tipo elongacéo assimétrica da ligagdo NH..
A 3399 cm?, 3326 cm™ e 3218 cm™ surgem as bandas associadas a vibracdo por elongacéo
simétrica da ligacdo NH- e da ligacdo NH do grupo amida. De igual modo, em todos os espetros
visualiza-se bandas entre 3011-2796 cm™ correspondentes a elongacdo da ligacdo C-H dos
grupos CH; e CH3 presentes na molécula de MCP. Observa-se ainda a banda a 1646 cm
correspondente a vibracao por elongacao do grupo C=0. Todos estes valores sao semelhantes
aos descritos na literatura,

3.3 Sistema artesunato + metoclopramida

3.3.1 Previsdo computacional de interagdes intermoleculares entre o artesunato e
a metoclopramida: Reacdes isodésmicas e ligagcbes ndo-covalentes

A formacdo de um novo sistema supramolecular esta diretamente ligada com a
capacidade das moléculas se associarem através de interacdes moleculares ndo covalentes. Em
célculos computacionais, a entidade mais simples que se pode simular para estes sistemas,

conservando as interagfes intermoleculares envolvidas, é o heterodimero. O heterodimero é
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caracterizado por compreender uma unidade molecular de cada um dos componentes puros. A
previsdo da interacdo entre dois compostos partindo de heterodimeros tem demonstrado
resultados bastante positivos, prevendo corretamente se é favoravel que ocorra a formacéo de
um novo sistema supramolecular ou ndo!*2 129, Para se obter a confirmacéo de que determinada
interacdo ocorra € necessario que os heterodimeros formados sejam mais estaveis que o0s
respetivos homodimeros dos compostos purosi*?, Contudo, em alguns sistemas, a energia de
interacdo é relativamente préxima de zero, o que suscita duvidas sobre a possibilidade de
interacao.

Para a obtencédo da estrutura de partida dos heterodimeros recorreu-se a superficie de
Hirshfeld da molécula de AS (FAHFAVO1)“U, representada na Figura 3.10. E apresentada
somente a superficies de Hirshfeld de AS por este ser o API principal deste trabalho, sendo que
as superficies de Hirshfeld de todos os co-conformadores utilizados estéo presentes no Anexo I.
A utilizacdo da superficie de Hirshfeld do AS como base na constru¢do dos heterodimeros de
partida € justificada pela inexisténcia de estruturas cristalinas resolvidas de sistemas
multicomponente com a molécula de AS, o que levou a que neste trabalho se recorresse a
superficie de Hirshfeld para orientar a sua construcéo.

Figura 3.10. Superficie de Hirshfeld da molécula AS. As intera¢des por pontes de hidrogénio estao assinaladas a
tracejado na cor verde.

Evidenciam-se duas manchas de cor vermelha na superficie de Hirshfeld do AS,
indicadores de dois locais de interagcBes moleculares mais intensas. Identificando esses locais
como os de interacdo mais forte entre as moléculas de AS, é presumivel idealizar que as
interacdes preferenciais entre as moléculas de AS e MCP seriam nesses locais de interagao
mais intensa, de maior proximidade.

De forma a caracterizar estes contactos de forma grafica, sdo apresentados na Figura
3.11 os gréficos fingerprint. E possivel observar nos gréaficos fingerprint dois bicos proeminentes,
Figura 3.11 b), relacionados com interag6es do tipo O---H, representando 38,2% da superficie de
Hirshfeld. Verifica-se ainda uma regido central, Figura 3.11 c) referente ao tipo de interacdo H---H,
sendo esta uma interacdo de natureza dispersivas e/ou repulsiva, representando 59,8% da
superficie de Hirshfeld da molécula de AS.
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Figura 3.11. Representacg&o grafica 2D do fingerprint da molécula AS: a) Todo o tipo de interagdes do AS; b)
Interacdes do tipo O***H; c) interag¢des do tipo H**H.

Tendo entdo como referéncia os contactos mais proximos na superficie de Hirshfeld da
molécula de AS, procedeu-se a construgdo dos heterodimeros. No desenho dos hipotéticos
heterodimeros, a principal preocupacao foi a tentativa de posicionar a molécula MCP o mais
proximo possivel do ponto interagdo preferencial assinalado a vermelho do grupo funcional -OH
da molécula AS. Objetivou-se o ponto de interacdo preferencial do grupo funcional -OH pois este
possibilita a formacao de uma ligacéo de hidrogénio com o grupo C=0 da MCP. Uma vez que as
duas moléculas apresentam varios grupos funcionais possiveis de funcionar como dadores e
aceitadores de ligacdes de hidrogénio e devido a sua grande flexibilidade conformacional, ndo é
possivel estudar exaustivamente todo o espaco conformacional dos heterodimeros. As
estruturas dos heterodimeros construidos representam apenas exemplos de estruturas
possiveis, entre muitas.

Tendo em conta estes fatores procedeu-se a otimizagdo completa da geometria e calculo
das frequéncias vibracionais dos homodimeros dos compostos puros, onde a estrutura foi
retirada diretamente da sua rede cristalina, e dos heterodimeros construidos. Os resultados
obtidos para as energias e outras propriedades termodindmicas estdo apresentadas na Tabela
3.1

Tabela 3.1. B3LYP/def2svp Energias dos homodimeros de AS e MCP e energias dos heterodimeros de AS-
MCP1 e AS-MCP2°,

AS-AS -2683,3042 -2682,3731 -7042433 1224 -7042798
MCP-MCP -2641,8121 -2641,1035 -6934093 1220 -6934457
AS-MCP1 -2662,5569 -2661,7374 -6988260 1236 -6988629
AS-MCP2 -2662,5629 -2661,7430 -6988276 1195 -6988632

% Eele : €nergia eletronica; Ezpe : Eele + energia vibracional do ponto zero; Hzes k : entalpia a 298 K; Sz9s k: entropia a 298

K; Gaes k: energia de Gibbs a 298 K.
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Recorrendo aos valores obtidos apds o célculo computacional foi possivel verificar se a
formacdo de um novo sistema supramolecular é termodinamicamente favoravel. Para avaliar a
sua maior estabilidade relativa foi necesséario determinar o valor da energia de ligacdo dos
heterodimeros (AEawv) que pode ser estabelecida segundo a Equacgédo 712

Eaa + Emm

. ™

AEpm = Eam —

Onde o Eav, 0 Exa € 0 Enwm denotam, respetivamente, a energia do heterodimero, a
energia do homodimero do AS e a energia do homodimero da MCP.

Tendo em conta os valores da energia eletrénica expressos na Tabela 3.1 é possivel
entao calcular o valor AEau. Os valores obtidos para os heterodimeros estdo apresentados no
Esquema 1, assim como a representacao esquematica dos homodimeros e dos heterodimeros
construidos.

Esquema 1. Reagfes isodésmicas para o célculo da estabilidade relativa dos
heterodimeros vs homodimeros: AS-MCP1 e AS-MCP2.

1/2

Eav=-1,9 kJ mol?

1/2

b)
Eav=-5,2 kJ mol1
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O valor AEav obtido para o heterodimero AS-MCP1 foi de -1,9 kJ mol™ e o valor de AEam
para o heterodimero AS-MCP2 foi de -5,2 kJ mol™. Para ambos os heterodimeros obteve-se um
valor negativo de energia de interagdo o que permite concluir que a sua jungdo, segundo a
estrutura de heterodimeros escolhida, é favoravel, justificando assim a associagdo AS-MCP
como promissora no desenvolvimento de um novo sistema supramolecular. No entanto, estas
pequenas diferencas de energia (<10 kJ mol™)*?! indicam pouca seguranca na indicacéo da
formacdo do heterodimero, que devera depender bastante das metodologias experimentais
utilizadas.

De modo a estudar o tipo de interacbes ndo-covalentes nos heterodimeros AS-MCPL1 e
AS-MCP2 recorre-se ao programa de analise de interacdes ndo covalentes, NCI (do inglés Non-
Covalent interactions analysis), no qual se obteve as estruturas moleculares presentes na Figura
3.12. O foco deste estudo esta na andlise das interagcfes intermoleculares dos respetivos
heterodimeros, sendo por isso que as diversas interagdes intramoleculares foram previamente
filtradas no programa NCIPLOT.

a)

b)

88388535 85
S S S o S S

g 3 8 8
s S s s s

sign(A2)p(a.u

)
Figura 3.12. Representacéo dos heterodimeros AS-MCP evidenciando as diferentes interagdes intermoleculares e
os respetivos graficos NCI: a) Heterodimero AS-MCP1; b) Heterodimero AS-MCP2.

Denotam-se as interacdes intermoleculares entre o AS e a MCP, com a escala de cores
onde a cor verde corresponde a interagdes van der Waals e a cor azul corresponde a ligagdes
de hidrogénio. Atendendo a Figura 3.11, é possivel verificar que ambos os heterodimeros
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apresentam interacdes van der Waals ao longo dos contactos intermoleculares auxiliadas pela
forte ligacéo de hidrogénio entre o grupo &cido da molécula de AS (p = 0,05) e do carbonilo amida
da molécula de MCP. Observa-se também uma ligacdo de hidrogénio ndo classica, mais fraca
(p = 0,03) correspondente ao sintdo CH---O= éster. O heterodimero AS-MCP2 apresenta a
ligacdo de hidrogénio acido-amida ligeiramente mais forte que o AS-MCP1, ao passo que a outra
ligacdo de hidrogénio é ligeiramente mais fraca.

3.3.2 Investigacdo da formacdo de solidos multicomponente artesunato-
metoclopramida por mecanoquimica

O estudo da interagdo do AS com a MCP é algo completamente novo. A investigacao
deste sistema ocorreu inicialmente por moagens a 30Hz por um periodo de 30 minutos, NG e
LAG, 10uL de etanol. O produto destas moagens revelou ser impossivel de retirar dos vasos de
moagens, apresentando uma textura gelatinosa. Esta alteragcdo de textura do composto &
justificada agquando da formacdo de um amorfo, cuja Ty € ultrapassada devido ao aquecimento
dos vasos durante os processos de moagem. Tendo em conta este fator, implementou-se o
protocolo descrito na secgéao 2.2.1.1 que visa manter a temperatura dos vasos num valor mais
baixo, evitando que o sistema atinja a T,4. Implementando este protocolo foi possivel obter um
produto na forma sélida, recuperavel, apés o processo de moagem por NG. Contudo, no
processo de moagem por LAG obteve-se 0 mesmo resultado alcangcado na primeira etapa da
investigacdo, novamente um composto de textura gelatinosa impossivel de ser retirado do vaso.
Como o Unico composto recuperavel no estado sélido foi obtido por NG, todo o estudo da
formacao de sélidos multicomponente AS-MCP foi realizado por NG.

Esta investigagao revelou a existéncia de um sistema co-amorfo na proporgéo de 1:1, 2:1
e 3:1, sendo que numa primeira etapa sera analisado o sistema AS-MCP 1:1. Todos os
resultados foram confirmados com recurso a XRPD, a ATR-FTIR e a DSC.

A sintese do co-amorfo AS-MCP 1:1 foi realizado por mecanoquimica, NG, a 25 Hz e por
um periodo de 30 minutos. Os difractogramas obtidos para a mistura AS-MCP 1:1 e para os
componentes puros estdo representados na Figura 3.13.

AS-MCP, 1:1, NG
—— AS comercial
—— MCP comercial

Intensidade / u.a.
==

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura 3.13. Difractogramas de raio-X de p6 da mistura AS-MCP (1:1) NG, do AS comercial e da MCP comercial.
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Na mistura AS-MCP 1:1, apds o processo de moagem, verifica-se que os picos de
difracdo caracteristicos do AS e da MCP desaparecem nos padrées de XRPD, ndo se
observando qualquer tipo de reflexdo. Esta auséncia de reflexdes é justificada pela formacéo de
um co-amorfo AS-MCP.

O comportamento térmico deste sistema é apresentado nos termogramas apresentados
na Figura 3.14.

—— AS comercial
AS-MCP NG, 1:1
—— MCP comercial

______________________ ﬂ
|

' I ' I ! I ! I ! I ' I ' I L |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Temperature / °C

dQ/dt

Figura 3.14. Curvas de DSC de aquecimento do AS comercial, m= 1,77 mg, da mistura AS-MCP (1:1) NG, m= 1,47
mg e da MCP comercial, m= 1,43 mg (8 = 10 °C/min.).

Analisando os termogramas dos solidos é possivel verificar que a mistura AS-MCP 1:1
apresenta uma transicao vitrea a Ty = (27,5)°C, 0 que é mais uma prova de que se obteve um
sistema amorfo.

Os espetros de 1V, Figura 3.15, corroboram na confirmacgéo da formacéo do sistema co-
amorfo.
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—— AS comercial
AS-MCP NG, 1:1
—— MCP comercial
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Figura 3.15. Espetros de infravermelho da amostra comercial de AS, da mistura AS-MCP (1:1) NG e da amostra
comercial de MCP.

Na analise dos espetros de IV é possivel verificar o alargamento das bandas, em particular
nas bandas correspondentes a vibracdo por elongacédo da ligagdo NH, da molécula MCP.
Observam-se desvios nos sinais da elongacdo da ligacdo NH,, de 3399 cm™ para 3447 cm? e
3326 cm? para 3362 cm™. A evidéncia do alargamento de bandas é igualmente visivel nas
bandas associadas a vibracdes por elongacédo da ligagdo C-H dos grupos CH; e CHs presentes
na molécula de AS. A banda referente ao grupo carbonilo aparece, de igual modo, alargada e
com um peqgueno desvio, de 1751 cm™ para 1747 cm™.

Todos os resultados obtidos indicam que ocorreu a formagédo de um sistema co-amorfo,
contudo com uma Ty relativamente baixa. Por conseguinte estudou-se outros sistemas AS-MCP
em diferentes proporc¢des com o objetivo de aumentar a Tg.

3.3.3 Sintese de co-amorfos artesunato-metoclopramida nas proporgdes 2:1 e 3:1
por mecanoquimica

Tendo como foco o aumento da Ty, procedeu-se a preparacdo das misturas AS-MCP nas
proporcdes 2:1 e 3:1. Inicialmente, apds o processo de moagem a 25Hz, 30 minutos NG, foi
necessario confirmar que a formacao do co-amorfo era assegurada. A confirmacao da formacéo
do sistema co-amorfo nestas proporgdes esta demonstrada nos difractogramas de raio-X de pé
da Figura 3.16.
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— AS-MCP, 3:1, NG
— AS-MCP, 2:1, NG
—— AS comercial
—— MCP comercial

M

Intensidade / u.a.
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20/°

Figura 3.16. Difractogramas de raio-X de p6 da mistura AS-MCP (3:1) NG, da mistura AS-MCP (2:1) NG, do AS
comercial e da MCP comercial.

De acordo com os difractogramas é possivel afirmar que, quer no sistema AS-MCP 2:1
qguer no 3:1, a formacdo do sistema co-amorfo é alcancada, registando-se novamente uma
auséncia de reflexfes, os picos de difracdo dos compostos puros de AS e MCP desaparecem

por completo.
As curvas de DSC ilustrativas dos sistemas co-amorfo AS-MCP nas proporgdes 2:1 e 3:1

estdo evidenciadas na Figura 3.17.

—— AS comercial g

— AS-MCP NG, 3:1 T
—— AS-MCP NG, 2:1

— MCP comercial

dQ/dt

A

— 71 r T r T r T * T T 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Temperatura / °C

Figura 3.17. Curvas de DSC de aquecimento do AS comercial, m= 1,77 mg, da mistura AS-MCP (3:1) NG, m= 2,14
mg, da mistura AS-MCP (2:1) NG, m= 1,48 mg e da MCP comercial, m= 1,43 mg. (f = 10 °C/min.).
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Ambos sistemas apresentam um evento de transicao vitrea, confirmando uma vez mais
a sintese de um co-amorfo. Para o sistema AS-MCP 2:1 obteve-se uma T4 = (41,5)°C enquanto
gue, para o sistema AS-MCP 3:1 obteve-se uma Tg4 = (44,3)°C. Os dois sistemas cumpriram com
0 objetivo de aumentar a T, fase ao sistema AS-MCP 1:1. Destaca-se o sistema co-amorfo AS-
MCP 3:1 como 0 mais promissor, uma vez que este apresenta uma maior Tg.
Os espetros de IV presentes na Figura 3.18 estdo em concordancia com os resultados
obtidos para o sistema AS-MCP 1:1, observando-se novamente um alargamento e alguns
desvios nas mesmas bandas.

—— AS comercial

—— AS-MCP NG, 3:1
—— AS-MCP NG,2:1
—— MCP comercial ’
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Figura 3.18. Espetros de infravermelho da amostra comercial de AS, da mistura AS-MCP (3:1) NG, da mistura (2:1)
NG e da amostra comercial de MCP.

3.3.3.1 Teste de estabilidade

Foram realizados os estudos de estabilidade do sistema co-amorfo AS-MCP 3:1 nas
condicbes de 25 °C / 60 % HR. Foi efetuado apenas o estudo de estabilidade do sistema AS-
MCP na proporcao 3:1, uma vez que, como descrito na Ultima sec¢ao do trabalho, este sistema
co-amorfo é 0 mais promissor, 0 que apresenta uma maior Ty.

O composto foi colocado em 6 capsulas gelatinosas, sendo posteriormente armazenadas
em uma camara de estabilidade, como descrito na secgéo 2.2.3. Os difractogramas de raios-X
de p6 foram efetuados de 15 em 15 dias onde se obtiveram os resultados apresentados na Figura
3.19.
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—— AS-MCP, 3:1, 45 dias
—— AS-MCP, 3:1, 30 dias
—— AS-MCP, 3:1, co-amorfo 15 dias

Intensidade / u.a.

20/°

Figura 3.19. Difractogramas de raios-X de p6 do co-amorfo AS-MCP (3:1) apoés 15, 30 e 45 dias, em camara de
estabilidade a 25 °C / 60 % HR.

Analisando os difractogramas é possivel aferir que apés um periodo de 15 e 30 dias o
sistema continua co-amorfo, continuando a ndo existir qualquer tipo de reflexdo, néo existindo
gualquer alteracdo no sistema AS-MCP. No entanto, passados 45 dias, é possivel verificar o
aparecimento de uma série de reflexdes caracteristicas do composto AS e do polimorfo | da
MCP. O aparecimento das reflexdes permite comprovar o processo de cristalizacdo do sistema
AS-MCP, o que possibilita afirmar que este sistema ndo é mais um sistema co-amorfo.

Tendo como referéncia que, nas condi¢cbes de estabilidade impostas na camara de
estabilidade, ocorre o processo de cristalizacdo passados 45 dias, procedeu-se a um novo
estudo de estabilidade, onde neste novo estudo o sistema co-amorfo AS-MCP 3:1 permaneceu
dentro de um exsicador de silica a temperatura ambiente. Impondo estas condi¢bes de
estabilidade procedeu-se novamente a caracterizacdo das amostras do sistema por XRPD, de
15 em 15 dias, por 90 dias. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 3.20.

AS-MCP, 3:1, 90 dias
AS-MCP, 3:1, 75 dias
—— AS-MCP, 3:1, 60 dias
— AS-MCP, 3:1, 45 dias
—— AS-MCP, 3:1, 30 dias
—— AS-MCP, 3:1, 15 dias

Intensidade / a.u

T T
5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura 3.20. Difractogramas de raios-X de p6 do co-amorfo AS-MCP (3:1) apo6s 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias,
armazenado num exsicador com silica.
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Pela analise dos difractogramas, € possivel verificar que durante os 90 dias o sistema
permanece co-amorfo, ndo se verificando o aparecimento de novas reflexdes como no caso
anterior.

Como referido na seccédo 2.2.3, o estudo de estabilidade é importante para estabelecer
as condicbes de armazenamento ideais. Quando armazenado numa camara de estabilidade a
uma temperatura fixa e um nivel de humidade de 60 % o sistema cristaliza, deixa de ser um
sistema co-amorfo enquanto que, quando armazenado dentro de um exsicador a uma
temperatura ambiente, mas em ambiente seco, o sistema permanece co-amorfo por um periodo
minimo de 90 dias. Estes resultados permitem, numa primeira abordagem a este sistema,
concluir que se este co-amorfo fosse comercializado teria de ser armazenado em comprimidos
selados de forma a impedirem um aumento do nivel de humidade.

3.4 Sistema artesunato + isonicotinamida

3.4.1 Previsdo computacional de interacdes intermoleculares entre o artesunato e
aisonicotinamida: Reac¢des isodésmicas e ligacdes ndo-covalentes

Numa primeira etapa procurou-se prever computacionalmente qual seria o sintdo formado
aquando da interagdo entre a molécula de AS e a molécula de ISONAM. Considera-se que a
interacdo de AS com a ISONAM se d& por uma ligagédo de hidrogénio entre o grupo -OH de AS
e 0 nitrogénio aromatico na posicao para da ISONAM. Para além desta ligagdo formada, prevé-
se que o sintdo amida---amida entre as moléculas de ISONAM permaneca intacto. A
representacdo da possivel interagédo esta representada na Figura 3.21.

AN "‘“'x” ______ N
| amida---amida

dcido---nitrogénio aromatico

Figura 3.21. Representacéo ilustrativa dos diferentes sintdes previstos para a interacdo AS-ISONAM. Ry —
Equivalente ao restante da molécula de ISONAM e Rz; Rz — Restante estrutura quimica da molécula de AS.

Existem diversas diretrizes neste sistema que justificam que a interacdo entre as duas
moléculas ocorra segundo os sintdes supramoleculares apresentados na Figura 3.21. A
permanéncia do sintdo amida---amida das moléculas de ISONAM pode ser justificada com base
no trabalho de Desiraju et al.[}??, onde é descrito uma metodologia tedrica que procura confirmar
a preservacdo desse dimero através da andlise dos potencial eletrostatico de cada molécula.
Considerando o sintdo amida---amida presente na Figura 3.22 a), a ligacdo de hidrogénio
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formada N-H---O resulta de um atomo oxigénio basico, com um valor de potencial eletrostatico
de -174,9 kJ mol™. Este atomo de oxigénio é uma forte base de Lewis, resultante da sua
conjugacdo com o grupo amida, promovendo a formacédo de uma forte ligacdo de hidrogénio.
Por outro lado, a formacao do sintdo acido---amida, Figura 3.22 b), ira promover a formacgéo de
uma nova ligacdo de hidrogénio N-H---O(acido), sendo que esta interacdo ocorre segundo um
atomo de oxigénio menos basico, associado a um valor de potencial eletrostatico de -152,7 kJ
mol™. Este &tomo de oxigénio esta conjugado com o grupo -OH, caracterizado por ser uma base
de Lewis mais fraca que o grupo amida, o que ira promover uma fraca ligacdo de hidrogénio N-
H---O(acido). Como tal, a permanéncia do sintdo amida---amida apresentard ligacdes de
hidrogénio mais fortes, sendo por isso mais estavel.

-174,9 kJ mol-!

8 Q--enees H—NH \
E / K
g Forte LH /
& R —s i3
S \ HN—H""""---~ ()') Atomo de O mais
E Fraca ligacado covalente basico
= N-H l
Fraca LH
8 == — .. Forte ligag&o covalente J 9
E Atomobd’e O menosG() -------- H—NH / N-H, hipercromicidade na o
© asico PresaneesmmSeenes 7"\’ banda do espetro de IV % 4
e /.\ Forte LH < o 1927l ol
T A I ——— /) ’ 4 N
2 (( O—H------- O/
o

O H-- 0 / (9 '»M‘ ) © |
S

<)

Figura 3.22. Representagéo esquematica dos sintdes de interesse: a) sintédo amida---amida associada a uma forte
ligagdo de hidrogénio (LH) NH---O quando comparada com b) sintdo acido---amida. c) potencial eletrostatico das
moléculas de ISONAM e AS, calculados recorrendo ao método DFT-B3LYP, base de fungdes def2svp e mapeada
sobre a superficie uma densidade eletronica molecular de 0,002 eletrdes/A. Os valores de energia indicam os
minimos de potencial eletrostatico nessa superficie.

E descrito ainda na investigacdo de Desiraju et al.'?? que a formacdo do dimero
acido---amida ira fortalecer a ligagdo covalente N-H do grupo NH;, resultando num desvio
hipercrémico (para um valor de energia mais alto) no espetro de IV da banda associada a
elongacédo dessa mesma ligacdo. O estudo deste desvio é seguido na seccao 3.4.2 do trabalho.

A interacdo das moléculas de AS com a ISONAM de acordo com os sintbes
supramoleculares apresentados na Figura 3.21 pode ainda ser justificada teoricamente por
comparacao da energia de ligacdo de um agregado formado por esses mesmos sintdes e um
agregado formado segundo o sintdo &cido---amida. Numa primeira etapa procedeu-se a
construcao de dois agregados tendo em consideragdo a permanéncia do sintdo amida---amida
das moléculas de ISONAM. Foram contruidos dois heterotetrameros, constituidos por duas
moléculas de ISONAM interligadas por meio do sintdo amida---amida e duas moléculas de AS,
cada qual ligada a uma molécula de ISONAM por uma ligacéo de hidrogénio entre o grupo -OH
da molécula de AS e o nitrogénio do anel aromatico da ISONAM.
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A par do sistema AS-MCP, procedeu-se inicialmente a otimizacdo dos homodimeros dos
compostos puros (retirados diretamente da sua rede cristalina) e dos heterodimeros construidos.
Denotar que a construcdo dos heterotetrameros teve por base a construcdo de dois agregados
o mais diferentes possiveis entre si. Os resultados obtidos para as energias e outras
propriedades termodindmicas estdo apresentadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. B3LYP/def2svp Energias dos homodimeros de AS e ISONAM e energias dos heterotrimeros de AS-
ISONAM linear e AS-ISONAM compacto®.

AS-AS 26833042 | -2682,3731 7042433 1224 ~7042798
ISONAM-ISONAM | -833,3999 -833,1662 2187433 565 2187602
AS-ISONAM 35167150 | -3515,5496 -9229890 1692 -9230395
compacto
AS-ISONAM linear | -3516,7089 | -3515,5440 29229874 1729 29230390

% Eele : €nergia eletronica; Ezpe : Eecle + energia vibracional do ponto zero; Hzos k : entalpia a 298 K; Szes k: entropia a 298
K; Gaos k: energia de Gibbs a 298 K.

Apos o célculo computacional foi possivel verificar se a formacdo de um novo sistema
supramolecular é termodinamicamente favoravel. Para confirmar a sua estabilidade
termodin@mica foi necessario determinar o valor da energia de ligagdo dos heterotetrameros
(AEa) que pode ser estabelecida partindo da Equacdo 7. Contudo, neste sistema estéo a ser
consideradas duas moléculas de AS e duas moléculas de ISONAM. Atendendo a este fator, o

valor da energia de ligagdo dos heterotetrdmeros é estabelecido pela Equacao 8:
AEp; = Epp— (Ean + Eyp) (8)

Onde o0 Ea, 0 Eax € 0 Ey denotam, a energia do heterotetramero, a energia do
homodimero do AS e a energia do homodimero de ISONAM, respetivamente.

Tendo em conta os valores da energia eletrénica expressos na Tabela 3.2 é possivel
entdo determinar o valor AEa. Os valores obtidos para cada um dos heterotetrameros estéo
apresentados no Esquema 2, assim como a representacao esquematica dos homodimeros e dos
heterotetrameros construidos.
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Esquema 2. Reac8es isodésmicas para o célculo da estabilidade relativa do heterotrimero vs
heterotetrdmeros: a) AS-ISONAM compacto e b) AS-ISONAM linear.

Ea=-28,6 kJ mol™

J

LY’

o

9

Ea=-12,6 kJ mol?

Considerando o heterotetramero AS-ISONAM de geometria compacta, o valor da energia
de ligacéo é de -28,6 kJ mol! enquanto que, para o AS-ISONAM de geometria linear, o valor da
energia de ligacdo é de -12,6 kJ moll. Para ambos os heterotetrAmeros obteve-se um valor
negativo de energia de interacao o que permite concluir que a sua juncédo é favoravel, segundo
as estruturas dos heterotetrameros escolhidas, justificando assim a associagdo AS-ISONAM
como promissora no desenvolvimento de um novo sistema supramolecular.

Como referido acima, a permanéncia do sintdo amida---amida pode ser igualmente
confirmada teoricamente pela comparagdo dos valores das energias de ligagcdo entre os
heterotetrameros e o heterodimero apresentado no esquema 3, cuja interagdo ocorre por meio
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do sintdo acido---amida. Os respetivos resultados para as energias e outras propriedades
termodin@micas estao expressos na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. B3LYP/def2svp Energias dos homodimeros de AS e ISONAM e energias dos heterotrimeros de AS-
ISONAM linear e AS-ISONAM compacto®.

AS-AS -2683,3042 -2682,3731 -7042433 1224 -7042798
ISONAM-ISONAM -833,3999 -833,1662 -2187433 565 -2187602
AS-ISONAM linear -1758,3606 -1757,7788 -4614957 921 -4615232

% Eele : €nergia eletronica; Ezpe : Eecle + energia vibracional do ponto zero; Hzos k : entalpia a 298 K; Szes k: entropia a 298
K; Gaos k: energia de Gibbs a 298 K.

Esquema 3. Reagles isodésmicas para o célculo da estabilidade relativa do heterodimero vs
heterotetrdmeros: AS-ISONAM.

Ea=-22,5 kJ mol?

Atendendo aos valores de energia de eletronica e considerando a Equacao 8 no calculo
da energia de ligacéo do agregado, obteve-se um valor de energia de ligagdo do heterodimero
de -22,5 kJ molt. A par dos heterotetrdmeros construidos, o heterodimero apresenta um valor
negativo de ligacdo. Contudo, o valor de ligagdo do heterodimero formado segundo o sintdo
acido---amida é inferior a do heterotetramero AS-ISONAM com uma geometria compacta. Este
valor mais negativo obtido para o heterotetramero formado segundo da Figura 3.21 corrobora
com a premissa de que a interacdo entre a molécula de AS e ISONAM ocorre segundo o0 sintéo
acido---nitrogénio aromatico.

A segunda parte da metodologia computacional aplicada para este sistema passou pelo
estudo das interacdes ndo covalentes dos heterotetrameros construidos segundo o sintdo
acido---nitrogénio aromatico. O resultado do estudo destas interacdes é representado na Figura
3.23.
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Figura 3.23. Representacéo dos heterotetrameros AS-ISONAM evidenciando as diferentes interagdes
intermoleculares e os respetivos graficos NCI: a) Heterotetramero AS-ISONAM com uma geometria compacto; b)
Heterotetramero AS-ISONAM com uma geometria linear.

A Figura 3.23 denota os graficos NCI e a representagdo das interacdes intermoleculares
entre as moléculas de AS e ISONAM, segundo as estruturas dos heterotetrameros considerados.
A associacdo entre as moléculas de AS e ISONAM é dominada por dois tipos de ligacdes de
hidrogénio, sendo uma delas referente as duas ligagées de hidrogénio entre as moléculas de
ISONAM no sintdo amida---amida e a interacdo entre o grupo -OH da molécula de AS e o
nitrogénio do anel aromatico da molécula de ISONAM. E possivel verificar que esta tltima ligac&o
de hidrogénio é a mais forte, apresentando um menor valor de sign(A2)-p (-0.051 a.u vs -0.04
a.u).

Para além das ligagBes de hidrogénio € evidente nas estruturas e nos graficos NCI a
presenca de interacdes van der Waals ao longo das interagfes intermoleculares. Denotar que a
geometria compacta apresenta uma maior contribuicdo de interacbes van der Waals que a
geometria linear, o que torna a geometria compacta do heterotetramero AS-ISONAM a mais
estavel.
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3.4.2 Investigacdo da formacdo de solidos multicomponente artesunato-
isonicotinamida por mecanoquimica

Num primeira etapa iniciou-se a investigacdo do sistema AS-ISONAM pela preparagéo
de uma mistura equimolar por NG e LAG, 10uL de etanol, por um periodo de 30 minutos a 25
Hz. Ap6s o processo de moagem das amostras, procedeu-se a sua caracterizacao por FTIR-
ATR, onde o resultado esta apresentado na Figura 3.24.

—— AS comercial
AS-ISONAM, 1:1, LAG

—— AS-ISONAM, 1:1, NG

—— ISONAM comercial

A

___________

2486
1828

Absorvancia / u.a.

T T T T T T T T T T T T T T T T
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
NUmero de onda / cm™

Figura 3.24. Espetros de IV do AS comercial, das misturas AS-ISONAM (1:1) obtidas por NG e LAG e da ISONAM
comercial. A cor verde sao evidéncias de bandas caracteristicas da formagao do sintdo acido---nitrogénio aromatico.

Denota-se que a mistura obtida por NG apresenta um claro alargamento de bandas,
nomeadamente nas bandas a 3357 e 3173 cm™ correspondentes a vibragdes por elongacgéo
simétrica e assimétrica da ligagdo N-H do grupo NH, da molécula de ISONAM. Visualiza-se ainda
um alargamento das bandas referentes as elonga¢des das ligacdes C-H dos grupos CHz e CHs
presentes na molécula de AS™8 Verificam-se ainda duas bandas alargadas a 2486 e 1928 cm!
bastante caracteristicas aquando da formacéo do sintdo Acido---nitrogénio aromatico*?3. Na
mistura obtida por LAG é evidenciada apenas uma mistura fisica dos dois compostos puros,
apresentando um soma perfeita dos espetros de IV dos compostos de partida.
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Partindo duma primeira andlise dos espetros de IV, é possivel presumir que o
alargamento de bandas possa ser devido a formac¢do de um sistema co-amorfo. De forma a
estudar essa possibilidade procedeu-se a caracterizagdo por XRPD, Figura 3.25.

AS-ISONAM, 1:1, LAG
AS-ISONAM, 1:1, NG
—— AS comercial
—— ISONAM comercial

Intensidade / u.a.

JL,_AJ w)\A‘UMk
' 3I0 ' 3IS ' 410

201/°

Figura 3.25. Difractogramas de raio-X de p6 das misturas AS-ISONAM (1:1) obtidas por NG e LAG, do AS comercial
e da ISONAM comercial.

Dos difractogramas de raio-X de pé das amostras confirma-se uma vez mais a mistura
fisica da mistura AS-ISONAM obtida por LAG, uma vez que se observam as reflexdes dos dois
compostos puros. Para o sistema obtido por NG verifica-se que este nao é completamente
amorfo, apresentando reflexdes de baixa intensidade ao longo do seu padrédo de difragdo, em
particular a 206 = 22,8°.

As curvas de DSC para a mistura AS-ISONAM obtida por NG e dos compostos puros sdo
apresentadas na Figura 3.26. A curva de DSC da mistura obtida por LAG encontra-se

apresentada no Anexo Il na Figura A7.
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Figura 3.26. Curvas de DSC de aquecimento do AS comercial, m= 1,77 mg, da mistura AS-ISONAM (1:1)
obtida por NG, m= 1,78 mg e da ISONAM comercial, m= 2,10 mg. (8 = 10 °C/min.).

Na curva de DSC da mistura obtida por NG regista-se huma primeira etapa uma transicéo
vitrea a T¢ = 10,2 °C seguida por um processo de cristalizacdo. ApOs o processo de cristalizacao
observam-se dois picos endotérmicos onde o primeiro pico esta associado a fusdo do AS
contaminado por ISONAM. O segundo pico endotérmico revela-se mais alargado, sendo que
este alargamento pode ser justificado pela ISONAM, aquando da fuséo, estar em contacto com
a fase liquida constituida por AS contaminado pela ISONAM.

Nas condi¢gBes aplicadas nesta primeira etapa de investigacdo do sistema AS-ISONAM
foi possivel verificar que existe interacao entre as duas moléculas, formando um sistema semi-
cristalino. Tendo a confirmacdo de que de facto existe interacdo entre o AS e a ISONAM num
sistema semi-cristalino, procurou-se sintetizar um sistema co-amorfo. Para tal implementaram-
se condi¢cBes mais drasticas durante o processo de moagem, nomeadamente uma frequéncia de
30 Hz durante 30 minutos, NG.

Recorrendo ao processo de moagem criogénica, a uma frequéncia de 30 Hz por 30
minutos, NG, foi possivel obter o espetro de IV apresentado na Figura 3.27.
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Figura 3.27. Espetros de IV do AS comercial, das misturas AS-ISONAM obtidas por moagem criogénica e da
ISONAM comercial.

Tal como no sistema semi-cristalino obtido anteriormente, a mistura obtida por moagem
criogénica apresenta um alargamento das bandas caracteristicas de ISONAM e AS e ainda as
duas bandas alargadas associadas a formacdo do sintdo acido---nitrogénio aromatico*?s,
Verifica-se ainda que ndo ocorreu um desvio hipercrémico associado a formacgdo do sintdo
acido---amida (evidenciado a tracejado), o que justifica assim, uma vez mais, a formagéo do
sintdo acido---nitrogénio aromatico*?l,

As curvas de DSC da mistura e dos respetivos compostos puros estédo representadas na
Figura 3.28.
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Figura 3.28. Curvas de DSC de aquecimento do AS comercial, m= 1,77 mg, da mistura AS-ISONAM (1:1)
obtida por moagem criogénica, m= 1,68 mg, e da ISONAM comercial, m= 2,10 mg (B = 10 °C/min.).
Analisando os termogramas da mistura é possivel verificar somente uma transicao vitrea

a Tg = (8,3)°C. A observacdo apenas da temperatura de transicéo vitrea indica a formacao de
um novo sistema co-amorfo. A confirmagéo da formag&o do sistema co-amorfo é lograda pelo

difractograma de raios-X de p6 presente na Figura 3.29.
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Figura 3.29. Difractogramas de raio-X p6 das misturas AS-BIS (1:1) obtidas por moagem criogénica, do AS
comercial e da ISONAM comercial.
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Da analise do difractograma para a mistura AS-ISONAM (1:1) obtida por moagem
criogénica verifica-se que os picos de difracdo caracteristicos do AS e da ISONAM desaparecem
nos padrées de XRPD, ndo se observando qualquer tipo de reflexdo. Esta auséncia de reflexées
€ justificada pela formacgédo de um co-amorfo AS-ISONAM (1:1).

3.4.2.1 Teste de estabilidade

©
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Figura 3.30. Difractogramas de raios-X de p6 do co-amorfo AS-ISONAM (1:1) apds 40 dias a T= 2°C.

Foram realizados os estudos de estabilidade do sistema co-amorfo AS-ISONAM (1:1) por
um periodo de 40 dias. Devido a baixa T4, do co-amorfo, as respetivas amostras foram
armazenadas em frascos rolhados a temperatura de 2 °C. Os difractogramas de raios-X de po
foram efetuados de apds os 40 dias onde se obtiveram os resultados apresentados na Figura
3.30.

Pela analise dos difractogramas, é possivel verificar que apés os 40 dias, nestas
condicbes de armazenamento, o0 sistema permanece co-amorfo, ndo se verificando o
aparecimento de qualquer reflexao.

3.5 Sistema artesunato + nicotinamida

3.5.1 Previsdo computacional de interacdes intermoleculares entre o artesunato e
a nicotinamida: Reacdes isodésmicas e ligacdes nao-covalentes

Seguindo uma metodologia computacional idéntica a aplicada para o sistema AS-
ISONAM, procedeu-se a construgdo de dois hipotéticos heterotetrdmeros, sendo o ponto de
interacdo uma ligacao de hidrogénio entre o grupo -OH da molécula de AS e o nitrogénio do anel
aromatico na posicao meta da molécula de NAM. Uma vez mais salientar que o local preferencial
de ligacao escolhido partiu da analise da superficie de Hirshfeld da molécula de AS
(FAHFAVO1)¥1,

O processo de otimizagdo dos homodimeros dos compostos puros e dos
heterotetrameros segui 0 mesmo principio aplicado para os sistemas anteriores. Os respetivos
resultados obtidos para as energias e outras propriedades termodindmicas estédo apresentadas
na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4. B3LYP/def2svp Energias dos homodimeros de AS e NAM e energias dos heterotrimeros de AS-
NAM linear e AS-NAM compacto®.

Ezpe/En Haz98x/ S2908K/ Go8x/
= (k] mol~1) (J K 1'mol™?) (kJ mol™1)
AS-AS -2683,3042 -2682,3731 -7042433 1224 -7042798
NAM-NAM -833,4021 -833,1684 -2187439 565 -2187608
AS-NAM linear -3516,7118 -3515,5466 -9229882 1726 -9230396
AS-NAM compacto -3516,7089 -3515,5440 -9229874 1734 -9230391

% Eele : €nergia eletronica; Ezpe : Eecle + energia vibracional do ponto zero; Hzos k : entalpia a 298 K; Szes k: entropia a 298
K; G2os k: energia de Gibbs a 298 K.

Partindo dos valores de energia eletronica calculados computacionalmente € possivel
determinar, recorrendo a Equacéo 8, a energia de ligacao para cada um dos heterotetrameros
construidos e assim determinar se a sua associacdo para a formacdo de um forma solida
multicomponente é favoravel. Os valores obtidos para cada um dos heterotetrdmeros estao
apresentados no Esquema 4, assim como a representacdo esquematica dos homodimeros e dos
heterotetrameros construidos.

Esquema 4. Reacg8es isodésmicas para o célculo da estabilidade relativa do heterotetrameros vs
homodimeros: a) AS-NAM linear e b) AS-NAM compacto.

b ¢

a)

Ean= 9,4 kJ mol™?
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Ean= 14,1 kJ mol?

Verifica-se que, no heterotetramero AS-NAM de geometria linear, o valor da energia de
ligacéo é de 9,4 kJ mol? e para 0 AS-NAM de geometria compacto, o valor da energia de ligagéo
é de 14,1 kJ molt. Para ambos os heterotetrameros obteve-se um valor positivo de energia de
interacdo, 0 que permite antever que nao existira qualquer associacdo entre a molécula de AS e
a molécula de NAM, esperando-se obter apenas uma mistura fisica dos dois compostos.

A par do sistema AS-ISONAM, a possibilidade da interagdo AS-NAM por intermédio do
sintdo acido---amida pode ocorrer. Como tal procedeu-se a constru¢do de um heterodimero de
AS-NAM cuja interagcdo ocorre segundo o sintdo &cido---amida. A estrutura esquematizada e
otimizada do heterodimero AS-NAM esta representada no esquema 5. Os resultados obtidos
para as energias e outras propriedades termodinamicas estdo expressos na Tabela 3.5.

Tabela 3.5. B3LYP/def2svp Energias dos homodimeros de AS e NAM e energias do heterodimero de AS-NAM®.

Ha298x / S298K/ Gyosk/
Eete/En Ezpe/En Ggmol) | gKLmol'Y) (kjmolY)
AS-AS 26833042 | -2682,3731 7042433 1224 7042798
NAM-NAM 8334021 | -833.1684 2187439 565 2187608
AS-NAM 17583490 | -1757.7671 ~4614961 928 ~4615203

% Eele : €nergia eletrénica; Ezpe : Eele + energia vibracional do ponto zero; Hzos k : entalpia a 298 K; Szes k: entropia a 298
K; Gaes k: energia de Gibbs a 298 K.
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Esquema 5. ReacOes isodésmicas para o célculo da estabilidade relativa do heterodimero AS-NAM vs
homodimero de AS e NAM.

Ean= 0,5 kJ mol?

De acordo com os valores obtidos apés o calculo computacional é possivel determinar o
valor da energia de interacdo entre as duas moléculas considerando o sintdo &cido---amida. A
energia de interacéo obtido para este sistema foi de 0,5 kJ mol?, o que permite uma vez mais
prever uma ndo associacdo entre a molécula de AS e a molécula de NAM, embora o valor
positivo obtido descreva-se por uma diferenca de energia positiva muito pequena (<10 kJ
mol )24, Como os valores obtidos para os agregados foram positivos ndo se procedeu a sua
caracterizagdo das interagdes intermoleculares pelo programa NCI, uma vez que se espera que
a sua associagdo nao ocorra.

3.5.2 Investigacdo da formacdo de solidos multicomponente artesunato-
nicotinamida por mecanoquimica

O estudo da interacdo do AS com a NAM na proporcéo 1:1 foi executado por NG e por
LAG (10uL de etanol), a uma frequéncia de 25 Hz por 30 minutos. Esta investigacao revelou a
existéncia de apenas uma mistura fisica, em concordancia com a previsao computacional. Estes
resultados foram confirmados com recurso as técnicas de XRPD, FTIR-ATR e DSC.

Na Figura 3.31 sao apresentados os difractogramas de raios-X de p6 das misturas sélidas
AS-NAM 1:1 e dos respetivos compostos puros.
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—— AS-NAM LAG, 1:1
—— AS-NAM NG, 1:1
—— AS comercial
—— NAM comercial

Intensidade / u.a.

TJ o IM

5 10 15 20 25 30 35 40
201/°

Figura 3.31. Difractogramas de raio-X de p6 das misturas AS-NAM (1:1) obtidas por NG e LAG, do AS comercial e
da NAM comercial.

Analisando as reflexdes registadas para as misturas, comprava-se a ndo formacéo de um
novo composto supramolecular, uma vez que o difractograma é apenas uma soma dos
difractogramas dos compostos puros, néo existindo novas reflexfes associadas a novos planos
cristolograficos.

Os espetros de IV obtidos para as misturas e para 0s componentes puros estado
representados na Figura 3.32.

— AS comercial

— AS-NAM, 1:1, LAG
— AS-NAM, 1:1, NG
—— NAM comercial
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Figura 3.32. Espetros de IV do AS comercial, das misturas AS-NAM (1:1) obtidas por NG e LAG e da NAM
comercial.
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Analisando a Figura 3.32 é possivel observar, quer no espetro do sistema AS-NAM NG
quer por LAG, uma soma perfeita dos espetro de IV dos compostos puros, ndo se verificando
novas bandas e nem desvios. No espetro das misturas fisicas confirmam-se as bandas
caracteristicas da molécula de AS e as bandas caracteristicas da NAM, nomeadamente as duas
bandas na regido dos 3360 cm™ e 3156 cm™. Estas duas bandas séo caracteristicas das amidas
primarias, sendo justificadas pela vibragédo por elongacdo simétrica e assimétrica da ligacdo N-
H do grupo NH:P", Para além destas bandas também é possivel confirmar a presenca de uma
outra banda tipica da NAM associada a elongacédo do grupo C=0. Esta banda esta presente nos
dois espetros das misturas sélidas, na regido dos 1678 cm™.

Na Figura 3.33 sdo apresentadas as curvas de DSC de aqguecimento das misturas. Da
analise dos termogramas € possivel constatar 2 picos endotérmicos nos dois sistemas, um
primeiro pico fino estreito associado a fusdo da NAM contaminada por AS. O segundo pico
endotérmico é algo arrastado, sendo que o este alargamento pode ser justificado pelo AS,
aguando da fusdo, estar em contacto com a fase liquida que fundiu anteriormente. Esta é
observacao € justificada considerando o diagrama de fases apresentado no Anexo lll, Figura A8.

——AS comercial

— AS-NAM, 1:1, LAG
—AS-NAM, 1:1, NG
—— NAM comercial

f/ Trus=89.2 °C

Trus= 104,3°C

Trus= 85,1 °C

Trus= 98,1 °C

dQ/dt

—

_

— 71 r 1 ' T r T * T T
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Temperatura / °C

Figura 3.33. Curvas de DSC de aquecimento do AS comercial, m= 1,77 mg,, da mistura AS-NAM (1:1) obtida por
NG, m= 1,53 mg, e LAG, m= 1,57 mg, e da NAM comercial, m= 2,24 mg ( = 10 °C/min.).
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3.6 Sistema artesunato + benzamida

3.6.1 Investigacdo da formacdo de solidos multicomponente artesunato-
benzamida por mecanoquimica

A investigagao do sistema AS-BEZ foi feita exclusivamente numa vertente experimental.
O estudo deste sistema comecou pela preparacdo das amostras numa propor¢ao equimolar por
NG e LAG (10uL de etanol) a 25Hz, por um periodo de 30 minutos. A tentativa de associacao
entre o0 composto AS e a BEZ néo foi alcancada, obtendo-se apenas uma mistura fisica dos dois
compostos. O difractograma das misturas obtidas esté representado na Figura 3.34, onde é
observavel uma clara mistura dos dois compostos de partida, ndo existindo novas reflexées
aliadas a novos planos cristologréficos.

— AS-BEZ, 1:1, LAG
—— AS-BEZ, 1:1, NG
—— AS comercial
—— BEZ comercial
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Figura 3.34. Difractogramas de raio-X de p6 das misturas AS-BEZ (1:1) obtidas por NG e LAG, do AS comercial e
da BEZ comercial.

Partindo da analise dos espetros de IV apresentados na Figura 3.35, compravam-se 0s
resultados obtidos por XRPD, confirmando-se uma soma perfeita dos espetros de IV dos
compostos puros. Verificam-se nos espetros de IV das misturas as bandas caracteristicas da
molécula de AS e as bandas caracteristicas da molécula de BEZ, nomeadamente as duas
bandas a 3367 e 3166 cm™ correspondentes a vibracdes por elongagdo simétrica e assimétrica
da ligacdo N-H do grupo NH.. Verifica-se ainda a banda a 1659 cm™ associada a vibracéo por
elongacéo do grupo C=0 da molécula de BEZ7,
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—— AS comercial

— AS-BEZ, 1:1, LAG
— AS-BEZ, 1:1, NG
—— BEZ comercial
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Figura 3.35. Espetros de IV do AS comercial, das misturas AS-BEZ (1:1) obtidas por NG e LAG e da BEZ
comercial.

As curvas de DSC de aquecimento das misturas sdo apresentadas na Figura 3.36. O
perfil das curvas das amostras obtidas por NG e por LAG é idéntico, observando-se 2 picos
endotérmicos, similares as curvas de DSC obtidas para o sistema AS-NAM.

—— AS comercial
——AS-BEZ, 1:1, LAG

——AS-BEZ, 1:1, NG
—— BEZ comercial
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Figura 3.36. Curvas de DSC de aquecimento do AS comercial, m= 1,77 mg, da mistura AS-BEZ (1:1) obtida por NG,
m= 1,96 mg, e LAG, m= 1,56 mg, e da BEZ comercial, m= 1,42 mg (8 = 10 °C/min.).
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A ndo associacdo da molécula de AS com a BEZ permite concluir que a sua interacao
pelo sintdo acido---amida n&o ocorre, justificando uma vez mais a formacdo do sintdo
acido---nitrogénio aromatico como a interacdo preferencial na formacdo de um sistema
supramolecular no sistema AS-ISONAM.

3.7 Sistema artesunato e 1,2-bis(4-piridil)etano

3.7.1 Previsdo computacional de interacdes intermoleculares entre o artesunato e
o 1,2-bis(4-piridil)etano: Reacdes isodésmicas e ligacdes ndo-covalentes

A metodologia computacional aplicada para este sistema seguiu um principio idéntico ao
aplicado aos anteriores sistemas, onde numa primeira etapa se procurou construir agregados
hipotéticos das moléculas de AS e BIS. A escolha do local preferencial de interacdo entre as
duas moléculas foi escolhida partindo uma vez mais da superficie de Hirshfeld do AS
(FAHFAV01)“Y, onde se procurou estabelecer uma ligacdo de hidrogénio entre o grupo funcional
-OH da molécula de AS e o nitrogénio do anel aromético da molécula de BIS. Devido aos dois
nitrogénios presentes nos anéis aromaticos da molécula de BIS, procedeu-se a construcao de
um agregado com um molécula de BIS e duas moléculas de AS, formado assim um
heterotrimero. O planeamento dos heterotrimeros é sempre hipotético, sendo que para este
sistema sdo apresentados 2 heterotrimeros, um com uma geometria linear e outro com uma
geometria mais compacta.

Delineados os homodimeros dos compostos puros e 0s heterotrimeros, procedeu-se em
seguida a otimizacdo das estruturas. Os resultados obtidos para as energias assim como para
outras propriedades termodinamicas estdo apresentadas na Tabela 3.6.

Tabela 3.6. B3LYP/def2svp Energias dos homodimeros de AS e BIS e energias dos heterotrimeros de AS-BIS
linear e AS-BIS compacto®.

AS-AS -2683,3042 -2682,3731 -7042433 1224 -7042798
BIS-BIS -1147,1816 -1146,7517 -3010732 765 -3010960
AS-BIS linear -3256,9000 -3255,7539 -8547808 1631 -8548294
AS-BIS compacto | -3256,9053 -3255,7588 -8547821 1595 -8548297

% Eele : €nergia eletronica; Ezpe : Eele + energia vibracional do ponto zero; H2gs k : entalpia a 298 K; Sz9sk: entropia a 298
K; Gaeg k: energia de Gibbs a 298 K.
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Tomando em consideracédo os valores obtidos de energia eletrdnica foi possivel verificar
se a possibilidade de formacao de um novo sistema supramolecular com as moléculas de AS e
BIS é termodinamicamente favoravel. Para confirmar a sua estabilidade termodinamica foi
necessario determinar o valor da energia de ligacao dos heterotrimeros (AEag) que pode ser
estabelecida partindo da Equacédo 7. Contudo, neste sistema estdo a ser consideradas duas
moléculas de AS e por isso nao sera necessario proceder a divisdo por 2 do valor de energia do
homodimero de AS. Atendendo a este fator, o valor da energia de ligagdo dos heterotrimeros
estabelece-se segundo a Equacéo 9:

Egp
AEpg = Epp — (EAA + T) €))

Onde o Eag, 0 Eaa € 0 Egs denotam, a energia do heterotrimero, a energia do homodimero
do AS e a energia do homodimero do BIS, respetivamente.

Atendendo a resolugédo da Equacgéo 9 foi possivel calcular os valores de energia de
ligacdo para os heterotrimeros considerados, sendo que esses mesmo valores sdo apresentados
no Esquema 4, assim como a representagdo esquematica dos homodimeros e dos
heterotetrameros construidos.

Esquema 6. Reagdes isodésmicas para o calculo da estabilidade relativa dos heterotrimeros vs homodimeros:
AS-BIS linear e AS-BIS compacto.

Eas=-16,4 kJ mol™?
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Eas=-19,3 kJ mol?

O valor AE .z obtido para o heterotrimero AS-BIS de geometria linear foi de -16,4 kJ mol™
e o valor de AExg para o heterotrimero AS-BIS de geometria compacta foi de -19,3 kJ mol™. Para
ambos os heterotrimeros obteve-se um valor negativo de energia de ligagdo o que permite
concluir que a sua juncéo, segundo a estrutura dos heterotrimeros construidos, é favoravel. De
forma a verificar se este valor de energia de ligagéo seria suficiente para justificar a formacgéo de
um co-cristal AS-BIS, procedeu-se a sua comparagdo com um heterotrimero de AS-4,4bipiridil,
cuja evidéncia de formacéao de co-cristal ja foi investigadal®?l.

A construcdo do heterotrimero de AS-4,4bipiridil teve por base a mesma motiva¢éo dos
heterotrimeros AS-BIS. A estruturas otimizada deste heterotrimero assim como a os valores
obtidos para as energias e outras propriedades termodinamicas estao expressos no Esquema 7
e Tabela 3.7, respetivamente.

Tabela 3.7. B3LYP/def2svp Energias dos homodimeros de AS e 4,4bipiridil e energia do heterotrimero de AS-
4,Abipiridil®.

H29sx / S298K/
oty 0 (kJmol))  (JK-!mol )
AS-AS 26833042 | -2682,3731 7042433 1224 7042798
4,4bipiridil 2990,0447 2989,7277 12598475 679 12598678
AS-4,4bipiridil | -31783312 | -3177,2416 8341681 1540 8352158

% Eele : €nergia eletronica; Ezpe : Eele + energia vibracional do ponto zero; H2es k : entalpia a 298 K; S29sk: entropia a 298
K; Gzes k: energia de Gibbs a 298 K.
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Esquema 7. Reagdes isodésmicas para o célculo da estabilidade relativa do heterotrimero vs homodimeros:
AS-4,4bipiridil.

Easg = -21,1 kJ mol?

Considerando uma vez mais 0s valores obtidos para a energia de Gibbs a 298 K foi
possivel determinar o valor de energia de ligacdo do heterotrimero AS-4,4bipiridil. O valor obtido
para a energia de ligagdo para o heterotrimero considerado foi de -21,1 kJ mol™. Comparando o
valor de energia de ligacdo obtido para os 2 sistemas € possivel aferir que os valores sédo
similares, 0 que permite prever teoricamente que a associagdo do composto AS com o BIS
podera formar um co-cristal.

O estudo dos diferentes tipos de interagfes presentes nos heterotrimeros de AS-BIS esta
presente na Figura 3.37. Uma vez mais salientar que neste trabalho o foco est4 no estudo das
interagBes intermoleculares, sendo que as interagdes intramoleculares foram previamente
filtradas das anélises NCI.
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b)

Figura 3.37. Representagéo dos heterotrimeros AS-BIS evidenciando as diferentes interagdes intermoleculares e os
respetivos graficos NCI: a) Heterotrimero AS-BIS linear; b) Heterotrimero AS-BIS compacto.

Partindo da analise da representacao dos heterotrimeros presentes na Figura 3.37 é
possivel aferir as ligac6es de hidrogénio a cor azul e as intera¢des de van der Waals a cor verde.
Pormenorizado as interacdes de van der Waals, verifica-se que esta denota uma maior
contribuicdo no heterotrimero com uma geometria compacta do que no heterotrimero com uma
geometria mais linear. Esta maior contribuicdo é confirmada na representacdo dos dois
heterotrimeros e na comparacao dos gréaficos NCI, onde fica evidente uma maior predominancia
da superficie de cor verde no heterotrimero com uma geometria mais compacta. No entanto, nos
dois heterotrimeros, as interagdes de van der Waals séo auxiliadas por uma forte ligagdo de
hidrogénio entre o grupo acido da molécula de AS e do nitrogénio do anel aromético da molécula
de BIS (p = 0,052).

3.7.2 Investigacdo da formacao de sélidos multicomponente artesunato-1,2-bis(4-
pitidil)etano por cristalizagcdo em solucao

Como referido na seccéo anterior, o estudo da interacdo do AS com o BIS teve como
base a investigacdo ja realizada do AS-4,4bipiridil na proporcao 2:1, na qual se obteve a
formacdo de um co-cristal*?. Seguindo o protocolo aplicado para o sistema AS-4,4bipiridil,
procedeu-se ao estudo da possibilidade de formagéo de uma nova forma sélida por cristaliza¢éo
em éter etilicol?. Preparou-se uma solucdo na proporcdo de 2:1 AS-BIS em éter etilico, como
descrito na secg¢do 2.2.1.2, tendo a solucdo permanecido em agitacdo por um periodo de 24H,
sendo posteriormente o solvente evaporado a temperatura ambiente. Numa primeira etapa, o
composto foi analisado por FTIR, Figura 3.38.
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—— AS comercial
—— AS-BIS, 2:1, cristalizagao em éter etilico
—— BIS comercial
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Figura 3.38. Espetros de IV da mistura AS-BIS (2:1), do AS comercial e da BIS comercial. E evidenciado a tracejado
o desvio visualizado da vibracéo por elongagdo do anel aromatico da molécula de BIS.

E evidenciado nos espetros de IV da mistura sélida a presenca de duas bandas a 2455 e
1928 cm. Estas duas bandas sdo bastante caracteristicas aquando da formacéo do sintdo
acido---nitrogénio aromatico*?], confirmando a formacéo de uma ligagdo de hidrogénio entre o
grupo -OH da molécula de AS e os nitrogénios dos anéis arométicos da molécula de BIS. E
evidenciado ainda no espetro de IV um desvio no sinal da elongacao do anel aroméatico, de 1589
cm? para 1608 cm™. O desvio nesta banda é uma confirmacéao adicional da formacéo da ligagdo
de hidrogénio entre o grupo acido de AS e o nitrogénio da molécula de BIS!?3,

75



Visando uma caracterizacdo mais completa do sistema AS-BIS 2:1, procedeu-se a sua
andlise por XRPD. Os difractogramas de raio-X de p6 para este sistema, Figura 3.39, corroboram
com a formacdo de um novo arranjo cristalino, verificando-se a presenca de uma série de
reflexdes que ndo existem nos difractogramas dos compostos puros. Todas estas evidencias
estdo de acordo com a formagédo de um co-cristal AS-BIS na proporgao 2:1.

—— AS comercial
—— AS-BIS, 2:1, cristalizagdo em éter etilico
— BIS comercial

i

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura 3.39. Difractogramas de raio-X da mistura AS-BIS (2:1), do AS comercial e da BIS comercial.

Intensidade / u.a.

De forma a completar a caracterizagéo deste sistema, foi também realizado o estudo por
DSC, apresentado na Figura 3.40. Todos os parametros termodinamicos obtidos para os 3
termogramas encontram-se resumidos na Tabela 4.

—— AS comercial
—— AS-BIS, 2:1, cristalizagdo em éter etilico
—— BIS comercial
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Figura 3.40. Curvas de DSC de aquecimento do AS comercial, m= 1,77 mg, da mistura AS-BIS (2:1) obtida por
cristalizagao em éter etilico, m= 1,10 mg, e do BIS comercial, m= 2,39 mg (8 = 10 °C/min.).
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Tabela 3.8. Parametros termodinamicos obtidos a partir dos termogramas do AS comercial, do co-cristal AS-
BIS (2:1) e do BIS comercial.

Trus / °C AHyus / kJ mol?
AS comercial 140,5+ 0,8 38,1+0,7
AS-BIS 3:1 cristalizagdo em éter 104,7 + 0,5 28,5+0,3
BIS comercial 111,7£0,2 259+0,3

Analisando os termogramas é possivel verificar que o sistema AS-BIS 2:1 apresenta um
Unico pico endotérmico, associado a fusdo do co-cristal. Contudo, observa-se que a sua
temperatura de fusdo € mais baixa que a dos compostos puros, 0 que apesar de sdo ser
frequente, ja foi observado e investigado para outros co-cristais*?# 1251,

3.7.3 Investigacao da formacao do co-cristal artesunato-1,2 bis(4-pitidil)etano na
proporgéo 2:1 por mecanoquimica

Comprovada a formag&o de um co-cristal AS-BIS na proporc¢éo 2:1 seguindo o protocolo
ja definido, procurou-se estudar a possibilidade da formacdo do co-cristal recorrendo a
mecanoquimica. Procedeu-se a preparacdo da mistura de AS com o BIS, na proporcao 2:1 por
NG e LAG, 10uL de etanol, a uma frequéncia de 25 Hz por um periodo de 30 minutos. As
amostras obtidas foram primeiramente analisadas e caracterizadas por FTIR-ATR, obtendo-se
0s espetros apresentados na Figura 3. 41, ndo se verificando qualquer diferenca entre eles.

——AS-BIS, 2.1, NG
——AS-BIS, 2:1, LAG
—— AS-BIS, 2:1, cristalizacdo em éter
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Figura 3.41. Espetros de IV da mistura AS-BIS (2:1) obtida por NG e por LAG e do co-cristal obtido por
cristalizacao em éter etilico.
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Na Figura 3.42 estado representados os difractogramas de raios-X de p6 das amostras
obtidas por mecanoquimica e da resultante da cristalizacdo em éter etilico. Comparando os 3
difractogramas verifica-se que o padrdo de difracdo das amostras subtidas a NG e LAG séo
idénticas ao padrédo de difragcdo do co-cristal. A presenca de refleccbes nos mesmo locais
possibilita afirmar que a rede cristalina das 3 amostras € similar, tratando-se do mesmo co-cristal,
obtido por metodologias dispares.

— AS-BIS, 2.1, NG
— AS-BIS, 2.1, LAG
—— AS-BIS, 2:1, cristalizag@o em éter etilico
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Figura 3.42. Difractogramas de raios-X de p6 da mistura AS-BIS (2:1) obtida por NG e por LAG e do co-
cristal obtido por cristalizacdo em éter etilico.

As curvas de DSC de aguecimento obtidas para as misturas estdo apresentadas na
Figura 3.43.

—— AS-BIS, 2:1, cristalizagdo em éter etilico
——AS-BIS, 2:1, NG
——AS-BIS, 2:1, LAG
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Figura 3.43. Curvas de DSC de aquecimento do co-cristal AS-BIS (2:1) cristalizado em éter etilico, m= 1,10
mg, e dos co-cristais obtidos por NG, m= 1,30 mg, e LAG, m=1,72mg (8 = 10 °C/min.).
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Da andlise dos termogramas €é possivel concluir que as amostras obtidas por NG e LAG
tém o mesmo comportamento térmico que o co-cristal AS-BIS obtido por cristalizagdo em éter
etilico. O co-cristal obtido por NG apresenta uma Trs= 104,2 °C e uma AHs= 26,3 kI molt e o
co-cristal por LAG caracteriza-se por uma Trs= 105,4 °C e uma AHgs= 29,70 kJ mol™.

Em material suplementar, Figura A9 do Anexo IV, encontram-se curvas de DSC de
aguecimento obtidas para misturas AS-BIS noutras propor¢cdes molares. Como se verifica, a
temperatura de fuséo do co-cristal € superior a do inicio do processo de fusdo de qualquer uma
dessas misturas, como se espera para um co-cristal com fusdo congruente.

3.8 Sistema artesunato + pirazina

3.8.1 Previsdo computacional de interacdes intermoleculares entre o artesunato e
pirazina: Reacdes isodésmicas e ligacdes ndo-covalentes

Atendendo e seguindo a estratégia computacional aplicada para o sistema AS-BIS,
procedeu-se ao estudo computacional do sistema AS com o co-formador a PYZ. A construgéo
dos agregados teve em conta a possibilidade de interacdo do grupo -OH da molécula de AS com
0s nitrogénios aromaticos da molécula de PYZ. Denota-se que 0s dois nitrogénios presentes na
molécula de PYZ permitem antever uma dupla associagdo com duas moléculas de AS, o que
possibilita idealizar a formacdo de um heterotrimero. Indo ao encontro da formacdo de
heterodimeros procedeu-se a sua construgdo considerando o heterosintdo &cido---nitrogénio
aromético. Como no sistema AS-BIS, realizaram-se 2 heterotrimeros, um com uma geometria
linear e um segundo com uma geometria mais compacta.

Os valores obtidos para a otimizacdo dos agregados considerados neste sistema estdo
apresentados na Tabela 3.9. Na tabela estéo ainda representados os valores para as energias
e outras propriedades termodinamicas para cada um dos agregados.

Tabela 3.9. B3LYP/def2svp Energias dos homodimeros de AS e PYZ e energias dos heterotrimeros de AS-PYZ
linear e AS-PYZ compacto®.

AS-AS -2683,3042 -2682,3731 -7042433 1224 -7042798
PYZ-PYZ -528,2457 -528,0918 -1386478 466 -1386617
AS-PYZ linear -2947,4295 -2946,4210 -7735674 1439 -7736103
AS-PYZ compacto | -2947,4335 -2946,4248 -7735684 1418 -7736107

% Eele : €nergia eletronica; Ezpe : Eele + energia vibracional do ponto zero; Hzos k : entalpia a 298 K; Szes k: entropia a 298
K; Gaes k: energia de Gibbs a 298 K.

Com os valores obtidos para a energia de Gibbs foi possivel calcular a energia de ligagdo
para cada um dos heterotrimeros e assim avaliar se a formagéo do sistema supramolecular AS-
PYZ ¢ termodinamicamente favoravel. Para avaliar entdo a estabilidade relativa dos
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heterotrimeros construidos foi utilizada a Equagéo 9. Os valores de energia de ligagdo estéo

representados no Esquema 8 assim como a representacdo dos homodimeros dos compostos
puros e os heterotrimeros hipotéticos.

Esquema 8. Reagdes isodésmicas para o célculo da estabilidade relativa do heterotrimero vs homodimeros:
AS-PYZ linear e AS-PYZ compacto.

Eap= 3,5 kJ mol?

Eap=-0,5 kJ mol™?

Atendendo ao Esquema 8 é possivel verificar que se obteve um valor de energia de
ligacdo para o heterotrimero com geometria linear de 3,5 kJ mol™ e para o heterodimeros AS-
PYZ com uma geometria compacta o valor de energia de ligagéo foi de -0,5 kJ mol™. Verifica-se
um valor de energia positivo para o heterotrimero linear, o que permite concluir que a sua jungéo
ndo é favoravel, pelo menos segundo a estrutura do agregado considerado. Ja o heterotrimero
com uma geometria compacta o valor obtido foi negativo, contudo um valor de diferenca de
energia bastante pequena, muito proximo de zero. Esta diferenca de energia negativa

extramente pequena ndo promove uma grande seguranca na indicagéo da formacgé&o do respetivo
agregado?Y,
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Relativamente ao estudo das interacBes intermoleculares ndo covalentes formadas nos
agregados considerados na Esquema 9, procedeu-se a andlise apenas no heterotrimero AS-
PYZ de geometria compacta uma vez que foi 0 Unico heterotrimero com uma energia negativa
de ligagcdo. A representacdo das interagcbes intermoleculares n&o covalentes presentes no
heterotrimero AS-PYZ de geometria compacta é apresentada na Figura 3.44.
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Figura 3.44. Representacdo do heterotrimero AS-PYZ compacto evidenciando as diferentes interages
intermoleculares moleculares e o respetivo grafico NCI.
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E possivel aferir na Figura 3.44 as interacdes intermoleculares entre a molécula de AS e
a molécula de PYZ, onde é possivel observar as interacdes van der Waals ao longo dos
contactos intermoleculares auxiliadas pelas duas fortes ligagbes de hidrogénio entre o grupo

acido da molécula de AS e o nitrogénio aromatico da molécula de PYZ (p = 0,048).

3.8.2 Investigacdo da formacao de solidos multicomponente artesunato-pirazina
por cristalizacdo em solucao

Considerando a formacéao do co-cristal AS-BIS na proporcao 2:1 por cristalizacdo em éter
etilico procurou-se inicialmente estudar a possibilidade de formac¢do de um co-cristal AS-PYZ
numa proporcao de 2:1 e 1:1 replicando o protocolo aplicado anteriormente.

Preparou-se uma solucao em éter etilico com os compostos AS e PYZ nas proporcdes de
2:1 e 1:1, seguindo o procedimento descrito na secgdo 2.2.1.2 deste trabalho. Apéos a evaporacao
por completo do solvente procedeu-se a analise das amostras obtidas por FTIR-ATR, estando
os resultados obtidos representados na Figura 3.45.
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—— AS comercial

—— AS-PYZ, 1:1, cristalizagéo em éter etilico
AS-PYZ, 2:1, cristalizacédo em éter etilico

—— PYZ comercial

Absorvancia / u.a

I ¥ 1 ¥ 1 ¥ 1 ¥ 1 ¥ 1 ¥ T ¥ 1 v
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Numero de onda / cm’

Figura 3.45. Espetros de IV do AS comercial, das misturas AS-PYZ (1:1) e (2:1) obtidas por cristalizagdo em éter
etilico e da PYZ comercial.

Os espetros de IV para ambas as misturas denotam somente a presenca das bandas
caracteristicas do composto AS, nao se verificando as bandas caracteristicas da molécula de
PYZ. E possivel ainda aferir que ndo ocorreu nenhuma associagéo entre as moléculas pela
inexisténcia das duas bandas alargadas entre os 2450-1900 cm, bandas essas associadas a
formagao do sintdo acido---nitrogénio aromatico*?3,

A presenca de apenas AS é igualmente verificada aquando da andlise dos difractogramas
de raios-X de pd, Figura 3.46, e da analise dos termogramas obtidos por DSC representados na

Figura 3.47.
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—— AS-PYZ, 11, cristalizacdo em éter etilico
‘ AS-PYZ, 2:1, cristalizacdo em éter etilico
‘ —— AS comercial
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Figura 3.46. Difractogramas de raios-X de p6 das misturas AS-PYZ (1:1) e (2:1) obtidas por cristalizagdo em éter
etilico, do AS comercial e da PYZ comercial.

Intensidade / u.a.

—— AS comercial

——AS-PYZ, 1:1, cristalizagdo em éter etilico
AS-PYZ, 2:1, cristalizac@ao em éter etilico

—— PYZ comercial
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Figura 3.47. Curvas de DSC de aquecimento do AS comercial, m= 1,77 mg, das misturas AS-PYZ (1:1) e (2:1)

obtidas por cristalizag&do em éter etilico, m= 1,25 mg e m= 1,57 mg respetivamente, e do PYZ comercial, m= 1,46 mg
(B =10 °C/min.).

dQ/dt

O -

Da analise dos difractogramas de raios-X de p6 das misturas € possivel verificar Unica e
exclusivamente as reflexdes de AS. Analisando as curvas de DSC, Figura 3.47, verifica-se que
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em ambas as misturas apenas é registado um unico pico endotérmico associado a fusdo do
composto AS, ndo havendo qualquer alteracdo relativamente ao composto puro. Evidenciar
apenas, na curva de DSC da PYZ comercial, um pequeno pico endotérmico a 30 °C referente a
uma transi¢éo solido-s6lido do composto.

Para ambas as misturas é correto afirmar que néo se verifica qualquer associagao entre
0 AS e a PYZ, néo se registando a formacéo do co-cristal. A presenca de apenas do AS nas
andlises das misturas pode ser facilmente justificado pela elevada pressao de vapor da PYZ.
Devido a elevada pressao de vapor da PYZ, esta sublima rapidamente a temperatura laboratorial
(=20 °C).

Foi ainda realizado um ultimo estudo por cristalizagdo em solvente, onde se procedeu a
dissolucéo dos compostos AS e PYZ numa propor¢ao 2:1 numa mistura de solventes etanol/agua
1:1. Para esta mistura registou-se degradacédo do composto AS. A confirmacdo da degradacao
€ evidente no espetro de IV e no difractogramas de raios-X de pos apresentados no Anexo V nas
Figuras A10 e Al1, respetivamente.

3.8.3 Investigacdo da formacdo de so6lidos multicomponente artesunato-pirazina
por mecanoquimica

A sintese de um novo sistema supramolecular com os compostos AS e PYZ foi
igualmente estudada por mecanoquimica. Procedeu-se a preparacédo da mistura AS com a PYZ,
na proporg¢ao 2:1 e 1:1 por NG, 10uL de etanol, a uma frequéncia de 25 Hz por um periodo de
30 minutos. Os resultados obtidos foram inicialmente analisados por FTIR-ATR, Figura 3.48.

—— AS comercial

—AS-PYZ, 1:1, NG
AS-PYZ, 2:1, NG

— PYZ comercial

w
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Absorvancia / u.a.

NGmero de onda / cm”
Figura 3.48. Espetros de IV do AS comercial, das misturas AS-PYZ (1:1) e (2:1) obtidas por NG e da PYZ comercial.
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Considerando os espetros de IV da Figura 3.48 é possivel uma vez mais verificar a
presenca de apenas as bandas caracteristicas da molécula de AS, nao se verificando as bandas
caracteristicas da PYZ nem novas bandas ou desvios que poderiam indicar a formacao de uma
nova forma solida (os respetivos difractogramas de raios-X de p6 e os termogramas estdo
representados no Anexo VI nas Figuras A12 e A13, respetivamente).

Devido ao processo de sublimacao da PYZ a temperatura laboratorial, procurou-se seguir
um protocolo que visasse uma diminuicdo da temperatura durante todo o processo de moagem,
evitando assim que ocorre-se a sublimacdo da PYZ. Seguindo esta premissa recorreu-se a
técnica de moagem criogénica. Foi preparada uma amostra de AS e PYZ na propor¢ao 2:1, onde
foi aplicada uma frequéncia de 30 Hz por um periodo de 30 minutos. A amostra obtida foi numa
fase inicial analisada por FTIR-ATR, Figura 3.49.

—— AS comercial
AS-PYZ, 2:1,moagem criogénica
——— PYZ comercial
mw% by

|
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Absorvancia/ u.a.

Namero de onda / cm’™

Figura 3.49. Espetros de IV do AS comercial, das misturas AS-PYZ (2:1) obtidas por moagem criogénica e da PYZ
comercial.

O espetros de IV da mistura mostrou novamente a presenca somente das bandas
caracteristicas do composto AS.

Da andlise da curva de DSC obtida no aquecimento da amostra, Figura 3.50, é notério um
processo endotérmico correspondendo a fusdo do AS (Trws = 121,4°C e AHsus = 18,1 kJ mol?).
Contrariamente as anteriores misturas estudadas, esta mistura ndo funde a temperatura de fuséo
do composto AS, mas sim a uma temperatura inferior. Contudo, o perfil do pico endotérmico é
caracterizado por ser alargado e algo arrastado. Este perfil do pico pode ser justificado por
contaminacdo com a PYZ.
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—— AS comercial
AS-PYZ, 2:1, moagem criogénica
—— PYZ comercial
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Figura 3.50. Curvas de DSC do AS comercial, m= 1,77 mg, das misturas AS-BIS (2:1) obtidas por moagem
criogénica, m= 1,43 mg, e da PYZ comercial, m= 1,46 mg (8 = 10 °C/min.).

Os difractogramas de raios-X de p6 da mistura e dos respetivos compostos puros estdo
representados na Figura 3.51.

AS-PYZ, 2:1,moagem criogénica
—— AS comercial
—— PYZ comercial

—

Intensidade / u.a.

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura 3.51. Difractogramas de raio-X p6 das misturas AS-BIS (2:1) obtidas por moagem criogénica, do AS
comercial e da PYZ comercial.
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Atendendo ao difractogramas de raios-X de pd da mistura e comparando-o com 0s
respetivos difractogramas dos compostos puros € possivel aferir apenas as reflexdes
caracteristicas de AS. A amorfizacdo da PYZ pode justificar a ndo visualizacdo do padrao de
reflexao caracteristico da PYZ no difractograma da mistura.

Todos os resultados obtidos experimentalmente, desde a cristalizagdo em diferentes
solucBes até a utilizacdo da técnica de mecanoquimica, apontaram para uma nao formacao de
um novo sistema supramolecular entre o composto AS e a PYZ. Estes resultados vao de
encontro com os resultados obtidos teoricamente, onde se tinha determinado um valor de energia
de ligacao entre a molécula de AS e a molécula de PYZ positivo e um valor negativo bastante
pequeno, 0 que ndo permitia afirmar com uma grande certeza de que a sua associacao seria
favoravel.

3.9 Sistema artesunato + cafeina

3.9.1 Previsdo computacional de interacdes intermoleculares entre o artesunato e
a cafeina: Reagfes isodésmicas e ligacdes ndo-covalentes

O estudo da previsdo da energia de interacdo entre o AS e a CAF seguiu uma vez mais
um principio idéntico ao aplicado para todos os outros sistemas estudados. Numa primeira etapa,
tendo em consideracdo os pontos de interacdo preferenciais da superficie de Hirshfeld da
molécula de AS, procedeu-se a construcdo de 3 heterodimeros hipotéticos. O desenho dos 3
heterodimeros teve por base a interacdo do grupo acido da molécula de AS com os 3 possiveis
grupos funcionais dadores de ligacdes de hidrogénio da molécula de CAF, nomeadamente 0s
dois grupos carbonilos e o nitrogénio.

Delineados as regides de interacdo de interacdo entre a molécula de AS e a molécula de
CAF, procedeu-se a otimizacdo e célculo das frequéncias vibracionais dos homodimeros e dos
heterodimeros. Os valores obtidos para as energias e outras propriedades termodinamicas estéo
apresentados na Tabela 3.10

Tabela 3.10. B3LYP/def2svp Energias dos homodimeros de AS e CAF e energias dos heterodimeros de AS-
CAF1, AS-CAF2 e AS-CAF3“.

AS-AS -2683,3042 -2682,3731 -7042433 1224 -7042798
CAF-CAF -1359,7805 -1359,4023 -3569034 819 -3569279
AS-CAF1 -2021,5396 -2020,8854 -5305727 1061 -5306044
AS-CAF2 -2021,5413 -2020,8867 -5305732 1032 -5306039
AS-CAF3 -2021,5437 -2020,8894 -5305738 1037 -5306047

% Eele : €nergia eletronica; Ezpe : Eele + energia vibracional do ponto zero; Hzos k : entalpia a 298 K; Szes k: entropia a 298

K; Gaes k: energia de Gibbs a 298 K.
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Os heterodimeros construidos sao caracterizam-se por uma molécula de AS e uma de
CAF. Por este motivo, o célculo da energia de ligacédo para este sistema seguiu a Equacéo 7. Os
valores de energia de ligagdo obtidos para cada um dos heterodimeros e as suas respetivas
representacdes sdo apresentadas no Esquema 9.

Esquema 9. Reac8es isodésmicas para o calculo da estabilidade relativa dos heterodimeros vs homodimeros:
a) AS-CAF1, b) AS-CAF2 e c) AS-CAF3.

c bud
+1/2&ﬁ g. ) ?
L™ J
J

1/2

a
) Eac=-5,5 kJ mol
1/2
b)
Eac=-0,8 kJ mol™
c Ao
112 ‘ i

¥

Eac=-8,9 kJ mol?

c)
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Considerando o Esquema 9 verifica-se que se obteve um valor energia de ligacéo foi de
-5,5kJ mol™ para o heterodimero AS-CAF1 enquanto que, para os heterodimeros AS-CAF2 e
AS-CAF3 a energia de ligacédo foi de -0,8 kJ mol™ e -8,9 kJ mol™, respetivamente. Para todos
0s agregados contruidos o valor de energia de ligacao é negativa, o que poderia justificar que a
sua associacao seria favoravel. Contudo, é importante salientar uma vez mais, que os valores
obtidos sdo caracterizados por pequenas diferencas de energia (<10 kJ mol™)2l, podendo
indicar uma pouca certeza de formacao de qualquer um dos heterodimeros considerados. A sua
associacgdo vai depender em grande medida das metodologias experimentais utilizadas.

Apesar do valor obtido para a energia de ligacdo dos heterodimeros definir-se por uma
pequena diferenca de energia, a associacdo entre moléculas AS e CAF continua a ser uma
possibilidade. Considerando os 3 heterodimeros contruidos na sec¢ao anterior deste trabalho,
procedeu-se a analise das interacdes ndo covalentes presentes nos 3 heterodimeros
construidos, Figura 3.52.

s(a.u.)
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Figura 3.52. Representacdo dos heterodimeros AS-MCP evidenciando as diferentes intera¢des intermoleculares e
os respetivos gréaficos NCI: a) Heterodimero AS-CAF1; b) Heterodimero AS-CAF2 e c) Heterodimero AS-CAF3.

Atendendo a Figura 3.52 é possivel observar que os 3 heterodimeros apresentam a
formacdo de uma ligacdo de hidrogénio entre o grupo acido da molécula de AS e os 3 grupos
funcionais da molécula de CAF. A ligacdo de hidrogénio formada é auxiliada pelas interacdes
van der Waals presentes ao longo dos contactos intermoleculares.

Analisando os gréaficos NCI, verifica-se que os heterodimeros formados por uma ligacao
de hidrogénio entre o grupo acido da molécula de AS e os carbonilos da molécula de CAF
apresentam uma ligacdo de hidrogénio ligeiramente mais fraca (p = 0,048) do que a ligagéo de
hidrogénio formada aquando da interagéo entre o grupo acido de AS e o nitrogénio de CAF (p =
0,052). A formacao da ligacdo de hidrogénio mais forte no heterodimero AS-CAF3 justifica o
valor mais negativo de energia de ligagéo de entre os heterodimeros contruidos.

3.9.2 Investigacdo da formacdo de sélidos multicomponente artesunato-cafeina
por mecanoquimica

Iniciou-se a investigacao do sistema AS-CAF pela preparacdo de uma mistura equimolar
submetida NG e LAG (10pL de etanol) durante 30 minutos a uma frequéncia de 25 Hz. Os
difractogramas das misturas obtidas e dos compostos puros estéo representados na Figura 3.53,
sendo possivel aferir que ambas as misturas sélidas sdo apenas uma soma perfeita dos
compostos puros, o que possibilita afirmar que ndo ocorreu qualquer tipo de associacao entre a
molécula de AS e a CAF. Se existisse a formacdo de um co-cristal seria de esperar o
aparecimento de novos picos, que resultariam da existéncia de novos planos cristogréficos
devidos a formacgédo de uma nova rede cristalina®l.
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Figura 3.53. Difractogramas de raios-X de p6 das misturas AS-CAF (1:1) obtidas por NG e por LAG, do AS
comercial e da CAF comercial.

)

A mesma evidéncia é observada aquando da comparacdo dos espetros de IV das
misturas equimolares AS-CAF com os espetros de IV dos compostos puros, Figura 3.54.
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Figura 3.54. Espetros de infravermelho da amostra comercial de AS, das misturas AS-CAF (1:1) obtidas por NG e
LAG e da amostra comercial de CAF.
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Nos espetros das misturas solidas AS-CAF evidencia-se as bandas caracteristicas da
molécula de AS e as bandas caracteristicas da CAF, nomeadamente uma banda a 3111 cm™
associada a vibracéo por elongacao assimétrica da ligacdo C-H. Observa-se outras duas bandas
da CAF, a 1698 e 1652 cm devidas as vibracGes por elongacdo dos dois grupos C=0[%,

As curvas de DSC obtidas para as misturas investigadas e dos compostos puros estdo
apresentadas na Figuras 3.55.

—— AS comercial
—— AS-CAF, 1:1, LAG

——AS-CAF, 1:1,NG
—— CAF comercial
E

OT
o
=
~ w

—

S

Trus= 126,9°C

-1
AH, =186,0 kJ mol
fus

Tius= 126,4 °C

1

AH,, = 16,3 kJ mol
us

dQ/dt

—
—

I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T 1 T 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Temperatura / °C

Figura 3.55. Curvas de DSC de aquecimento do AS comercial, m= 1,77 mg, da mistura AS-CAF (1:1) obtida por
NG e LAG, m= 1,57 e m= 1,28 respetivamente e da CAF comercial, m= 1,09 mg (8 = 10 °C/min.).

O

Da analise dos termogramas da mistura AS-CAF por NG e LAG denota-se um Unico pico
endotérmico associado a fusdo do AS contaminado por CAF. O segundo pico registado no
termograma é um pico exotérmico. Este evento deve-se ao processo de degradacdo da molécula
de AS.

Foram ainda realizados ensaios por mecanoquimica e também por cristalizacdo em
solucdo de etanol para o sistema AS-CAF em diferentes proporcdes, nomeadamente 1:2. Em
solucdo registou-se um processo de degradacdo do composto AS, que se transformou na sua
forma ativa DHA. As evidéncias do processo de degradacdo sdo apresentadas nos termogramas
e nos espetros de IV apresentados no Anexo VII nas Figuras Al4 e A15, respetivamente.

Tendo em consideracdo os resultados obtidos computacionalmente, a previsdo de
formacdo de um novo sistema supramolecular AS-CAF estava associada a um valor de energia
de ligagédo negativo, porem de valor baixo. Neste caso, (contrariamente do que observado para
o sistema AS-MCP), n&o foi possivel obter associacdo entre os compostos. E importante ter em
consideragdo que valores negativos de energia pequenos nem sempre se transpdem para a
formacéo de uma nova forma soélida (como no caso do sistema AS-MCP
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A caracterizacdo do composto artesunato permitiu, numa primeira etapa, identificar o
diastereoisomero adquirido comercialmente. O seu difractograma de raios-X de pé foi
identificado como o diastereoisémero a por coincidéncia com o simulado para a estrutura desta
forma depositada na CSD com o cédigo FAHFAVO0L1 e ndo com o diastereoisomero B (MEXKOP).

O estudo do sistema AS-MCP com vista a possivel aplicacdo em terapia dual foi iniciado
pela caracterizacdo do co-formador MCP, do qual foram identificadas neste trabalho as duas
formas polimorficas ja antes detetadas. Contudo, ndo existe qualquer representacdo do
difractograma de raios-X de p6 da forma polimérfica Il da MCP na literatura, tendo sido realizado
pela primeira vez neste trabalho. Relativamente ao sistema AS-MCP, foi confirmada a formagéo
de co-amorfos em diferentes propor¢des, nomeadamente nas proporgdes 1:1, 2:1 e 3:1, obtidos
por mecanoquimica. Por analise do comportamento térmico dos 3 co-amorfos foi possivel
identificar que o sistema AS-MCP na proporcao 3:1 era 0 mais promissor por apresentar um valor
mais elevado de Tg, uma vez que permite a estabilizacdo da forma amorfa a temperaturas
préximas da temperatura ambiente. Por se tratar do co-amorfo mais promissor foi realizado um
estudo de estabilidade do co-amorfo em camaras de estabilidade 25 °C / 60 % HR, tendo-se
registado o inicio do processo de cristalizagdo ao fim de 45 dias. Realizou-se em seguida um
novo estudo de estabilidade, onde o co-amorfo foi armazenado num exsicador com silica a
temperatura ambiente, verificando-se que permanece na sua forma metaestavel por um periodo
minimo de 90 dias.

Denotar ainda que a formacdo de uma nova forma sélida estd de acordo com os
resultados obtidos computacionalmente, onde se registou uma energia de ligagdo negativa para
ambos os heterodimeros construidos, o que permitiu justificar que a sua associagdo era
termodinamicamente favoravel.

O estudo de associacdo do AS com os co-formadores piridinacarboxamidas e a BEZ
revelou resultados semelhantes para NAM e BEZ, quer por mecanoquimica NG ou por LAG,
observando-se somente uma mistura fisica dos dois compostos. O estudo computacional para o
sistema AS-NAM provou ser uma boa aproximacao para a previsdo de formacdo de um novo
sistema supramolecular, um vez que se registaram valores positivos de energia de ligacéo entre
os diferentes agregados estudados, 0 que permitiu prever que a sua associagdo nao era
termodinamicamente favoravel. No sistema AS-ISONAM foi registado a formacgdo de um sistema
semi-cristalino na proporcdo 1:1 aquando do processo de moagem NG, 25 Hz por um periodo
de 30 minutos. Quando aplicada moagem criogénica nas condi¢cdes de moagem NG, 30 Hz por
30 minutos foi possivel obter um novo sélido co-amorfo. O estudo de estabilidade conduzido para
o co-amorfo durante 40 dias confirmou a permanéncia na forma amorfa durante esse periodo.

Relativamente ao estudo computacional para o sistema AS-ISONAM, este corrobora os
resultados praticos, uma vez que os resultados computacionais apontaram para uma associacao
favoravel entre os dois compostos.

Relativamente a utilizacdo do co-formador BIS, os resultados experimentais apontaram
para a formac&o de um co-cristal na proporgéo 2:1. E de salientar que a formag&o do co-cristal
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foi conseguida seguindo diferentes metodologias, nomeadamente por mecanoquimica NG e LAG
e por cristalizacdo em éter etilico. O estudo computacional realizado em paralelo a pesquisa
experimental provou uma vez mais ser uma boa aproximac¢ao para a previsao de novos sistemas
supramoleculares, uma vez que para o sistema AS-BIS a energia de ligacdo foi bastante
negativa, indicando assim a formagé&o do co-cristal.

Por fim, para os co-formadores PYZ e CAF os resultados obtidos apontaram somente
para uma mistura fisica dos dois compostos de partida ndo se verificando qualquer tipo de
associacdo entre as moléculas. Os resultados computacionais para ambos 0s sistemas
indicaram um valor negativo de energia de interacdo que indicaria uma tendéncia favoravel para
associacdo do artesunato com o co-formador. Contudo o valor absoluto da energia de ligagédo
nao é suficientemente grande para se poder afirmar com seguranca que a associacdo do AS
com os co-formadores va ocorrer.

A analise das interacdes nao-covalentes demonstrou ser uma ferramenta Util para
compreender qualitativamente o tipo de interagdo eletronica responséavel pela estabilizagdo dos
agregados supramoleculares e nalguns casos quantificar a presenca de interacdes de maior ou
menor energia.

Pode ser comprovado que APIs e co-formadores conformacionalmente flexiveis e grupos
funcionais variados tém maior tendéncia para formar formas sélidas amorfas. Nestes casos,
existe maior tendéncia para as moléculas se apresentarem em formas conformacionais variadas
e para a competicdo de sintdes, 0 que leva a maior dificuldade em estabelecer ordem estrutural
de longo alcance essencial & co-cristalizagdo. Na verdade, verificou-se a formagé&o de co-cristais
de AS apenas com o co-formador mais simples, BIS, enquanto que os outros sistemas levaram
a formacéo de co-amorfos.

Tendo em consideracdo toda a investigagédo levada a cabo neste trabalho, é possivel
evidenciar alguns pontos que seriam promissores numa perspetiva futura. O co-amorfo AS-MCP
reveste-se de um grande potencial farmacéutico devido a possibilidade de terapia dual. Faria
sentido realizar investigacdo adicional, nomeadamente estudos de estabilidade mais
prolongados de forma a confirmar a viabilidade do sistema. Teria ainda de se proceder a estudos
de dissolucéo e de solubilidade de forma a confirmar se de facto estas propriedades fisico-
guimicas do AS sdo melhoradas. Para uma transposicdo de escala com vista a producéo
industrial, seria importante testar outros processos de co-amorfiza¢cdo mais adequados nessas
condi¢cbes. Em termos computacionais, seria interessante estudar estes sistemas simulando
agregados com numero de moléculas bastante maior, recorrendo a métodos de dinamica
molecular, por exemplo.
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Anexos

Anexo | — Seccédo 3.3.1

Figura Al. Superficie de Hirshfeld da molécula MCP. As interag6es por pontes de hidrogénio estdo assinaladas a
tracejado na cor verde.

Figura A2. Superficie de Hirshfeld da molécula ISONAM. As intera¢8es por pontes de hidrogénio estao assinaladas
a tracejado na cor verde.
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Figura A3. Superficie de Hirshfeld da molécula NAM. As interagdes por pontes de hidrogénio estdo assinaladas a
tracejado na cor verde.

Figura A4. Superficie de Hirshfeld da molécula BIS.

112



Figura A4. Superficie de Hirshfeld da molécula PYZ.

Figura A6. Superficie de Hirshfeld da molécula CAF.
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Anexo Il — Seccao 3.4.2

——AS comercial
——AS-ISONAM, 1:1, LAG
——ISONAM comercial

S

dQ/dt

- v+ 1.+ 1 1+ 1 1.1+ 1.1 T 1 11T 117!
30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160
Temperatura / °C

Figura A7. Curvas de DSC de aquecimento do AS comercial, m= 1,77 mg, da mistura AS-ISONAM (1:1) obtida por
LAG, m= 1,82 mg e da ISONAM comercial, m= 2,10 mg. (f = 10 °C/min.).

Anexo Il — Seccéo 3.5.2

160

Liquidus teorico

——————— Solidus teorico

120

Temperatura/ °C

110

100

90 — T T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Las

Figura A8. Diagrama de fases binario solido-liquido do sistema AS com NAM, a pressao atmosférica.
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Anexo IV — Seccéo 3.7.3

——AS comercial
—— AS-BIS, 1:1, cristalizagao em éter etilico
——BIS comercial

2 mw

Endo
— -

dQ/dt

—
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Temperatura / °C

Figura A9. Curvas de DSC de aquecimento do AS comercial, m= 1,77 mg, da mistura AS-BIS (1:1) obtida por
cristalizacdo em éter etilico, m= 1,32 mg, e do BIS comercial, m= 2,39 mg ( = 10 °C/min.).

Anexo V — Seccao 3.8.2

—— AS comercial
—— AS-PYZ, 2:1, cristalizagdo etanol-agua 1:1
—— PYZ comercial

Absorvancia / u.a.

I T T T T /’l" T T T T T T T T T T T T T 1
3600 3200 2800 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Numero de onda / cm’’

Figura A10. Espetros de IV do AS comercial, da mistura AS-PYZ (2:1) obtidas por cristalizagdo em etanol-agua (1:1)
e da PYZ comercial.
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—— AS-PYZ, 2:1, cristalizacao etancl-agua 1:1
—— AS comercial
—— PYZ comercial

_

Intensidade / u.a.

15 20 25 30 35 40
20/°

O -
—y
(=)

Figura A11. Difractogramas de raios-X de p6 da mistura AS-PYZ (2:1) obtidas por cristalizacdo em etanol-agua
(1:1), do AS comercial e da PYZ comercial.

Anexo VI — Seccéo 3.8.3
AS-PYZ, 2:1, NG
—— AS-PYZ, 1:1, NG

—— AS comercial
— PYZ comercial

MMW%J oo e

Intensidade / u.a.

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura A12. Difractogramas de raios-X de pé das misturas AS-PYZ (1:1) e (2:1) obtidas NG, do AS comercial e da
PYZ comercial.
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——AS comercial
AS-PYZ, 2:1,NG
——AS-PYZ, 1:.1,NG

2 myvy
Endo

dQ/dt

\

T T T T T T 1 7 — T T T T T T T T T 7
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

Temperatura / °C

Figura A13. Curvas de DSC de aguecimento do AS comercial, m= 1,77 mg, das misturas AS-PYZ (1:1) e (2:1)
obtidas NG, m= 1,40 mg e m= 1,35 mg respetivamente, e do PYZ comercial, m= 1,46 mg (8 = 10 °C/min.).

Anexo VIl — Seccéo 3.9.2

—— AS-CAF, 1:1, cristalizagdo em etanol

2 mwWw

Endo
—_— -

dQ/dt

T T T T T T T — T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

Ndmero de onda / cm’”

Figura A14. Curvas de DSC de aquecimento do AS comercial, m= 1,77 mg, da mistura AS-CAF (1:1) obtida
cristalizagdo em etanol, m= 1,78, e da CAF comercial, m= 1,09 mg (8 = 10 °C/min.).
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—— AS comercial
—— AS-CAF, 1:1, cristalizagdo em etanol
—— CAF comercial

OO

_,J\M _

Absorvancia/ u.a

Y U A S

s

I ! I ! I s A ! I ! I ! I ! I ! I ! I !
3600 3200 2800 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numero de onda / cm’

Figura A15. Espetros de infravermelho da amostra comercial de AS, da mistura AS-CAF (1:1) obtida por
cristalizacdo em etanol e da amostra comercial de CAF.
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