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RESUMO

Muitos ativos farmacéuticos (APIs) sao administrados usando formulag¢oes solidas, por
exemplo comprimidos e capsulas por serem geralmente mais estaveis e seguras. No estado sélido, o
mesmo API pode apresentar diferentes formas — polimorfos do composto puro, solvatos, sais e
co-cristais — que podem ter diferentes propriedades fisico-quimicas. Portanto, entender, e se possivel
controlar, a quimica do estado sélido de APIs, constitui um importante objetivo no

desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas.

O trabalho desenvolvido nesta dissertagiao assenta sobre um ativo quiral, o levetiracetam, o
enantiomero (§) do etiracetam, caracterizado farmacologicamente pela sua atividade
anticonvulsivante. O trabalho encontra-se dividido em duas etapas, a primeira das quais incidiu na
investigacdo de polimorfismo do levetiracetam. Nao se encontra na literatura, referéncia a quaisquer
polimorfos deste ativo. Foram estudados solidos obtidos por cristalizacgio do composto em trés
solventes (cloroférmio, etanol e metanol) e também por arrefecimento de fundidos. Como métodos
de estudo foram utilizados a calorimetria diferencial de varrimento (DSC), termogravimetria (TG)
termomicroscopia com luz polarizada (PLTM), difracao de raios-X de p6 (XRPD), espetroscopia de
infravermelho com refletancia total atenuada (FTIR-ATR), imagiologia de infravermelho e de
Raman. Dos resultados obtidos foi possivel registar, pela primeira vez, evidéncias da existéncia de

polimorfismo, nomeadamente em amostras preparadas por arrefecimento de fundidos.

A segunda etapa deste trabalho incidiu na investigagao de co-cristais de levetiracetam. Um
co-cristal farmacéutico é composto pelo menos por dois compostos (que quando puros sao sélidos a
temperatura ambiente), com estequiometria definida, unidos, geralmente por ligacoes
intermoleculares de hidrogénio. Os co-cristais possuem vantagens quando comparados a solvatos e
podem ser obtidos, ao contrario dos sais, mesmo que o API nao possua grupos ionizaveis, como ¢ o
caso do levetiracetam. Foram investigados como co-formadores anti-inflamatérios nao-esteréides
(NSAIDs), ibuprofeno, naproxeno, cetoprofeno e flurbiprofeno, todos eles pertencentes a classe 11
do BCS, os quais possuem grupos funcionais capazes de formar heterossintdes supramoleculares
viaveis com o levetiracetam. Usaram-se quer os racematos dos quatro NSAIDs, quer os
enantiomeros § dos trés primeiros. As misturas binarias levetiracetam:NSAIDs foram obtidas por
mecanoquimica, sem adi¢ao de solvente. Pretendia-se avaliar a potencialidade desta metodologia
pata promover co-cristalizagio enantiosseletiva/diastereosseletiva partindo de racematos do tipo
composto racémico usando levetiracetam como agente de resolug¢ao. Dada a importancia que outras

misturas binarias Lev:NSAIDs poderdo ter em aplicagio farmacéutica (por exemplo, eutéticos),
Xiii



construiram-se os diagramas de fases binarios/pseudo-binarios para os sistemas em estudo.
Obteve-se no sistema levetiracetam:(S$)-ibuprofeno um co-cristal (1:1), com fusio incongruente,
identificando-se, também um eutético, Xx;., = 0,20, T, = 42,0°C. Para todos os sistemas
investigados (com excegao do (§)-cetoprofeno) foi possivel caracterizar misturas eutéticas com
potencial para aplicagdo farmacéutica: Lev:(R,5)-Ibu (xp¢, = 0,41, T;, = 47,2 °C); Lev:(5)-Npx
(XLey = 0,60, T, = 82,1 °C); Lev:(R,5)-Npx (x1¢, = 0,61, T, = 82,0 °C) e Lev:(5)-Kp (x1¢p, = 0,40,
Tt = 49,8 °C).

us

A mecanoquimica, nas condi¢des utilizadas neste trabalho, nao foi eficiente para promover
co-cristalizacio  enantiosseletiva/diastereosselectiva  partindo  dos racematos dos NSAIDs

investigados e usando levetiracetam como agente de resolugao.

Iniciaram-se ensaios de estabilidade acelerados nas condicées indicadas pela ICH Harmonised
Tripartite Guideline: Stability testing of new drugs substances and products Q1A(R2) sobre o co-cristal 1:1
Lev:(5)-Ibu e sobre a mistura eutética obtida para este sistema. Os resultados indicam que o

co-cristal € estavel nas condi¢Oes ensaiadas.

Palavras-chave: Levetiracetam, polimorfismo, co-cristal farmacéutico, anti-inflamatérios
nao-esterdides, co-cristalizacao enantiosseletiva, DSC, XRPD, FTIR-ATR, PLTM, TG, imagiologia

de infravermelho, imagiologia de Raman, ensaios de estabilidade.
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ABSTRACT

Many active pharmaceutical ingredients (API) are administered using solid formulations,
such as tablets and capsules, that are, generally, stable and safe. An API may have different solid
forms - polymorphs, solvates, salts and co-crystals - which may have different physicochemical
properties. Therefore, it is an important goal in pharmaceutical development, to understand and, if

possible, to control the solid state chemistry of APIs.

The work presented in this thesis concerns a chiral API, levetiracetam - the . enantiomer of
etiracetam — which is pharmacologically characterized by its anticonvulsant activity. The thesis is
divided in two parts. The first is focused on levetiracetam polymorphism investigation. As far as we
are aware, no reference to levetiracetam polymorphs can be found in the literature. Solid samples
were prepared by crystallization from three solvents (chloroform, ethanol and methanol) and also by
melt crystallization. These samples were characterized by differential scanning calorimetry (DSC),
thermogravimetry (TG), polarized light thermomicroscopy (PLTM), X-ray powder diffraction
(XRPD), infrared spectroscopy with attenuated total reflectance (FTIR-ATR) and by infrared and
Raman imaging. From the combined results it was possible to obtain, for the first time, evidence of
the existence of polymorphs of levetitracetam, in particular in samples prepared by melt

crystallization.

In the second part of this work, research on levetiracetam co-crystals is carried out. A
pharmaceutical co-crystal is composed of at least two compounds (which are solids when pure at
room temperature), in a defined stoichiometry, joined together usually by intermolecular hydrogen
bonds. Co-crystals have advantages when compared to solvates and can be obtained, unlike salts,
even if the API does not have ionizable groups (as for levetiracetam). Some nonsteroidal
anti-inflammatory drugs, NSAIDs, were used as co-formers: ibuprofen, naproxen, ketoprofen and
flurbiprofen. All these APIs belong to BCS class 11, and have functional groups capable of forming
viable supramolecular heterossintons with levetiracetam. Both the racemates of the four NSAIDs
and the S-enantiomers of first mentioned three substances were used. The NSAIDs + levetiracetam
binary mixtures were obtained by neat mechanochemistry. The aim was to evaluate the potential of
this methodology to promote enantioselective / diastereoselective co-crystallization, using the
NSAIDs racemates (which are all racemic compounds) and levetiracetam as the chiral resolving
agent. Attending to the importance that other binary mixtures Lev:NSAIDs may have for
pharmaceutical applications (eg. eutectic mixtures), the solid-liquid binaty/pseudo-binary phase

diagrams for the systems under study were determined. For the levetiracetam:(S)-ibuprofen system,
XV



a (1:1) co-crystal with incongruent melting was identified as well as an eutectic mixture,

Xrey = 0,20, T;

us

= 42,0°C. For all the other systems investigated (with the exception of
(§)-ketoprofen) eutectic mixtures, with potential for pharmaceutical formulations, were also
characterized: Lev:(R,$)-Ibu (x;¢, = 0,41, T, = 47,2 °C); Lev:(5)-Npx (x1¢, = 0,60, T, = 82,1 °C);

Lev:(R,8)-Npx (X1ep = 0,61, T}, = 82,0 °C) and Lev:($5)-Kp (X1ep = 0,40, T}, = 49,8 °C).

us

Mechanochemistry, under the experimental conditions used in the current work, is not
efficient to promote neither enantioselective nor diastereoselective co-crystallization of these

NSAIDs racemates and levetiracetam.

Accelerated stability tests were initiated, under conditions stated by ICH Harmonised
Tripartite Guideline: Stability testing of new drugs substances and products Q1A(R2) for the (1:1)
Lev:(5)-Ibu co-crystal and for the eutectic mixture obtained for this system. The results indicate that

the co-crystal is stable under the investigated conditions.

Keywords:  Levetiracetam,  polymorphism,  pharmaceutical ~ cocrystal, ~ Nonsteroidal
anti-inflammatory, enantioselective crystallization, DSC, XRPD, FTIR-ATR, PLTM, TG, infrared

and Raman imaging, stability tests.
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1.INTRODUCAO

INTRODUCAO

Grande nimero de medicamentos sao produzidos como formas farmacéuticas soélidas
(comprimidos, capsulas e saquetas), sendo estas compactas e geralmente mais estaveis, quando
comparadas com formulaces no estado liquido 2. O estudo quimico do estado sélido é, assim,
uma componente muito importante na investigacdo e no desenvolvimento farmacéutico, como é

evidenciado na Figura 1.1 L

Punficagio e Processo de
desenvolvimento

Formulagdes & Entrega de Firmacos

Marketing &Melhorias do produto ]

Patentes J

Regulamentagio |

Estabilidade

Controlo de Qualidade

Investigacio

Toxicidade

Dosagem

Manufatura

Figura 1.1. Diagrama representativo da importancia da quimica do estado sélido na pesquisa e desenvolvimento

farmacéutico, adaptado .

1.1. ESTADO SOLIDO

Muitos medicamentos comercializados sao compostos por cristais moleculares. O arranjo
das moléculas e dos atomos no cristal determina as suas propriedades fisicas e, em certos casos, as
suas propriedades quimicas, influenciando o processamento e a formula¢ao dos ativos farmacéuticos
solidos, bem como a dos excipientes >* Portanto, é de todo o interesse conhecer a relacio estrutura
do solido-propriedade para o desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas estaveis e
biodisponfveis **.

A nogao intuitiva de solido é a de um corpo rigido em que a separagdo média entre as
unidades constituintes (atomos, moléculas, ides) ¢ pequena, quando comparada a separacio média
em gases, e onde as posi¢oes relativas das unidades constituintes nio mudam com o tempo. Num
liquido, as distancias médias entre os atomos/moléculas/ides sao da mesma ordem de grandeza das

dos solidos, mas as posi¢oes relativas nao sao fixas.

Consoante a distribui¢io dos atomos, das moléculas ou dos ides, os solidos podem ser

classificados em sélidos cristalinos ou sélidos amorfos *. Uma nogio fundamental que permite a

3
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. . ~ ,q. . . ,qe , 6

diferenciagao entre os sélidos cristalinos e solidos amorfos é a de ordem de longo alcance °. Os
solidos cristalinos, Figura 1.2.a, sio compostos por atomos, moléculas ou ides arranjados de uma

e, N . ~ . ~ . , 4.6.7
forma periddica em trés dimensdes ao longo de dire¢des cristalograficas (longo alcance) ™. Nos
sélidos amorfos, Figura 1.2.b, as moléculas estio dispostas mais ou menos ao acaso, ou seja, Nao
apresentam ordenagdo periddica de longo alcance. Exemplos comuns sdao o vidro e alguns materiais
, . 4 . . .~

plasticos . Desta forma, o cristal tem uma estrutura caracterizada por uma repeti¢ao regular dos
componentes, apresentando propriedades de sistemas homogéneos, simétricos e anisotropicos,

enquanto que os solidos amorfos sio homogéneos, isotrépicos e assimétricos.

Figura 1.2. Representacio esquematica de um sélido cristalino (a) e de um sélido amorfo (b), adaptado .

1.1.1. ESTRUTURA CRISTALINA

Um cristal ideal ¢ construido pela repeticio periédica infinita no espago de unidades
estruturais idénticas. Estas contém arranjos de moléculas/atomos, mantidos em contacto por

. ~ ~ 58
interacOes nao-covalentes ™.

A unidade regular que se repete no cristal por translacio e apresenta a mais alta simetria,
corresponde a célula unitaria. Cada célula unitaria ¢ do mesmo tamanho e contém o mesmo numero
de moléculas ou ides arranjados de forma idéntica *°. As dimensdes da célula unitiria sio
caracterizadas por seis grandezas: trés valores axiais (a, b, ¢) que representam o comprimento dos

lados e trés angulos interaxiais (o, B, y), Figura 1.3 °.

Figura 1.3. Representacio esquematica da célula unitaria e respetivos comprimentos axiais e dngulos interaxiais 2.

4
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As células unitarias podem ser classificadas em sete sistemas cristalinos: triclinico,
monoclinico, tetragonal, ortorrombico, trigonal, cibico e hexagonal. De acordo com o tipo de
preenchimento da célula, estes sistemas também podem ser classificados em primitivo (P), base
centrada (C), fase centrada (F) ou corpo-centrado (I) **. E possivel encontrar células de base
centrada nos sistemas monoclinico e ortorrombico, células de fase-centrada em sistemas cubico e
ortorrombico e células de corpo-centrado em sistemas cuibico, tetragonal e ortorrombico. Desta
forma, é possivel obter arranjos de catorze modos diferentes, designados por Redes de Bravais, em

homenagem a Auguste Bravais, Tabela 1.1. >,

Tabela 1.1. Redes de Bravais e respetivas células unitarias, adaptado 8.

Tipos de Rede
Pariametros da

Sistema Primitiva Base-Centrada Fase-Centrada Corpo-Centrado

célula
(P) © ¥) ()

Triclinico a#b#*c*90° l'
a*p+Fy ’ﬂ

a

A\

\

17
. a+b#c
Monoclinico Cmy = 90° % # 90° "

Y 7

1/
Tetragonal a=b#c " * -

=p=y=90° .

. -
. a+b#c ]
Ortorrémbico l, . : S 1
(XZ'B:}/:90° e & = T:
l g a a b a b
a=b=c
Trigonal
a=p=90°y # 90°
a a
b .
Cubico a=b=c a )it ., N 7
a=p=y=90° = . )
a a a®|/a a fi]
a=b#c
Hexagonal c
a=[f=90°%y =120° AP
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No caso especifico dos ativos farmacéuticos, as células unitarias mais predominantes

pertencem aos sistemas triclinico, monoclinico e ortorrombico °.

Num sélido cristalino, quando o arranjo periédico e repetido de unidades constituintes for
perfeito ou se estender a toda a amostra sem interrup¢ao, o resultado ¢ um monocristal: todas as
células unitarias se interligam da mesma maneira e possuem a mesma orientacdo. Os monocristais,
Figura 1.4.a, existem na natureza, mas também podem ser produzidos em laboratério, nem sempre
com facilidade, pois o seu crescimento necessita de um ambiente cuidadosamente controlado. Por
outro lado, as amostras policristalinas sio formadas por monocristais dispostos em orientacoes

. ’ s’ . 0
cristalograficas aleatérias, conforme representado na Figura 1.4.b °.

—— r—1
- —— 4
a) bt b)

Figura 1.4. Representacio esquemdtica de um arranjo monoctistalino (a) e polictistalino (b), adaptado °.

1.2. POLIMORFISMO

A palavra polimorfo deriva do grego e significa varias formas. A criacio do termo
“polimorfismo” ¢ atribuida ao alemao Eilhard Mitscherlich, que em 1822 a usou para descrever
diferentes estruturas cristalinas do mesmo composto, nomeadamente, alguns arsenatos e fosfatos .
No entanto, o conhecimento do fenémeno ja remonta a 1788 quando o quimico alemdo Martin
Heinrich Klaproth observou que a calcite e aragonite sao formas cristalinas diferentes do carbonato

10,11

de calcio . Em 1832, Friedrich Wéhler e Justus von Liebig mostraram pela primeira vez evidéncia

de polimorfismo de um composto molecular, a benzamida 2,

Os trabalhos de McCrone sio considerados marcos histéricos em estudos de polimorfismo .
McCrone definiu polimorfismo como a possibilidade de um composto cristalizar em duas ou mais
fases cristalinas com diferentes arranjos, podendo apresentar a mesma conformagao ou
conformacdes diferentes das moléculas . Esta ¢ a defini¢io de polimorfismo mais citada na
literatura. Desta forma, cada polimorfo terd uma estrutura cristalina distinta, apresentando

propriedades quimicas e fisicas diferentes, tais como: temperaturas de fusio e sublimagao,
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capacidade calorifica, condutividade, volume, densidade, viscosidade, dureza do cristal, habitos

cristalinos, cor, solubilidade, taxa de dissolucio, estabilidade, higroscopicidade, entre outros >*".

O estudo do polimorfismo é de grande importincia em dominios onde diferencas de
propriedades resultantes da estrutura cristalina afetam a estabilidade e/ou carateristicas do produto
final. Merecem destaque as industrias farmacéutica, agroquimica, de alimentos, de pigmentos e de

explosivos °.

O polimorfismo ¢ comum em compostos farmacéuticos. Embora o fenémeno nio seja
suficientemente bem compreendido para permitir a previsio dos ativos que apresentarao

polimorfismo, ha fortes evidéncias de que alguns sio mais suscetiveis que outros .

A industria farmacéutica requer um elevado controlo das formas polimérficas dos diferentes
ativos. O exemplo que segue é muito conhecido por demonstrar as consequéncias dessa falta de
controlo. O Ritonavir, também conhecido como Norvit”, é um firmaco usado para o tratamento de
pacientes infetados com o virus da imunodeficiéncia humana-1, HIV-1, atuando através da inibi¢ao
de HIV-1 protease. O Ritonavir foi descoberto pela primeira vez no final de 1992, na forma
polimorfica 1. Nessa altura, ndo foram encontradas outras formas cristalinas e em 1996 o fairmaco
foi aprovado e introduzido no mercado em capsulas “gelatinosas” e em solugdes orais. No inicio de
1998 alguns dos lotes deste farmaco nao foram aprovados nos testes de dissolu¢ao. Investigacao
deste fenémeno revelou uma nova forma cristalina de Ritonavir. Esta nova forma, denominada
forma II, é menos soluvel, e por conseguinte, termodinamicamente mais estavel. A baixa
solubilidade da forma II quando comparada com o polimorfo I, resultou na precipitagio do farmaco
e na diminuicio da taxa de dissoluciao relativamente a forma inicialmente usada na formulacio.
Deste modo, o farmaco foi retirado do mercado e ap6s um esforco e uma despesa consideraveis,
uma nova formulacao do Ritonavir foi desenvolvida e apresentada a US Food and Drug Administration,

FDA, sendo esta dltima aprovada e introduzida no mercado .

Assim, nos ultimos anos, observou-se um interesse acrescido em métodos para a pesquisa e
preparacio de polimorfos e de outras formas solidas, que foi impulsionado pela tomada de
consciéncia da importiancia do polimorfismo (e da diversidade de novas formas soélidas), e pela
obrigacao de identificar o maior nimero possivel de formas sélidas de uma substancia de interesse,
de modo consistente e confiavel . F de todo o interesse usar diferentes metodologias na pesquisa de
diferentes polimorfos, uma vez que o método influencia consideravelmente a forma que ¢é
produzida. Alguns métodos de obtencao de polimorfos, que podem também ser usados na pesquisa
de outras formas solidas, sao apresentados na Tabela 1.2, juntamente com os respetivos graus de

liberdade %,
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Tabela 1.2. Metodologias classicas para a pesquisa de polimotfos (e de outras formas solidas), adaptado °.

Metodologia

Graus de liberdade

(i) Cristalizacdo por arrefecimento de solugdo

(ii) Evaporacao

(iii) Precipitacao
(iv) Difusdo de vapor
(v) Equilibrio de suspensao (“siurry ripening”)

(vi) Cristalizacdo a partir do fundido
(vii) TransformagGes induzidas por calor

(viii) Sublimacio
(ix) Desolvatacio de solvatos

(x) Moagem
(xi) Mudanga de pH
(xii) Liofilizacdo

Solvente ou mistura de solventes, perfil de arrefecimento, temperatura

inicial e final, concentracao.

Solvente ou misturas de solventes, concentracio inicial, velocidade de
evaporagdo, temperatura, pressio, humidade relativa, area de superficie

do recipiente de evaporagio.

Solvente, anti-solvente, velocidade de adicio, ordem de mistura,

temperatura.

Solvente, temperatura, concentracio.

Solvente ou mistura de solventes, temperatura, solubilidade, programas

de temperatura, tempo de incubagio

Programas de temperatura (min., max., gradientes)

Programas de temperatura.

Gradiente de temperatura, pressao, tipo de superficie.

(a) Secagem: temperatura, pressio.

(b) Em suspensio: ver (v).

Tempo de moagem, frequéncia de vibracio, adi¢ao de solvente.

Tempetatura, velocidade de mudanca, telagio 4cido/base conjugado.

Solvente, concentracio inicial, programas de temperatura e pressio.

Como principio geral, metodologias de processamento mais lento favorecem a formacao de

polimorfos cristalinos estaveis, enquanto que metodologias de processamento mais rapido sao mais

propensas a produzir polimorfos metaestaveis, formas cristalinas instaveis e soélidos amorfos,

Figural.5 '°.

Difusio de vapor

Meses Dias

Evaporacao

Cristalizacao a partir do fundido

Transformacoes induzidas por calor

Precipitacao

Sublimacao

Moagem

Horas Minutos Segundos

Condicoes suaves
(Préximo do equilibrio)

Condigoes severas

Escala de tempo
(Afastado do equilibrio)

Figura 1.5. Metodologias para a obtenc¢do de novas formas sélidas que mostram a escala de tempo como factor de

favorecimento de polimorfos estaveis ou metaestaveis, adaptado 8.
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Atualmente o método mais usado na industria farmacéutica para a preparagdo de novas
formas cristalinas ¢ a cristalizacdo a partir de solu¢do, uma vez que, por exemplo, se pode obter, em
muitos casos, diferentes polimorfos por mudanca do solvente. A cristalizacdo a partir dos fundidos,
que também sera abordada neste trabalho, pode ser limitada pela estabilidade térmica do ativo

farmacéutico, e pela quantidade pequena que podera ser produzida °.

1.2.1. POLIMORFISMO: ASPETOS TERMODINAMICOS E CINETICOS

As reagoes em fase solida podem ser classificadas em transformagoes fisicas e quimicas. As
transformacoes fisicas compreendem reacoes de solvataciao/desolvatacio, cristalizagao/amorfizagao
e mudancas polimoérficas. A ocorréncia destas transicdes envolve aspetos termodinamicos, cinéticos

e moleculares, conforme ilustrado na Figura 1.6 v,

Aspetos moleculares:

- Fenémenos nio-covalentes;
- Padroes de ligagdes de hidrogénio;
- Redes moleculares.

Aspetos termodindmicos: Aspetos Cinéticos:
- Energia de Gibbs; - Sobressaturacao;
- Entalpia; - Mobilidade molecular;
- Entropia; - Nucleacio e Crescimento,
- Solubilidade.

Figura 1.6. Representacio esquematica dos fenémenos que governam as transi¢oes em fase solida, adaptado 7.

ASPETOS TERMODINAMICOS: ENANTIOTROPIA E MONOTROPIA

O facto dos polimorfos de uma dada substancia apresentarem diferentes arranjos das
moléculas no reticulo cristalino, resulta em que tenham diferentes energias de interagao no estado
solido e diferentes energias de Gibbs. Sob um dado conjunto de condigoes de pressio e
temperatura, a forma polimoérfica de menor energia de Gibbs é mais estavel termodinamicamente e
as outras tendem a transformar-se nela.

Em termos de estabilidade termodinamica, Lehmann, em 1888, cunhou os termos

enantiotropia e monotropia para distinguir dois tipos diferentes de comportamento polimérfico *.

9
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Considera-se um sistema enantiotrépico quando a mudanga de uma forma cristalina para outra é de
carater reversivel, abaixo das temperaturas de fusdo. Por outro lado, um sistema é monotrépico se a
mudanga de uma forma cristalina para outra niao tiver carater reversivel. Os diagramas de fase de
energia de Gibbs-temperatura, a pressio constante, para sistemas enantiotropico e monotropico

encontram-se ilustrados na Figura 1.7.

Energia Energia

' | Gig Gl
—_—

Twynm  Tasr  Teen T Taex
Temperatura (K) Temperatura (K)

Figura 1.7. Diagrama de fases para dois polimorfos com comportamento termodinamico: (A) enantiotrépico;
(B) monotroépico, a pressdao constante, adaptado .

Na Figura 1.7, G representa a energia de Gibbs, H a entalpia, T,

trs

a temperatura de transicao e

T

us

a temperatura de fusdo. A Figura 1.7 (A) representa um sistema enantiotrépico para dois
polimorfos I e II: as curvas G, e G;; cruzam-se no ponto de transi¢ao (1) que se localiza abaixo
da temperatura de fusao dos dois polimorfos, sendo que neste ponto o polimorfo I e o polimorfo II
podem coexistir como misturas em equilibtio (G,=G), tendo a mesma estabilidade. A curva de G,
representa a fase liquida. A sua intersecao com G, e Gy, corresponde aos pontos de fusio do
polimorfo I (T;,) e do polimorfo II (1), respetivamente, a pressio considerada. Assim, antes da
transicdo a forma termodinamicamente estavel é a I (G; < G) e depois da transi¢ao ¢ a forma II
(G;<G), até a sua temperatura de fusao. No sistema monotropico, Figura 1.7 (B), apenas um
polimorfo ¢ estavel abaixo da temperatura de fusao, forma I, ou seja G, é sempre inferior a G;;. As
curvas de energia de Gibbs das formas I e II em funcao da temperatura nunca se cruzam antes da
fusio e nao se observa a transformacao reversivel entre as duas formas. A forma II,
termodinamicamente metaestavel podera transformar-se espontaneamente em I, dependendo da

cinética do processo, a qualquer temperatura abaixo do seu ponto de fusdo, enquanto que a

~ . s 6
transformacao inversa nunca ocorrera .

10
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Do ponto de vista farmacéutico, a forma mais estavel termodinamicamente nao é sempre a
mais desejada, uma vez que tendo estabilidade termodinamica superior sera menos solavel e, por

conseguinte, terd menor biodisponibilidade oral °.

ASPETOS CINETICOS: NUCLEAGAO E CRESCIMENTO DE CRISTAIS

Na industria farmacéutica, diferentes polimorfos sio como se referiu, muitas vezes
preparados por recristalizacdo a partir de solugoes, empregando diferentes solventes e diferentes
condi¢des experimentais. A cristalizacao a partir de solug¢oes e de fundidos, por exemplo, ¢ bem
descrita como um processo em duas etapas que incluem a nucleagao e o crescimento de cristais, as
quais determinam a natureza do polimorfo obtido. No entanto, a nucleagio é normalmente, a etapa
mais importante na formacio de um dado polimorfo *.

A nucleagio ¢ a formagao de nucleos (embrides ou sementes) numa solu¢do sobressaturada
ou num fundido sobrearrefecido, por exemplo, que podem atuar como centros de cristaliza¢ao. A
nucleagao pode ser classificada como nucleagdao primaria, quando inicialmente nio existem cristais
do sélido de interesse presentes no meio, e nucleagiao secundaria. Neste caso a nucleagdo ¢ induzida
por cristais do material desejado pré-existentes na solu¢ao ou que sao deliberadamente adicionados
como sementes °. A nucleagio priméria pode ser subdividida em homogénea, quando os nicleos de
cristalizagdo se geram espontaneamente, ou heterogénea se os nuicleos de cristalizagido sao formados
nas interfaces ou superficies, tais como particulas de p6é ou paredes do recipiente, Figura 1.8. Na

. ~ , ~ s ~ : 17
pratica, a nuclea¢ao heterogénea e/ou nucleaciao secundaria sao as mais comuns .

Nucleacio

Primaria Secundaria

——

|Homogénea Heterogénea

a

Sobressaturacio / Sobrearrefecimento

Figura 1.8. Representagao esquematica dos diferentes tipos de nucleagao.

11
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A Teoria Classica de Nucleagao (CNT) permite interpretar transi¢des de primeira ordem que
envolvem a nucleagio homogénea de cristais de uma solu¢do sobressaturada/fundido
sobrearrefecido. Esta teoria é baseada no trabalho de Gibbs, Becker, Doring e Volmer. A nucleagao
envolve a formagao de agregados que excedam um tamanho critico, sendo desta forma considerados
estaveis, o que ocorrera para um determinado valor de sobressaturagao/sobrearrefecimento. A
relacio de sobressaturacido/sobrearrefecimento é uma medida do afastamento do equilibtio
experimentado pelo sistema. A velocidade de nucleagao de cristais, J, ¢ o nimero de nucleos
cristalinos que se formam a partir de um meio sobressaturado por unidade de tempo e area. De
acordo com a CNT a velocidade de nucleagio de cristais é expressa pela equagdo
] = Aexp(—B/In%S), onde A e B sio considerados os parimetros cinético e termodinimico,
respetivamente ¢ S a relagio de sobressaturacio. O parametro B inclui fatores que dependem do

meio, nomeadamente a tensao interfacial.

A sobressaturacio / sobrearrefecimento pode ser atingida por varios métodos tais como o
arrefecimento a partir do fundido, sublimagao, evaporagao de solvente ou arrefecimento da solugao,
alteragcao do pH da solugdao, bem como com a presenga ou adi¢ao de aditivos ou reagiao quimica que

5,6
mude a natureza do soluto >°.

Quando o nucleo cristalino se forma e é estavel, inicia-se o processo de crescimento, e
eventualmente, torna-se num cristal visivel. A cinética da cristalizagio depende da velocidade de
formacao do nucleo, e da velocidade de crescimento dos cristais. A forma e o tamanho dos cristais
dependem da relagio destes dois factores. Assim, por exemplo, quanto mais lento for o
arrefecimento, maiores serdo os cristais, e quanto mais rapido o arrefecimento menores serao 0s

fepmie 17,2021
cristats 7.

1.3. CO-CRISTAIS

Na literatura académica o conceito de co-cristal tem sido expresso de diferentes modos ao
longo do tempo, Tabela 1.3. No entanto, todos concordam que co-cristais sao materiais cristalinos
constitufdos pelo menos por dois componentes diferentes. Na definicio da FDA, 2013 *, que
adotamos, co-cristais sao sélidos formados por dois ou mais componentes, em proporcoes
estequioméricas, os quais sao sélidos quando puros a temperatura ambiente e nao interatuam para

formar sais.

12
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Tabela 1.3. Algumas defini¢oes de co-cristal encontradas na literatura.

Autor

Definic¢ao de co-cristal

Ano

Referéncia

Aakerdy, C. B.

Jones, W.

Zaworotko, M. J.

Bond, A.

Childs, S. L.

Stahly, G. P.

Nangia, A.

- Compostos construidos a partir de espécies moleculares neutras
(todos os solidos contendo ides, incluido os ides metais de transicio,
sao excluidos).

- Feitos a partir de reagentes que sao solidos a temperatura ambiente;

- Materiais cristalinos estruturalmente homogéneos que contém dois ou
mais blocos de construcdo neutros que estio presentes em quantidades

estequiométricas.

Complexo cristalino de dois ou mais constituintes moleculares neutros,
ligados entre si por interagdes nao-covalentes, normalmente ligagdes de

hidrogénio.

Sao formados entre um API molecular ou i6nico e um co-formador
bl

que ¢ um soélido sob condi¢bes ambientais.

Sinénimo de cristal molecular multicomponente.

Material cristalino composto por dois ou mais componentes
usualmente numa propor¢io estequiométrica, sendo cada componente

um atomo, um composto iénico ou uma molécula.

Complexo molecular que contém duas ou mais moléculas diferentes na

mesma estrutura do cristal.

Compostos multicomponentes no estado sélido que se mantém ligados

através de interagoes intermoleculares.

2005

2006

2006

2007

2007

2007

2008

23

24

25

26

27

28

29

Um co-cristal farmacéutico ¢ composto por um API e por um composto neutro ou i6nico

(também referido como co-formador). A interagao que leva a formacao de um co-cristal encontra-se

esquematizada na Figura 1.9: um co-cristal (neste caso, farmacéutico) resulta da interacio de um API

A . ~ . . 22
com um co-formador, sem transferéncia de protao, o que o diferencia de um sal . A FDA sugere

que a formagdo de sal sera excluida se a diferenca de pKa do componente basico (pKa,,,) e do

componente acido (pKa,,,) for inferior a 1. De referir que o numero de contra-ides aceitaveis para

formacao de sais de APIs é muito menor do que o de co-formadores que é possivel utilizar na

pesquisa de co-cristais.

Co-formador
+ d Co Cristal

13

Figura 1.9. Representacdo esquemitica de formacio de co-cristal farmacéutico.
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Na Figura 1.10 esta esbogada uma correlagio entre sélidos cristalinos multicomponentes,
evidenciando as diferencas entre co-cristais e hidratos/solvatos e sais. A principal diferenca entre
solvatos e co-cristais é o estado fisico dos componentes puros: se uma das substancias se apresenta
liquida a temperatura ambiente, os cristais sao designados como solvatos; se ambas as substancias
sao solidas a temperatura ambiente, os cristais sio designados por co-cristais. Esta diferenca pode
parecer insignificante, mas pode bastar para afetar profundamente a estabilidade, a formulagao e as
propriedades fisicas de um APIL Os co-cristais tendem a ser mais estaveis do que solvatos ou

hidratos "'

. De facto, uma vez que os co-formadores sio sélidos e nao sio suscetiveis de
evaporag¢ao apos formulacdo farmacéutica, a separagao de fases e outras alteragdes fisicas sio menos

, : 32
provaveis de ocorrer *.

Co-cristal

A = solido
B = solido /

Hidratos/Solvatos Sais
A:B o)
Solvatos A"B
L de sais A = solido
A = idlido B = geralmente solido
B = liquido ’ ou liquido

Figura 1.10. Esquema ilustrativo das correlagoes entre sélidos cristalinos multicomponentes, adaptado .

Os co-cristais tem um elevado interesse na industria farmacéutica porque permitem
modificar e melhorar propriedades quimicas e fisicas de um API, tais como estabilidade fisica e
quimica, incremento da solubilidade, fluidez do p6, compressibilidade e higroscopicidade, sem que

ocotra quebra de ligacdes covalentes **.

Outra vantagem valiosa do uso de co-cristais ¢ o aumento do ciclo de vida de antigos APIs,
com a possibilidade de criagio de novas patentes e protecio da propriedade intelectual *>***. Os
co-cristais também sdao potencialmente vantajosos em terapia dual, também conhecida por terapia de
combinac¢ao, juncao de dois ou mais farmacos numa sé dosagem. Esta abordagem pode ser
vantajosa no que diz respeito a doengas cronicas, uma vez que permite a reduc¢do do nimero de
tomas que o paciente tem de ingerir. Tera obviamente, de ser confirmado que a combinacao dos

dois APIs nio afeta a sua atividade farmacolégica *>*.
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1.3.1. PESQUISA DE CO-CRISTAIS

Pepinsky introduziu o conceito de engenharia de cristais em 1955 7

, 0 qual foi
. . ~ .. L1 A . 38
implementado por Schmidt no contexto das reagdes fotoquimicas no estado sélido organico

Desiraju, posteriormente, definiu engenharia de cristais como a compreensio das interagoes

moleculares no contexto de empacotamento cristalino e a utilizacdo desse conhecimento na

~ ,1: . , - . . 39
concegio de novos sélidos com propriedades quimicas e fisicas desejadas *.

Um co-cristal farmacéutico pode ser concebido através da engenharia de cristais com a
inten¢ao de melhorar as propriedades do estado solido do API, sem afetar a sua atividade intrinseca.
A engenharia de cristais oferece um paradigma para o desenvolvimento rapido de co-cristais

farmacéuticos.

Nos co-cristais podem estabelecer-se diferentes tipos de interagoes intermoleculares (ligagoes
de hidrogénio, intera¢es m-m, interagoes de van der Walls). As ligagdes de hidrogénio sao as
interagdes mais importantes na formagao de co-cristais, uma vez que possuem um forte cariter
direcional: as ligacbes mais fortes ocorrem entre um atomo de hidrogénio e dois atomos bastantes
electronegativos (N, O, F), de modo que o hidrogénio sirva de “elo” entre os atomos com os quais

; 30,32
interage = .

Numa fase inicial deve-se ter em atengao os grupos funcionais presentes na molécula do API
para posteriormente selecionar os possiveis co-formadores que tenham funcionalidades
complementares. Mas temos de ter em aten¢do que os co-cristais farmacéuticos sao usados pelo
Homem, e portanto o co-formador nao deve ser prejudicial: terd de ser reconhecido pela FDA
como seguro. Compostos classificados como GRAS, Generally Recognized as Safe, e outros APIs sdao

. . . . 1
candidatos privilegiados a co-formadores ***'.

A unidade estrutural que liga as duas moléculas e leva a formac¢ao do co-cristal designa-se
por sintao supramolecular. Portanto, os co-cristais sdo estruturas supramoleculares formadas por
homo ou heterosintdes supramoleculares, que resultam de ligagdes entre moléculas que possuem
grupos funcionais complementares *>*. Na Figura 1.11 apresentam-se dois exemplos de

homossintoes (acido-acido e amida-amida) e também dois exemplos de heterossintdes (acido-amida

e acido-azoto aromatico).
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Homossintio acido-acido Homossintio amida-amida
H\
0-H-Q N=H-Q
N \
N\ _H—
O -H-0 O -H-N,
H
Heterossintio acido-amida Heterossintio acido-azoto aromatico
0-H-Q O-H-N"
\
\ \
O _H_N\ O' -~ 'H
H

Figura 1.11. Exemplos de homo e heterossintGes supramoleculates envolvendo ligagoes de hidrogénio, adaptado 32

Mesmo escolhendo os co-formadores de modo a originar com o ativo sintoes
supramoleculares vidveis, por vezes nao se obtém um co-cristal, mas sim um eutético ou uma
mistura fisica simples, Figura 1.12. Isto resulta das intera¢des que sio estabelecidas. No caso dos
co-cristais a dominancia de adesdao ¢é forte, enquanto que nos eutéticos ¢ fraca (ha miscibilidade
apenas em fase liquida) e na mistura fisica simples nao ocorre qualquer tipo de interagao. Podera

haver também, obviamente, a formacao de solucdes solidas *.

Co-cristal

Forte —_— A®8 R

Dominancia de Fraca Eutético
Aeep,

adesdo
Mistura fisica

A+EB |

A+B

Nado ocorre

Figura 1.12. Tipos de dominancia de adesdo que podem ocorrer entre dois compostos em fase s6lida, adaptado 43, F

excluida a formacdo de solucdes solidas.

Até a data, foram relatadas varias metodologias para sintese de co-cristais. Os métodos de
formagao mais comuns baseiam-se na cristalizagdo por evaporagao lenta do solvente e na moagem,

como se mostra na Figura 1.13 *.

O método de cristalizagdo por evaporacao lenta do solvente é de grande importancia, uma
vez que ¢ o mais propicio a formacao de monocristais, mas nao satisfaz os critérios de “tecnologia

verde”, devido a0 elevado consumo de solventes. E também recomendado o conhecimento do
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diagrama de fases ternario — ativo, co-formador, solvente — para garantir a obtencao do co-cristal
bl b g
puro. A moagem a seco ou assistida por uma quantidade vestigial de liquido é muito usada, uma vez

que o uso de solvente é minimo e o tempo de formacdo de co-cristal ¢ mais curto em comparagao

25,30,32

com a cristalizagao por evaporagao lenta do solvente

suspensio; 7%

outros métodos de

T cristalizacdo; 7%
cristalizacio por R

evaporacio do
solvente; 40%

Figura 1.13. Metodologias usadas para co-cristaliza¢do, adaptado #4.

1.3.2. DIAGRAMAS DE FASE BINARIOS

A investigagao da formagao de co-cristais ¢ enriquecida com o mapeamento de diagramas de
fase sélido-liquido dos dois componentes em analise. Os diagramas de fase binarios do API e
potenciais co-formadores sao de extrema importancia, uma vez que fornecem provas conclusivas da
formagdo de co-cristal, caso acontega, e da sua estequiometria, e também permitem a identificagdo
de outras composicOes binarias potencialmente uteis em aplicagdes farmacéuticas, tais como

misturas eutéticas. >*.

Um diagrama de fase sélido-liquido de um sistema binario, a pressio constante, é um grafico
que apresenta as condi¢des termodinamicas, temperatura, composicao, em que fases solidas e
liquidas podem ocorrer no estado de equilibrio. No diagrama de fase soélido-liquido merecem
destaque as duas linhas de equilibrio: (i) Jguidus, ¢ a curva que separa as areas onde nao ha sélido
presente daquelas nas quais solido e liquido coexistem, e indica, a cada temperatura, a composi¢ao
de fase liquida em equilibrio com o sélido. E a curva que define o fim da fusio de um sélido; (ii)
solidus, representa a divisao entre as areas onde estao presentes solido e liquido e aquela onde existe
apenas solido, representando, portanto o inicio da fusio do sélido. No intervalo entre o /lquidus e o
solidus, fases liquida e solida encontram-se em equilibrio. Os diagramas de fase normalmente siao

obtidos pela analise das curvas de DSC de aquecimento de misturas dos dois compostos de
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diferentes composicoes . A linha do solidus é obtida pelo Topser da curva de DSC e o liguidus pela
Thmax do ultimo pico de fusio corrigido da mesma curva. Na Figura 1.14 exemplifica-se a
determinagdao numa curva de aquecimento para uma mistura binaria, em que se observa um ponto
invariante eutético. Obviamente, cada curva deve ser analisada caso a caso para interpretagdo correta

dos fendmenos observados.

Endo

dQdt

T T T T
Temperatura / °C

Figura 1.14. Esquema ilustrativo da obtengido dos valores do solidus e do liguidus numa curva de DSC de aquecimento
de uma mitura binaria (sistema com formacio de eutético).

1.4. LEVETIRACETAM

O levetiracetam (Lev), (S)-2-(2-oxo-pirrolindin-1-il)-butamida foi recentemente aprovado
pela US Food and Drug Administration (FDA), sendo comercializado como Keppra®. E um
medicamento anticonvulsivante usado no tratamento da epilepsia e da dor crénica ou neuropatica,
mas também possui beneficios para outras condi¢bes, psiquiatricas e neuroldgicas (transtornos

bipolares e enxaquecas) "

O levetiracetam ¢é o enantibmero de configuragdo (5) do etiracetam, estruturalmente
semelhante ao protétipo piracetam, droga nootrépica, Figura 1.15. Dos dois possiveis enantidémeros

. ~ . . .. . . 50.51
do Etiracetam, apenas o de configuracio (S), levetiracetam, possui atividade anticonvulsivante *>***',

O levetiracetam pertence a classe III do Sistema de Classificagio Biofarmacéutica (BCS)
(elevada solubilidade aquosa e baixa permeabilidade) **>”, sendo altamente solivel em 4gua
(104,0 g/100 mL), solavel em cloroférmio (65,3 ¢/100 mL) e metanol (53,6 g/100 mL), ligeiramente
solavel em etanol (16,5 g/100 mL), fracamente solivel em acetonitrilo (5,79 g/100 mL) e insoluvel

em n-hexano (dados a 25 °C) ™.
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o
Q

NH, NH, (8)-2-(2-oxo-pirrolindin-1-il)-butamida
k Levtiracetam /

N N
0. o}

(o}

H

. 2-(2-oxo-pirrolindin-1-il)-butamida NH2
Piracetam Etiracetam

N

O\Q
(R)-2-(2-oxo-pirrolindin-1-1l)-butamida

Figura 1.15. Estrutura molecular do Piracetam #°, Etiracetam >* e respetivos enantiémeros () > e (R) °.

Na literatura encontra-se descrita uma estrutura cristalina do levetiracetam, representada na
Figura 1.16. Na Tabela 1.4 e Tabela 1.5 apresentam-se alguns dados cristalograficos e a geometria
das ligagdes de hidrogénio, respetivamente °". O grupo NH, da amida esta envolvido em ligacdes de
hidrogénio como dador, ligando-se aos grupos carbonilo da amida e do anel de duas outras
moléculas de levetiracetam. As outras ligagoes de hidrogénio indicadas na Tabela 1.5 tém angulos de

ligagdes pouco favoraveis.

Figura 1.16. Estrutura cristalina do levetiracetam, vista ao longo do eixo « a) e respetivo esquema numérico b) 7.
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Tabela 1.4. Dados cristalograficos da estrutura cristalina publicada para o Levetiracetam .

Sistema Grupo Pardmetros da
Cristalino Espacial célula z
a=6272(5)A
Monoclinico P2y b=7.993(5)A 2

c =9,199(9)A
B = 108,645(9)°

Tabela 1.5. Parimetros de geometria das ligacdes de Hidrogénio (A, °) na estrutura cristalina publicada do
Levetiracetam 7.

D---H--A D-—-H HA/A DA/A D--H-A

N2---H2A--02 0,86 2,15 2,995(5) 168
N2---H2B -O1 0,86 2,23 3,038(5) 156
N2---H2B-N1 0,86 2,39 2,771(5) 107

C6---H6--O1 0,98 2,39 2,840(5) 107
C8---H8C--N1 0,96 2,39 2,919(6) 100

Virios estudos tém sido feitos na investigacao de novas formas sélidas de levetiracetam, nao
tendo sido encontrada na literatura qualquer informagao sobre a identificagio de polimorfos deste

composto.

Relativamente a formacao de co-cristais, at€é a0 momento existem vinte e dois co-ctistais
conhecidos. Numa primeira referéncia foram identificados co-cristais com os co-formadores acido
D-tartarico (DTA), acido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4 DHBA), acido (§)-mandélico (SMA) e o acido
mandélico racémico ((R.S)MA) *. Os catorze co-cristais identificados noutro trabalho possuem
como co-formadores o acido 2,2-dimetilsuccinico (DMSA), acido 2,4-dihidroxibenzéico (DHBA),
acido 3-nitrobenzoéico (3NBA), acido 4-nitrobenzoéico (4NBA), acido 5-nitroisoftalico (9), acido
5-hidroxilisoftalico (10), acido citracénico (11), acido oxalico (OXA), acido oxaloacético (13),
3,4,5-trihidroxibenzoato  de metilo  (14), acetoacetamina (15), 3-metilbutamida (16),
4-clorobenzaldefdo (17) e 4cido galico etil éster (18) **. Os quatro co-cristais referidos recentemente
possuem como co-formadores acido (R)-metilssuccinico (R;), o acido (§)-metilssuccinico (§;), o

(5)-ibuprofeno (5,) e o (R)-flurbiprofeno (R,,) *.

Na Tabela 1.6 encontram-se as informagoes cristalograficas dos co-cristais de levetiracetam

encontradas na literatura e metodologia usada para a sua obtengao.
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CO-CRISTALIZACAO ENANTIOSSELETIVA

A resolugao quiral é uma pratica comum na industria biomédica e farmacéutica devido ao
elevado nimero de candidatos a firmacos que sio quirais. Apesar dos avangos significativos
efetuados em sintese assimétrica, uma proporcao elevada de moléculas quirais ainda sio sintetizadas

6

. , . 0 . . ., . ..
na forma de mistura racémica . Na maioria dos casos, apenas um enantibmero possui atividade
biolégica enquanto que o outro nio possui agao fisidlogica ou, no pior dos casos, tem efeitos

. . . . 61
indesejados ou até mesmos toxicos .

Um método de resolu¢ao amplamente utilizado, quando o composto de interesse é uma base
ou um acido, é a cristalizacao através da formagao de um par de sais diastereoméricos. Partindo do
racemato ¢ adicionado um 4cido (ou base), enantiomericamente puro designado por agente de
resolugio *. Os sais diastereoméricos, nio estio relacionados simetricamente, apresentando
diferentes propriedades fisicas, tais como solubilidade. Sob condigdes apropriadas (natureza do
solvente, quantidade do agente de resolucao e temperatura) poderd ser possivel cristalizar um

: Lo . 63,64
produto com elevado excesso enantiomérico do composto de interesse "

A formagao de co-cristais diastereosseletivos envolvendo um ativo racémico e um agente de
resolucdo quiral, é uma via alternativa a formagao de sais, particularmente interessante quando a
molécula niao possui grupos acidos ou basicos. Obviamente, podera ocorrer co-cristalizacao
enantiosseletiva: o agente de resolugido quiral s6 co-cristaliza com um dos enantiomeros do racemato

: 65
de interesse ™.

Pesquisa bibliografica usando a Cambridge Structural Database (CSD) aponta para que a
. . ~ . . . . . . . 59

co-cristalizacao enantiosseletiva seja muito mais comum do que a diastereosseletiva . T. Leyssen e
colaboradores foram bem sucedidos em experiéncias de resolug¢ao quiral por co-cristalizagao
enantiosseletiva em solugio , usando levetiracetam como agente de resolucio. O levetiracetam
co-cristaliza de forma eficaz com os enantibmeros de configuracio (5) dos acidos mandélico e
tartarico, levando a formagdo de co-cristal. Ja com os enantibmeros de configuragao (K) nao ha
formacdo de co-cristal, demonstrando, assim, que a co-cristalizacio em solucio pode ser

enantiosseletiva.
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Tabela 1.6. Informacoes cristalograficas dos co-cristais de levetiracetam reportados na literatura.

Fracgdo Ponto de Sistema Grupo Pardmetros da célula unitaria Metodologia de
Co-formador
molar  fusdo/°C Cristalino Espacial a(d) b(&) c(d) a(®) B(® y(®) V(43 Z pesquisa
1)DTA 1:1 121 ortorombico  P212124 5,9162(2) 12,9700(6) 20,0643(9) 90 90 90 1539,6 4 Mecanoquimica
assistida por
2)2,4 DHBA 1:1 97 ortorémbico  P2i212; 6,62318(12) 13,0236(3) 18,4931(3) 90 90 90 1595,17 4 liquido (40uL
metanol);
3)SMA 1:1 96 monoclinico P2y 11,9394(11) 5,6442(5) 13,2328(12) 90 109,936(10) 90 838,3 2 Tempo=90 WBB..
Frequéncia=30 Hz
4H(R,HMA 1:1 na - - - - - - - - - - 55
5)DMSA 1:1 na monoclinico P2 6,2828(3) 13,3843(6) 18,7984(8) 90 96,638(4) 90 817,544 2
6)DHBA 1:1 na ortorémbico  P2i212; 6,60584(3) 13,11919(7)  18,80723(8) 90 90 90 1629,9 4
7)3NBA 1:2 na ortorombico  P212124 8,0511(4) 13,0536(6) 23,0243(9) 90 90 90 2419,76 4
8)4NBA 1:2 na triclinico P 7,0988(9) 7,3613(10) 12,1428(13)  12,1428(13)  77,496(10)  88,250(10) 595,906 1
9) 1:1 n.a - - - - - - - - - -
10) Co-cristal identificado através de diagrama de fase, a sua estrutura nio se encontra resolvida. Mecanoquimica
assistida por
11) Co-ctistal identificado, mas a sua estrutura ndo esta resolvida. liquido QMEL
12)OXA 1:1 na monoclinico P2, 5,7646(4) 19,8963(14) 11,0690(8) 90 99,331 90 1252,75 4 metanol);
Tempo=90 min.;
13) 11 n.a - - - - - - - - - - Frequéncia=30 Hz
14) Co-cristal identificado, mas a sua estrutura nao esta resolvida.
15) Co-cristal identificado, mas a sua estrutura nio esta resolvida.
16) Co-cristal identificado, mas a sua estrutura nio esta resolvida.
17) Co-cristal identificado, mas a sua estrutura nao esta resolvida.
18) Co-cristal identificado, mas a sua estrutura nio esta resolvida.
19)(R)s 1:1 na monoclinico P2, 50628(4)  11,5797(8)  22,5983(18) 90 95,615(8) 90 1350,84 4 Mecanoquimica
assistida por
liquido (10uL
20)(5)s 1:1 na monoclinico P2, 12,0408(5) 5,9067(8) 12,1169(8) 90 113,961(8) 90 787,505 2 metanol);
Tempo=90 min.;
21)(5)o 1:1 na ortordmbico  P2422 7,351(2) 9,780(3) 29,993(5) 90 90 90 215628 4  Frequéncia=30 Hz
59
22)(R)10 Identificada por raios-X de pd, mas a sua estrutura ndo esta resolvida.
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1.4.1. OBJETIVO DO TRABALHO

Esta dissertacio de Mestrado tem por objetivo a investigacdo de novas formas solidas do

anticonvulsivante levetiracetam.

Pretende-se efetuar a pesquisa de polimorfos, uma vez que na industria farmacéutica é de
todo o interesse conhecer o maior numero possivel deste tipo de formas sélidas dos ativos e nao ha

qualquer referéncia na literatura a identifica¢ao de polimorfos do levetiracetam.

E também investigada a formacio de co-cristais (e de outras misturas sélidas com relevancia
em aplicagoes farmacéuticas) entre o levetiracetam e um conjunto de co-formadores quirais
selecionados anteriormente. O estabelecimento de diagramas de fase binarios sélido-liquido foi
usado com o objetivo de auxiliar a identificacdo de co-cristais e de outras composi¢oes binarias de

interesse.

Escolheram-se como co-formadores os anti-inflamatérios nao-esterdides (NSAIDs),
indicados na Figura 1.17, nomeadamente os racematos de ibuprofeno (Ibu), naproxeno (Npx),
cetoprofeno (Kp) e flurbiprofeno (Fbp) e os enantiomeros de configuracio (5) dos trés primeiros.
Como veremos, todos os racematos sao compostos racémicos. Como método de sintese foi usada a
mecanoquimica, na auséncia de solvente. Esta escolha permite investigar a propensio de dois
compostos ativos quirais (Lev e co-formador) co-cristalizarem

enantiosseletivamente/diasteriosseletivamente, usando uma metodologia ambientalmente favoravel.

Como esta evidenciado na Figura 1.17, é previsivel a interacio do grupo amida do
levetiracetam com o grupo acido carboxilico dos co-formadores, com a forma¢io do mesmo
heterossintio, amida-acido, Figura 1.11. Este é o heterossintio mais provavel. Obviamente que o
grupo carbonilo do anel aromatico de pirrolidona podera, também, formar ligacdes de hidrogénio
com o grupo carboxilico dos co-formadores. O grupo funcional amida do levetiracetam podera
ainda interagir com o éter do (§)/(R,S)-naproxeno, com o grupo cetona do (S)/(R,S)-cetoprofeno, e

com o fldor do (R,S)-flurbiprofeno.

Os NSAIDs escolhidos tém em comum a capacidade de controlar a inflamagao, reduzir a
dor e a febre, sendo também usados no tratamento de osteoartrose, artrite reumatéide %, A sua
associacdo com o levetiracetam podera ser util numa perspetiva de terapia dual. Todos eles
pertencem a classe II do Sistema de Classificagao Biofarmacéutico (BCS), ou seja, possuem baixa
solubididade aquosa, apesar de terem elevada permeabilidade ****”. H4 portanto todo o interesse,
também, na identificagio de novos solidos que permitam incrementar a biodisponibilidade oral

destes NSAIDs.

23



1.INTRODUGAO

LEVETIRACETAM (API)

CO-FORMADORES

(8)-Tbu (R,9)-Npx

Figura 1.17. Representacdo das moléculas de levetiracetam e dos co-formadores utilizados neste trabalho, evidenciando
possiveis pontos de interacdo para a formac¢io de co-cristais.

CO-FORMADORES: DADOS TERMODINAMICOS E ESTRUTURAIS

O diagrama de fases solido-liquido de misturas binarias de enantiémeros do ibuprofeno,
Figura A.1 em anexo, foi resolvido por Dwivedi, S.K. ™, Burguer, A. " e por Codan, L. . Os
parametros termodinamicos da fusio do composto racémico, polimorfo I, e do enantiémero (),
encontram-se na Tabela 1.7, onde foram também incluidos dados para o polimorfo II do

(R,S)-ibuprofeno recentemente identificado (metaestavel em relagio ao polimorfo I) ™.

Tabela 1.7. Parimetros termodinamicos da fusdo do composto racémico, polimorfos I e II, e do enantiémero (S) do
ibuprofeno presentes na literatura.

Polimorfo I Polimorfo II
1992_70 1993_7 1996_71  2012_7 2008_73
(#%:9-Tou Trus/ °C 71 755 755  771+01 17
ArsH /Kmolt - 297 257 255+01 T70%05
Iba Tras/ °C 46 511 523 528+ 0.1 -
ArsH /Kmolt - 29 187 185+ 0,1 -
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As estruturas cristalinas encontram-se resolvidas quer para o composto racémico, polimorfo
I, usado neste trabalho, quer para o enantiémero (5), e sio apresentadas na Figura 1.18. Em ambas
as estruturas ha ligacdes de hidrogénio, Tabela 1.8, entre os grupos acido carboxilico, originando

dimeros ciclicos.

Figura 1.18. Representacio das estruturas cristalinas do (R,S)-ibupofeno (monoclinico, P21, a=14,397(8)A |
b=7,818(4)A, c=10,506(6)A, $8=99,70(3)°) 7 ¢ do (S)-ibuprofeno (monoclinico, P21, a=12,456(4)A , b=8,0362(5)A,
c=13,533(3)1°\, B=112,86(2)°) 7, vista ao longo do eixo b.

Tabela 1.8. Paraimetros geométricos de ligagGes de hidrogénio nos cristais de (R,5)-Ibu 7, e (§)-Ibu 7.

D---H-A D--H H-A/A D-A/A D--H-A
O1-—-H1-02 0,963(10)  1,664(10)  2,627(7)  179,5(11)
C9---H9 ~O2 1,078(10)  2,459(10)  3231(6)  127,6(7)
§Iby OIB-—HIBO-O2A  L07()  158()  2,634(4)  168(h
(-Ibu 1A HIAO 028 094(6)  172(6) 26514  169(6)

(R,S)-Ibu

O diagrama de fases solido-liquido dos enantibmeros de naproxeno também se encontra
resolvido na literatura por Braun, D. E. e colaboradores, Figura A. 2 em anexo . Os parametros
termodinamicos de fusio do (R,S)-naproxeno e do (§)-naproxeno, polimorfo I, usado neste
trabalho, encontram-se na Tabela 1.9 .

Recentemente foi referida a existéncia de trés outros polimorfos de (§)-naproxeno, II, III e

IV, com temperaturas de fusio de 76 °C, 140 °C e 148,2 °C, respetivamente *

. Foi observado que as
formas II e IV se transformam na forma I quando armazenadas a temperatura ambiente,
confirmando a sua natureza metaestavel, nessas condicoes, relativamente a forma 1. Para a forma 111,

’ A ~ . ~ 66
segundo os autores do estudo, no periodo de um més nao foi observada qualquer alteracao ™.

As estruturas cristalinas do naproxeno racémico e do enantidmero de configuracao (),

polimorfo I, foram resolvidas e sao ilustradas na Figura 1.19. Em ambas as estruturas ¢ possivel
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observar ligagoes de hidrogénio, Tabela 1.10, mas s6 no (R,S)-naproxeno ha formagao de dimeros

ciclicos com o heterossintao acido-acido.

Tabela 1.9. Parimetros termodinamicos de fusio do composto racémico e do enantiémero (§) do naproxeno,
polimorfo I, presentes na literatura.

(R,9)-Npx (8)-Npx
Trus/ °C ApsH /KJ.mol!  Tps/ °C AggsH /kJ.mol!

1993_7 1554 335 32,5

1997_78 - - 31,5+ 0,7

2010_7 - - -

20117 1558 %03 332403 156,2 + 0,1 31,7 £ 0,1

2011_66 - - -
(R,9)-Npx (9-Npx

4
_g.l ’
'A/(?
I~ v

Figura 1.19. Representacdo das estruturas cristalinas do (R,S)-naproxeno (ortorrémbica, Ppe,, a=25,8301(13) A,
b=15,4939(4) &, c=5,9465(2) &) ¢ do (§)-naproxeno, polimorfo I (monoclinico, P21, a=7,73541(1) A, b=571818) A,
c=13,3641(18) A, B=93,737(2)°), vistas ao longo do eixo c e a, respetivamente 7.

Tabela 1.10. Parametros geométricos de ligacdes de hidrogénio nos cristais de (R,5)-Npx, e (5)-Npx 77.

D---H--A

D--H HA/A D-A/A D-H-A

(R,S)-Npx 023--H28-022 0,898(2)

1,048(3)

2,8193)  163,003)

(9-Npx

O2—H1-O1 08802

2,671 17403)

O cetoprofeno é comercializado na forma racémica, apesar da atividade biologica se dever ao

enantiomero (§), enquanto que o enantiémero (R) é terapeuticamente inativo. O diagrama de fases

solido-liquido da mistura binaria de enantidmeros do cetoprofeno, Figura A. 3 em anexo, foi

resolvido por Thirumala, R. e colaboradores em 1998, e por Lu ez a/ em 200

80,81 ,
4 7, O racemato é

também um composto racémico. Thirumala propos que os enantiomeros sao parcialmente misciveis
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na estrutura cristalina do racemato. Os parametros termodinamicos da fusio do (R,S)-cetoprofeno e

do enantiémero de configuragao (S), encontram-se na Tabela 1.11.

Tabela 1.11. Paraimetros termodinamicos de fusio do (R,S)-cetoprofeno e (§)-cetoprofeno presentes na literatura.

1998_81  2004_8% 2012_80 2013_¢7 2014_¢°

Trus/ °C 9390+13 945 96,1 96,6 96,4

(R,.S)-Kp
AgysH /kJ.mol! 147 +03 - - 18,1 -

Trus/ °C 21+0,1 754 77,6 - -

(9-Kp
AgysH /kJ.mol' 21,0 + 0,2 - : . -

Na literatura apenas se encontra a estrutura cristalina do (R,S)-cetoprofeno, Figura 1.20. A
estrutura tem também ligacdes de hidrogénio, Tabela 1.12, entre os grupos acido carboxilico com
formacao dos dimeros ciclicos tipicos de estruturas de acidos carboxilicos, complementadas com

ligagdes mais fracas *.

Figura 1.20. Representacio da estrutura cristalina do (R,S)-cetoprofeno (triclinico, P1, a=3,393(8) A, b=7,741(3) A,
c=6,136(2) A, 0=89,61(3)°, B=94,56(4)° e y=88,7814°), vista ao longo do eixo b 8.

Tabela 1.12. Parimetros geométricos de ligagdes de hidrogénio nos cristais de (R,5)-Kp .

D---H-A D--H H-A/A D-A/A D--H-A

02--H6.01 1,02 1,68 2630(6) 153
C6---H4-02 1,06 242 28829 105

Sdo conhecidas trés formas polimoérficas do flurbiprofeno racémico. Os parametros

termodinamicos dos respetivos processos de fusio encontram-se na Tabela 1.13. Os polimorfos 11 e
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I sio monotrépicos relativamente a forma 1 *. Na estrutura cristalina do (R,S)-flurbiprofeno,
forma I, utilizada neste trabalho, um composto racémico, mais uma vez ¢ de registar a formacao de
dimeros ciclicos, acido-acido e também ligagdoes fracas CH---F e CH---O, Figura 1.21.
Na Tabela 1.14. estao representados os parametros geométricos de ligacao de hidrogénio da

estrutura cristalina do (R,S)-Fbp.

Tabela 1.13. Pardmetros termodindmicos das diferentes formas sélidas de (R,S)-flurbiprofeno teportados na literatura.

(R,9)-flurbiprofeno  Tfys/ °C ApygH /kJ.mol!  Referéncia

113,5+ 0,2 26,7 £ 2 84

Forma I
115,0 29,1 83
Forma 11 91,5 281 83
Forma 111 55,3 22,4 83

Figura 1.21. Representacdo da estrutura cristalina do (RS)-flurbiprofeno ( triclinico, Py, a=9,315(4)A, b=12,738(9)1°\,
c=5,823(2)A, «=83,0(1)°, =107,2(1)° e y=107,0(1)°) 6.

Tabela 1.14. Parimetros geométricos de ligagdes de hidrogénio nos cristais de (R,5)-Fbp .

D---H-A  D--H H-A/A D-A/A D--H-A

01---H1-02 1,29 1,36 2,64 174
C4---H4--F1 1,09 2,43 3,48 162
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MATERIAIS E METODOS

2.1. MATERIAIS

Os compostos usados na realizagdo deste trabalho estdo resumidos na Tabela 2.1, onde sdo
indicados o peso molecular, o laboratério onde foram adquiridos e o respetivo grau de pureza.
Foram usados diferentes solventes para a investigacio de novas formas polimorficas recorrendo a
cristalizagdo em solugao. A Tabela 2.2 resume os solventes utilizados, a respetiva proveniéncia e o

grau pureza.

Tabela 2.1. Origem dos compostos utilizados neste trabalho e informagées do fornecedor.

Composto Laboratorio  Pureza /% M/g.mol! Tiusio /°C
Levetiracetam, (Lev) TCI >98 170,21 116,3 * 0,3 este trabalho
($)-ibuprofeno, (5)-Ibu Sigma-Aldrich 99 206,28 46-53 70-72.74
(R,$)-ibuprofeno, (R,S)-Ibu  Sigma-Aldrich >98 206,28 71-77 70-74
($)-naproxeno, (5)-Npx Fluka 98 230,26 154-158 66.74.77-79
(R,$)-naproxeno, (R,S)-Npx  Sigma-Aldrich >98 230,26 155-156 777
(8)-cetoprofeno, (5)-Kp Sigma-Aldrich 99 254,28 72-78 80-82
(R,§)-cetoprofeno, (R,S)-Kp  Sigma-Aldrich 298 254,28 94-97 67,69,80-82
(R,S)-flurbiprofeno, (R,5)-Fbp  Sigma-Aldrich - 24427 113-115 8384

Tabela 2.2. Laboratério de aquisi¢do e pureza dos solventes utilizados em ensaios de cristalizagio.

Solvente Laboratério Pureza / %

Cloroférmio  Fisher Chemical 99,99
Etanol Fisher Chemical 99,99
Metanol Fluka >99,8

2.2. METODOS DE PREPARACAO DE AMOSTRAS

Na pesquisa de novas formas solidas, como ja referimos anteriormente, existem diversas
metodologias possiveis. Neste trabalho, na pesquisa de polimorfos de levetiracetam foi utilizada a
cristalizagdo em solucdo, e o arrefecimento do fundido. Na investigacio de co-cristais usou-se a

mecanoquimica sem adi¢ao de solvente.
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2.2.1. CRISTALIZAGAO EM SOLUCAO

A cristalizacio em solugao ¢ um dos processos mais usados na industria farmacéutica. Por
definicao, cristalizagdo ¢ a formacao de cristais a partir de uma solu¢ao homogénea. Para além de ser
um método de purificagio quimica muito utilizado potencia, também, a formagao de polimorfos,
conduzindo muitas vezes a resultados diferentes por variacio de condi¢es experimentais, como por

8,85
exemplo a natureza do solvente *™.

Dissolveram-se cerca de 35 mg de levetiracetam em 4,0 mL de diferentes solventes
escolhidos, nomeadamente cloroférmio, etanol e metanol. As amostras foram submetidas a
ultrassons para facilitar a solubilizagdo, a temperatura de 25°C. De seguida, filtrou-se cada solugao
para uma caixa de Pesi, posteriormente tapada para minimizar a presenca de particulas solidas
(poeiras), como nucleos de cristalizagio. O solvente evaporou a temperatura do laboratério

(T ~ 24°C).

2.2.2. MECANOQUIMICA

O primeiro co-cristal obtido por moagem foi sintetizado por Wéhler em 1844: o co-cristal

% Os métodos mecanoquimicos sio uma

era uma mistura equimolar de quinona:hidroquinona
alternativa a outros métodos de formacdo de co-cristais, nomeadamente a evapora¢ao lenta do
solvente, uma vez que a mecanoquimica é um processo muito mais rapido, que minimiza a utilizagao

de solvente .

A mecanoquimica atua no comportamento quimico dos materiais por efeito de forgas
mecanicas, manualmente, em almofariz, ou mecanicamente, recorrendo a um moinho ¥. Em
alternativa a0 método de moagem pura, ou seja, sem solvente, pode adicionar-se uma pequena
quantidade de um liquido, que funciona como catalisador, a mistura que vai ser submetida a

moagem: moagem assistida por liquido **.

Ambos os processos foram estabelecidos como métodos altamente eficientes de pesquisa de
co-cristais, sais e formas polimorficas de ativos farmacéuticos. No entanto, alguns estudos
demonstram que a moagem assistida por liquido, permite obter uma maior produtividade e maior

cristalinidade do produto final do que a moagem pura *.

Neste trabalho usou-se um Moinho Retsh MM400, Figura 2.1, com células de ago inoxidavel

de 10 mL e duas esferas de ago, também inoxidavel, de 7 mm de diametro para a obtencdo de
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misturas binarias com diferentes propor¢oes molares de levetiracetam com cada co-formador. As
experiéncias foram realizadas com frequéncia de vibragio de 15 Hz e tempo de moagem de 30

minutos, sem qualquer adi¢ao de solvente.

Figura 2.1. Moinho de bolas (Moinho Retsh MM400), usado na obtengao das misturas binarias dos diferentes sistemas
estudados.

2.3. METODOS DE CARACTERIZACAO

Intmeras técnicas analiticas estao disponiveis para caracterizar o estado solido de compostos
farmacéuticos. Este subcapitulo ira centra-se nas técnicas utilizadas neste trabalho: métodos
térmicos, calorimetria diferencial de varrimento (DSC), termogravimetria (TG) e termomicroscopia
com luz polarizada (PLTM), técnicas de caracterizagao cristalografica como a difracao de raios-X de
p6 (XRPD). Para além destas técnicas, metodologias de espetroscopia vibracional foram também
usadas, nomeadamente espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier — refletancia

total atenuada (FTIR-ATR), imagiologia de infravermelho e de Raman.

2.3.1. METODOS DE ANALISE TERMICA

Desde de 1970 que os métodos de andlise térmica sao aplicados na area farmacéutica, pelas
Universidades e pelos laboratérios de investigagio *. Por definigio a anilise térmica ¢ um grupo de
técnicas nas quais uma propriedade fisica de uma substancia e/ou dos seus produtos de reacio é
medida em funcao da temperatura, enquanto a substancia ¢ submetida a uma variacao de

- 90
temperatura controlada e programada, numa atmosfera também controlada .

Os métodos térmicos sio usados para monitorar processos endotérmicos como a fusio,

ebulicao, sublimacao, vaporiza¢ao, desolvatagao, transi¢oes solido-solido e degradacao quimica, e
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também processos exotérmicos, por exemplo, cristalizagao, algumas transi¢cdes solido-sélido e

decomposigio oxidativa °.

TERMOGRAVIMETRIA (TG)

A termogravimetria, TG, também conhecida como anilise termogravimétrica ou TGA,
tornou-se ao longo dos anos uma importante ferramenta na 4area farmacéutica devido,
principalmente, a diversidade de informagoes fisicas e quimicas obtidas a partir da sua utilizacio.
Este facto tornou esta técnica imprescindivel em muitas etapas do desenvolvimento de produtos, no

controle de qualidade de farmacos 889,

A termogravimetria mede a variagao de massa de uma amostra em func¢ao da temperatura ou
tempo numa atmosfera controlada, enquanto a amostra é submetida a um programa de varia¢ao de
temperatura. A amostra é colocada num cadinho que fica numa balanc¢a posicionada no interior de
um forno, podendo desta forma trabalhar em diferentes tipos de atmosferas envolvente *. A técnica
de analise termogravimétrica é basicamente quantitativa no que se refere a perda ou ganho de
massa’’. Entretanto, 2 mudanca de temperatura na qual ocorre o evento é qualitativa, pois dependera

do instrumento, das caracteristicas da amostra e das condi¢ées em que ¢é analisada.

O equipamento é constituido por uma balanca analitica sensivel, capaz de fornecer
informag¢ao quantitativa sobre amostras com massas entre 5-20 mg, por um forno e um sistema de
gas de purga, normalmente azoto ou argon, de modo a fornecer uma atmosfera inerte e prevenir a

: ~ 90,92
oxidacao das amostras .

Na aplicagdo a ativos farmacéuticos a analise termogravimétrica é particularmente util na

identificaciao de solvatos e no estabelecimento de condi¢oes de estabilidade térmica.

Condigbes experimentais:

Neste trabalho utilizou-se um equipamento da Perkin-Elmer STA 6000, um sistema de
TG/DTA, com refrigeracao por circulacao de fluido refrigerante a 15 °C. Neste equipamento TG
encontra-se hifenado com DTA e, deste modo, para o mesmo evento, foi possivel a visualizagao de

fenémenos de perda de massa, conjuntamente com os fenémenos observados nas curvas de DTA.
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A amostra foi colocada num cadinho de alumina (massa da amostra ente 10 e 15 mg), numa
atmosfera de azoto, e os ensaios realizados com velocidade de varrimento de 10 °C.min”, numa

gama de temperatura de 25 a 600 °C.

CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARRIMENTO (DSC)

A calorimetria diferencial de varrimento, DSC, do inglés “Differential Scanning Calorimetry” é o
método térmico mais usado no dominio farmacéutico para a caracterizagao de solidos, fornecendo
informag¢ao qualitativa e quantitativa em processos endotérmicos, exotérmicos, também quando
ocorre variagao de capacidade calorifica, permitindo desta forma obter informagdoes relativas a

~ . Yy . , . 90919
alteracdes de propriedades fisicas e quimicas da amostra """,

Ha indmeros beneficios associados a este método, tais como a quantidade diminuta de
amostra que é necessaria (1-3 mg), a vasta gama de temperatura acessivel, geralmente -170 °C a

600 °C, e a simplicidade e a rapidez de execucio *.

A calorimetria diferencial de varrimento é um método de variagio entalpica, no qual a
diferenca de fornecimento de energia calorifica entre a substancia e o material de referéncia é medida
em funcdo da temperatura, enquanto ambos sio submetidos a um mesmo programa de temperatura,
rigorosamente controlado 29 Neste trabalho utilizou-se um calotimetro de poténcia compensada,
Figura 2.2. Neste calorimetro, os fornos onde se colocam a amostra e a referéncia encontram-se
equipados individualmente com um sensor de temperatura e uma resisténcia de aquecimento.
Quando ¢ detetada uma diferenca de temperatura entre a amostra e a referéncia, é ajustada a energia
térmica (OH /0t) a fornecer de modo a garantir que a diferenca de temperatura entre a amostra ¢ a

T,

— 92
mostra rcfcréncia) .

referéncia seja nula (T,

Ir=tll=1]
“W—t 2 WA

Figura 2.2. Calorimetria diferencial de varrimento de poténcia compensada (A- Amostra; R- Material de referéncia;

1-Sensores de Platina (Pt); 2- Fontes de calor independentes), adaptado .
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Condicdes experimentais:

Neste trabalho utilizaram-se dois calorimetros, Perkin-Elmer DSC 7, Figura 2.3, e
Perkin-Elmer Pyrisl, estando ambos equipados com sistemas de refrigeragao ajustados a -7,8 °C
e -25 °C, respetivamente, sendo o fluido de refrigeracio uma mistura etilenoglicol/agua (1:1, (v/v)).
Utilizou-se o azoto como gas purga, com fluxo de 20 mL.min". As amostras, com cerca de 1-3 mg,
foram preparadas em capsulas de aluminio de 30 uL. hermeticamente fechadas, e como referéncia foi
usada uma capsula idéntica, mas vazia. No estudo de polimorfismo de levetiracetam os varrimentos
efetuados foram realizados, em geral, a uma velocidade =10 °C.min", sendo utilizadas em alguns
casos assinalados no texto, outras velocidades. Na investigacao de co-cristais de levetiracetam os
ensaios foram realizados com velocidade de vartimento =2 °C.min". Em ambos os estudos foi

varrido o intervalo de temperatura 25-122 °C.

A calibragao foi efectuada para diferentes velocidades de varrimento com recurso a padroes
de elevado grau de pureza. Para a calibracdo da temperatura utilizaram-se os seguintes compostos:
bifenilo (material certificado, LGC 2610, T,,=68,93 °C)™; naftaleno (material de referéncia
certificado, LGC 2401, T, .=80,20 °C)94; acido benzoéico (material certificado, LGC 2600,

fus
T =122,4 °C)™; indio (material de referéncia certificado Perkin-Elmer, 99,999% T, =156,60 °C)™.

fus

H=28,6].g" ™.

Para a calibracio da entalpia foi usado o indio A

fus

Figura 2.3. DSC de poténcia compensada, Perkin-Elmer DSC7 e acessorios: a) sistema de refrigeracao; b) calorimetro;

b’) fornos c) interface.

TERMOMICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA (PLTM)

A termomicroscopia (PLTM, também conhecida como microscopia “hot/cold stage” e/ou
microscopia de fusao), é sem duvida a técnica microscopica mais utilizada para a caracterizagdo das
propriedades do estado sélido de compostos organicos, especialmente na investigagao de polimorfos

de compostos farmacéuticos °.
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Esta técnica consiste na observagdo microscopica das amostras que sao submetidas a
aquecimento ou arrefecimento, utilizando um microscépio de luz polarizada. As transformagées que
ocorrem na amostra em estudo podem ser observadas diretamente no microscépico ou no monitor,
fornecendo uma perspetiva tnica sobre os acontecimentos induzidos termicamente, tais como
fusdo, cristalizacao, transi¢oes solido-solido, entre outras. Estas informacgdes sao registadas por meio

de uma camara de video, sendo gravadas, podendo de seguida ser estudadas pormenorizadamente

6,95

Por termomicroscopia com microscopio de luz polarizada é possivel obter informagdo de
cariz estrutural. Conforme o comportamento 6tico, as substancias podem ser classificadas como
anisotropicas ou isotropicas. As substancias anisotropicas apresentam um indice de refragdo que
varia com a dire¢io de propaga¢io da luz na rede cristalina. Por outro lado, as substancias
isotropicas possuem o mesmo indice de refragdo em todas as dire¢des da propagacio da luz

(exemplo: sélidos amorfos e sélidos cristalinos com arranjos ctbicos).

Condicoes experimentais:

Neste trabalho usou-se um equipamento, ilustrado na Figura 2.4, constituido por uma placa
de aquecimento DSC600 da Linkam, sendo a temperatura controlada por sensores de platina
(Pt100). O equipamento ainda possui um bloco central com varias unidades com diversas fungoes: a
unidade CI94 (computer interface) tem como fungdo controlar o programa de temperatura, a unidade
LNP94/2 (Liguid Nitrogen Pamp) que controla a refrigeracio e uma unidade VTO232 (17deo Texi).

Um computador controla todo o sistema.

Para observar a amostra, utilizou-se um microscopio de transmissao de luz polarizada,
DMRB adquirido a empresa Leica. A experiéncia ¢ fotografada e filmada pela camara Sony
CCD-IRIS/RGB modelo DXC-151 AP, um monitor Sony HR Triniton modelo PVM-2053 MD e
um gravador de video Sony SVO-1500 VHS VCR.

Os programas de temperatura usados, as velocidades de varrimento e a ampliagio sdo

descritos ao longo do trabalho.
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Figura 2.4. Equipamento de termomicroscopia: A)Placa de aquecimento; B)Microscépio de luz polarizada; C)Camara
de video; D)Computador; E)Interface Grafica; F)Sistema de controlo de refrigeracio; G)Interface de computador;
H)Monitor; I)Televisio; J)Gravador de video.

Em suma, as trés técnicas de analise térmica utilizadas, a termogravimetria (TG), a
calorimetria diferencial de varrimento (DSC) e a termomicroscopia com luz polarizada (PLTM), nao

sao técnicas competitivas, mas técnicas complementares entre si.

2.3.2. METODOS DE DIFRACAO DE RAIOS-X

A difragao de raios-X (XRD) é uma das principais técnicas de caracterizagdo microestrutural
de materiais cristalinos. E usada tanto em engenharia e ciéncias de materiais, como também na 4area

ot s i 0,96
da quimica e da farmacia ™.

A difracao de raios-X ¢ uma técnica que parte da incidéncia de um feixe monocromatico, na
gama de raios-X, através de um cristal da amostra em estudo. Por difracao, o feixe da lugar a um
padrao de intensidades que pode interpretar-se segundo a distribui¢do dos atomos no cristal,
aplicando a lei de Bragg. Se considerarmos dois ou mais planos de uma estrutura cristalina, as
condigoes para que ocorra a difracdo de raios-X, com interferéncia construtiva ou numa mesma fase
vao depender da diferenca de caminho percorrida pelos raios-X e do comprimento de onda da

radiacdo incidente. Esta condi¢do ¢é expressa pela lei de Bragg, eq.2.1.
nA = 2dsenf (eq.2.1)

Na lei de Bragg n corresponde a ordem de difragao, A é o comprimento de onda de radiagio
incidente, d ¢é a distancia interplanar num conjunto de planos da estrutura cristalina e 0 o angulo de

. c 1A . . 90,97
incidéncia dos raios-X "',

38



2.MATERIAIS E METODOS

Na difracao de raios-X ha dois métodos de estudo de sélidos moleculares: o método de
monocristal ou o método de p6 (quando se trata de uma amostra policristalina), obtendo-se
diferentes resultados nos dois métodos. A difracdo de raios-X de monocristal permite obter de
forma precisa as posi¢Oes atomicas e parametros da célula unitaria, mas é necessario um cristal inico

com tamanho e caracteristicas propicias.

A maioria das substancias sao obtidas na forma de pés microcristalinos. Neste caso utiliza-se
o método de difracio de raios-X de pd, o qual da indicagoes das distancias interplanares
caracteristicas da estrutura em estudo obtendo-se um difratograma tipico, geralmente, suficiente para
estabelecer a forma fisica do solido. Estes difratogramas sio de grande utilidade em termos de
comparacio qualitativa de diferentes amostras **”". Por vezes é necessario usar a analise de difracio
de raios-X de p6 com variagio de temperatura (VI-XRD), realizando processos de
aquecimento/arrefecimento na amostra em estudo de forma a poder obter informacio sobre
possiveis transicoes de fase numa dada gama de temperatura. Convém, no entanto, ter em mente
que as condi¢Oes espaciais e temporais numa experiéncia de VI-XRD sio diferentes das usadas em

DSC, por exemplo °.

Condicoes experimentais:

Os estudos por difracao de raios-X de p6 (XRPD) e por difragao de raios-X com variagao de
temperatura (VI-XRD) foram realizados no Centro de Fisica da Universidade de Coimbra
(CFisUC), do Departamento de Fisica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de

Coimbra.

Geralmente para proceder a analise por esta técnica, os compostos sio moidos numa
almofariz e o pé ¢ inserido num capilar de vidro. No nosso caso, como estamos a estudar novas
formas sélidas, a moagem pode provocar alteragdes nos compostos para analise, deste modo, a

amostra ¢ colocado diretamente no capilar de vidro.

Utilizou-se um difratémetro de raios-X de p6 de Enraf-Nonius com geometria de difracio
Debye-Sherrer, equipado com um detetor CPS 120° Inel. A radiagdo usada foi de Cu Kal
(A =1,540598 A). Na difracio de raios-X com variacio de temperatura (VT-XRD) usou-se o
mesmo equipamento com um sistema de aquecimento/arrefecimento Oxford Crysoystems com

auxilio de azoto liquido. A velocidade de varrimento é de aproximadamente é de 6 °C.min™".
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2.3.3. METODOS DE ESPETROSCOPIA VIBRACIONAL

Para além das técnicas de analise térmica e de difracio de raios-X, o uso de espetroscopia
vibracional ¢ extremamente importante na caracterizagio do estado sélido de compostos
farmacéuticos, nomeadamente técnicas como a espetroscopia de infravermelho e espetroscopia de

8
Raman °.

A espetroscopia de infravermelho e a de Raman fornecem informacdes sobre niveis de
energia vibracionais e sobre a estrutura molecular de uma amostra em estudo. Estes dois métodos
sao uma excelente ferramenta de analise qualitativa, uma vez que cada composto é uma combinagao
unica de atomos, ou seja ndo existem dois compostos distintos com o mesmo espetro de
infravermelho/Raman. Assim os espetros funcionam como impressio digital para cada amostra 6%,

Neste trabalho usou-se a espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier em

refletancia total atenuada (FTIR-ATR), imagiologia de infravermelho e imagiologia de Raman.

ESPETROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

A espetroscopia de infravermelho resulta da intera¢io de radiacio electromagnética de
comprimentos de onda da regido do infravermelho com a matéria. Esta regido corresponde a zona
do espetro electromagnético que se situa entre 12800 e¢ 10 cm™. O espetro de infravermelho ¢
convenientemente dividido em préximo (12800-4000 cm™), médio (4000-200 cm™) e longinquo
(200-10 cm™), sendo mais comum a utilizacio do infravermelho médio. A radiagio de infravermelho
médio é pouco energética para causar transicoes eletronicas, podendo resultar em excitacao
vibracional. Para absorver radiacao no infravermelho a molécula necessita sofrer uma variacao de
momento de dipolo como consequéncia do movimento vibracional e, obviamente, a energia de
radiagio deve ser igual a diferenca de energia entre dois niveis vibracionais *. A espetroscopia de
infravermelho ¢é particularmente util para avaliar as alteragoes de ligagoes de hidrogénio
intermoleculares em sélidos, como é comum entre polimorfos e em co-cristais, relativamente aos

compostos de partida .
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e ESPETROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER COM

REFLETANCIA TOTAL ATENUADA (FTIR-ATR)

A espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier permite obter espetros de
grande qualidade, com relacdo sinal-ruido melhorada relativamente a técnicas dispersivas, o que
torna possivel a analise de espetros complexos. Além disso, diminui o tempo de aquisicio do

espetro, medindo a informagdo para as frequéncias da regido do infravermelho, simultaneamente

90,98

Com a aquisicdo do espetro em modo de refletancia total atenuada, consegue-se obter
espetros de infravermelho de amostras dificeis de manipular como pos, pastas, adesivos, filmes, por
exemplo. No caso do estudo de polimorfos, a preparagao de pastilhas, necessarias a aquisicao em
modo de transmissao, implica a moagem do composto e este procedimento pode causar
transformagao polimorfica da substancia que queremos analisar. Assim, a utiliza¢do de refletancia

total atenuada ¢ de grande utilidade pois temos maior garantia da integridade da amostra ”.

Condigdes experimentais:

Neste estudo usou-se um espetrometro com transformada de Fourier (FTIR) Thermo
Scientific Nicolet 380, Figura 2.5, com resolugao de 1 cm”. O equipamento tem um detetor DTGS.
Foi utilizado um acessério de ATR, Smart Orbit Diamond ATR da Thermo Scientific Nicolet, com
um cristal de diamante que permite uma gama espetral no intervalo de 10000-200 cm™, sendo a area

2
onde se coloca a amostra, cerca de 13 mm”.

Nesta analise coloca-se uma pequena quantidade de composto na area ativa do ATR, de
seguida baixa-se a torre da pressao para selar o composto. A aquisi¢ao dos dados foi realizada com o
software EZ OMINIC 6.1., sendo os espetros adquiridos com 64 scans, numa gama espetral entre

4000-400 cm'

Figura 2.5. Aparelho de FTIR-ATR: A — Cristal de diamante; B — Torre de pressdo giratéria; C — Ponta de pressdo e
D — Tampa para liquidos volateis.
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e IMAGIOLOGIA DE INFRAVERMELHO

A imagiologia de infravermelho possui muitas vantagens relativamente a espetroscopia de
infravermelho convencional. Permite uma analise rapida de diferentes regides de uma amostra, nao
sendo necessario uma prévia preparacao da mesma. Através da imagiologia quimica de
infravermelho ¢é possivel obter informagdes espetrais e espaciais de amostras complexas e
heterogéneas, respondendo a questdes como a identificagio da composicdo quimica de uma
amostra, dando indicacio da dimensio e localizacio dos seus diferentes constituintes. E considerado

Z ~ : ~ : 100,101
um método nio destrutivo com elevada resolugao espacial

. O aparecimento da imagiologia
quimica por infravermelho aumentou muito o dominio de aplicabilidade da espetroscopia de
infravermelho, estendendo-a, por exemplo, a investigacio de polimorfos de uma dada amostra

. 17
heterogénea .

Os aparelhos podem trabalhar em modo de transmissao, ATR (reflexao total atenuada) ou
refletancia difusa. Geralmente usa-se a analise em transmissao, porque a reflexdo acarreta
desvantagens, uma vez que tem uma pior relagdo sinal/ruido, pode apresentar distor¢io espetral e

102

pior reprodutibilidade

Condigbes experimentais:

Usou-se um espetrémetro Nicolet IN10 MX, Figura 2.6, com resolugio espetral de 16 cm™,
resolucdo espacial de 25 pm x 25 pm e efetuando 64 scans. Os estudos foram realizados em modo
de transmissdo: a amostra foi colocada numa célula de fluoreto de cilcio, sendo a célula inserida no
porta amostras que ¢ encaixado no equipamento. A partir deste passo, o processo ¢ todo controlado
informaticamente, obtendo-se uma imagem o6tica (3x3 mm) de uma zona da amostra, podendo ser
deslocada para qualquer outra zona e ser ajustada através de zoom. E recolhido um espetro de cada
zona selecionada. Entre cada recolha de espetros, registou-se um background que foi subtraido ao
espetro da amostra. Neste estudo usou-se o detetor MCT, arrefecido com azoto liquido. Os espetros

foram recolhidos entre 4000-1000 cm™.
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Figura 2.6. Espetrometro Nicolet IN10 MX.

IMAGIOLOGIA DE RAMAN

Os espetros de Raman sio obtidos irradiando-se a amostra com uma fonte potente de
radiagdo monocromatica, um laser, no visivel ou no infravermelho, com frequéncia v,, superior as
frequéncias vibracionais, mas inferior a frequéncia associada a transi¢oes eletronicas. A colisao
fotdo-molécula resulta em dispersio da radiagdo, tendo a maioria dos fotdes difundidos energia
idéntica a de radiacao incidente: o espalhamento elastico ou espalhamento Rayleigh, que nao ¢é de
interesse. Entretanto, o mais importante é o efeito inelastico, também conhecido como efeito
Raman: alguns fotdes difundidos tém energia inferior AE = h(v, — vgir) (bandas de Stokes) a
radiacao incidente, resultante de troca de energia entre os fotdes e as moléculas aquando de colisao
(vgir € a frequéncia de fotdes difundidos). Outros poderao ter energia superior (bandas anti-Stokes).
Os desvios observados relativamente a frequéncia de radiagao incidente sao idénticos as frequéncias
dos modos normais de vibragio. No estudo do estado sélido, sao as bandas de Stokes que sdo
registadas. Para que um modo vibracional seja ativo em espetroscopia de Raman deve ter associada

uma variacao de polarizabilidade de molécula ™.

Em suma, os espetros de Raman e os espetros de absor¢io no infravermelho de uma
determinada amostra assemelham-se muito. Ha, no entanto, diferengas entre os tipos de grupos que
sao ativos no infravermelho e no Raman, o que torna estas duas técnicas complementares em vez de

ce 6,90
competitivas .

A imagiologia quimica em Raman pode permitir o estudo de areas de até 1 pm de diametro e
¢ uma ferramenta util na diferenciagdo de polimorfos numa amostra heterogénea. Tem como

vantagem importante a possibilidade de utilizagdo de suporte de vidro para a amostra '>'”,
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Condicdes experimentais:

Neste trabalho utilizou-se o espetrometro Labram Hr Evolution Raman, Figura 2.7. Os
espetros foram obtidos com radiacdo de 633 nm, numa gama espetral 3500-200 cm™', com resolugio
espetral de 16 cm™ e um tempo de aquisigio de 5 segundos. O procedimento comega pela colocagio
de uma pequena porcao da amostra numa lamela de vidro, focalizando-se com um microscépio

focalizar-se as zonas de interesse da amostra. A amplia¢do usada na obten¢dao de imagem otica foi de

100x.

Figura 2.7. Espetrometro Labram Hr Evolution Raman.

44



Capitulo 3

Resultados e Discussao







3. RESULTADOS E DISCUSSAO

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. INVESTIGACAO DO POLIMORFISMO DE LEVETIRACETAM

O composto de partida, levetiracetam do Lot:7EEKH-60 foi identificado por difracio de

raios-X de pd, como a forma sélida I, cuja estrutura foi resolvida por Song ez a/.”".

Na investigagdo sobre o composto de partida, obteve-se por calorimetria diferencial de
varrimento (DSC), no processo de aquecimento, sempre e sé um sinal endotérmico,
independentemente da velocidade de varrimento, como exemplificado na Figura 3.1. As velocidades
de varrimento ensaiadas foram de 10 °C.min", 5 °C.min" e 2 °C.min", tendo-se obtido os valores de
Tonsee= (116,3 £ 0,3) °C e AgsH= (27,0 = 0,5) kJ.mol! (n=06). Estes valores estio em concordancia com

- 54
os encontrados na literatura >,

Os ensaios por termomicroscopia com luz polarizada (PLTM) indicam que a amostra é
policristalina e confirmam a transi¢ao observada como a fusao do composto, num processo rapido,

como se espera de uma substancia pura, Figura 3.1.

Em todos os ensaios efetuados, o arrefecimento do fundido, com velocidade = -10 °C.min’'
e f=-2°C.min"", nio conduziu a cristalizacio do composto, Figura 3.1.
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Figura 3.1. Levetiracetam: Curvas de DSC de aquecimento do composto comercial e de arrefecimento do fundido
(capsula de 30 pl., fechada, #=1,40 mg) e respetivas imagens obtidas por PLTM (ampliacido 200x); f=10 °C.min-!.

A analise por termogravimetria confirmou que o composto ¢é estavel até depois da fusao,
uma vez que nao ocorre perda de massa até pelo menos 130 °C. A variacao de massa de 100 %

ocorre no intervalo de 130-300 °C, Figura 3.2. Portanto, todos os ensaios realizados por DSC e
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PLTM foram efetuados até uma temperatura maxima de 130 °C, na generalidade das experiéncias até

122 °C (imediatamente ap6s o final do processo de fusao).
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Figura 3.2. Levetiracetam: Resultados de termogravimetria do composto de partida; f/=10°C.min"!; »=13,25 mg,

atmosfera de azoto.

A cristalizagdo de um composto em diversos solventes ¢ uma metodologia importante, uma
vez que as diferentes interagcdes soluto/solvente e soluto/soluto induzidas pelo solvente podem
potenciar a formag¢ao de polimorfos. Apés um estudo preliminar de investigacao de cristalizagao do

104

levetiracetam " escolheram-se trés solventes, um apolar, cloroférmio, e dois polares préticos, etanol

e metanol.

Na Figura 3.3 sdo apresentados os termogramas exemplificativos dos resultados obtidos para
os solidos cristalizados em cloroférmio. Os parametros de fusio do primeiro aquecimento, Tabela
3.1, sao idénticos aos obtidos para a amostra comercial e, como se esperaria, os espetros de
infravermelho sdo também indistinguiveis, Figura 3.4. As diferengas sao, contudo, evidentes quando
se arrefece o fundido: nas amostras cristalizadas em cloroférmio foi observada cristalizacio no
arrefecimento em varios dos ensaios realizados, o que nao se regista nos estudos efetuados sobre o
composto de partida. Os valores termodinamicos dos picos de fusao das amostras geradas por
cristalizagio do fundido Typser = (115,41 0,4) °C e ApH = (26,41 1,3) kJ.mol' (n=5) sio
idénticos aos da amostra comercial, apresentando, no entanto, um perfil notoriamente assimétrico.
O perfil assimétrico da curva de DSC pode resultar da falta de homogenecidade da amostra na

capsula de DSC ou, o que é mais plausivel, da sobreposi¢ao de eventos térmicos muito proximos.

As amostras cristalizadas nos solventes préticos etanol e metanol serdo alvo de estudo mais

pormenorizado.
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Figura 3.3. Levetiracetam: Curvas de DSC obtidas para o sélido cristalizado de cloroférmio.

Lev_CF1: #=1,74 mg; Lev_CF2: 7#=1,80 mg (capsulas de 30 pL fechadas).
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Tabela 3.1. Levetiracetam: Parametros termodinamicos das curvas de DSC obtidas para o material obtido por
cristalizacao em cloroférmio.

Tonsee / °C AH / kJ-mol-! Tonsee / °C AH / kJ-mol-!
Lev CF_1
1°Aq 25°C-122°C (10°C.min!) 115,8 25,5 1°Ar 122°C-25°C(10°C.min"") 96,0 -24,0
2°Aq 25°C-122°C (10°C.min") 115,1 25,6 2°Ar 122°C-25°C (5°C.min) 98,6 -24,2
3°Aq 25°C-122°C (10°C.min") 115,3 252 3°Ar 122°C-25°C(10°C.min1) 91,5 -22,2
4°Aq_a 25°C-100°C (10°C.min!) - - - -
4°Aq_b 100°C-125°C (5°C.min!) 1159 25,3 4°Ar 125°C-25°C (5°C.min) - -
A capsula esteve em repouso durante uma semana e voltou a ser varrida mas nada foi registado.
Lev_CF_2
1°Aq 25°C-122°C (10°C.min"") 116,3 27,6 1°Ar 122°C-25°C(10°C.min") 98,3 -24.,6
2°Aq 25°C-122°C (10°C.min") 115,7 27,2 2°Ar 122°C-25°C (5°C.min") 99,4 -24,0
3°Aq 25°C-122°C (10°C.min!) 115,8 26,8 3°Ar 122°C-25°C(10°C.min ") - -
4°Aq_a 25°C-122°C (5°C.min) - - 4°Ar 122°C-25°C (5°C.min") - -

5°Aq 25°C-122°C (10°C.min") - -

A capsula esteve em repouso durante uma semana e voltou a ser varrida mas nada foi registado.

0,4 -

0,34
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0,2 4
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Figura 3.4. Levetiracetam: Espetros de FTIR-ATR do material obtido por cristalizagdo em cloroférmio (Lev_CF),
metanol (Lev_Metanol) e etanol (Lev_Etanol) e o espetro do material de partida (Lev_TCI), para termo de comparagio.

3.1.1. ESTUDO DO LEVETIRACETAM CRISTALIZADO EM ETANOL

Na Figura 3.5, estio representadas as curvas de DSC obtidas em varios ciclos de
aquecimento/arrefecimento de duas cipsulas independentes da mesma amostra de material obtido

numa das experiéncias de cristalizacdo em etanol, A. A Figura 3.6 mostra as curvas de DSC do
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material produzido num segundo ensaio de cristalizagao neste solvente, B. A Tabela 3.2, sumaria os

respetivos parametros termodinamicos.
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Figura 3.5. Levetiracetam: Cutvas de DSC de aquecimento/arrefecimento do matetial obtido por ctistalizagio em etanol
Lev_Etanol_Al: »=1,76 mg; Lev_Etanol_A2:, »=1,89 mg (capsulas de 30 uL fechadas).
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Figura 3.6. Levetiracetam: Cutvas de DSC de aquecimento/arrefecimento do material obtido por cristalizagio em
etanol Lev_Etanol_B1: »= 1,39 mg; Lev_Etanol_B2: 7= 1,09 mg (capsulas fechadas de 30 uL).

No primeiro aquecimento, mais uma vez, s existe um sinal endotérmico simétrico, tendo
como valor de Tonset = (116,0 £ 0,1) °C que nao ¢ distinto do observado para o material de partida,
vetificando-se 0 mesmo com os valotres de Aps H= (26,7 + 1,2) k].mol’l. O espetro de infravermelho
do solido cristalizado em etanol ndo apresenta, também, diferencas significativas relativamente ao
composto de partida, Figura 3.4. A cristalizacio em etanol, tal como em cloroférmio, parece

conduzir ao polimorfo original, forma I.

Merece destaque também o fundido gerado nestas experiéncias, o qual cristaliza em muitos
ensaios de arrefecimento, mas nio em todos, dando origem no aquecimento subsequente a curvas
com perfil muito diversificado: um unico pico endotérmico e simétrico (curvas i) com temperatura

de fusio inferior a do composto de partida, Topser = 114,7 °C, assimetria do ramo superior da curva
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(curvas ii); a amostra B1 arrefecida rapidamente em DSC e deixada a temperatura ambiente durante
uma semana funde a Tyuger = 113,0 °C (curva iii) e nos aquecimentos subsequentes (curvas iv)
podem identificar-se dois eventos endotérmicos, um primeiro com Tyuser & 113 °C e um segundo
com Typser = 116 °C, indistinguivel do valor do composto de partida. O perfil das curvas de
arrefecimento que precedem estes ensaios (um a 10 °C.min" e o outro a 5 °C.min"') sio diferentes

dos observados noutras experiéncias.

Tabela 3.2. Parimetros termodindmicos das curvas de DSC obtidas no varrimento de quatro capsulas independentes de

levetiracetam obtido por cristaliza¢do em etanol.

Tonset / °C AH / kJ-mol! Tonset / °C AH / kJ-mol!
Lev_Etanol_Al
1°Aq 25°C-122°C (10°C.min-") 115,9 25,9 1°Ar 122°C-25°C (10°C.min‘?) 92,6 -25,3
2°Aq 25°C-122°C (10°C.min!) 114,9(ii) 26,7 2°Ar 122°C-25°C (5°C.min't) - -
3°Aq 25°C-122°C (10°C.minT) - - 3°Ar 122°C-25°C (10°C.min!) - -
Lev_Etanol_A2
1°Aq 25°C-122°C (10°C.min-t) 116,1 27,6 1°Ar 122°C-25°C (10°C.min‘?) 94,5 -25,8
2°Aq(a) 25°C-102°C (10°C.min-) - -
2°Aq(b) 102°C-122°C (2°C.min-!) 114,5(1) 26,9 2°Ar 122°C-25°C (2°C.min't) - -
Lev_Etanol_B1
1°Aq 25°C-122°C (10°C.min"") 116,2 26,9 1°Ar 122°C-2°°C (10°C.min') 96,0 -23,7
2°Aq 25°C-122°C (10°C.min!) 115,8(ii) 26,3 2°Ar 122°C-25°C (5°C.min't) 92,1 -23,3
3°Aq 25°C-122°C (10°C.min-!) 115,8(ii) 25,8 - - 0,0
A capsula esteve em repouso durante uma semana e voltou a ser varrida.
4°Aq 25°C-125°C (10°C.min-!) 112,9(iii) 20,4 4°Ar 125°C-25°C (10°C.min‘t) 89,2 -18,2
112,7(iv)
5°Aq 25°C-125°C (10°C.min"") 1163 23,4 5°Ar 125°C-25°C (10°C.min™") 77,7 -16,5
113,3(iv)
6°Aq 25°C-125°C (10°C.min-1) 165 23,4

Lev_Etanol_B2
1°Aq 25°C-122°C (10°C.min1) 115,8 26,5 1°Ar 122°C-25°C (10°C.min?) 94,1 -23.8
2°Aq 25°C-122°C (10°C.min"t) 114,8(i) 25,6 2°Ar 122°C-25°C (5°C.min!) - -
3°Aq 25°C-122°C (10°C.min1) - - - - -

A capsula esteve em repouso durante duas semanas e voltou a ser varrida, e nada foi registado.

Em suma, os resultados obtidos por DSC dao indicacio que a cristalizagao do fundido
podera dar origem a novas formas polimérficas, com o resultado a depender da existéncia de
condi¢des apropriadas para o processo de nucleagiao. Por exemplo, as imagens obtidas por PLTM
para o material obtido por cristalizacgio em etanol, submetido a um ciclo de

aquecimento/arrefecimento num intervalo de 25-122 °C a velocidade de vartimento de 10 °C.min’,
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Figura 3.7, confirmam que, no primeiro aquecimento, nao se observa qualquer altera¢ao para além
da fusdo, um processo rapido com inicio a 115 °C e que termina por volta dos 117 °C. No processo
de arrefecimento do fundido, nestas condi¢bes experimentais, a nucleagdo nao ocorre e nao foi

observada cristalizacio em nenhum dos ensaios realizados.

1°Aquecimento

106,8 °C

1121 °C 115,5°C 116,4 °C 117,3 °C

1°Arrefecimento

122,0 °C 80,7 °C 57,9 °C 25,0 °C

Figura 3.7. Levetiracetam: Imagens obtidas por PLTM do material obtido por cristaliza¢io em etanol (1°Aquecimento e
1°Arrefecimento), =10 °C.min-!, ampliacdo 200x.

Realizou-se um estudo por difragao de raios-X de pd, com variagio de temperatura, para
complementar a informac¢ao obtida. Os resultados obtidos e o difratograma simulado a partir da
estrutura cristalina resolvida do composto de partida, Lev, encontram-se ilustrados na Figura 3.8.

Nas duas experiéncias realizadas ndo sio observadas, no cristalizado do fundido, reflexdes
em valores de 26 que difiram dos do polimorfo de partida ', apesar do perfil dos picos ser distinto,
sobretudo entre 26-28° e 30-32°. Os resultados nao sao, contudo, conclusivos quanto a detec¢ao de

novos polimorfos, podendo as diferengas resultar de orientagao preferencial dos cristalitos.
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Figura 3.8. Levetiracetam: Difratogramas de raios-X de p6 com varia¢do de temperatura do material cristalizado do
fundido (s6lido de partida cristalizado em etanol), e difratograma simulado a partir da estrutura cristalina resolvida
do composto de partida ¥

3.1.2. ESTUDO DO LEVETIRACETAM CRISTALIZADO EM METANOL

As cutvas obtidas nos virios ciclos de aquecimento/atrefecimento realizados por DSC sobre
o material obtido por cristalizagdo em metanol sio apresentadas na Figura 3.9. A Tabela 3.3 resume
os respetivos parametros termodinamicos, sendo a temperatura e a entalpia de fusio no primeiro
aquecimento indistinguiveis das do composto de partida. A comparagao dos espetros de FTIR-ATR,
Figura 3.4, e dos difratogramas de raios-X de po6, Figura 3.10, desta amostra e do composto de
partida, indicam tratar-se da mesma estrutura cristalina. No entanto, nas imagens de
termomicroscopia relativas ao primeiro aquecimento, mostradas na Figura 3.11, sio notorias
alteragoes por volta de 112 °C, o que podera resultar da fusio de uma quantidade residual do
polimorfo que foi observado nas experiéncias de arrefecimento do fundido registadas na Figura 3.0,

com Tpys = 113 °C, e que denominamos polimorfo II.
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O solido cristalizado de metanol devera ser constituido maioritariamente pelo polimorfo de
partida, I, e por uma quantidade residual de II, abaixo do limite de detec¢io de FTIR e XRPD
(tipicamente 5%), e da capacidade de detecao em DSC. Este resultado corrobora a importancia de

conjugacao de varios métodos de analise na investigagao de polimorfismo.
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Figura 3.9. Levetiracetam: Curvas de DSC de duas capsulas independentes do material obtido por cristalizacdo em
metanol; Lev_Metanol_A: »=1,65 mg , Lev_Metanol_B: 7»=1,40 mg (capsulas de 30pL fechadas; /=10 °C.min").
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Tabela 3.3. Levetitacetam: Pardmetros termodinamicos das curvas de DSC do material obtido por cristalizacdo em
metanol.

Tonse: / °C AH / kJ.mol! Tonsee / °C AH / kJ.mol-!
Lev_Metanol_A
1°Aq 25°C-122°C (10°C.min1) 1154 26,2 1°Ar 25°C-122°C (10°C.min-') 95,0 -243
2°Aq 25°C-122°C (10°C.min") 114,2 25,8 2°Ar 25°C-122°C (10°C.min") 92,3 -20,7
3°Aq 25°C-122°C (10°C.min1) 1149 22,0 3°Ar 25°C-122°C (10°C.min!) 69,0 -20,0
4°Aq 25°C-122°C (10°C.min"") 115,1 22,0 4°Ar 25°C-122°C (10°C.min") 93,4 -20,7
5°Aq 25°C-122°C (10°C.min") 115,0 22,4 5°Ar 25°C-122°C (10°C.min1) 92,8 -20,5
6°Aq 25°C-122°C (10°C.min1) 114,8 22,3 6°Ar 25°C-122°C (10°C.min") 94,7 -20,8
Lev_Metanol_B
1°Aq 25°C-122°C (10°C.min1) 115,5 25,3 1°Ar 25°C-122°C (10°C.min1) 98,6 -23,7
2°Aq 25°C-122°C (10°C.min") 1147 25,6 2°Ar 25°C-122°C (10°C.min") 90,1 -24,6
3°Aq 25°C-122°C (10°C.min") 1154 254 3°Ar 25°C-122°C (10°C.min") - -
4°Aq 25°C-122°C (10°C.min"") - - 4°Ar 25°C-122°C (10°C.min") - -

5°Aq 25°C-122°C (10°C.minT) - - - -

Mais uma vez ¢é frequente a ocorréncia de cristalizagdio no arrefecimento do fundido,
Figura 3.9 e Figura 3.11, com a observa¢ao ocasional de assimetria do pico de fusio subsequente.
Os valores de temperatura de fusdo e também as respetivas entalpias sio, na amostra A, inferiores as

do composto comercial (Tgys = 114,6 + 0,5) °C e AgygH = 23,9 + 2,7 kJ.mol"; polimorfo 111 ?)

Para acompanhar os efeitos visiveis em calorimetria diferencial de varrimento, o material
obtido por cristalizagdio em metanol foi também analisado por difracio de raios-X de p6 com

variacao de temperatura, Figura 3.10.

6000 -
5500 ]
5000 ]
4500 -
4000 ]
3500 ]
3000 1
2500 ] (2) 55°C - Arrefecimento do fundido
] apos fusdo de (1)

2000

1500 -
1000 ]

Intensidade / u.a

500

0 T T T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40

20/°

Levetiracetam!*®

Figura 3.10. Levetiracetam: Difratogramas de raios-X de p6 com variagiao de temperatura do material obtido por
cristalizagdo em metanol.
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1°Aquecimento

110,7 °C

25,6 °C

112,2 °C 116,4 °C 117,1 °C 118.5°C
1°Arrefecimento

122,0 °C 64,4 °C 57,9 °C
2°Aquecimento

108,8 °C

112,6 °C 113,5°C 114,4 °C 115,3°C

116,8 °C 118,0 °C
2°Arrefecimento

122,0 °C 100.3 °C 60,0 °C 25,0 °C

Figura 3.11. Levetiracetam: Imagens obtidas por PLTM, para o material obtido por cristalizagdo em metanol;
£=10 °C.min’!, ampliagao 200x.

Como ja referido, o difratograma do material obtido por cristalizagilo em metanol

(Lev_Metanol) ¢é idéntico ao difratograma simulado para a estrutura descrita na literatura, indicando
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que se trata maioritariamente da mesma forma polimérfica, em concordancia com a curva de DSC
do primeiro aquecimento e com o espetro de infravermelho. Apds a fusio do composto
procedeu-se ao arrefecimento do liquido até 25 °C. Neste processo foi registado um difratograma a
temperatura de 55 °C, o qual apresenta a generalidade das reflexdes em angulos idénticos aos
observados na amostra comercial mas com relacio de intensidades diferente: observa-se a
intensificagao das reflexdes a 24°, 27°, 31° e 37° e desaparecimento de algumas. Este resultado pode
dever-se a orientacdo preferencial ou a presenga de uma mistura de polimorfos de estrutura muito
proxima. Realizou-se o aquecimento deste sélido tendo-se obtido um difratograma a temperatura de
115 °C, onde ¢é possivel observar o desaparecimento de todas as outras reflexdes com excegdao das

que situam a 24°, 27°, 31° e 37°.

A interpretacdo destes resultados exige a realizagio de ensaios adicionais que permitam

excluir definitivamente a ocorréncia de orientagao preferencial.

3.1.2.1. ESTUDO DO CRISTALIZADO DO FUNDIDO POR IMAGIOLOGIA DE

INFRAVERMELHO E DE RAMAN

Os resultados apresentados na seccdo anterior evidenciam que o material cristalizado do

fundido podera ser uma mistura de polimorfos.

Para dar suporte adicional a esta conclusdo, preparou-se uma amostra como a seguir se
descreve. Dispersou-se o material obtido por cristalizagdo em metanol numa lamina de vidro, e por
cima desta colocou-se uma lamela. O conjunto foi colocado numaestufa a 118 °C,
Figura 3.12. Atingida esta temperatura, o material funde e a temperatura da estufa foi baixada
para 50 °C, para tentar a cristalizacio do fundido. Acompanhou-se o arrefecimento da amostra,
e a cerca de 87 °C o fundido tinha voltado a cristalizar, tendo-se retitado a amostra da estufa. A

. . . . .
velocidade de arrefecimento foi aproximadamente 0,5 °C.min".

a
7 e S N
3 A Lamina
Material obtido por cristalizagio

em metanol

Figura 3.12. Representacio esquematica da metodologia seguida para preparar uma dispersio do material
cristalizado a partir do fundido.
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A avaliagdo desta amostra foi feita por PLTM e por FTIR-ATR. Na Figura 3.13, sdo
apresentadas as imagens obtidas por termomicroscopia com luz polarizada em diferentes zonas do

material cristalizado do fundido em estufa.

As imagens obtidas por PLTM mostram que existem zonas com morfologias diferentes o
que ¢ compativel com uma possivel mistura de polimorfos (mas nao condi¢do suficiente nem
necessaria). Os espetros de FTIR-ATR do material cristalizado do fundido foram obtidos em duas
zonas distintas da lamela e comparados com o material de partida, Figura 3.14. Observamos
diferencas significativas na banda de elongagio C=0/deformagao angular NH, em ambos as zonas
da lamela analisadas, relativamente ao composto comercial. Na Zona A sao também observadas
diferencas aos 1268 cm’ e numa banda centrada a aproximadamente 640 cm”. Na Zona B
verificam-se aos 1415 e¢ 791 cm™ diferencas relativamente a0 composto de partida. O espetro de
infravermelho da lamela(branco) foi obtido com o objetivo de verificar se interferia nos
resultados, concluindo-se que tal ndo acontece. Desta forma, os resultados apontam claramente para

a presenca de uma mistura de polimorfos.

Limina

Figura 3.13. Imagens obtidas por PLTM do cristalizado do fundido preparado em estufa, ampliagao 200x.
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Figura 3.14. Espetros de FTIR-ATR do material cristalizado do fundido, em estufa.

A metodologia para preparar a dispersao do material cristalizado a partir do fundido, foi
repetida numa célula de fluoreto de célcio. Os sélidos obtidos foram analisados por PLTM,

imagiologia de infravermelho e seguidamente por imagiologia de Raman.

Mais uma vez, as imagens obtidas por PLTM, Figura 3.15, evidenciam diferentes

morfologias e também a presenca de material que nao cristalizou.

A B C D E

200x 50x 50x 50x 50x

Figura 3.15. Imagens obtidas por PLTM do cristalizado do fundido preparado em estufa numa célula de fluoreto de
calcio (a ampliagdo utilizada ¢ indicada em cada imagem).
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Por imagiologia de infravermelho foi possivel obter os espetros de algumas das regides mostradas na
Figura 3.15, os quais estio representados na Figura 3.16. Apesar da nitida saturacdo nalguns espetros na

regido de elongacio de NHz e do C=0, foi possivel distinguir trés padroes distintos.
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Figura 3.16. Imagens e espetros de diferentes zonas (Z) do material cristalizado do fundido em estufa numa célula de
fluoreto de calcio, obtidas por imagiologia em infravermelho. A identificacdo das diferentes regides usa a nomenclatura
da Figura 3.15. 7’ indica uma regido com morfologia idéntica a Z, mas ndo mostrada na Figura 3.15.
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A analise de particulas separadas, que é possivel com a imagiologia, permite afirmar que
estamos perante uma mistura de polimorfos gerados por arrefecimento do fundido, uma vez que
existem diferencas notdrias nos espetros de infravermelho individuais, tanto nas bandas de

elongacio NH, e na C=0, como também no intervalo de 1500-1050 cm".

A amostra foi posteriormente investigada por imagiologia de Raman. Por questes de
disponibilidade de equipamento estes ensaios foram realizados ap6s quinze dias, durante os quais a
amostra permaneceu num exsicador, sobre gel de silica.

Da observacao por PLTM de diferentes zonas do material cristalizado do fundido, antes e e
apos acondicionamento por quinze dias em exsicador, verificou-se que ocorreu cristalizagdo de
algumas gotas, como se pode observar na Figura 3.17, zonas em I” e J”, tendo-se formado
monocristais com diferentes morfologias. Decidiu-se dar prioridade a analise destes monocristais
por imagiologia de Raman, tendo sido também possivel observar algumas das outras regides

analisadas anteriormente por imagiologia de infravermelho.

Apbs 15 dias
I I”

(ampliacao 200x) (ampliacao 400x)
Ap6s 15 dias

(ampliacao 200x) (ampliagao 200x) (ampliagio 400x)

Figura 3.17. Imagens obtidas por PLTM de algumas zonas do material cristalizado do fundido, ap6s acondicionamento
durante quinze dias no exsicador.

Nas Figura 3.18 e Figura 3.19 apresentam-se os espetros obtidos para os monocristais

formados nas zonas 1” e ]”, respetivamente.
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Figura 3.18. Espetros e imagens obtidos por imagiologia de Raman dos monocristais de levetiracetam formados por
cristalizagdo do fundido (zona 17, Figura 3.17).
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Figura 3.19. Espetros e imagens obtidos por imagiologia de Raman dos monocristais de levetiracetam formados por
cristalizagdo do fundido (zona J”, Figura 3.17).
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Na Figura 3.20 apresentam-se os espetros obtidos nas zonas C, D’ e H identificadas na

Figura 3.15. Os espetros do composto de partida, Lev_TCI, e do liquido sobrearrefecido estdo

coligidos na Figura 3.21.
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Figura 3.20. Espetros e imagens obtidos por imagiologia de Raman de levetiracetam (zonas C, D’ ¢ H, Figura 3.15).
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Figura 3.21. Imagiologia de Raman: a) espetro do composto de partida, polimorfo I; b) espetro do liquido
sobrearrefecido.

Apds uma analise detalhada, e comparando os espetros do composto de partida, Lev_TCI, e

do liquido sobrearrefecido com os demais, é possivel agrupar os espetros em trés grupos distintos,
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que se mostram na Figura 3.22. O grupo A engloba os espetros que mais se aproximam do
polimorfo I. O espetro da zona H, apesar de incluido neste grupo, apresenta algumas diferencas,
como assinalado. Esta prevista a realizacio de ensaios adicionais para excluir qualquer efeito de
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Figura 3.22. Levetiracetam: Agrupamento dos espetros obtidos por imagiologia de Raman do material cristalizado do
fundido.
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3.2. INVESTIGAGCAO DE CO-CRISTALIZACAO DE LEVETIRACETAM

COM ANTI-INFLAMATORIOS NAO-ESTEROIDES QUIRAIS

Na investigacdo de co-cristais, o composto de partida e os co-formadores foram inicialmente
caracterizados por calorimetria diferencial de varrimento. As curvas de DSC do primeiro
aquecimento do composto de partida e dos co-formadores, encontram-se representadas na

Figura 3.23 e os respetivos parametros termodinamicos na Tabela 3.4.

i
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Figura 3.23. Curvas de DSC do primeiro aquecimento do composto de partida e dos co-formadores usados na
investigacdo de co-cristais, caspsula de 30uL fechada, f=2°C.min"".

Tabela 3.4. Parametros termodindmicos das curvas de DSC de aquecimento do composto de partida e dos
co-formadores usados na investigacdo de co-cristais de levetiracetam.

T;)nset / °C AH/ kJ'l’l’lOl'1 n

levetitacetam 116,33+ 0,3 27,0 £ 0,5 6

(§)-Tbu 50,9 + 0,4 181+05 3
(R,8)-Tbu 73,8+ 0,3 26,7+05 3
($)-Kp 72,8 / 73,7 231/237 2

RSKp  936/932  276/283 2
(RS$-Fbp 1130 /1138  272/275 2
(5)-Npx 1544 %03 30,7403 3
(R$)-Npx 1548 0.2 332402 3

Como se referiu, os racematos de todos os co-formadores escolhidos sao compostos

racémicos. No caso do ibuprofeno e do cetoprofeno, estes compostos tém temperaturas de fusdao
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superiores as dos respetivos enantiémeros. Ja no caso do naproxeno, os valores de temperatura de
fusdo dos enantiémeros e do racemato sio indistinguiveis. Para além destas diferencgas, o naproxeno
tem temperatura de fusio superior a do levetiracetam em cerca de 40 °C, e no caso do cetoprofeno e
do ibuprofeno, quer os enantidmeros quer os racematos, fundem abaixo do composto base deste
trabalho (uma diferenga de cerca de -60 °C no caso do (§)-ibuprofeno). O (R,S)-flurbiprofeno por

sua vez, tem temperatura de fusado muito préxima da do levetiracetam.

Na generalidade das estruturas cristalinas resolvidas, quer de enantidmeros quer de
compostos racémicos, como referimos na introducao deste trabalho, ha formacdao de dimeros

ciclicos acido-acido. A estrutura cristalina dos enantiémeros do naproxeno constitui uma excegao.

Selecionou-se, assim, um conjunto de pares de potenciais co-formadores quirais e racémicos,
com a mesma natureza dos racematos, com potencialidade de formagao de sintdes supramoleculares
semelhantes com o levetiracetam, mas com diferencas significativas, nos detalhes de estrutura
cristalina e, também, no que diz respeito a temperatura de fusio. Uma vez que era objetivo do
trabalho avaliar a capacidade de discrimina¢iao enantiosseletiva do levetiracetam na formagao de
co-cristais, usando a mecanoquimica como método de sintese, prepararam-se por este método na
auséncia de solvente, misturas binarias de diferentes composi¢des, do composto com cada um dos

racematos e com um dos enantidémeros dos co-formadores investigados.

As misturas foram avaliadas por calorimetria diferencial de varrimento e por FTIR-ATR. Os
dados de DSC sao usadas para estabelecer os diagramas de fase binarios (ou pseudo-binarios), que

permitem identificar co-cristais e outras misturas de interesse.

3.2.1. LEVETIRACETAM:(S)-IBUPROFENO VS LEVETIRACETAM:(R,S)-IBUPROFENO

3.21.1.  SISTEMA LEVETIRACETAM:(S)-IBUPROFENO

Na Figura 3.24, sao apresentadas as curvas de DSC do primeiro aquecimento dos compostos
puros e das misturas de ambos nas proporgoes de (1:9), (1:4), (1:3), (1:2), (2:3), (1:1,25), (1:1,22),
(1:1), (1:0,80), (3:2), (2:1), (4:1) e (9:1). As curvas foram tracadas com velocidade de varrimento de
2°C.min". As misturas, como referido no capitulo 2, foram obtidas por mecanoquimica sem
solvente, com frequéncia de vibragao de 15 Hz e tempo de moagem de 30 minutos. As temperaturas

de interesse de cada curva de DSC sdo apresentadas na Tabela 3.5.
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Figura 3.24. Curvas de DSC do primeiro aquecimento de levetiracetam e de (§)-ibuprofeno e de misturas de ambos
os compostos obtidas por mecanoquimica, f=2 °C.min-'; capsula de 30 pl. fechada.

Tabela 3.5. Temperaturas de interesse obtidas a partir das curvas de DSC dos primeiros aquecimentos de levetiracetam,
e (§)-Ibu e das misturas de ambos os compostos nas proporcoes (1:9), (1:4), (1:3), (1:2), (2:3), (1:1,25), (1:1,22), (1:1),
(1:0,80), (3:2), (2:1), (4:1) e (9:1) obtidas por mecanoquimica.

(9)-Ibu
Lev:(S)-Ibu (1:9)
Lev:(S)-Ibu (1:4)
Lev:(S)-Ibu (1:3)
Lev:(S)-Ibu (1:2)
Lev:(S)-Ibu (2:3)

Lev:(9)-Ibu (1:1,25)
Lev:(5)-Ibu (1:1,22)
Lev:(8)-Ibu (1:1)
Lev:(S)-Ibu (1:0,80)
Lev:(5)-Ibu (3:2)
Lev:(S)-Ibu (2:1)
Lev:(8)-Ibu (4:1)
Lev:(S)-Ibu (9:1)
Lev

X1op  Tome/ °C T/ °C
0 509+ 04 (n=3)

0,102 442 46,8
0,200 42,0 +0,3 (n=3) -
0,259 42,6 58,3
0,337 413 65,2
0,406 415 68,6
0,420 40,1 69,1
0,450 39,34 69,9
0,502 68,7 +0,3 (n=5) -
0,540 68,6 82,6
0,599 69,2 88,6
0,667 68,0 96,6
0,793 67,7 103,3
0,897 67,0 11,1

1 1163+ 0,3 (n=6) -

Por analise das curvas de DSC, ¢ possivel identificar dois pontos invariantes, um deles com

temperatura de fusao inferior a ambos os compostos, Tgs = (41,6 £1,7) °C e um outro a

Teys = (68,1 £0,8) °C superior portanto a temperatura de fusao do (S)-ibuprofeno. Este
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comportamento ¢é indicativo de formagdo de um composto de adigao, co-cristal, entre os dois

componentes.

Na Figura 3.25, esta apresentado o diagrama de fases soélido-liquido do sistema binario
levetiracetam/ (§)-ibuprofeno, construido com base nos valores apresentados na Tabela 3.5 e

complementado com informacao obtida por FTIR e XRPD.

O diagrama aponta para a formagao de um co-cristal (1:1) com fusio incongruente. No
espetro de FTIR da mistura (1:1), apresentado na Figura 3.20, verifica-se um deslocamento notério
do modo vibracional de elonga¢ido assimétrica do grupo NH,, que no espetro de levetiracetam,
composto de partida, se apresenta a 3353 cm’ e surge deslocado para um nimero de onda de
3367 cm’. Também o modo vibracional de elongagio C=0, que no espetro de (§)-ibuprofeno se
encontra a 1701 cm™, nesta mistura aparece deslocado para 1715 cm’™. No hé evidéncia da presenca
de excesso de qualquer um dos componentes de partida. Desta forma, os resultados indicam
formacao de um co-cristal, na propor¢ao 1:1. Os espetros de todas as outras misturas apresentam as
bandas do co-cristal e excesso de um dos compostos de partida. Nos espetros de infravermelho das
misturas de (1:9), (1:3), (1:2), (2:3), (1:1,25), (1:1,22), ha evidéncia de excesso de ()- ibuprofeno, por
exemplo, a 1701, 945, 475 ¢ 425 cm™". Nas misturas (1:0,80), (3:2), (2:1), (4:1) e (9:1) h4 evidéncias de

excesso de levetiracetam, por exemplo a 3184 e 1370 cm’.

Experimental
- - = Teodrico (Eq. Shroder-Van Laar)

120

110 4

100 + Liquido
1% %07 Liquido
2 | +
E @ Levetiracetam
S 804 P
2
E B
q', -
g_ 70 Y p g B - .
()
F 60 Liquido

+ ] ‘
Co-cristal Co-cristal + Levetiracetam
(S)-Ibuprofeno + Co-cristal
. : : : . |

T .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

xLeveli racetam

Figura 3.25. Diagrama de fase sélido-liquido do sistema binatio levetitacetam/ (§)-ibuprofeno. As linhas a cheio sdo
guias para orienta¢ao visual.

O diagrama de fases binatio levetitacetam/(S)-ibuprofeno permite identificar um eutético

aXpep = 0,20; Tj ., =41,6 °C e um peritético a T = 68,1 °C. E ainda possivel observar que o

fus™
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sistema nao possui comportamento ideal, uma vez que o /liguidus na regiao de excesso de cada um
dos componentes de partida seria representado pelas linhas a tracejado que foram obtidas por
aplicacdao da equacdo de Schréeder-Van Laar (eq.3.1). No diagrama, pela letra (a) estd representada a
previsao obtida por esta equagdao na vizinhanga do levetiracetam e por (b) previsio na vizinhanga

(§)-ibuprofeno.

No diagrama de fases solido-liquido de um sistema binario, o /Jguidus pode ser previsto

teoricamente através da equagdao de Schroeder-Van Laar (eq.3.1) na vizinhan¢a de cada um dos

compostos em estudo, se a solugdao for ideal, os compostos imisciveis em fase solida e Ay H

fus

independente da temperatura.

— 1 1
R1n Xc = AHqu’C (T_E - ;) (Cq31)

Onde R corresponde a constante de gas ideal x; ¢é a fragao molar do composto mais abundante na
mistura, AHfus,C e T¢ sio a entalpia e a temperatura de fusio do composto puro, respetivamente e T
sera a temperatura de fusio do composto para cada frac¢ao molar, neste caso a incognita. A entalpia
e a temperatura de fusio dos compostos puros sio obtidas através da analise por DSC, sob as

mesmas condigdes experimentais, Tabela 3.5.
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Figura 3.26. Espetros de FTIR-ATR de levetiracetam, do (S)-ibuprofeno e das misturas Lev:(S)-Ibu de proporcio (1:9),
(1:4), (1:3), (1:2), (2:3), (1:1,25), (1:1,22), (1:1), (1:0,80), (3:2), (2:1), (4:1) e (9:1), obtidas por mecanoquimica.

Na Figura 3.27 apresentam-se os difratogramas experimentais de raios-X de pé para a
mistura Lev:(§)-Ibu (1:1) obtidos a diferentes temperaturas (25 °C, 68 °C e 73 °C). Os difratogramas

dos compostos puros simulados a partir das estruturas publicadas foram incluidos também na Figura

3.27, com objetivo de comparagao.
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Pela analise dos trés difratogramas (Lev, (§)-Ibu e da mistura de Lev:(§)-Ibu (1:1)_25°C,
clara a presenga de um novo arranjo cristalino na mistura, comparativamente aos compostos de
partida. Na Figura 3.27 estao assinaladas algumas reflexdes caracteristicas de cada difratograma. No
difratograma do levetiracetam, estao assinaladas as linhas a 10,21°, 14,9° e 18,6° (linhas a verde). A
primeira reflexdo esta ausente no co-cristal. Relativamente ao difratograma do (§)-ibuprofeno estao
assinaladas as reflexdes 7,1°, 7,7°, 13,8°, 14,3° 16,5° e 19,8° (linhas a azul) que nao se encontram
presentes no difratograma da mistura. No difratograma do co-cristal, Lev:(5)-Ibu (1:1)_25°C,

observam-se novas reflexoes, que estao assinaladas a turquesa, a 5,9° e 12,8°.
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12000 A
11000 _- Levetiracetam (Lev)
10000 -'

9000 - Lev:(S)-lbu (1:1)_73°C ‘
© 80004 f ! !
2 | ‘ ‘ ‘ !
g 7000 - Lev} (s) bu (1:1)_68°C } ' ! '
a i f N
g oo TN |
= 5000 - P ¥ !
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{1 s \bwroien (S-1bu) !
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20/°

Figura 3.27. Difratogramas de raios-X p6 do co-cristal Lev:(§)-Ibu (1:1) obtidos a diferentes temperaturas e
difratogramas simulados a partir das estruturas cristalinas publicadas dos compostos de partida, Lev >7 e (5)-Ibu 7°.

. L 59
Simultaneamente com a realizagdio deste trabalho, T. Leyssens e colaboradores
sintetizaram, também por mecanoquimica, este mesmo co-cristal. As condigdes de sintese que

utilizaram s3o, no entanto, mais severas: 30 Hz, 90 minutos, 10 ul. de metanol.

3.2.1.2.  SISTEMA LEVETIRACETAM:(R,S)-IBUPROFENO

Na Figura 3.28, estio representadas as curvas de DSC do primeiro aquecimento dos
compostos de partida e de misturas dos dois compostos nas proporcoes de (1:9), (1:4), (3:7), (2:3),

(1:1), (3:2), (7:3), (4:1) e (9:1), obtidas com velocidade de varrimento de 2 °C.min". Na Tabela 3.6,

apresentam—se as respetivas temperaturas de interesse.
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O sistema apresenta um ponto invariante a Tr,g = (45,8 £ 1,4) °C. O facto deste valor de
temperatura ser inferior as temperaturas de fusao de ambos os compostos puros aponta para que
estejamos perante uma mistura eutética. A mistura Lev:(R,5)-Ibu de fracdo molar de x,,, = 0,41
apresenta um unico pico endotérmico, indicando tratar-se da composi¢ao do eutético. As restantes
misturas apresentam adicionalmente um outro pico endotérmico que resulta de fusao do excesso de

um dos compostos de partida, relativamente a composi¢ao do eutético.

(R.S)-Ibu

Yjey=0.100 L

Endo

i

Yey=0.208

=029

Yiey=0-406 Mistura eutética

1w.g? Y1, =0-502
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Xiey™0-700

Yjey=0-801

Yjey=0-900

dQ/dt

Lev

T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Temperatura / °C

Figura 3.28. Curvas de DSC do primeiro aquecimento do Lev, (R,5)-Ibu e das misturas de ambos obtidas em moinho

de bolas, f=2 °C.min’!, capsula de 30 pL, fechada.

Tabela 3.6. Temperaturas de interesse das curvas de DSC do primeiro aquecimento do Lev, (R,S)-Ibu e das misturas
(1:9), (1:4), (3:7), (2:3), (1:1), (3:2), (7:3), (4:1) e (9:1), obtidas em moinho de bolas.
XLev Tonsee / °C Thix / °C

(R,S)-Ibu 0  738+03 (n=3) -
Lev:(R,$)-Ibu (1:9) 0,100 46,4 69,0
Lev:(R,S)-Ibu (1:4) 0,208 46,6 61,8
Lev:(R,S)-Ibu (3:7) 0,299 46,6 54,3
Lev:(R,S)-Tbu (2:3) 0,406 472+ 0,5 (n=5) -
Lev:(R,S)-Ibu (1:1) 0,502 46,2 76,6
Lev:( R,S)-Tbu (3:2) 0,602 46,7 88,6
Lev:(R,S)-Ibu (7:3) 0,700 453 99,8
Lev:(R,S)-Ibu (4:1) 0,801 438 104,2

Lev:(S)-Ibu (9:1) 0,900 43,1 110,9
Lev 1 116,3% 0,3 (n=6) -
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Estes dados permitem construir o diagrama de fase sélido-liquido do sistema pseudo-binario

levetiracetam/ (R, $)-ibuprofeno, apresentado na Figura 3.29.
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30__ levetiracetam + (R,S)-ibuprofeno
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Figura 3.29. Diagrama de fase sélido-liquido do sistema pseudo-binétio levetiracetam/ (R, S)-ibuprofeno.

Por comparagiao dos espetros dos compostos de partida, Lev e (R,S)-Ibu, e das diferentes
misturas, mostrados na Figura 3.30, conclui-se que nao ha qualquer deslocamento nas bandas
observadas: os espetros das misturas sao apenas simples soma das contribui¢oes dos compostos de
partida. Confirma-se que o racemato de ibuprofeno nao ¢ alterado no processo de moagem e que se
obteve uma mistura fisica do Lev:(R,S)-Ibu. Leyssen e colaboradores * nio conseguiram obter
co-cristais entre o levetiracetam e o (K)-ibuprofeno, com as metodologias que empregaram. Nas
condi¢bes utilizadas no nosso estudo, nao foi possivel, também, obter o co-cristal com o

enantiémero (§), a partir do racemato.
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Figura 3.30. Espetros de FTIR-ATR dos compostos de partida, Lev e (R,S)-Ibu, e das misturas de ambos,

obtidas em moinho de bolas.
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3.2.2. LEVETIRACETAM:(S)-NAPROXENO VS LEVETIRACETAM:(R,S)-NAPROXENO

Na Figura 3.31, encontram-se representadas as curvas de DSC (=2 °C.min") do Lev,
(S)-Npx e das misturas Lev:(S)-Npx obtidas por moagem em moinho de bolas com proporcio de

(1:4), (1:2), (1:1), (3:2), (2:1), (4:1) e (9:1). Os valores das temperaturas de interesse estao indicados na

Tabela 3.7.
o
ke
c
L (S)-Npx
Xiev = 0.195 . Xiev =0
Xiev=0.334 /L
1w.gt Yiev = 0.495 k .
Xiev=0.597 A\ I
Yiev=0.661
— Tiev=0.795 A/‘\
S
o Yiev=0.898
© Lev
Tew =1

. —
30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160
Temperatura / °C

Figura 3.31. Representacido das curvas de DSC do primeiro aquecimento dos compostos de partida levetiracetam,
(8)-naproxeno e das misturas de ambos) obtidas por mecanoquimica, f=2 °C.min"'; capsula fechada de 30 pL.

Tabela 3.7. Temperaturas de interesse obtidas a partir das curvas de DSC do primeiro aquecimento dos compostos de
partida levetiracetam, (S)-naproxeno e das misturas (1:4), (1:2), (1:1), (3:2), (2:1), (4:1) e (9:1) obtidas por mecanoquimica.

XLev Tonser / °C Tax / °C

(5-Npx 0 1544 +03 (n=3) -
Lev:(S)-Npx(l:4) 0,195 79,8 135,9
Lev:(S)-Npx(1:2) 0,334 80,8 122,2
Lev:(S)-Npx(L:1) 0,495 81,5 99,1

Lev:(S)-Npx(3:2) 0,597 82,1+ 03 (n=4) -
Lev:(8)-Npx(2:1) 0,661 81,7 91,8
Lev:(S)-Npx(4:1) 0,795 81,2 102,1
Lev:(8)-Npx(9:1) 0,898 81,7 110,1

Lev 1 1163+ 0,3 (n=6) -

75



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de DSC e as temperaturas de interesse respetivas obtidas para misturas de
levetiracetam com o composto racémico (R,$)-naproxeno, (1:9), (1:4), (3:7), (1:1), (3:2), (7:3), (4:1) e
(9:1), apresentam-se na Figura 3.32 e na Tabela 3.8.
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Figura 3.32. Representacio das curvas de DSC do primeiro aquecimento dos compostos de partida e das misturas de
Lev:(R,S5)-Npx obtidas em moinho de bolas, =2 °C.min"!; capsula de 30 pL fechada.

Tabela 3.8 Temperaturas de interesse das curvas de DSC dos primeiros aquecimentos dos compostos de partida e das
misturas de Lev:(R,S)-Npx de proporcoes de (1:9), (1:4), (3:7), (1:1), (3:2), (7:3), (4:1) e (9:1) obtidas em moinho de bolas.

XLep Tonset / °C Tnix / °C

(R,S)-Npx 0 1548+ 0.2 (n=3) ]
Lev:(R,S)-Npx (1:9) 0,100 71,0 149,5
Lev:(R,S)-Npx (1:4) 0,196 78,0 140,6
Lev:(R,5)-Npx (3:7) 0,289 82,6 130,3
Lev:(R,5)-Npx (1:1) 0,515 79,0 98,6

Lev:(R,5)-Npx (3:2) 0,607 82,0 02 (n=3) -
Lev:(R,5)-Npx (7:3) 0,702 83,1 95,5
Lev:(R,S)-Npx (4:1) 0,790 80,6 102,1
Lev:(R,5)-Npx (9:1) 0,892 79,8 109,9

Lev 1 116,3% 03 (n=6) -

Os dados de DSC permitem obter os diagramas de fase sélido-liquido que se apresentam na

Figura 3.33.

E de assinalar a grande semelhanca entre os dois diagramas de fase. Recordemos que, apesar
das estruturas cristalinas apresentarem diferencas significativas (com auséncia do homossintao
acido-acido no (§)-naproxeno) as temperaturas e entalpias de fusao do composto racémico e dos

enantidmeros puros sao idénticas.
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Os diagramas obtidos sao do tipo de eutético simples, com Ty = (81,3 £ 0,8) °C no caso

do sistema Lev/(5)-Npx e Tyt = (80,4 £ 2,0) °C no caso de Lev/(RS)-Npx. A composi¢ao do

eutético ¢, em ambos 0s casos, X; ., = 0,60.
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Figura 3.33. a) Diagrama de fases solido-liquido do sistema binatio levetiracetam/(§)-naproxeno, b) Diagrama de fasse
sélido-liquido do sistema pseudo-binatio levetiracetam/ (R,$)-naproxeno.

Os espetros de infravermelho, Figura 3.34 e Figura 3.35, confirmam que as misturas binarias

sao misturas fisicas de Lev/(5)-Npx e Lev/(RS)-Npx, respetivamente, soma dos espetros dos

compostos de partida.
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Figura 3.34. Espetros de FTIR-ATR dos compostos puros e das misturas Lev:(S)-Npx obtidas por mecanoquimica.
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Figura 3.35. Espetros de infravermelho dos compostos de partida e das misturas de Lev:(R,S)-Npx obtidas em moinho

de bolas.

O sistema Lev/($5)-Npx ndo possui comportamento ideal, apresentando desvios negativos,
como ¢ indicado pelos valores de coeficientes de atividade que se apresentam na Tabela 3.9. Os
coeficientes de atividade, ¥;, podem ser calculados através da equacao de Schréeder-Van Laar para
um sistema de comportamento nao-ideal, (eq. 3.2.) onde a;, é a atividade do composto, que se

relaciona com a fra¢do molar x, pela equagao 3.3.

= 1 1
RIna; =~ AHpys, (F - ;) (eq. 3.2) a; = y;x;(eq.3.3.)
l

Tabela 3.9. Coeficientes de atividade do levetiracetam e (5)-naproxeno calculados para diferentes fragdes molares de
mistura e respetivas fraccdes molares para o sistema levetiracetam/ (§)-naproxeno.

Vizinhanga do (S)-naproxeno | Vizinhanga do levetiracetam
X(s-Npx) Y(s-Npx) X(Lev) VLev)
1 1 0,597 0,78
0,805 0,84 0,661 0,86
0,666 0,74 0,795 0,92
0,505 0,55 0,898 0,97
0,403 0,45 1 1,00
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3.2.3. LEVETIRACETAM:(S)-CETOPROFENO, LEVETIRACETAM:(R,S)-CETOPROFENO E

LEVETIRACETAM:(R,S)-FLURBIPROFENO

Os ensaios de DSC sobre diferentes misturas de levetiracetam e do enantiémero (§) do
cetoprofeno originaram as curvas mostradas na Figura 3.30, que ndo permitem obter conclusoes

claras.

As amostras foram guardadas em exsicador, a T~25 °C, e ensaiadas de novo ap6s cerca de trés

semanas, nao se registando alteracio do comportamento observado.
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Figura 3.36. Curvas de DSC do primeiro aquecimento de levetiracetam e de (§)-cetoprofeno e das misturas de ambos
obtidas em moinho de bola; =2 °C.min!; capsulas de 30 pL,fechadas.

Na Figura 3.37 sao apresentados os espetros de FTIR-ATR dos compostos de partida
levetiracetam, (S)-cetoprofeno e das diferentes misturas de ambos, que nao apresentam modificagoes
relativamente aos espetros dos compostos isolados. Nao ha qualquer deslocamento nas bandas
observadas, sendo os espetros em todos os casos, simples soma das contribui¢des dos compostos

puros.
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Figura 3.37 Espetros de FTIR-ATR de levetiracetam, de (§)-cetoprofeno e das misturas de diferentes propor¢oes.

Os estudos realizados sobre misturas de levetiracetam, e (R,$)-Kp,((1:9), (1:4), (1:2), (2:3),

(1:1), (3:2), (2:1), (4:1) e (9:1)), deram origem as curvas de DSC mostradas na Figura 3.38, com as

temperaturas de interesse apresentadas na Tabela 3.10.
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Figura 3.38. Curvas de DSC do primeiro aquecimento dos componentes puros, levetitacetam, (R,S)-cetoprofeno, e de

misturas de ambos obtidas por mecanoquimica; f=2 °C.min"! , capsula fechada de 30 pl..
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Tabela 3.10. Temperaturas de interesse das curvas de DSC do primeiro aquecimento dos componentes puros
levetiracetam, (R,S)-cetoprofeno e de misturas nas proporc¢des (1:9), (1:4), (1:2), (2:3), (1:1), (3:2), (2:1), (4:1) e (9:1)
obtidas por mecanoquimica.

XLev Tonsee / °C Tsx / °C

(R,5)-Kp 0 93,6/93,2 -
Lev:(R,9)-Kp (1:9) 0,100 57,2 88,1
Lev:(R,S)-Kp (1:4) 0,204 483 80,0
Lev:(R,5-Kp (1:2) 0,335 46,1 64,5

Lev:(R,S)-Kp (2:3) 0,403 49,8 -
Lev:(R,S)-Kp (1:1) 0,507 47,6 70,9
Lev:(R,5-Kp (3:2) 0,607 50,1 86,5
Lev:(R,5)-Kp (2:1) 0,680 424 92,4
Lev:(R,S)-Kp (4:1) 0,802 472 104,0
Lev:(R,5)-Kp (9:1) 0,878 46,9 109,3

Lev 1 1163% 0,3 (n=6) -

Os resultados de investigacao similar realizada sobre as misturas de levetiracetam e

(R,8)-flurbiprofeno sio apresentados na Figura 3.39 e Tabela 3.11.
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Figura 3.39. Curvas de DSC do primeiro aquecimento dos componentes puros levetiracetam, (R,5)-flurbiprofeno e das
misturas de ambos obtidas por mecanoquimica; f=2 °C.min!, capsula fechada de 30 pL.
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Tabela 3.11. Temperaturas de interesse das curvas de DSC do primeiro aquecimento dos componentes putros
levetiracetam, (R,S)-flurbiprofeno e das misturas na proporc¢ao de ((9:1), (4:1), (2:1), (3:2), (1:1), (2:3), (1:2), (1:4) e (1:9)
obtidas por mecanoquimica.

XLev Iz)nset / °C AH/ J.g-l

(R,S)-Fbp 0 113,0/113.8 }
Lev:(R,$)-Fbp (1:9) 0,107 572 105,5
Lev:(R,S)-Fbp (1:4) 0,205 542 96,9
Lev:(R,S)-Fbp (1:2) 0,339 53,7 79.8
Lev:(R,S)-Fbp (2:3) 0,400 55,4 66,7
Lev:(R,S)-Fbp (1:1) 0,496 52,6 59,7
Lev:( R,S)-Fbp (3:2) 0,597 552 83,8
Lev:(R,S)-Fbp (2:1) 0,666 52,1 94.8
Lev:(R,S)-Fbp (4:1) 0,798 53,3 1034
Lev:(R,S)-Fbp (9:1) 0,893 542 109,7

Lev 1 116203 (a=6) -
Os diagramas de fase sélido-liquido dos sistemas pseudo-binarios

levetiracetam/ (R, 5)-cetoprofeno e levetiracetam/(R,S)-flurbiprofeno siao apresentados na Figura

3.40.

Em ambos os sistemas, os diagramas evidenciam a existéncia de pontos invariantes,
eutéticos, a Teyy = (48,0 = 1,5) °C, com composi¢ao do eutétcio X, = 0,40 no caso do sistema de
levetiracetam:(R,S)-cetoprofeno e a Teye = (54,2 £ 1,5) °C para levetiracetam:(R,S)-flurbiprofeno. A
defini¢do de composicao do eutético, neste ultimo sistema, implica a realizacdo de ensaios adicionais

para misturas com 0,4 < xp,,, < 0,6.

As misturas solidas obtidas sdo, portanto, misturas fisicas dos componentes de partida. Os

espetros de FTIR-ATR, mostrados na Figura 3.41 confirmam estas conclusdes.
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Figura 3.40. a) Diagrama de fases sélido-liquido do sistema pseudo-binario levetiracetam/ (R, 5)-cetoprofeno.
b) Diagrama de fases sélido-liquido do sistema pseudo-binario levetiracetam/(R,S)-flurbiprofeno.

Esta descrita a formagio de um co-cristal entre o (R)-flurbiprofeno e o levetiracetam . A

mecanoquimica, nas condi¢des utilizadas neste trabalho, nao ¢ eficaz na obten¢ao desse co-cristal a

partir do composto racémico, (R,S)-flurbiprofeno.
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Figura 3.41. a) Espetros de FTIR-ATR de levetiracetam, de (R,S)-Kp e de diferentes misturas de ambos preparadas por
mecanoquimica. b) Espetros de FTIR-ATR de levetiracetam, de (R,5)-Fbp e de diferentes misturas de ambos preparadas

por mecanoquimica.
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3.2.4. ENSAIOS DE ESTABILIDADE

Foram identificadas neste trabalho algumas composi¢bes binarias de misturas

levetiracetam:anti-inflamatério nao-esteréide que tém potencial aplicagao farmacéutica.

Para o sistema constituido por (§)-ibuprofeno e levetiracetam merecem destaque o co-cristal
1:1 e a mistura eutética com fragao molar x;,, = 0,20, e temperatura de fusio T = 42 °C , cerca de
10 °C inferior a do (§)-ibuprofeno. Trés outras misturas eutéticas foram identificadas: com
(S)-naproxeno e o (R,S)-naproxeno, os eutéticos tém fragao molar x;, = 0,60 e temperatura de
fusao T = 81 °C, inferior em 75 °C a dos NSAIDs; com o (R,S)-cetoprofeno a composigao do
eutético é xp, = 0,40, e a respetiva temperatura de fusio, T =48 °C, é 45 °C inferior a do

cetoprofeno.

Uma primeira etapa importante para a avaliagdio de viabilidade de aplicagao farmacéutica
destes solidos passa pela realizacio de ensaios de estabilidade. Iniciamos estes estudos com a
avaliagaio dos sélidos de interesse identificados para misturas binarias com (§)-ibuprofeno: o

co-cristal 1:1 levetiracetam:(S)-ibuprofeno e a mistura eutética.

Foram realizados testes de estabilidade acelerados de acordo com a “ICH Harmonised
Tripartite Guideline - Stability testing of new drug substances and products Q1AR2”) ' a T=(40 £ 2) °C e
humidade relativa RH=(75 * 5) %, com duragao de 6 meses. As amostras (~20 mg) foram mantidas
em recipientes de vidro rolhados (1 mL), em camaras Binder KBF 720, e analisadas de 2 em 2 meses
por calorimetria diferencial de varrimento, (ensaios em duplicado), espetroscopia de infravermelho e
difracao de raios-X de po. Estes resultados sio comparados com os obtidos para as amostras de

partida.

Na Figura 3.42 estdo apresentados as curvas de DSC, espetros de FTIR-ATR e os difratogramas
de raios-X de p6 do co-cristal inicial e do material apds os quatro primeiros meses de ensaios. Na

Tabela 3.12 apresentam-se os parametros termodinamicos das curvas de DSC.

Os resultados indicam que nao ocorre qualquer alteragdao na estrutura do co-cristal, pelo menos

nos quatro primeiros meses de ensaios.
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Figura 3.42. Co-cristal Lev:(§)-Ibu 1:1: (a) Curvas de DSC de primeiro aquecimento, (b) espetros de infravermelho,
FTIR-ATR e (c) difratogramas de raios-X de pé do co-cristal, amostra de partida e apds ser submetida aos ensaios de
estabilidade (dutrante 2 e 4 meses).
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Tabela 3.12. Parimetros termodinamicos obtidos a partir das curvas de DSC de aquecimento do co-cristal (1:1)
submetido a ensaios de estabilidade, =2 °C.min"!, capsula 30 pL, fechada, 25 °C = T'< 122 °C.

Tonset/°C AH/)-g!
Co-cristal_0Meses 68,7+ 0,3 98,5+ 0,4
Co-cristal_2Meses 68,0/68,3 101,0/98,9
Co-cristal_4Meses 68,5/69,1 99,1/103,0

A mistura eutética niao pode ser armazenada nestas condi¢oes (1=(40 £ 2) °C e
RH=(75 % 5) % como se poderia antecipar pela respetiva temperatura de fusdao, T~42 °C. Ao fim de

um més de ensaio, a amostra tinha sublimado.
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4. NOTAS FINAIS E PERSPETIVAS FUTURAS

Na obtencao de polimorfos de um ativo farmacéutico devem ser usados diversos métodos
de preparagao de amostras, bem como varios métodos de caracterizagiao. Neste trabalho utilizou-se
TG, DSC, PLTM, XRPD, FTIR-ATR, imagiologia de infravermelho e de Raman, uma vez que s6
um método nio ¢, normalmente, suficiente para obter conclusdes seguras e o levetiracetam
apresenta um comportamento complexo. Com o uso de varios métodos pretende-se obter um

estudo o mais aprofundado e correto possivel.

Na investigacao de polimorfismo de levetiracetam, caraterizado farmacologicamente pela sua
acdo antiepilética, usamos as metodologias experimentais de cristalizagio em solventes e por
arrefecimento dos fundidos. Os sélidos obtidos nos trés solventes usados mostraram em DSC, nos
primeiros aquecimentos, um s6 sinal endotérmico, fusdo, a cerca de 116 °C, e os difratogramas de
raios-X de pé sio idénticos ao da forma cristalina resolvida por Song, L. 7 polimorfo 1. E
observada com frequéncia, nestas amostras, a cristalizacio do fundido e as curvas de aquecimento
subsequentes apresentam, muitas vezes, um perfil assimétrico que poderd resultar da falta de
homogenecidade da amostra na capsula de DSC ou da sobreposi¢ao de eventos térmicos muito
proximos. A cristalizagao de fundidos obtidos do sélido cristalizado em etanol, da indica¢bes, nas
curvas de DSC, de uma nova forma polimérfica com temperatura de fusio T=113 °C. Nas imagens
obtidas por PLTM no aquecimento do sélido cristalizado em metanol observam-se alteragoes
notérias por volta de 113 °C, o que podera resultar da fusio de uma quantidade residual deste
polimorfo nao detectavel pelos outros métodos de analise. A cristalizacao dos fundidos obtidos do
solido cristalizado em metanol aponta para a presenca de um eventual terceiro polimorfo com

Trus = (114,6 + 0,5)°C.

A investigacdao dos cristalizados do fundido por analise de difracdo de raios-X de pd, com
variagdo de temperatura, ndo foi conclusiva uma vez que as diferengas observadas podem resultar de
orientacao preferencial dos cristalitos. Sera de todo o interesse aprofundar os estudos de difracao de
raios-X. Para tal, apds a cristalizagao do fundido, dever-se-a retirar os cristalitos que se encontram
no capilar de vidro e recoloca-los num segundo capilar, para randomizar as orientagdes, e voltar a

analisar, de modo a vetificar se os resultados obtidos diferem.

A investigagao de particulas isoladas obtidas por cristalizagio do fundido por FTIR-ATR e
por imagiologia de infravermelho e de Raman foram fundamentais para confirmar a existéncia de

varios polimorfos de levetiracetam (os resultados apontam para trés). A cristalizagao do fundido e o
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resultado desse processo em termos de polimorfos obtidos parece ser muito dependente das
condi¢des de nucleagdo. Sera importante, em trabalho futuro, efetuar uma investigagao sistematica,
por exemplo, do efeito de diferentes superficies nas formas sélidas obtidas. A imagiologia de Raman

¢ o método ideal para levar a cabo este estudo.

Na investigagdio de co-cristais de levetiracetam foram selecionados anti-inflamatérios
nao-esterdides (NSAIDs) quirais como co-formadores, que possuem grupos funcionais capazes de
estabelecer ligacdes de hidrogénio com o composto de partida, com formacdo de heterossintdes
robustos. Todos os racematos escolhidos sao compostos racémicos com temperatura de fusao igual
ou superior a dos respetivos enantiomeros. O levetiracetam, nas condigdes experimentais utilizadas,
nao foi eficaz na discriminagao quiral dos enantidémeros destes NSAIDs. Como seguimento deste
trabalho, seria interessante alterar as condi¢oes do método de preparacao, por exemplo, usando
mecanoquimica com adi¢ao de solvente, aumento do tempo de moagem, bem como a frequéncia de
vibragao. Sera também interessante estudar compostos racémicos com Tp inferior a dos

us

enantidmeros.

A investigacdo permitiu identificar no sistema Lev:(§)-Ibu um co-cristal na proporc¢io de
(1:1), com fusio incongruente, e um ecutético (1:4). O co-cristal foi submetido a ensaios de
estabilidade acelerados com o intuito de efetuar uma primeira avaliagdo da sua viabilidade para
aplicacao farmacéutica. Por DSC, XRPD e FTIR-ATR observou que o co-cristal, até a0 momento
(4 meses), nao sofreu nenhuma alteragao estrutural. No sistema Lev:(5)-Kp, pela analise de DSC,
suspeita-se de amorfizacio das misturas ou presenca de um eutético com fusao a temperatura
sub-ambiente. Sera interessante aprofundar o estudo em DSC, numa gama de temperatura mais
alargada, de modo a testar esta hipétese. Em todos os outros sistemas foram identificadas misturas
eutéticas com temperaturas de fusio consideravelmente inferiores as dos NSAIDs e, portanto,

também com potencialidade de aplicacao farmacéutica.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Diagramas de fase sélido-liquido de misturas binatias de enantiémeros de ibuprofeno,

naproxeno e CCtOptOfCI’lO.
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Figura A.1. Diagrama de fases sélido- liquido do R- e S-ibuprofeno: (O0) fusdo do eutéctico (ET); (#) fusdo do eutéctico

metaestavel; (0) /iguidus, adaptado 1.
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Figura A. 2. Diagrama de fases solido- liquido do R- e S-Naproxeno, adaptado”.
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Figura A. 3. Diagrama de fases solido- liquido do R- e S-Cetoprofeno, a) adaptado 8'.e b) adaptado #2.
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ANEXO 2— Levetiracetam: Imagens 6pticas do cristalizado do fundido obtidas por PLTM,

imagiologia de infravermelho e imagiologia de Raman

Zona PLTM Imagiologia de Infravermelho Imagiologia de Raman
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