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Resumo

Nos ultimos anos a engenharia de cristais tem evoluido muito rapidamente, especialmente
devido ao elevado interesse na sintese de co-cristais farmacéuticos. Isto porque, através destes, é
possivel, por vezes, obter propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas adequadas para o ativo
farmacéutico. Assim, esta dissertacao centra-se na investigacdo da formacdo de co-cristais e de
misturas sdlidas com interesse em aplicacdo farmacéutica, entre o composto em estudo, a
bicalutamida, e varios co-formadores previamente selecionados. Para tal, foram utilizados métodos
de sintese que envolvem a mecanoquimica, tanto manual como em moinho de bolas, ambos com
e sem adicdo de solvente.

A molécula de bicalutamida, com vérios grupos funcionais, tem possibilidade de formacdo de
diversos sintdes supramoleculares, o que a torna um bom modelo para investigar efeitos de
competicdo inter-sintdbes na formacdo de co-cristais. Para avaliacdo deste efeito foram
selecionados diversos grupos de co-formadores, com variagcdes moleculares sistematicas em cada
grupo, que numa perspetiva de engenharia de cristais teriam possibilidade de associacdo com a
bicalutamida por diversos tipos de ligagdo de hidrogénio. Os resultados confirmam a dificuldade de
formacdo de co-cristais com esta molécula polifuncional, o que pode ser justificado pela
competicdo inter-sintdes. Apenas foi possivel obter um co-cristal com o 1,2-bis (4-piridil) etano, um
co-formador bifuncional, mas com possibilidade de associagdo com a bicalutamida mais restrita,
nomeadamente como aceitador em ligacdo de hidrogénio, envolvendo azotos aromaticos.

Como resultado da investigacao das misturas bindrias de bicalutamida com os diversos co-
formadores, merece destaque a identificagdo de uma mistura eutética bicalutamida:nicotinamida,
Xbica=0.15, que é muito promissora numa perspetiva de incremento da biodisponibilidade oral do
ativo.

A bicalutamida é também interessante como modelo para a investigagao do efeito do solvente
na obtencdo de diferentes polimorfos por cristalizagdo em solugdo, uma questdo de grande
importancia em quimica do estado sélido. De facto, ha apenas dois polimorfos da bicalutamida
descritos, nos quais as moléculas apresentam conformagdes muito distintas. A investigacdo foi
efetuada em solucGes de acetona e de tetra-hidrofurano, por FTIR, de modo a tentar perceber a
relacdo entre a conformacdo que se observa em solugcdo e a estrutura cristalina que se obtém.
Apesar de em solugdo prevalecer a conformacdo presente na forma metaestavel Il da bicalutamida,

os sistemas evoluem, nos dois casos, para o cristal termodinamicamente estavel, I.






Abstract

In recent years, crystal engineering has progressed very quickly, particularly due to the high
interest in the synthesis of pharmaceutical co-crystals. This results from the potential of co-crystals
to increment the desired physicochemical and pharmacokinetic properties of active pharmaceutical
ingredients. Thus, this work focuses on the research of co-crystal formation, and also of solid
mixtures with interest in pharmaceutical application, between bicalutamide and selected co-
formers. Mechanochemistry, manual and using a ball mill, neat or solvent assisted, was used as the
synthetic method.

Bicalutamide molecule, with multiple functional groups, has the possibility of forming several
supramolecular synthons, which makes it a good model for investigating inter synthons
competition effects in the formation of co-crystals. In order to evaluate these effects, several
groups of co-formers were selected, with systematic molecular variations within each group and,
in a crystal engineering perspective, with the possibility to give rise to several types of
intermolecular hydrogen bonds with the API. The results confirm the difficulty of this multi-
functional molecule to form co-crystals, which can be justified by inter synthons competition. It was
only possible to obtain a co-crystal with 1,2-bis (4-piridil) ethane, a bifunctional co-former, which
can only associate with bicalutamide by acting as an acceptor in hydrogen bonding through its
aromatic nitrogen atoms.

As a result of the investigation of binary mixtures of bicalutamide with several co-formers, it is
noteworthy the identification of the eutectic mixture bicalutamide:nicotinamide, Xyica = 0:15, which
is quite promising for oral bioavailability increment of the API.

Bicalutamide is also an interesting model compound for the investigation of the effect of the
solvent on the crystallization of particular polymorphic forms from solution, a subject of great
importance in solid state chemistry. In fact, there are only two described polymorphs of
bicalutamide in which the molecules have very different conformations. The investigation was
performed in acetone and in tetrahydrofuran solutions, by FTIR, in order to try to understand the
relationship between the conformation observed in the solutions and the crystal structure
obtained. Although the characteristic conformation found in the metastable form Il of bicalutamide
prevails in solution, the systems evolve, in both cases, to the thermodynamically stable crystal form,
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Introducgao

Os ativos farmacéuticos podem ser administrados por diversas vias, nomeadamente por via
oral, via injetdvel (intramuscular, intravenosa, subcutanea, etc), por via intranasal (por inalacdo), e
por aplicagdo subcutdnea em diversas regiées do organismo animal. A selecdo da forma, dosagem
e a tecnologia disponibilizada para administragcdo do ativo farmacéutico, APl (do inglés Active
Pharmaceutical Ingredient), dependem das propriedades fisico-quimicas do mesmo. No entanto,
por questdes de maior estabilidade, de dosagem exata, de facilidade de produgdo a baixo custo, a
via oral, através de formulag¢des sdlidas, é a mais utilizada e a que maior expressdo tem no mercado
do medicamento. (2

As propriedades de um material, no estado sélido, dependem ndo apenas da identidade dos
seus constituintes, mas também da sua organizacdo, podendo distinguir-se sdlidos cristalinos e
solidos amorfos. A principal diferenca entre ambos é a ordem de longo alcance que implica,
simultaneamente, a existéncia de ordem translacional, orientacional e conformacional, o que se
observa no primeiro tipo de sélidos, estando ausente no segundo. De facto, os sélidos amorfos ndo
apresentam um padrdo de ordenacdo, o que implica que a disposicdo interna das moléculas é
aleatéria, apresentando desordem de longo alcance, embora possam apresentar alguma ordem de
curto alcance entre moléculas préximas, devido as forcas intermoleculares de atracdo e repulsdo.
A Figura 1.1 sintetiza as diferengas entre um estado cristalino (perfeita ordem de longo alcance),
um estado intermédio (com alguma ordem de longo alcance) e um estado amorfo (auséncia

completa de ordem de longo alcance). &34

222722 T %%%%@
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Estado cristalino Estado intermédio Estado amorfo

Figura 1.1 : Representagdo esquematica do conceito de ordem molecular em sélidos, adaptado de i3]

No estado sdlido, um ativo farmacéutico pode existir em diferentes formas que sdo muitas
vezes divididas em trés classes distintas. A primeira inclui as fases cristalinas da substancia pura,

nas quais as moléculas do ativo tém diferentes arranjos e/ou conformacgdes na rede cristalina. Estas
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fases, numa vis3o restrita, designam-se por polimorfos. ! A segunda classe inclui os solvatos
cristalinos, que podem conter quantidades estequiométricas ou ndo-estequiométricas de solvente,
sendo referidos, por vezes, como pseudopolimorfos. ! S0 de facto sélidos multicomponentes e
quando o solvente é a dgua recebem o nome de hidratos. ! A dltima classe inclui os sélidos
amorfos, em que as moléculas se encontram desordenadas, ndo possuindo uma estrutura de cristal
distinguivel. Numa visdo mais lata, que é por exemplo a da FDA (do inglés Food and Drug
Administration), todas estas variantes sélidas sdo denominadas polimorfos. ¢

O facto de, no estado sdélido, um ativo farmacéutico poder apresentar-se em diferentes
arranjos, confere-lhe diferentes propriedades, nomeadamente estabilidade, habito, solubilidade,
velocidade de dissoluc3o e higroscopicidade. % Estas diferencas podem afetar a capacidade de
processamento e a formulacdo de um dado ativo, bem como o seu efeito no organismo, o que
podera afetar a sua seguranca, eficacia e a biodisponibilidade oral. &7

A solubilidade aquosa é um dos parametros que influencia diretamente a biodisponibilidade
oral, isto é, a capacidade de um ativo estar disponivel numa concentragdo apropriada no sitio de
acdo, independentemente da forma de dosagem farmacéutica e da via de administragdo. &

De facto, no desenvolvimento industrial de um novo medicamento, um dos problemas
encontrados é a baixa solubilidade aquosa do ativo: mais de 40% dos ativos comercializados sdo
praticamente insoluveis (< 0.1 g/mL) e cerca de 70% dos novos candidatos tém também muito baixa
solubilidade aquosa. ! A Tabela 1.1 sumaria a classificagdo dos ativos a partir da designac3o da
solubilidade aquosa de acordo com a Farmacopeia Americana, USP (do inglés United States

Pharmacopeia).

Tabela 1.1: Solubilidade aquosa de acordo com a USP. 9

Muito soluvel 100-1000 mg/mL
Soluvel 30-100 mg/mL
Moderadamente soluvel 1-10 mg/mL
Ligeiramente soltvel 1-10 mg/mL
Muito ligeiramente soltivel 0.1-1 mg/mL
Praticamente insoltvel <0.1 mg/mL

Por sua vez, o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutico, BCS (do inglés Biopharmaceutical
Classification System), classifica as substancias farmacologicamente ativas tendo em consideragdo

a velocidade e a extensdo de absorcdo do farmaco a partir de formas farmacéuticas sélidas de
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libertacdo imediata. Sdo considerados dois fatores principais, nomeadamente, a solubilidade e a

permeabilidade intestinal, Figura 1.2, 810,11

Do 1 10 100 1000
F Y
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Figura 1.2: Sistema de Classificagdo Biofarmacéutico de compostos. Do <1 refere-se a compostos altamente sollveis, Do>
1 refere-se a compostos fracamente soluveis; Do = 1000 mostra quantas vezes o volume de um solvente

farmacologicamente relevante deve ser aumentado para dissolver uma dose de um ativo em comparagdo com o ativo

com Do = 1, adaptado de [10],

De acordo com este sistema, todos os ativos podem ser arbitrariamente divididos em
quatro classes, tendo em consideracdo o seu potencial de aplicabilidade. Os ativos da classe |
apresentam elevada solubilidade e permeabilidade, sendo os ideais para formula¢Ges orais. Sdo,
no entanto, pouco comuns. Os ativos da classe Il, também oferecem boas perspetivas de
formulagdo, desde que os seus parametros de solubilidade sejam corrigidos. Os ativos da classe Il
necessitam de corre¢do da permeabilidade membranar (fase sintética de correcdo estrutural)
recorrendo a moléculas designadas por pré-ativos que assegurem a permeacdo do ativo através da
membrana. Finalmente, os ativos da classe IV ndo podem ser aplicados sem o recurso a sistemas
de transporte especiais, nomeadamente por via intravenosa, uma vez que as formulagdes orais
desta classe s3o completamente ineficientes. (1%

A classe Il é aquela que atrai maior atengao da industria farmacéutica, uma vez que a
corregao da solubilidade pode ser conseguida realizando estudos apenas com a substancia ativa.
Podera recorrer-se, por exemplo, a prepara¢do de sais, a redugao do tamanho da particula, a

modificacdes polimdrficas metaestaveis/fases amorfas, a sintese de dispersdes sdlidas e a

formac3do de co-cristais. 111
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O estado amorfo tem sido largamente defendido como uma estratégia para melhorar a
biodisponibilidade oral, relativamente a sélidos cristalinos, resultante de dissolu¢do mais efetiva /
incremento de solubilidade. No entanto, a estabilidade, tanto quimica como fisica, destas formas
termodinamicamente metaestaveis, é a principal limitag3o para a sua utilizagdo. 1% 3!

As formas cristalinas de ativos farmacéuticos sao, em geral, mais convenientes e seguras, uma
vez que tendem a ser mais estaveis e suscetiveis de purificacdo do que as formas amorfas. A
velocidade de dissolucdo e a solubilidade intrinseca de diferentes formas cristalinas de um mesmo
ativo podem ser diferentes e, desse modo, influenciar fortemente a biodisponibilidade oral. A
estabilidade fisica, face a humidade, pode ser, também, crucialmente dependente do
empacotamento do cristal. Sélidos multicomponente incluindo o API, por exemplo co-cristais e
dispersdes moleculares sélidas, sdo também de grande interesse. Quer os solidos constituidos por
um componente quer os multicomponente, podem existir nos estados amorfo e/ ou cristalino. [*#

A investigacdo do estado sélido do ativo farmacéutico, como forma de modulacdo de
propriedades é, portanto, de grande interesse. [** Neste contexto, a pesquisa pode abranger cristais
de componente Unico, o que permite modular propriedades fisico-quimicas mais limitadas, uma
vez que é restrita a polimorfos, ou sélidos multicomponente que permitem uma modelacdo mais
abrangente das propriedades. [**

A imprevisibilidade das estruturas, em fase sdlida, que é possivel obter para uma molécula de
interesse e das suas respetivas propriedades fisicas, sdo também vistas como um desafio em termos
de protec3o de propriedade intelectual. ** De facto, as novas formas sélidas satisfazem os critérios
para que uma inveng¢do obtenha a cobertura de uma patente: novidade, que requer que a invengao

reivindicada nao faga parte do estado da arte, utilidade industrial e o facto de nao serem ébvias.

[17,18]

1.1 Sistemas de um componente

Uma fase é uma parte homogénea de um sistema no que se refere ao estado fisico e a
composi¢ao quimica. Em 1876, Gibbs mostrou a relagdao entre o nimero de fases, P, nimero de
componentes, C, e o nimero de graus de liberdade, F, que é conhecida como a regra das fases:
P+F=C+2. O numero de componentes € o nimero minimo de espécies independentes que é
necessario para definir a composi¢ao de todas as fases presentes no sistema, e o nUmero de graus
de liberdade é o nimero de variaveis intensivas (temperatura, pressdo e composi¢cdo) que devem
ser fixadas de modo a especificar o estado de equilibrio. A informagdo quanto ao nimero de fases

presentes em diferentes condicdes, transformacdes e estabilidade de fases é sintetizada, no caso
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de uma substancia pura, em diagramas pressdo vs. temperatura, como o exemplificado na Figura

1.3, para o caso da bicalutamida 2% 2%

Figura 1.3: Diagrama de fases (pressdo vs temperatura) proposto para a bicalutamida por Rietvel et al. (21 A forma Il sera
estavel a presses e temperaturas elevadas e a forma | a pressdes e temperaturas baixas. As linhas continuas indicam
equilibrios estdveis e as linhas tracejadas indicam equilibrios metaestaveis. Os circulos pretos indicam pontos triplos
estaveis e os circulos cinzentos indicam pontos triplos metaestaveis.-

Na Figura 1.3. identificam-se 2 pontos triplos, que representam a coexisténcia de trés fases em
equilibrio, para os quais o nimero de graus de liberdade é zero. A substdncia apresenta
polimorfismo. Num dos pontos triplos, duas fases sélidas e o liquido estdo em equilibrio ll, | e L.

Klaproth pode ter sido o primeiro a ter consciéncia da existéncia de polimorfismo, quando em
1788 observou que o carbonato de célcio cristalizava tanto como calcite e como aragonite. Mas,
geralmente, o mérito da primeira utilizacdo do termo polimorfismo é dado a Mitscherlich, em 1822,
no decurso do seu trabalho sobre sulfatos isomarficos de ferro, cobalto, niquel, magnésio, cobre,
zinco e manganés. ! No entanto, em 1809, Humphrey Davy ja tinha salientado que o diamante e a
grafite, ambos carbono, diferiam apenas no arranjo dos atomos na fase sélida.

S6 em 1965 é que McCrone 22 cunhou a definigdo mais utilizada de polimorfo “uma fase sélida
cristalina de um determinado composto que resulta da possibilidade de, pelo menos, dois arranjos
diferentes das moléculas do composto no estado sdlido”. No que diz respeito a substancias
elementares, o termo que se utiliza é alotropia, introduzido em 1844 por Berzelius. 1529

Numa visdao mais ampla, um sistema é classificado como polimérfico, se a diferencga for apenas
no arranjo do estado sélido com a mesma composicdo quimica, sendo idénticas as fases liquida e

gasosa, obtidas a partir dos varios polimorfos. 320,23
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Faz-se por vezes a distingdo entre polimorfismo de empacotamento e polimorfismo
conformacional. ™ O polimorfismo de empacotamento representa casos em que moléculas
conformacionalmente rigidas estdo dispostas de forma diferente na célula unitaria de cada um dos
polimorfos, mas a conformagdo molecular é mantida. ?*24 Polimorfismo conformacional podera
ocorrer quando uma molécula flexivel apresentar diferentes conformacgdes e subsequentemente,
originar estruturas cristalinas alternativass 2> 24 A distincido entre o polimorfismo de
empacotamento e polimorfismo conformacional é um pouco artificial, porque diferentes arranjos
de empacotamento impdoem, frequentemente, conformacbes moleculares diferentes e
conformacdes diferentes, inevitavelmente poderao empacotar de forma diferente. O mais comum
é existir polimorfismo misto, uma vez que n3do é possivel a sua diferencia¢do. ?#

Em geral, moléculas conformacionalmente flexiveis e com grupos funcionais capazes de
formar ligacdes de hidrogénio poderdo ser mais propensas a apresentar polimorfismo, resultante
da combinacdo de grupos funcionais passiveis de rotacdo, com a capacidade de formacdo de
diferentes associag®es por pontes de hidrogénio.?>2%2”'No entanto, uma andlise recente realizada
por Bernstein et al. ?® parece contrariar esta proposta de relagdo entre caracteristicas moleculares

e propensao a existéncia de polimorfos.

1.1.1 Estabilidade termodinamica e estabilidade cinética de polimorfos

Estabilidade Termodindmica

Em 1888, Lehmann usou pela primeira vez os termos enantiotropia e monotropia para
distinguir dois tipos de comportamento de polimorfos em termos de estabilidade termodinamica.
(Y De acordo com a regra das fases de Gibbs, para cada par de valores de pressdo e de temperatura,
a excecao das condicbes de equilibrio, apenas uma forma estrutural sera termodinamicamente
estavel. Deste modo, a uma dada pressdo e temperatura, dois polimorfos terdo uma relagdo de
enantiotropia quando a temperatura de conversdo da fase A na fase B, Ty, é inferior a temperatura
de fusdo de qualquer uma das formas cristalinas e existe, para cada uma delas, uma gama de
temperaturas na qual um polimorfo é estdvel relativamente ao outro. A transicdo de fases entre as
duas formas é reversivel, Figura 1.4-a). Por outro lado, existe uma relagdo de monotropia entre
polimorfos, quando uma das fases, B na Figura 1.4-b), é sempre termodinamicamente mais estavel
do que a outra a pressdo considerada, qualquer que seja a temperatura e, portanto, a

transformacdo de A em B é irreversivel, Figura 1.4-b). -2
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Figura 1.4: Representagdo das relages termodinamicas entre dois polimorfos A e B através da variagdo da energia de

Gibbs molar vs. temperatura, a pressdo constante: a) sistema enantiotrdpico; b) sistema monotrépico. (291

No diagrama da Figura 1.4 é representada esquematicamente a energia de Gibbs molar de duas
fases sélidas A e B e do liquido, G, em funcdo da temperatura, a pressao constante. A uma dada
temperatura uma fase termodinamicamente estdvel apresenta a menor energia de Gibbs molar e
as outras fases sdo metastaveis ou instaveis. No diagrama a), sistema enantiotrdpico, as curvas Gma
e Gmg, as energias de Gibbs molares das fases sdlidas A e B, cruzam-se na temperatura de transicdo
(T4— ) onde ocorre a transi¢do do polimorfo A para o B. Neste ponto, os dois polimorfos podem
coexistir como misturas em equilibrio, apresentando a mesma estabilidade. A curva Gm,q
representa a fase liquida, e a sua intersec¢ao com as curvas Gma € Gmprepresenta o ponto de fusao
desses polimorfos, respetivamente. No diagrama b), sistema monotrdpico, verifica-se a auséncia
do cruzamento das curvas Gmae Gmg, 0 que indica que nao ha transi¢do de fase abaixo dos pontos
de fusdo dos dois polimorfos. Nestas condi¢des, o polimorfo B é sempre termodinamicamente mais
estavel do que A, qualquer que seja a temperatura considerada, abaixo da temperatura de fusao,
sendo a transformacdo irreversivel. (2%

A relacdo de estabilidade entre polimorfos observada numa dada gama de pressdes pode,
obviamente, ser diferente quando a pressdo é alterada, como ilustrado no diagrama de fases P. vs
T. apresentado na Figura 1.3, no caso da bicalutamida.

Transi¢es fora de controlo de polimorfos metaestaveis para formas mais estaveis representam
um desafio significativo na industria farmacéutica. Tal pode acontecer durante a cristalizacdo do
API, durante o processo de fabrico de comprimidos, ou mesmo no préprio comprimido durante o
armazenamento. Portanto, uma formulacdo de um farmaco com o polimorfo mais estavel é
geralmente preferida. No entanto, por questdes de solubilidade, nem sempre é este o escolhido,
pois a solubilidade relativa de cada forma polimodrfica reflete a sua estabilidade termodinamica,

tendo o polimorfo mais estavel a menor solubilidade, Figura 1.5. 12023
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Figura 1.5: Curvas de solubilidade em (a) sistema enantiotrdpico e (b) sistema monotrdpico. (30]

Aspetos de Natureza Cinética

A formacdo de uma fase cristalina pode ser entendida como resultando de um processo de
nucleacdo seguido de crescimento da fase. Para ocorrer a formacdo de um agregado molecular
suficientemente estdvel, ndcleo com dimensao critica, para que ocorra crescimento, tem de vencer
uma dada barreira de energia, o que resulta da dificuldade de formacdo de uma interface e da
difusdao molecular de modo a que ocorra agregagdo. A Figura 1.6 representa a competi¢cdo de

fatores cinéticos e termodinadmicos para um sistema dimérfico. (2%

G
o
G \
! G
a) b)

Figura 1.6: Representagdo da competicdo de fatores termodinamicos e de fatores cinéticos na formagdo de diferentes

formas sélidas, a pressdo e temperatura constantes. 2]

O estado inicial, em que a energia de Gibbs molar do composto é Go, podera ser uma
solucdo sobressaturada, um liquido sobrearrefecido ou um sélido amorfo. A fase |, tem energia de
Gibbs molar, G, inferior a da forma sélida Il, Gy, sendo, portanto, o sélido mais estavel em ambas
as representacdes a) e b). O balan¢o termodinamico e cinético que determina a formacéao da fase,
no caso da Figura 1.6-a) é favoravel a fase termodinamicamente estavel, que é também a que
apresenta uma energia de ativagcdo mais baixa. Na representacdo da Figura 1.6-b) formar-se-a

primeiro o cristal cinético, I, que é a fase metaestavel, uma vez que apresenta uma menor energia
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de ativacdo. No entanto, o cristal termodinamico também se pode formar, nomeadamente por
transformac3o de forma metaestavel, dependendo da cinética deste processo. (429!

A velocidade com que os processos ocorrem e, consequentemente, a barreira de energia
de ativagdo, esta dependente de um grande nimero de fatores, de entre os quais se destacam a
natureza e concentragdo dos compostos de partida, pressdo, temperatura, aditivos
(catalisadores/inibidores) e meio/natureza do solvente. B%

Como se referiu, classicamente, o processo de cristalizacdo é descrito em termos de duas
etapas distintas, a nucleacdo e o crescimento de cristal, que sdo responsaveis pela forma fisica final,
consequéncia da rela¢do cinética entre os dois processos elementares. 32 3% De acordo com a CNT
(do inglés Classical Nucleation Theory) a velocidade de nucleacdo de um cristal, J, € o nimero de
particulas cristalinas que se formam a partir de uma solucdo sobressaturada por unidade de volume
e de tempo. A relacdo de sobressaturacao, S, € uma medida da distancia a partir da experiéncia em

equilibrio pelo sistema sobressaturado. Assim, a velocidade de nucleacdo é geralmente expressa

pela equagdo: ¥

_ B
J=Aexp (— m)

em que A e B sdo geralmente considerados constantes, e o expoente B/In’S representa a
barreira de energia para a nucleacdo. Deste modo, pequenas mudancas na sobressaturacdao podem
induzir mudancas de varias ordens de grandeza na velocidade de nucleagdo. B3 A nucleagdo diz-se
primdria quando a solucdo formada ndo apresenta cristais, é limpida. Esta sera designada de
nucleacdo homogénea se os nucleos se formarem no seio da solucgdo, e por nucleacdo heterogénea
se os nucleos se formarem preferencialmente em substratos, tais como a parede do cristalizador,
o agitador ou particulas sélidas, como particulas de poeira. Por outro lado, a nucleagao secundaria
é induzida pela presenga de cristais da mesma fase que sdo colocados como semente. Quando os
nucleos formados excedem o tamanho critico inicia-se a etapa de crescimento. %30

Portanto, a cristalizagdo é um processo complexo e ha diversas varidveis que podem influenciar
os seus resultados, nomeadamente a temperatura, a natureza do solvente, o grau de
sobressaturacdo, a pressdo, o pH, a composi¢do da solucdo e a velocidade de agitacdo. B4 A
temperatura e a pressdo desempenham um papel decisivo na obtencdo da forma sdlida, porque
definem as suas condicdes de estabilidade e solubilidade. 34 A velocidade de nucleacdo e
crescimento dependem da solubilidade do composto, do grau de sobressaturacao, das interacdes
intermoleculares e da tensdo superficial entre liquido-sélido. 3% O grau de sobressaturacdo
permite, em grande medida, determinar a morfologia da fase sélida que se obtém, pois quanto

menor a sobressaturacio maior serd o grau de cristalinidade apresentado. 3%
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Para além da natureza do solvente afetar a tensdo interfacial nicleo/liquido, as interagdes
entre as moléculas do solvente e do soluto, que sdo determinadas pela natureza do solvente tém
um papel muito relevante. Relativamente ao efeito do solvente na cristalizacdo deve considerar-se
uma série de propriedades, tais como momento dipolar, viscosidade, constante dielétrica, bem
como a presenca de atomos aceitadores ou dadores em ligacdes de hidrogénio' 3>3% O solvente
pode condicionar a conformacao molecular e, tal como se observa em resultado da presenca,
mesmo vestigial, de aditivos, o solvente pode promover ou inibir a formacdo de redes de ligacdes
de hidrogénio. Para o nucleo alcancar o tamanho critico pode existir competicdo entre agregados
ligados por diferentes tipos de interacdes intermoleculares, ou entre diferentes conformacdes
moleculares, alguns deles mais privilegiados pelo solvente o que ira determinar a fase sélida que

se obtém, 3230

1.2 Sistemas multicomponente

1.2.1 Sistemas binarios

Os diagramas de fase sélido-liquido para sistemas bindrios, a uma pressao de interesse, sdo de
grande utilidade, uma vez que permitem compreender com mais detalhe o comportamento de
misturas de diferentes composi¢cGes. Iremos apenas abordar sistemas binarios em que existe
miscibilidade completa em fase liquida. Duas situacdes limite podem ocorrer em fase sélida: os dois
componentes podem ser completamente imisciveis ou dar origem a solu¢des sélidas em toda a
gama de composig¢do binaria.

O estado de uma fase num diagrama binario é descrito por trés varidveis, pressao, P,
temperatura, T, e fragdo molar de um componente, x, pelo que o diagrama total do equilibrio de
fases tem de ser representado num espaco tridimensional. Usualmente, quando se trata de um
diagrama de fases sélido-liquido, a pressao é fixada no valor de pressdao atmosférica e, por isso, é
usado apenas o diagrama bidimensional, o plano T-x corresponde a pressao selecionada. Assim,
fixando a press3o em p=1atm, a temperatura de equilibrio é apenas funcio da composicdo. ?°!

Podem distinguir-se dois tipos de solugdes sélidas. As solugdes sélidas substitucionais sdo
formadas quando um dos compostos pode substituir o outro na rede cristalina sem que haja
distorcdo aprecidvel da mesma. 57! As redes cristalinas dos dois componentes puros e as respetivas
dimensdes deverdo ser semelhantes — isomorfismo e isosterismo. Nas solu¢Ges sélidas intersticiais

ocorre a ocupac¢do dos intersticios de uma dada rede cristalina pelas moléculas do outro
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Temperatura

componente. 738 A Figura 1.7 ilustra diagramas de fase binarios sélido-liquido com formagdo de

solugGes solidas.

'_- P cte L P cte L P cte
| D
1
<~
1
' 5
5 5
A B A B A
(a) (b) (c)

Figura 1.7: Tipos de diagramas de fases binarios, sélido-liquido, com formagdo de solugdes sélidas (S representa o estado

sélido e L o estado liquido): (a) e (c) sistemas com desvio de comportamento ideal e (b) solugdo ideal. (38,391

No entanto, a formacgdo de solugGes sélidas em toda a gama de composicdo é muito rara. A
imiscibilidade completa em fase sélida é mais comum. Nestes casos, o diagrama de fases binario
solido-liquido mais simples é o que se ilustra na Figura 1.8 com um eutético simples, com
composicdo E, Figura 1.8-a). A mistura eutética funde numa gama estreita de temperatura, como
se observa para substancias puras. No ponto eutético, E, coexistem duas fases solidas e uma liquida,
portanto, com zero graus de liberdade, uma vez que a pressdo é constante, representando um
ponto invariante no diagrama. 1?°

A linha horizontal define a temperatura do eutético, linha solidus, e corresponde ao
aparecimento da primeira gota de liquido num processo de aquecimento, qualquer que seja a
composi¢ao da amostra. Abaixo desta linha coexistem duas fases sélidas distintas. Para misturas
com composi¢ao diferente da do eutético, a fusdo inicia-se a temperatura do eutético, com
formacao de liquido de composicdo E, restando um excesso de composto sélido que funde num
intervalo de temperatura, cujo limite superior é o valor que corresponde ao liquidus e que diz
respeito ao desaparecimento do ultimo vestigio de fase sdlida, no processo de aquecimento. Entre
o solidus e o liquidus coexistem uma fase liquida e uma fase sdlida cristalina constituida pelo
composto que se encontra em excesso relativamente a composi¢do do eutético. Poderd ocorrer
solubilidade parcial de um dos compostos no outro, ocorrendo a formagao da solucdo sélida parcial

nas composi¢des extremas do diagrama, Figura 1.8-b). (2% 38
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(a)
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Figura 1.8: Diagrama de fases binario sélido-liquido: (a) com eutético simples [13]; (b) com eutético simples e miscibilidade

parcial em fase sélida. [38]

As composicOes eutéticas representam uma das estratégias mais promissoras para melhorar a
biodisponibilidade oral de ativos pouco sollveis em agua. Isto resulta da reducdo do tamanho das
particulas do ativo, o que ird aumentar a sua area de contacto com o fluido bioldgico, aumentando
a solubilidade e velocidade de dissolucdo e, assim, a biodisponibilidade oral. **4% Quando uma
mistura com composi¢do E, que compreende um ativo muito pouco solivel e um outro
componente, transportador altamente solivel em agua, é dissolvida num meio aquoso, o
transportador dissolve-se, libertando cristais de reduzida dimensao do ativo, aumentando, assim a
respetiva velocidade de dissolugdo. [ 40

Na Figura 1.9 é esquematizada a representagao de um outro tipo de diagrama de fases sélido-
liqguido para um sistema binario com imiscibilidade em fase sélida. Neste caso ocorre formacgao de

um composto de adi¢do ou de um sal, com fus3o congruente. 4
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Figura 1.9: Representagdo esquemadtica de um diagrama de fases binario sélido-liquido com formagdo de um composto

com ponto de fusdo congruente. A e B sdo os componentes puros e AB é o composto com ponto de fusdo congruente.
[41]

Na Figura 1.9 as curvas AE e FB representam a composicao do liquido em equilibrio com o sélido
A e com o sélido B, respetivamente, a diferentes temperaturas. A curva ECF, representa a
composi¢do do liquido em equilibrio com o composto sélido AB. O maximo da curva, C, corresponde
a temperatura de fusdao de AB. No ponto C, as fases sdlida e liquido tém a mesma composigao.
Neste caso, AB tém um ponto de fusdo congruente. O ponto de fusdo de AB pode ser superior,
inferior ou situar-se entre os dois componentes. O diagrama evidencia a existéncia de dois pontos
eutéticos, E e F. No ponto eutético E, coexistem os solidos A e AB e liquido, enquanto que no ponto
eutético F, os sélidos B e AB coexistem com a fase liquida F. Misturas com a composicdo de eutético
ou AB fundem num intervalo de temperatura estreito, tal como as substancias puras. 241
Quando se trata de um sistema binario como o que se apresenta na Figura 1.10, o composto
AB funde incongruentemente a temperatura T,. Tal significa que a uma dada pressdo, a
temperatura T; ocorre a transformacdo de uma fase sélida, AB, numa mistura de duas fases, uma
solida, A, e uma outra, liquida, ambas de composicdo quimica distinta da composi¢do quimica

original. O ponto x, representa um ponto invariante no qual a composicao da fase liquida coexiste
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em equilibrio termodindmico com as fases sdlidas. Este ponto designa-se por peritético e ao
contrdrio dos pontos eutéticos ndo é um minimo na curva liquidus. #4344

a b c d e

Liquido
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Figura 1.10: Correlagdo entre o diagrama de fases de um sistema binario sélido-liquido para um composto de adigdo com

fusdo incongruente e a forma das curvas de DSC. (4]

A existéncia de polimorfismo quer dos compostos puros, quer dos sdlidos

multicomponentes pode originar diagramas de maior complexidade.

1.2.2 Co-cristais

O design e sintese de cristais multicomponente, tais como co-cristais, compostos de adicao,
ganharam um interesse significativo nos ultimos tempos, devido a capacidade destas formas sélidas
alterarem as propriedades do material, para aplicacdes farmacéuticas, comparativamente a
substancia original. Apesar da recente popularidade generalizada dos co-cristais, ainda ndo hd uma
definicdo universalmente aceite para estas identidades, o que tem estimulado um debate cientifico
significativo, com diferentes autores a utilizar diferentes parametros para a defini¢cdo. [4¢!

A definicdo que adotamos é a dada pela FDA: co-cristais sdo materiais cristalinos, compostos
por duas ou mais moléculas, distintas, na mesma estrutura cristalina, sendo os compostos de
partida, sélidos a temperatura ambiente. Nao ocorre transferéncia de protdes na formacgdo de co-
cristais. [47)

A distingdo entre co-cristais e sais tem levantado alguma polémica. Segundo a FDA, sais
definem-se como qualquer composto que resulta da substituicdo de parte ou de todo o hidrogénio
acido de um acido por um metal ou um radical a atuar como um metal; sélidos cristalinos idnicos

ou eletrovalentes. *7)
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Deste modo, um sal é um sistema multicomponente, onde sdo transferidos protées a partir
de um acido para uma base, originando um composto idnico. A transicdo da forma neutra X-H--Y,
com ligacdo de hidrogénio, para a ligacdo idnica pode ser vista como um continuo de estados da
ligacdo X::-H---Y. O valor de ApK, (pKa da base - pK, do acido) em solugdo e o ambiente cristalino
determinam a extens3o da transferéncia de protdes. [ A distingdo entre co-cristais e sais pode
ser, portanto, dificil de estabelecer, com a FDA a considerar que uma diferenca de ApK, <1, em
principio, resultard na formagdo de um co-cristal. O recurso a métodos espetroscépicos e de
difracdo de neutrdes é recomendado para avaliar a efetiva transferéncia de protao, quando existem
duvidas. (2348

Num co-cristal farmacéutico pelo menos um dos componentes moleculares é um APl que
se associa com outro tipo de molécula designada por co-formador. *>4° Mais rigorosamente, para
ser util, o componente ndao-APl ndo deve ser tdxico e ndo deve possuir efeitos secunddrios
adversos. Idealmente, o co-formador deve estar incluido na lista EAFUS (do inglés: Everything
Added to Food in the United States) da FDA, que contém mais de 3000 substancias que sdo
adequadas como aditivos alimentares, ter sido aprovado como GRAS (do inglés: Generally
Recognized as Safe) ou podera ser também outro API. 5% E de realcar que o nimero de contra-ides
aprovado para formacdo de sais € muito mais reduzido.

O interesse em co-cristais farmacéuticos resulta de que, sendo formas cristalinas diferentes
do API, aumentam a gama de formas sdlidas disponiveis para a formulagdo. As propriedades fisico-
guimicas do farmaco podem ser modificadas mantendo a sua atividade intrinseca. Os co-cristais
tém diferentes propriedades fisicas, como por exemplo o habito cristalino, a densidade, a
solubilidade, compressibilidade, ponto de fusdo e velocidade de dissolugao. A formagdo de um co-
cristal muitas vezes oferece possibilidade de transformar um APl amorfo ou dificil de cristalizar num
estado cristalino estavel facilmente manusedvel. Os co-cristais representam também uma
oportunidade de protec¢do de propriedade intelectual. (4% 51

A investigacdo de co-cristais alcangou um rapido sucesso, uma vez que a sua formagao podera
ser pensada no ambito da engenharia de cristais, a partir de um design simples baseado em sintdes
supramoleculares. 8 O conceito de engenharia de cristais foi introduzido por Pepinsky [52] em
1955 e implementado por Schmidt no contexto de rea¢des fotoquimicas organicas no estado sélido.

531 Desiraju ¥, posteriormente, definiu engenharia de cristais como " a compreens3o das
interacdes intermoleculares no contexto de empacotamento cristalino e na utilizacao de tal
conhecimento na concecdo de novos solidos com propriedades fisicas e quimicas desejadas'. Uma

compreensdo detalhada da quimica supramolecular dos grupos funcionais presentes numa dada
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molécula é um pré-requisito fundamental para a conce¢ao de um co-cristal, uma vez que facilita a
sele¢do de co-formadores apropriados. [

De facto, elementos chave envolvidos na formacao de co-cristais sdo tipicamente ligaces de
hidrogénio fortes que sdo frequentemente complementadas por ligacdes de hidrogénio adicionais
mais fracas, ligacdes por halogéneos, interacdes m —  ou forgas de van der Waals, embora uma
combinacdo das forcas mais fracas possa, por vezes, ser suficiente. Estas sdo as interacdes
intermoleculares disponiveis para uma variada gama de funcionalidades e topologias que resultam
numa ampla gama de oportunidades de formac3o de novas estruturas em fase sélida. >

Os fatores estruturais que estdo na base de formacdo de co-cristais denominam-se sintées
supramoleculares. Os homosintdes representam a interacdo entre grupos funcionais idénticos e
heterosintGes envolvem a interacdo entre grupos funcionais distintos. A Figura 1.11 mostra alguns
dos sintBes supramoleculares mais comuns em co-cristais, de acordo com a pesquisa realizada na
CSD (do inglés: Cambridge Sctrutural Database), nomeadamente os homosintdes: |, acido-acido e
I, amida-amida e os heterosint&es IV, dcido-amida e |l, 4cido-heterociclo. 159

A sele¢do do co-formador é feita, com base na abordagem de sintdo supramolecular, de
modo que este possua fragmentos moleculares especificos que estabelegam com o API sintdes
supramoleculares vidveis. Deste modo é fundamental que existam grupos funcionais especificos,
complementares no farmaco e no co-formador. 12356

No entanto, a abordagem de sintdes supramoleculares pode ter desvantagens, uma vez
que ndo é quantitativa: embora a formagao do sintdo possa ser muito favordvel, pode nao ser
possivel o empacotamento numa estrutura cristalina ordenada. ?* %0 Quando varios grupos
funcionais estdo presentes numa molécula, como é frequente para muitos APIS, a CSD raramente
contém informagao suficiente para dirigir a hierarquia dos possiveis sintdes supramoleculares: 57
Fatores de competicdo entre diferentes grupos funcionais presentes nas moléculas e impedimento
estéreo entre os grupos dadores e aceitadores das ligacdes de hidrogénio, podem condicionar a

associacdo APl:co-formador. [23 6]
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Figura 1.11: Exemplo de sint8es supramoleculares observados em co-cristais.

1.3 Bicalutamida

A bicalutamida, Figura 1.12, (+/-)-N-[4-ciano-3-(trifluorometil)-fenil]-3-[4-fluorofenil)sulfonil]-
2-hidroxi-2-metilpropanamida, é comercializada como Casodex, Cosudex, Calutide e Kalumid e
possui atividade anti-andrégena ndo-esterdide por via oral, sendo muito utilizada no tratamento

do cancro da préstata e do hirsutismo. %59
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Figura 1.12: Estrutura quimica da bicalutamida; carbono quiral assinalado com asterisco (21

A bicalutamida possui um carbono quiral, assinalado na Figura 1.12. O enantiémero R
mostra afinidade para os recetores andrégenos superior em 30% a do enantidmero S, mas em
formulagdes sélidas a mistura racémica ou heteroquiral é a comercializada.

A bicalutamida é praticamente insoltvel em dgua (menos de 40 mg/L)®Y, mas ao mesmo
tempo parece ter uma elevada permeabilidade membranar. Assim, de acordo com o sistema de
classificacdo biofarmacéutico de substancias (BCS), pertence a classe II. ¢

A molécula de bicalutamida é flexivel, o que significa que, a partida, podera exibir
polimorfismo conformacional. A cristalizagdo de moléculas conformacionalmente flexiveis tem

duas potenciais complica¢gdes que ndo sdo encontradas em moléculas rigidas, nomeadamente, a
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possibilidade, ja referida, de ocorréncia de polimorfismo conformacional e a reduzida tendéncia de
cristalizag3o. (6264

Foram descritas por Vega et al. ¥ duas formas cristalinas da bicalutamida, a forma |
(depositada em CSD: JAYCESO1) e a forma Il (depositada em CSD: JAYCES02), Figura 1.13 e uma fase
amorfa, caracterizadas por calorimetria diferencial de varrimento, difracdao de raios-X de pé e de
cristal Unico, quando aplicavel, e espetroscopia de Raman. ®¥ As duas formas cristalinas ter3o,
segundo Vega et al. uma relacdo de monotropia, a pressdo atmosférica, sendo | a forma estavel. 61
Anteriormente, ja tinham sido relatados por Shintaku et al. ®3! a caracterizacdo por difracdo de

raios-X da forma | e por Westheim e Jozef ¥ a caracterizacdo da forma Il e do estado amorfo, sem

resolucdo da estrutura cristalina.

(b) Codigo de simetria a partir do atomo aceitador: (-1+x, 1+y,z)

(c) Cddigo de simetria a partir do &tomo aceitador: (1-x, 2-y, -z)

Figura 1.13: Representag¢do do empacotamento cristalino da forma polimdrfica Il da bicalutamida, mostrando as ligacGes

de hidrogénio intermoleculares e a descricdo geométrica das interagdes por ligagdes de hidrogénio. [61]

Hu e Gu [65] reportaram também, anteriormente a Vega et al., Figura 1.14, uma estrutura
resolvida por difragdo de raios-X de cristal Unico (depositada em CSD: JAYCES). Os parametros
cristalograficos das duas estruturas estdao resumidos na Tabela 1.2. A estrutura resolvida por Hu e
Gu, com parametros de ajuste de melhor qualidade que a de Vega et al., é muito semelhante a da
forma I. Como veremos no Capitulo 3 os difractogramas de raios-X de pé simulados sdo
indistinguiveis. A conformacdo molecular nesta estrutura é muito semelhante a existente no cristal
resolvido por Vega et al., com excecdo da orientacdo do hidrogénio do grupo hidroxilo. Esse facto
traz consequéncias no que diz respeito as potenciais ligacdes de hidrogénio intermoleculares: a
estrutura JAYCES apresenta uma ligacdo de hidrogénio intermolecular, entre um dos grupos
sulfonilo e hidroxilo, Figura 1.14 enquanto que na estrutura JAYCESO1 ndo existe qualquer tipo de
ligacdo de hidrogénio. **! De qualquer modo, atendendo aos pardmetros de ligacdo de hidrogénio,
Figura 1.14, em JAYCES, esta é fraca. [°® A coes3o do cristal fica a dever-se a outro tipo de interacdes

intermoleculares.

20

Dador-H - - - Aceitador | D-H/A | H---A/A | D---AJ/A | D-H---A/°
0(13)-H(13)- - -N(25)® | 0.820 2.173 2.986 171.43
N(17)-H(17)---0(10)@ 0.860 2.384 3.147 148.07
N(17)-H(17) - - - O(13) 0.860 2.099 2.577 114.51
JL-C(23)—H(23) -+ 0(16) 0.930 2.236 2.837 121.67
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Tabela 1.2: Dados cristalograficos das estruturas cristalinas publicadas por Hu e Gu [65] e por Vega et al. [61] para a
bicalutamida.

JAYCES JAYCESO1
Sistema Cristalino Monoclinico Monoclinico
Grupo Espacial P21 /e P21 /e
Parametros da Célula a=14.882(5) A a=14.997 (3) A
b=12.213(3) 4 b=12.244(2) 4
c=10.461(3) 4 c=10.483(2) 4
B =104.680 (13)° B =104.67 (3)°
YA 4 4
R [F?> 20 (F3)] 0.040 0.0675
R int 0.027 0.0960

E de referir que a representacdo da estrutura cristalina da forma polimérfica |, efetuada
por Vega et al. no artigo publicado no Internatinal Journal of Pharmaceutics '®Y, esta incorreta, uma
vez que ndo corresponde ao respetivo CIF (do inglés Crystallographic Information File), o mesmo

acontece com a descricdo das ligacdes de hidrogénio existentes nesta forma que é feita no texto.

I Dador-H - - - Aceitador | D-H/A | H---A/A | D---A/A | D-H---A/°

0(13)-H(13)- - -0(9)@ 0.91 2.47 2.2.856(2) | 106 I

Figura 1.14: Estrutura cristalina do polimorfo | da bicalutamida: JAYCES, com a representagdo das ligacGes de hidrogénio

e a descrigdo geométrica das interagdes por ligagdes de hidrogénio. (65]

Na forma polimérfica Il duas moléculas estdo ligadas entre si através de duas ligacdes de
hidrogénio fracas nas quais N(17) atua como dador e O(10) como aceitador, formando dimeros que
se associam em cadeia. Cada dimero interatua por ligacdes de hidrogénio que envolvem H(13), em
gue N(25) é o aceitador, o que determina a cadeia. Além disso, o facto das moléculas possuirem
uma conformacgdo fechada permite que ocorra uma intera¢do - - - T ainda que fraca entre os
anéis de seis membros C2 /C3/C4/C5/C6/C7 eoanel C18/C19/C20/C21/C22/C23 da

molécula vizinha, Figura 1.13. 64
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Nas estruturas cristalinas das formas polimérficas | e Il as moléculas apresentam
conformacdes muito diferentes, Figura 1.15, sendo a principal diferenca devida a torgao do angulo
C12-C11-S8-C5, o que faz com que na forma | a molécula apresente uma estrutura aberta, e na
forma Il uma estrutura dobrada. ¥ Ambas as conformag¢®es moleculares s3o estabilizadas por
ligacdes de hidrogénio intramoleculares muito fracas, na forma | entre os grupos 013-H13---09 e

na forma Il entre os grupos N17-H17 - - - 013 e C23-H23 - - - O16.

Figura 1.15: Conformagdo molecular da bicalutamida nas duas formas polimérficas: a) forma | e b) forma Il (611

Bis et al. (7! descrevem dois co-cristais da bicalutamida, sendo os co-formadores 4,4’-
bipiridina (depositado em CSD: KIHZOR), com estequiometria (bicalutamida):(4,4’-bipiridina);, e
trans 1,2-bis (4-piridil) etileno (depositado em CSD: KIZIL), com estequiometria
(bicalutamida),(trans 1,2-bis (4-piridil) etileno):. Neste estudo também foi possivel verificar que o
segundo sistema tende a formar solvato na presenga de acetona, com estequiometria
(bicalutamida),(trans 1,2-bis(4-piridil):(acetona),. Os métodos utilizados para a sintese de ambos
foram a moagem manual, em almofariz e pildo de dgata, com adi¢cdo de solvente. No caso do co-
cristal KIHZOR foi usada acetona e no caso do co-cristal KIZIL foi usado dimetilsulféxido. Foram
obtidos mono-cristais por co-cristalizacdo a partir da evaporagdo de solvente, a temperatura
ambiente.

A estrutura cristalina do co-cristal bicalutamida:4,4’-bipiridina (1:1) é sustentada por
heterosintGes supramoleculares, nomeadamente por O(13)-H(13): - - Naromatico € N(17)-H(17)- -
*Naromatico, Figura 1.16. Estes sdo estabilizados por interacGes -+ T continuas que ocorrem entre

as moléculas de 4,4’-bipiridina adjacentes. (8
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1 3.4994 |

Figura 1.16: SintGes supramoleculares formados entre a bicalutamida e 4,4’-bipiridina, mostrando o comprimento de cada
uma das ligagdes que sdo estabelecidas. [68]

Na estrutura cristalina do co-cristal de bicalutamida e trans-1,2-bis (4-piridil) etileno (2:1) a
interacdo é conseguida, também, por heterosintdes supramoleculares O(13)-H(13)" - * Naromatico,
Figura 1.17. Os agregados adjacentes sao relacionados por um centro de inversdo e envolvem a

formacdo de heterosintdes N(17)-H(17) - - - Naromstico € Sd0 adicionalmente estabilizados por

empacotamento -1t que ocorre entre as moléculas de trans-1,2-bis (4-piridil) etileno.

Figura 1.17: SintGes supramoleculares formados entre a bicalutamida e trans-1,2-bis (4-piridil)etileno, mostrando o

comprimento de cada uma das ligagdes que sdo estabelecidas. [68]

Na literatura é ainda descrito o estudo de uma dispersdo sdélida da bicalutamida em
polivinilpirrolidona, que se mostrou estavel a 25°C durante 6 meses. *°! Foi também identificado
um solvato de bicalutamida e dimetilsulféxido com estequiometria de 1:1. Neste solvato, assim
como nos dois co-cristais descritos anteriormente, a bicalutamida adota uma conformacdo

dobrada. 2
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1.4 Objetivo do trabalho

Como se referiu na pagina 11 deste trabalho, a natureza do solvente pode condicionar a
forma polimérfica que resulta de um processo de cristalizacdo de um composto em solugcdo. Em
diferentes solventes as intera¢des soluto-solvente e soluto-soluto, induzidas pelo solvente, serao
distintas e a conformacdo molecular do composto poderd ser afetada pela natureza do solvente.

A bicalutamida, uma molécula conformacionalmente flexivel, para a qual sdo conhecidos
apenas dois polimorfos, nos quais as moléculas tém conformacdes muito distintas, € um composto
promissor para averiguar efeitos de solvente na cristalizacao de polimorfos distintos.

Assim um dos objetivos desta dissertacdo é o estudo do efeito do solvente na formacdo de
diferentes polimorfos de bicalutamida por cristalizacdo em solugdo. Pretende-se investigar
correlagdes entre a estrutura da bicalutamida em solucdo e a forma sdélida gerada.

E também apresentado o resultado da investigacdo de co-cristalizagdo, por mecanoquimica,
da bicalutamida com diversos co-formadores. Numa perspetiva de formagdo de co-cristais, a
presenga, na molécula de bicalutamida, de varios grupos funcionais, Figura 1.18, suscetiveis de
originar uma diversidade de sintGes supramoleculares, torna este composto um exemplo
paradigmatico de possiveis efeitos de competicdo de sintdes. Foram escolhidos grupos de co-
formadores, com variagbes sistemdticas das estruturas em cada grupo, capazes de originar
diferentes tipos de sintdes supramoleculares. Sendo um ativo da classe Il do BCS, alguns dos co-
formadores foram escolhidos tendo em vista a investigacdo de formagao de co-cristais ou de outras

misturas sdlidas, por exemplo, eutéticos bindrios, com potencial para aplicagao farmacéutica.

-——— -
\
LY L
-
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Figura 1.18: Estrutura da bicalutamida mostrando os grupos que podem participar em ligagdes de hidrogénio.
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Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Na Tabela 2.1, sdo apresentados os compostos utilizados neste trabalho, o APl e os

diferentes co-formadores selecionados, é indicado o respetivo peso molecular, o grau de

pureza e o laboratério de origem. Na Tabela 2.2 sdo apresentados os diferentes solventes

utilizados, quer para a investigacao de co-cristais, quer nos ensaios de cristalizacdo em solucao.

Tabela 2.1: Origem e pureza dos compostos utilizados neste trabalho.

Composto Laboratério Pureza / % MM / g.mol*
Bicalutamida West Pharma 99.0-101.0 430.37
4,4’-bipiridil Fluka >99.0 156.19
Oxamida Fluka 98.0 88.07
Acido fumarico Sigma-Aldrich =>99.0 116.07
Acido oxalico anidro Fluka >99.0 90.04
Nicotinamida Sigma-Aldrich =99.5 122.12
Isonicotinamida Sigma-Aldrich 99.0 122.12
Pirazinamida Fluka 99.0 123.11
Cafeina Fluka >99.0 194.19
Teofilina anidra Sigma-Aldrich 99 180.16
Guanina Sigma-Aldrich 98.0 151.13
Pirazina Sigma-Aldrich =99.0 80.09
1,2-Bis (4-piridil) etano Sigma-Aldrich 99.0 184.24
Taurina Sigma-Aldrich 99.0 125.15
p-benzoquinona Sigma-Aldrich >99.5 108.09

Tabela 2.2: Laboratério de aquisigdo e pureza de cada um dos solventes usados.

Solvente Laboratdrio Pureza / %
Acetona Lab-scan 99.5
Acetato de etilo Fisher Chemical 99.97
Dioxano Merck 99.8
Tetra-hidrofurano Panreac 99.5
Etanol Panreac 99.8
Metanol Merck >99.9
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2.2 Meétodos de Prepara¢ao das Amostras

Para o estudo da relagdo entre a estrutura de bicalutamida em solucdo e a forma sélida
obtida utilizou-se como metodologia a cristalizacdo em solugdo. Na investigacdo da formacao
de co-cristais entre a bicalutamida e os diferentes co-formadores recorreu-se a mecanoquimica

com e sem assisténcia de solvente.

2.2.1 Cristalizagao em Solucao

A cristalizagdo a partir de uma solugdo é uma operacdo unitaria de importancia significativa na
producdo industrial de produtos quimicos organicos e inorganicos, bem como na purificacdo
quimica e producdo de formas polimérficas em compostos farmacéuticos. 7

Como se referiu, o solvente utilizado no processo de cristalizagdo pode ter um papel de grande
relevo na obtenc¢do de formas polimérficas de um ativo. Com o objetivo de tentar obter correlagdo
entre diferengas observadas entre a estrutura em solugdo e a forma sélida de bicalutamida
cristalizada, foram efetuados ensaios de cristalizacdo em 2 solventes, tetra-hidrofurano e acetona

escolhidos como resultado de investigacao prévia.

Condicoes experimentais

Dissolveram-se cerca de 21.5 mg de bicalutamida em 1.5 mL de acetona ou de tetra-
hidrofurano. Para facilitar a dissolugdo, as amostras foram submetidas a ultrassons. Posteriormente
foram filtradas com filtros de 0.45um Millex-PVDF Durapore para frascos de polipropileno
calibrados e o solvente evaporou a temperatura controlada de 25°C usando um banho seco MK-
20. A solugdo inicial e as amostras de solugdo colhidas durante o processo de evaporagdo foram
analisadas por FTIR. Foram também analisados os sélidos obtidos apds evaporac¢do total do

solvente.

2.2.2 Mecanoquimica

Historicamente, a moagem sem adicdo de solvente foi a primeira metodologia associada a
mecanoquimica: ato de misturar conjuntamente os componentes previamente selecionados para
a investigacdo de formacgao de co-cristal triturando-os, manualmente, em almofariz com pildo, ou
mecanicamente, utilizando um moinho de esferas. &Y

Em 2002, Shan et.al " introduziram a moagem assistida por solvente que envolve a tritura¢io
dos materiais em estudo com a adi¢cdo de quantidades cataliticas de solvente. Isto implica que as
qguantidades de solvente utilizado sdo minimas tendo apenas como finalidade o aumento no

rendimento, na cristalinidade do produto, bem como o controlo de polimorfismo. 7%5%73,74]
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Condicoes experimentais

Utilizou-se um moinho de bolas Retsch MM400, em células de 1.5 mL de aco inoxidavel, com
uma esfera de 4 mm de diametro, também em aco inoxidavel, sendo a massa total de ambos os
componentes de cerca de 20 mg. Em algumas experiéncias também se utilizaram células de 10 mL
de aco inoxidavél, com duas esferas de 7 mm de diametro, também de ago inoxidavel, com massa
total de ambos os componentes de cerca de 40 mg.

Uma vez que os co-cristais formados com a bicalutamida, descritos na literatura sdo preparados
por moagem manual em almofariz de agata e pildo, também foi realizado o estudo de algumas
amostras preparadas deste modo.

A Tabela 2.3 sumaria as condi¢des experimentais dos varios ensaios realizados com diferentes
proporcdes molares de bicalutamida e de cada um dos co-formadores escolhidos, sendo as

composicdes das misturas detalhadas no Capitulo 3.
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Tabela 2.3: CondigGes experimentais utilizadas na preparagdo das diferentes misturas.

Tipo de moagem  Solvente ( V/uL) Tempo / min  Frequéncia / Hz
4,4’ -bipiridil Manual Acetona (10) 4 -
M.B ®) Acetona (5) 30 15
Oxamida Manual Acetona (10) 4 -
M.B ®) Etanol (5) 30 15
Acido fumarico i) Manual Acetona (10) 4 -
ii) Manual sobre i) Acetona (10) 4 -
M.B ®) Etanol (5) 30 15
Acido oxalico anidro i) M.B @ Etanol (5) 30 15
ii) Manual sobre i) Acetona (10) 4 -
Nicotinamida M.B ®) Etanol (5) 30 15
Manual Dioxano (5) 4 -
M.B ® - 30 15
Isonicotinamida M.B () Etanol (5) 30 15
Pirazinamida M.B ®) - 30 15
Cafeina M.B @ - 30 15
i) M.B @ Etanol (5) 30 15
ii) M.B @ sobre i) Etanol (5) 30 15
M.B @ Etanol (5) 60 30
Teofilina M.B @ Etanol (5) 30 15
Guanina M.B (@ Etanol (5) 30 15
Pirazina iy M.B @ Etanol (5) 30 15
ii) Manual sobre i) Dioxano (10) 4 -
1,2-Bis (4piridil) etano M.B ) Acetona (5) 30 15
M.B ) Etanol (5) 30 15
Taurina M.B (@ - 30 15
iy M.B @ Etanol (5) 30 15
ii) M.B @ sobre i) Etanol (5) 30 15
M.B @ Acetato de etilo (5) 60 30
M.B ®) Etanol (5) 90 15
M.B @ Etanol (5) 90 15
p-benzoquinona M.B ®) Acetona (5) 30 15
M.B ®) Etanol (5) 30 15

(a) Moinho Retsh MM400, células de 10mL com duas esferas de 7mm de didametro; (b) Moinho Retsh MM400, células de 1.5mL com uma esfera de 4mm

de diametro.

2.3 Métodos de analise

Neste trabalho foram utilizados métodos de analise térmica como calorimetria diferencial de
varrimento (DSC) e a termomicroscopia com luz polarizada (PLTM). Utilizaram-se também métodos
cristalograficos, a difracdo de raios-X de pd (XRPD) e métodos espetroscdpicos nomeadamente a
espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier — reflectancia total atenuada (FTIR-

ATR). Foram também feitos estudos computacionais sobre a molécula isolada de bicalutamida.
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2.3.1 Analise térmica

A andlise térmica representa um conjunto de técnicas em que uma propriedade da amostra é
medida em func¢do do tempo ou da temperatura enquanto a temperatura da amostra, numa
atmosfera especifica, € aumentada ou diminuida a uma velocidade constante ou mantida num valor

fixo. 78!

2.3.1.1 Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

A calorimetria diferencial de varrimento, do inglés Differential Scanning Calorimetry (DSC),
mede a diferenca de fluxo de calor entre a célula da amostra e a célula de referéncia, em funcdo da
temperatura, enquanto ambos sdo submetidos a um programa de temperatura, numa atmosfera
controlada. Neste trabalho foi utilizado um calorimetro de poténcia compensada. Neste, a amostra
e a referéncia encontram-se em fornos individuais, sendo as diferencas de temperatura entre
ambas compensadas por fornecimento diferencial de poténcia calorifica necessaria para manter os
dois fornos a mesma temperatura. Aquilo que se obtém é esta diferenca de poténcia calorifica
representada em fung¢do da temperatura da amostra, ou do tempo de ensaio. 767778l

A calorimetria diferencial de varrimento é uma das técnicas térmicas mais utilizadas devido
a sua capacidade em fornecer informagdes detalhadas sobre as propriedades fisicas e energéticas
de uma dada substancia, nomeadamente as temperaturas de transi¢do sélido-sélido, cristalizagdo
ou fusdo, capacidade calorifica, interages farmaco-farmaco ou farmaco-excipiente. Utiliza uma
pequena quantidade de amostra (~ 1-10 mg) sendo uma técnica tanto qualitativa como
guantitativa. No entanto, a amostra perde a identidade durante a andlise, ndo é obtida informacao
direta acerca da natureza dos eventos térmicos e pode ser dificil resolver eventos térmicos que se

sobreponham, em valores de temperatura préximos. 7% 7%

Condicoes experimentais

Neste trabalho foram utilizados dois calorimetros, Perkin-Elmer DSC 7 e Perkin-Elmer Pyris
1, ambos equipados com sistemas de refrigeracdao ajustados a -7.8 °C e -25.1°C, respetivamente,
sendo o fluido de refrigeracdo uma mistura etilenoglicol/agua (1:1, (v/v)). Utilizou-se como gas de
purga o azoto, com fluxo de 20 mL/min.

As amostras foram preparadas em cdpsulas de aluminio de 30 pL hermeticamente
fechadas. Como referéncia foi utilizada uma capsula igual, mas vazia. Os programas de varrimento
sdo descritos ao longo do trabalho.

A calibracao foi efetuada para diferentes velocidades de varrimento com recurso a padrdes

de elevado grau de pureza. Para a calibracdo da temperatura utilizaram-se o bifenilo (material
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certificado, LGC 2610, T:,s=68.93 °C); o naftaleno (material de referéncia certificado LGC 2401, Tsus
=80.20 °C); o acido benzoico (material certificado, LGC 2606, Tss=122.4 °C); o indio (material de
referéncia certificado Perkin-Elmer, 99.999 % T =156.60 °C). Para a calibracdo da entalpia foi

usado o indio Ag,cH=28.6 J.g™.

2.3.1.2 Termomicroscopia com luz polarizada (PLTM)

A termomicroscopia com luz polarizada, também designada por hot-stage thermomicroscopy,
envolve a observacdo da amostra através de um microscépio 6tico com luz polarizada em fungdo
da temperatura, o que permite visualizar eventos térmicos como transicées de fase sélido-sélido,
fusdo, cristalizacdo, entre outros. Tal implica que esta técnica é complementar a calorimetria
diferencial de varrimento, uma vez que permite visualizar através de imagens e/ou video os
processos que ocorrem ao longo de um programa de temperatura pré-definido. Esta técnica
permite ainda observar a cristalinidade, a morfologia e o hdbito cristalino das formas sdlidas,
utilizando uma quantidade minima de amostra. No entanto a informacdo quantitativa ndo é

avaliada. 1507980l

Condicoes experimentais

O equipamento utilizado neste trabalho é constituido por uma placa de aquecimento
DSC600 da Linkam, sendo a temperatura controlada por sensores de platina (Pt100). O
equipamento possui um bloco central com varias unidades que desempenham diversas fungdes: a
unidade CI94 (computer interface) que tem como func¢do o controle do programa de temperatura,
a unidade LNP94 (Liquid Nitrogen Pamp) que controla a refrigeracdo e uma unidade VT0232 (Video
Text) e um computador que controla todo o sistema. A observacdo da amostra é feita por um
microscopio de transmissdao de luz polarizada, DMRB adquirido a empresa Leica, sendo toda a
experiéncia fotografada e filmada pela cdmara Sony CCD-IRIS/RGB modelo DXC-151 AP e gravada
em computador.

As imagens foram obtidas com ampliagdao de 50x ou 200x, sendo descritas ao longo do

trabalho.

2.3.2 Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A espetroscopia de infravermelho baseia-se na absorgao de radiacdo eletromagnética na regiao

do infravermelho por moléculas, resultando em transicdo entre niveis vibracionais. S3o ativos em
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infravermelho os modos vibracionais que resultam em variacdo do momento dipolar. Esta técnica
tem um elevado potencial na elucidacdo das estruturas moleculares, ja que o espetro que se obtém
fornece uma impressdo digital Unica do composto. E também muito importante no estudo de
polimorfismo, ou de um modo geral para dar informagdo sobre a associa¢do intermolecular por

ligagdo de hidrogénio entre grupos funcionais no composto. &

Condicoes experimentais

Os estudos de espetroscopia de absorcdao no infravermelho foram realizados num
espectrémetro Thermo Nicolet 380 FTIR com resolu¢do de 1 cm™. Este equipamento possui um
detetor DTGS. Foi utilizado o acessério de refletancia total atenuada, 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 onde é colocada a amostra de 13 mm?. Foram também
obtidos espetros em modo de transmissdo através de uma célula de percurso 6tico fixo 0.025 mm
PYE UNICAM de KBR e através de pastilha de KBR, para uso espetroscépico, na proporcao de 1:100
(1 mg de composto a analisar para 100 mg de KBr), sendo as misturas pulverizadas num almofariz
de 4gata e prensadas num sistema hidraulico de forma a obter uma pastilha suficientemente fina.

A aquisicdo dos dados foi realizada com o software EZ OMINIC 6.1., sendo os espetros

adquiridos com 64 scans, numa gama espetral de 4000-400 cm™.

2.3.3 Difracao de raios-X

A difragdo de raios-X (XRD) baseia-se na incidéncia de um feixe monocromatico de raios-X num
cristal da amostra. O feixe é difratado dando origem a um padrao de interferéncias construtivas
que reflete o espagamento entre os planos de distribuicdo dos d&tomos no cristal, que podem ser
calculados pela lei de Bragg, nA = 2d sinf, onde n corresponde a ordem de difracdo, A é o
comprimento de onda da radiacdo incidente, d é a distancia interplanar num conjunto de planos
da estrutura cristalina e 8 o angulo de incidéncia de raio-X. 12%°!

O método de difracdo de raios-X usado neste trabalho foi o de pé (XRPD). Este é aplicado
para amostras policristalinas e tal como o nome indica a amostra é observada sob a forma de p9,
sendo obtidos os padrdes de difracdo de raio-X caracteristicos: picos em certas posicdes e com
intensidades varidveis. A partir dos valores de 26 a que os picos sdo observados é possivel calcular,

pela lei de Bragg, os valores de espagamento para os diferentes planos do cristal. 12
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Condicoes experimentais

Os estudos de difracdo de raios-X de pdé (XRPD) foram realizados no Centro de Fisica da
Universidade de Coimbra (CFisUC), do Departamento de Fisica da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologias da Universidade de Coimbra.

Foi utilizado um difratémetro de raios-X pé de Enraf-Nonius com geometria de difracdo
Debye-Sherrer, equipado com um detetor CPS 120° Inel. A radia¢do usada foi de Cu Ka 1
(1=1.540598 A).

2.4 Métodos Computacionais

Procedimento Computacional

Nos calculos efetuados foram tomadas como ponto de partida as conformag6es moleculares
de bicalutamida presentes nas estruturas das duas formas que se encontram depositadas em CSD.
Inicialmente foi realizada a otimizacdo da geometria de cada uma dessas conformacgdes e depois
foi previsto o espetro de infravermelho de cada uma delas de modo a ser possivel uma tentativa
de atribuicdo de alguns modos de vibracdo da molécula as bandas obtidas experimentalmente.
Recorreu-se a Teoria do Funcional da Densidade (DFT) com o funcional B3LYP e a base de funcdes
base cc-pVDZ (CCD), e ao programa de visualizagdo Avogadro e a aplicagdo PuUTTY suite, versdo

Release 0.65.

34



Capitulo 3

Resultados e Discussao







Resultados e Discussdo

3.1 Avaliagao Preliminar do Composto Comercial

O composto de partida foi identificado, por difracdao de raios-X de pd, como o polimorfo I:

JAYCES, descrito por Hu et al. %], Figura 3.1.

JAYCESO1

{\J NJ\ AN J Bicalutamida
comercial
T T
15

Intensidade

U\«JMJ UAJ\_,\/\AJ\J\JLA/\A\UAJAYCES

20 25 30 35

10
20/°

Figura 3.1: Difractograma de raios-X de pé obtido para a bicalutamida comercial e difractogramas simulados de cada uma
das estruturas descritas na literatura: JAYCES (5% e JAYCESO1 161,

A caracterizagao por DSC, Figura 3.2, indica que no processo de aquecimento apenas se
observa um pico endotérmico que corresponde a fusdo do polimorfo | (Tf,s= (193.5£0.5)°C; AH=
(45.1%£3.9) kI/mol; n=4). Durante o arrefecimento do fundido, nas condi¢des utilizadas, ndo é
verificada a cristalizacdo do composto e no segundo aquecimento é observada uma transicdo vitrea
Tq= (55.5+0.6)°C, seguida de um pico exotérmico a T = (116.0+1.4)°C; AH= (-25.8+1.4) kl/mol; n=4
e um segundo pico endotérmico com Ty,s= (190.620.5)°C; AH= (37.643.3) kJ/mol; n=4. Portanto,
nestas condi¢Ges experimentais, no arrefecimento obtém-se o liquido sobrearrefecido que vitrifica,
apesar do sinal ndo ser muito evidente. No aquecimento subsequente ocorre uma transicdo vitrea
seguida da cristalizagdao do polimorfo Il (pico exotérmico observado) que funde a temperatura

descrita por Vega et al. ®Y) A Tabela 3.1. sumaria os resultados obtidos.

37



Resultados e Discussdo
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Figura 3.2: Termograma da amostra 1; Programa: aquecimento de 25°C a 205°C, arrefecimento de 205°C a 25°C e aquecimento
de 25°C a 205°C com B=10°C/min.

Tabela 3.1: Parametros termodinamicos obtidos a partir das curvas de DSC, em ciclos de aquecimento, arrefecimento e
aquecimento realizados sobre amostras independentes de bicalutamida.

22 Aquecimento

12 Aquecimento Pico exotérmico Pico endotérmico

Amostra  Tonset/°C AH/kJ/mol  Tg/°C Tonset/ °C AH/ /g Tonset / °C AH / kJ/mol

1 193.4 46.0 54.9 114.4 -25.6 190.5 37.6
2 193.4 48.9 55.3 116.9 -27.4 190.3 41.2
3 193.1 45.9 55.4 117.5 -26.1 190.2 38.5
4 194.2 39.6 56.3 115.3 -24.0 191.4 33.2
xXts 193.5+0.5  45.1#3.9  55.5%0.6 116.0#1.4 -25.8+.1.4 190.6+0.5 37.6%3.3

Através da analise por FITR-ATR, Figura 3.3, pode concluir-se que as duas formas
polimérficas da bicalutamida apresentam diferencas nos espetros de infravermelho, como seria
esperado atendendo as respetivas estruturas cristalinas. O espetro da forma polimérfica | é obtido
diretamente do composto comercial, enquanto que a forma Il foi preparada por ciclos de
aquecimento, arrefecimento em DSC. Analisando os espetros, sdo registadas diferencas nas bandas
localizadas entre 3500-3100 cm™ que correspondem as elongacdes do N-H e do O-H, em bandas
entre 1800-1600 cm™ atribuidas & banda de elongacdo C=0 e a deformac3o angular N-H, e a cerca
de 1100 cm?, atribuida a elongacdo C-O.

As duas formas tém uma relagdo de monotropia, tal como descrito na literatura por Vega

et al. ®™e comprovado experimentalmente neste trabalho, uma vez que a forma polimdrfica com
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temperatura de fusdo mais elevada, |, apresenta também maior entalpia de fusdo. ®? Portanto a

forma ll, a pressao atmosférica, é metaestavel relativamente ao polimorfo I.

<
S
o
(8]
c 3333 1687
«© 2229
b 3577 Forma |
o MJL_)-&.
[%]
Q
<
3331
3452 Forma ll
| I E— — 1 T T T T T T T
3500 3000 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Numero de onda / cm™

Figura 3.3: Espetros de FTIR-ATR das duas formas polimarficas da bicalutamida.

3.2 Influéncia do solvente na obtencao de formas polimorficas da

bicalutamida
A investigacdo de novas formas polimdrficas da bicalutamida foi desenvolvida no ambito do
estagio curricular do 12 ano do curso Mestrado em Quimica, dando origem a um relatério intitulado
“Investiga¢do de Formas Sdlidas do Anti-neopldsico Bicalutamida”. '®3! Foi investigada a obtengdo
de formas polimérficas da bicalutamida, por cristalizagdo em solucdo, usando diferentes solventes.
As condig¢Oes de cristalizacdo sdo apresentadas no Apéndice 1. A Tabela 3.2 sumaria os resultados

obtidos.

39



Resultados e Discussdo

Tabela 3.2: Sintese dos resultados obtidos na investigagdo de formas polimérficas da bicalutamida, por cristalizagdo em
solugdo. As imagens obtidas por PLTM evidenciam os hdbitos cristalinos dos sélidos obtidos por cristalizagdo nos
diferentes solventes: (a) ampliagdo de 50x e (b) ampliagdo de 200x. A forma polimdrfica obtida foi identificada por FTIR-
ATR e por DSC. (83]

Solvente Habito Polimorfo
Amostra sélida
utilizado cristalino obtido

Tetracloreto de Aglomerado Acicular |

carbono+acetona (80+20) V/V + Lamelar

Cloroférmio Prismatico + Tabular |

Diclorometano Prismatico + Tabular |

Tetra-hidrofurano Esferulite Il

Dioxano Esferulite 1]

Acetato de etilo Dendritico+Lanceolar |

Acetona Dendritico+Lanceolar |
Etanol Prismatico + Tabular |
Metanol Prismatico + Tabular |

A (@)

Etanol+Agua ES G
&%
(89+11) V/V SR
*g™ [

Prismatico + Tabular |

O polimorfo | foi obtido na generalidade dos solventes. Apenas nos ensaios realizados usando
éteres ciclicos, dioxano e tetra-hidrofurano, como solventes foi obtida a forma polimdrfica,
metaestavel, II. Tendo como base estes resultados e tendo em considera¢do a simplicidade dos
respectivos espetros de infravermelho, selecionou-se a acetona e o tetra-hidrofurano para realizar

novos ensaios de cristalizacdo, de modo a investigar a relagdo entre a estrutura da bicalutamida em
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solucdo e a estrutura cristalina obtida. Os solventes escolhidos sdo essencialmente aceitadores em
ligagGes de hidrogénio, com momento dipolar, u=2.49 D para a acetona e ¢=1.175 D para o tetra-
hidrofurano. O parametro de Kamlet e Taft, a, que descreve a capacidade do solvente atuar como
dador em ligacGes de hidrogénio, para a acetona é de 0.08 e para o tetra-hidrofurano é de 0.00 e o
parametro de Kamlet e Taft, 8, que corresponde a capacidade do solvente atuar como aceitador
em ligagSes de hidrogénio, para a acetona é de 0.48 e para o tetra-hidrofurano é de 0.55. 4 A
espetroscopia de infravermelho foi escolhida como método de estudo. A selecdo daqueles dois
solventes, como se referiu, resulta do facto de terem conduzido a formacdo de polimorfos
diferentes, e também apresentarem espetros de infravermelho relativamente simples. Para uma
melhor interpretacdo dos resultados comecou por fazer-se o estudo vibracional das moléculas
isoladas nas duas conformacées existentes nos dois polimorfos de bicalutamida. Assim, foram
retirados da CSD os CIFS das duas estruturas descritos da bicalutamida, JAYCES [®°! e JAYCES02 61,
isoladas cada uma das moléculas e através de cdlculos computacionais procedeu-se a otimizacdo

da geometria e posteriormente ao calculo das respetivas frequéncias vibracionais.

Previsdo computacional dos modos vibracionais dos conférmeros presentes em cada um dos

polimorfos da bicalutamida através de cdlculos computacionais

As Figuras 3.4 e 3.5 apresentam os dois conféormeros de partida e as estruturas apds a
otimizacdo da geometria por B3LYP/cc-pVDZ, sendo a numeracdo atdmica utilizada nesta
dissertacao a apresentada na Figura 1.15. A otimiza¢do da geometria ndo altera significativamente
a conformag¢dao molecular, sendo verificadas apenas diferengas ao nivel de alguns angulos de
tor¢do, nomeadamente nos dngulos F(1)-S(8)-C(12)-N(25) e S(8)-C(11)-C(12)-C(15), Tabela 3.3. Na
Tabela 3.4 é feita a descrigdo aproximada dos modos vibracionais obtidos computacionalmente e
escalados com o fator de escala 0.96 e sdo assinaladas as zonas espetrais onde foi possivel atribuir
algumas bandas que se observam no espetro experimental. Esta descri¢cdo foi baseada na analise

dos deslocamentos dos atomos relativos a cada modo vibracional através do programa Avogadro.
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(b)

Figura 3.4: Conférmero da bicalutamida, no polimorfo I: JAYCES (a) estrutura de partida e (b) estrutura apds
otimizagdo da geometria.

(a) (b)

Figura 3.5: Conférmero da bicalutamida, no polimorfo II: JAYCESO2 (a) estrutura de partida e (b) estrutura apds
otimizagdo da geometria.

Tabela 3.3: Angulos de tor¢do (°) representativos dos dois conférmeros da bicalutamida, antes e apds a otimizagdo da
geometria; numeragao apresentada na Figura 1.15.

Angulos de partida Angulos apés otimiza¢do
JAYCES JAYCES 02 JAYCES JAYCESO2
C(12)-C(11)-S(8)-C(5) -87.4 72.5 -87.4 72.5
5(8)-C(11)-C(12)-C(15) -64.9 -65.6 -64.9 65.6
C(11)-C(12)-C(15)-N(17) 131.5 128.8 1315 128.8
C(12)-C(15)-N(17)-C(18) -175.3 178.2 -175.3 178.2
F(1)-5(8)-C(12)-N(25) -118.9 282 -106.9 39.8
C(19)-C(18)-N(17)-C(15) -27.9 -164.4 -27.9 -164.4
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Estudo por FTIR de solugées de bicalutamida em acetona e em tetra-hidrofurano

A previsdo dos diferentes modos de vibracao foi utilizada para proceder a investigacdo da
influéncia do solvente na obtencdo de uma forma polimérfica ou de outra, através da analise dos
modos vibracionais caracteristicos de cada um dos conférmeros nos espetros experimentais de
infravermelho. S3o apresentados os resultados obtidos por FTIR em modo de ATR e em modo de
transmissdo, com uma célula de percurso 6tico fixo, a medida que o solvente foi evaporando, a
temperatura T=25 °C. Apenas sao mostradas as zonas dos espetros onde se detetaram diferencas
significativas e as zonas onde ndo existe interferéncia do solvente. Para estas zonas tentou-se fazer
uma atribuicdo dos modos vibracionais de acordo com a descricdo aproximada obtida
computacionalmente. No entanto, uma vez que o cdlculo é feito a partir de uma molécula isolada
e 0s espetros que se obtém experimentalmente sdo em fase condensada e dado que se trata de
uma molécula de elevada dimensdo, os modos vibracionais ndo vao ser totalmente coincidentes e
a atribuicdo das bandas ndo é linear.

Nas Figuras 3.6 a 3.12 sdo apresentados os resultados obtidos por FTIR, em modo de
transmissdo e em ATR, para solucGes de bicalutamida, de diferentes concentracbes, nos dois
solventes selecionados. Os resultados obtidos utilizando qualquer um destes modos de aquisicdo
estdo em excelente concordancia. Nestas sdo também indicadas propostas de atribuicdo de modos
vibracionais nalgumas regides do espetro. A banda a 1431 cm™ que é observada na forma
polimérfica Il e que estad ausente na forma polimérfica I, foi atribuida a elongagao assimétrica do
anel C18-C19-C20-C21-C22-C23, a elongacdo da ligagdo C18-N17 e a deformagdo angular C14-H.
Esta banda é também intensa nos espetros de Raman apresentados por Német et al. ¥ para a
forma Il sendo também observada no estado amorfo. Os grupos envolvidos neste modo vibracional
nao participam em liga¢Ges de hidrogénio, pelo que as diferencas relativamente ao espetro da
forma I, resultam das diferengas da conformagdo molecular.

As Figuras 3.6 a 3.8 relativas ao estudo em tetra-hidrofurano apontam que em solugdo
haverad uma mistura de conférmeros com zonas do espetro com grande semelhanca com a forma
polimérfica Il - vo—o ~ 1700 cm™, regides compreendidas entre 1400-1550 cm™ e 1750-1650 cm™ -
e regides que sdo mais proximas do espetro da forma polimorfica | - regides compreendidas entre
1200-1100 cm™ e 1350-1250 cm™. Apés a cristalizacdo obtém-se a forma I.

Nestes ensaios, tal como ja foi referido, a evaporacdo do solvente ocorreu a partir de um

frasco calibrado de polipropileno com temperatura controlada, T7=25 ° C, originando
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maioritariamente a forma . Nos ensaios discutidos no trabalho “Investigacdo de Formas Sdlidas do
Anti-neopldsico Bicalutamida” '®3 a evaporag¢do ocorreu a temperatura ambiente a partir de uma
caixa de Petri, originando a forma Il. Como neste ultimo ensaio a velocidade de evaporacdo é mais

rapida do que no primeiro obtém-se o cristal cinético, isto é, aquele que apresenta menor energia

de ativacao.
Vdos anéis aromaticos
6dos anéis aromaticos, __
N—H, C—H Cristais
1687 obtidos
—_—N
A _—/\/\/V\km
© AN Forma |
S vl I AV,
~ —_— ] Fomal ll
R
(8]
c
@
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S 1698 \_,JA\/\_,\/\QM THF
o) 4 A
< 7\ N []1=0.052M
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Numero de onda / cm™

Figura 3.6: Espetros de FTIR-modo transmissdo, 1800-1000 cm, de solugdes de bicalutamida em tetra-hidrofurano;
solido obtido neste processo de cristalizagdo. Os espetros das formas polimérficas | e Il e do solvente s3o apresentados

para comparagao.
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Figura 3.7: Espetros de FTIR-ATR, 1800-1000 cm-?, de solug&es de bicalutamida em tetra-hidrofurano (solvente utilizado
na aquisi¢do do background); sélido obtido neste processo de cristalizagdo. Os espetros das formas polimérficas l e Il e
do solvente sdo apresentados para comparagao.
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Figura 3.8: Espetros de FTIR-ATR, 1000-500 cm?, de solugBes de bicalutamida em tetra-hidrofurano (solvente utilizado
na aquisicdo do background); sélido obtido neste processo de cristalizagdo. Os espetros das formas polimérficas I e Il e
do solvente sdo apresentados para comparagdo

Da andlise das Figuras 3.9 a 3.12, resultados obtidos para a bicalutamida em solugao de
acetona, verifica-se que em solugdao o espetro é muito préximo ao da forma Il. No entanto a
cristalizagdo conduz a forma polimérfica | tal como se tinha observado em ensaios noutras
condi¢Bes experimentais 3,

A estrutura da bicalutamida em solugao devera favorecer a formag¢do do polimorfo Il. Os
resultados obtidos apontam, em ambos os solventes para que, mesmo que a forma Il, monotrépica
relativamente a formal |, seja obtida, a evolugdo para o polimorfo termodinamicamente estavel tem
uma cinética favoravel nestas condicGes e é essa a fase final obtida. Seria interessante fazer o

registo do espetro ao longo do tempo para avaliar esta proposta.
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Figura 3.9: Espetros de FTIR-modo transmissdo, 1650-1375 cm-?, de solugGes de bicalutamida em acetona; sélido obtido
neste processo de cristalizagdo. Os espetros das formas polimérficas | e Il e do solvente sdo apresentados para
comparagao.
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Figura 3.10: Espetros de FTIR-modo transmissdo, 1000-700 cm, de solugBes de bicalutamida em acetona; sélido obtido
neste processo de cristalizagdo. Os espetros das formas polimérficas | e Il e do solvente sdo apresentados para
comparagao.
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Figura 3.11: Espetros de FTIR-ATR, 1650-1375 cm, de solug¢Bes de bicalutamida em acetona; sélido obtido neste processo
de cristalizagdo. Os espetros das formas polimérficas | e Il e do solvente sdo apresentados para comparagao.
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Figura 3.12: Espetros de FTIR-ATR, 1000-700 cm1, de solugBes de bicalutamida em acetona; sélido obtido neste processo
de cristalizagdo. Os espetros das formas polimorficas | e Il e do solvente sdo apresentados para comparagao.
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3.3 Investigacao da formacgao de co-cristais de bicalutamida

3.3.1 Co-formador: 4,4’-bipiridil

Como referido anteriormente estdo descritos na literatura dois co-cristais da bicalutamida com
compostos aromaticos heterociclicos como co-formadores, nomeadamente o 4,4’-bipiridil e 0 1,2-
bis(4-piridil)etileno, obtidos por moagem manual assistida por solvente. 7

A investiga¢do de co-cristais da bicalutamida iniciou-se com a reprodugao de um destes co-
cristais, com o co-formador 4,4’-bipiridil, nas condicdes descritas na literatura *”! e também através
da sintese por moagem em moinho de bolas.

As curvas de DSC das misturas 1:1 de bicalutamida:4,4’-bipiridil, obtidas por varias
metodologias, Figura 3.13, confirmam a formacdo de co-cristal. A temperatura de fusdo da mistura
equimolar, Tabela 3.5, situa-se entre as temperaturas de fusdo dos compostos puros, obtendo-se
um valor concordante com o descrito na literatura Tr,s=157-159°C ®”). O perfil da curva de DSC da
amostra obtida em moinho de bolas é mais satisfatério.

Os espetros de FTIR-ATR, Figura 3.14, mostram que a amostra obtida por moagem manual
com adicdo de acetona apresenta diferencas significativas relativamente a amostra obtida em
moinho de bolas. As diferengas observadas devem-se ao facto de a reagdo ndo ser completa quando
se faz a moagem manual sendo notdrias bandas de bicalutamida por reagir.

A andlise por difragdo de raios-X de pd, Figura 3.15 confirma esta conclusdo. Sdo observadas
todas as reflexdes do co-cristal, ja descrito, e a presen¢a dos compostos de partida. As reflexdes,

assinaladas com asterisco na Figura 3.15 devem-se a presenca de bicalutamida.

80

Endo 60
=
S
= 40 4 44-bipiridil
o
[
o
% Moagem manual_acetona
]
X 20
=
(TR Moagem moinho_acetona
Bicalutamida

0 T T T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura / °C

Figura 3.13: Termograma, DSC, das misturas equimolares de bicalutamida e 4,4’-bipiridil obtidas por moagem manual e
nas condi¢des apresentadas na Tabela 2.3, f=10°C/min.
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Tabela 3.5: Parametros termodinamicos das curvas de DSC dos compostos de partida, bicalutamida e 4,4’-bipiridil, e da

mistura equimolar de ambos, obtida em diferentes condigGes experimentais.

Tonset / °C AH/Jg‘1
Bicalutamida 193.540.5 45.1£3.9
Mist. 1:1 moagem manual assistida por 10ulL de acetona 159.9 @ 112.7
Mist. 1:1 moagem em moinho assistida por 5uL de acetona 161.7 /161.1 113.4
4,4-bipiridil 111.5® 119.1
(a) Literatura: T, =157-159[67]; Literatura: T, =110-114[67]
fus fus
4,4'-bipiridil \
<
>
c\ts Moagem manual_acetona
c
«©
c
8 Moagem moinho_acetona
Q
<
Bicalutamida_|
T T T T T T T T T T T T 1
3600 3300 3000 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numero de onda / cm’

Figura 3.14: Espetros de FTIR-ATR dos compostos de partida e das misturas equimolares de bicalutamida e 4,4’-bipiridil
obtidas por moagem manual e por mecanoquimica (condigdes apresentadas na Tabela 2.3).

Manual

Intensidade

Simulado

1

10 15 20 25 30
20/°

Figura 3.15: Difractogramas de raios-X de p6 obtidos para as amostras equimolares obtidas por moagem manual de 4,4’-
bipiridil e bicalutamida e por mecanoquimica (condi¢des na Tabela 2.3). O difractograma simulado foi obtido a partir dos

dados da literatura. (67}
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3.3.2 Co-formadores: oxamida, acido fumarico e acido oxalico

Tendo como ponto de partida os co-cristais descritos que sao sintetizados a partir de co-
formadores bifuncionais com estrutura rigida, selecionaram-se outros co-formadores também
bifuncionais e com estrutura rigida, com capacidade de associa¢cdo supramolecular com a
bicalutamida por outro tipo de sintdes supramoleculares. Escolheram-se dois acidos
dicarboxilicos, acido oxalico e acido fumarico, e a oxamida por comparacdo estrutural com o
acido oxalico. A Tabela 3.6 ilustra algumas possibilidades de associa¢do entre a bicalutamida e
estes co-formadores.

Foram tentadas, em cada caso, vdrias metodologias de sintese de co-cristais, moagem
manual, moagem em moinho de bolas com assisténcia de solvente, mas em todos os ensaios
foram apenas obtidas misturas fisicas dos compostos de partida como é evidente dos espetros

de infravermelho apresentados na Figura 3.16.

Tabela 3.6: Alguns dos sintdes supramoleculares que se podem formar na associagdo entre a bicalutamida e os co-
formadores oxamida, acido fumarico e acido oxalico.

Oxamida Acido fumarico Acido oxalico
O o o
HaN "o AN on HO
NH, OH
(e}
° [e]
R 0---Ho R
N—H----N=C R / R 011111HO Qi H-N
/ g > R
" 2 R 7 R R—</ R
CF; N-H----0 7 Y
| OH-HI11110 O-HinQ
H
?
0---H-N R R
e N |
L R R I
HN o R %EQF . .
H (0] o]
H >:o—-—-H-N
E R R
[0]
RJ‘LR

Em todos os sistemas, a fusdao, curvas DSC na Figura 3.17, inicia-se a temperatura inferior a
de fusdo dos compostos de partida. As misturas fisicas sofrem degradagao nao sendo possivel a

visualizagao de mais nenhum evento a temperaturas elevadas.
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Figura 3.16: Espetros de FTIR-ATR dos compostos de partida e das misturas equimolares obtidas entre a bicalutamida e
o co-formador: a) oxamida; b) 4dcido fumarico e c) acido oxdlico.
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Figura 3.17: Termograma, DSC, das misturas equimolares obtidas entre a bicalutamida e o co-formador: a) oxamida; b)
acido fumarico e c) 4cido oxalico; B=10°C/min.
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3.3.3 Co-formadores: Carboxamidas

O segundo grupo de co-formadores avaliados é constituido por um conjunto de
carboxamidas, duas piridina carboxamidas, a isonicotinamida e a nicotinamida e uma pirazina
carboxamida, a pirazinamida. Estes co-formadores, com estruturas moleculares que
apresentam variagOes sistematicas entre si, tém capacidade de associagdo com a bicalutamida
por sintdes supramoleculares envolvendo o azoto aromadtico, os quais se tém revelado
robustos. A associacdo pelo grupo amida representa uma outra possibilidade, complementar
ou competitiva. A Tabela 3.7 ilustra algumas possibilidades de associacdo entre estes co-
formadores e a bicalutamida.

A investigacdo de misturas binarias de bicalutamida com estes compostos reveste-se de
particular importancia atendendo a atividade bioldgica que apresentam, informacao
apresentada no Apéndice 2. Serd dada particular atencdo ao sistema
bicalutamida+nicotinamida, o mais promissor no que diz respeito a aplicacdo farmacéutica e
com capacidade de melhorar caracteristicas fisico-quimicas da bicalutamida (incremento de

solubilidade).

Tabela 3.7: Alguns dos sintdes supramoleculares possiveis na associagao entre a bicalutamida e os co-formadores:
nicotinamida,isonicotinamida e pirazinamida.

Nicotinamida Isonicotinamida Pirazinamida
[e] (o] o
/ ’ NH, | \ NH, N / | NH,
\N N / \ N
R — 0-----H

Nicotinamida
Iniciou-se o estudo com prepara¢do de misturas equimolares de bicalutamida com os
componentes escolhidos como co-formadores. Da andlise das curvas de DSC, Figura 3.18, dos

parametros termodinamicos, Tabela 3.8 e dos espetros de FTIR-ATR, Figura 3.19, pode concluir-
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se que ndo ocorre formacao de co-cristal. Obtém-se a soma das contribuicdes dos compostos

de partida nos espetros de FTIR-ATR, o que significa que se trata de uma mistura fisica. Por

outro lado, o perfil das curvas de DSC aponta para que possa ocorrer a formacgao de um sistema

com eutético.
80
Endo | 4
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50 ¢
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40
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0 - Bicalutamida

T T T T T T T T T
40 60 80 100 120

Temperatura / °C

T T T
140 160

T T T
180 200

Figura 3.18: Termogramas, DSC, das misturas equimolares de bicalutamida e nicotinamida obtidas por moagem em
moinho de bolas assistida por etanol e sem adigdo de solvente (condi¢des na Tabela 2.3), £=10°C/min.

Tabela 3.8: Pardametros termodinamicos das curvas de DSC da mistura equimolar de bicalutamida e nicotinamida e dos

compostos de partida.

12 Pico 22Pico
Tonset / °C AH /gt Tmax [ °C
Bicalutamida 193.540.5 45.143.9
Mist. 1:1 manual (LAG, dioxano) 113.8 44.0 161.0
Mist. 1:1 moinho (LAG, etanol) 118.4 43.7 164.6
Mist. 1:1 moinho NG 118.4/120.7 69.3/78.9 154.9/149.0
Nicotinamida 128.3/128.5 191.1/187.3
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Figura 3.19: Espetros de FTIR-ATR dos compostos de partida e das misturas equimolares de bicalutamida e nicotinamida
obtidas por moagem manual e em moinho de bolas com e sem adigdo de solvente (condigdes na Tabela 2.3).

Como se referiu anteriormente, no Capitulo 1, misturas eutéticas podem ser de grande
interesse em aplicagdo farmacéutica no caso de ativos da classe Il do sistema de classificacdo
biofarmacéutico como a bicalutamida, numa perspetiva de incremento de solubilidade. Misturas
de bicalutamida com nicotinamida revestem-se de particular relevancia, uma vez que esta ultima,
como detalhado na Apéndice 2, é a forma mais comum da vitamina B3. Assim, este sistema foi
estudado com mais detalhe, sendo preparadas misturas com diferentes proporcées molares e
estabelecido o diagrama de fases binario sélido-liquido.

As curvas de DSC, obtidas com uma velocidade de varrimento £=5°C/min, e os respetivos

parametros termodinamicos de interesse sdo apresentados na Figura 3.20 e na Tabela 3.9,
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respetivamente. Os espetros de infravermelho de algumas destas misturas sdo apresentados na

Figura 3.21, confirmando a formacdo de uma mistura fisica dos dois componentes.

50 } \ Nicotinamida
Endo — N\ %, =0.036
40 + J\'\ Xpica=0-096
j\\ Xy =0.16
E 307 X,0,=0.19
= Xies =021
) _
o X =0.24
< a bica
8 2 N ,..=0.34
3 —_/\ X0, =0.46
le) —\ %X,,=0.53
X 104 %,.,=0.68
= —_— X, =0.81
L —_— X, =0.83
0 - icalutamida
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura / °C

Figura 3.20: Termogramas, DSC, dos compostos puros e das misturas de diferentes proporgdes de bicalutamida e
nicotinamida obtidas por moagem em moinho de bolas sem adigdo de solvente, $=5° C/min.

Tabela 3.9: Pardmetros termodindmicos das curvas de DSC das misturas de bicalutamida e nicotinamida com $=5°C/min.

M bicalutamida / ME M nicotinamida / ME X bicalutamida T onset / °C T max / °C AH /gt
2.3 17.2 0.036 116.2/116.6 126.5/125.5
4.6 12.4 0.096 118.4/117.8 123.7/123.6
8.7 13.2 0.16 118.8/118.4 137.0/136.0
9.3 11.4 0.19 118.3/118.6 105.0/121.6
10.0 1.0 0.21 121.4/119.0 129.9/130.1 156.6 /129.0
9.5 8.4 0.24 118.6 /120.2 @ 122.8 /135.6 @
13.4 7.4 0.34 118.8/118.0®  148.3/147.6®@ 80.3/59.4@
14.4 4.8 0.46 118.6/119.6 @  152.1/152.0@  66.7/74.10
17.1 4.2 0.53 118.4/118.1@®  164.1/1643@ 47.0/44.7 @
17.5 2.3 0.68 119.5/117.7 176.7/176.1 51.5/24.4
19.6 1.3 0.81 112.5/112.1 185.0/184.9 10.0/10.0
18.4 1.1 0.83 117.7/117.5 185.6/185.8 12.1/11.6
18.6 0.5 0.99 117.0/119.6 188.6/189.2 34/28

(a) B=10°C/ min
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Figura 3.21: Espetros de FTIR-ATR dos compostos de partida e de algumas misturas de bicalutamida e nicotinamida

obtidas por moagem em moinho de bolas sem adigdo de solvente.

Usando os valores obtidos a partir das curvas de DSC das diferentes misturas é possivel
construir um diagrama de fases sélido-liquido deste sistema, temperatura vs. fracdo molar, Figura
3.22. A temperatura de onset do primeiro pico observado, invariante, foi utilizada para definir o
solidus e a temperatura do maximo do segundo pico foi tomada como a temperatura liquidus.

No diagrama apresentado na Figura 3.22 as curvas a tracejado foram obtidas aplicando a
equacdo 3.1 que é vdlida se a mistura liquida for ideal. Nesta equag¢do x;, é a fragdo molar do
componente em excesso, AfusH:nll- ea Tfousj sdo a entalpia e a temperatura de fusdo desse
componente puro, respetivamente. Nos cdlculos foram usados os valores que sdo apresentados na
Tabela 3.8. Pode concluir-se que quando ha excesso de nicotinamida relativamente a composi¢ao
do eutético o comportamento é ideal, previsto pela equagdo 3.1, enquanto que no outro ramo do
diagrama, bicalutamida em excesso, o diagrama se afasta ligeiramente do comportamento ideal. A
composicdo eutética deste sistema diz respeito ao ponto onde xuica=0.15, ponto invariante a T=

(118.042.1) °C.

1 Riny, 1 o
== —t = Equacdo 3.1
T ApusHpy i Tfus,i
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Figura 3.22: Diagrama de fases soélido-liquido do sistema bicalutamida+nicotinamida (curvas a cheio-diagrama
experimental; curvas ponteadas — previsdo usando a equagdo 3.1).

O sistema bicalutamida:nicotinamida dd origem a um diagrama de fases com um
comportamento de uma mistura eutética simples. Na composicdo eutética os dois compostos
comportam-se, como se de uma substancia pura se tratasse, sendo uma mais valia para a indUstria
farmacéutica. A mistura eutética permite melhorar a solubilidade de um farmaco modificagdo
fisica, como referido na secgdo 1.2.1. Atualmente no mercado sdo vendidos medicamentos
contendo bicalutamida com dosagem de 50 mg e de 150 mg ®. Uma formula¢do com uma mistura
eutética bicalutamida:nicotinamida com capacidade para aumentar a solubilidade através do
aumento da area de contacto, implicaria no primeiro caso uma proporg¢ao de 50 mg bicalutamida

para 80 mg de nicotinamida, e no segundo 150 mg:245 mg, o que é perfeitamente razodvel.

Isonicotinamida

A isonicotinamida tem sido usada com sucesso em muitos processos de co-cristalizagao. A
possibilidade de estabelecer sintdes heteromoleculares robustos envolvendo o azoto aromatico,
sem impedimento estéreo, é um dos fatores de relevo para a eficacia desta piridina carboxamida
como co-formador. No entanto, a investigacdo de misturas equimolares de isonicotinamida e
bicalutamida, preparadas por moagem em moinho de bolas com assisténcia de solvente, indica que
neste caso ndo ocorre associagao, Figuras 3.23 e 3.24.

Analisando as curvas de DSC, Figura 3.23, verifica-se a existéncia de um pequeno pico

endotérmico antes da fusdo da mistura equimolar, tal como se verifica no termograma da
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isonicotinamida. Complementando estes resultados com os obtidos por FTIR-ATR, Figura 3.24, pode
concluir-se que a amostra de partida é uma mistura fisica de bicalutamida | e isonicotinamida II. O
espetro de uma amostra da mistura aquecida até 135°C e depois arrefecida até a temperatura
ambiente revela que parte da isonicotinamida comercial, Il, se transforma numa outra forma

polimérfica I, o que origina o primeiro pico endotérmico observado.

45 4

40
Endo 1
35
30

254

onset
AH=190.2 Jg™

20
] T, = 122.3°C Tonser™ 155.9°C
15 | Isonicotinamida AH=13.3 Jg™

10 4
1 Moagem moinho T, ee= 127.0°C
51— T

Fluxo de calor / mw

T . =158.6°C

max~

=139.3°C
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7 Bicalutamida

T, .= 193.5°C
| \ AH= 45.1 Jg™
B
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Figura 3.23: Termogramas, DSC, dos compostos puros e da mistura equimolar de bicalutamida e isonicotinamida obtida
por moagem em moinho de bolas (condigdes na Tabela 2.3), =10 °C/min.
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Isonicotinamida_|
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.
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Figura 3.24: Espetros de FITR-ATR da bicalutamida I, dos polimorfos Il e | de isonicotinamida e da mistura equimolar de
bicalutamida:isonicotinamida. O polimorfo | de isonicotinamida foi gerado por aquecimento da forma comercial Il até
140°C, seguido de arrefecimento. Mist. a) - amostra obtida por moagem; Mist. b) — Amostra a) apds aquecimento em
DSC até 135°C e arrefecimento até a temperatura ambiente.
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Pirazinamida
As misturas equimolares de pirazinamida e bicalutamida preparadas como descrito
na Tabela 2.3 sdo misturas fisicas de pirazinamida a e de bicalutamida I, como os espetros de
infravermelho apresentados na Figura 3.25 comprovam.

No primeiro aquecimento em DSC verifica-se um pico endotérmico estreito seguido de
fusdo de excesso de composto, Figura 3.26. Foram realizados ensaios de arrefecimento do fundido
e posterior aquecimento, tal como para outros sistemas, uma vez que a associagdo em co-cristal
podera ser promovida a partir da fase liquida a uma temperatura superior a ambiente. Como nos
outros sistemas esse facto ndo ocorreu, mas os resultados obtidos merecem uma analise adicional.
No arrefecimento observa-se um pico exotérmico e no segundo aquecimento verifica-se
novamente um pico exotérmico, um pico endotérmico mais largo do que o do primeiro

aquecimento seguido, novamente, de fusdo de um excesso de composto, Figura 3.26 e Tabela 3.10.

Pirazinamida o

T

<
=)
-
© Mist.1:1
(8]
c [ N e
@
s
2 Bicalutamida-I1
Qo
<
Bicalutamida-I
T T T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 1600 1400 1200 1000 800 600

Numero de onda / cm™

Figura 3.25: Espetros de FTIR-ATR dos compostos de partida e da mistura equimolar de bicalutamida e pirazinamida
obtida por moagem em moinho de bolas sem adicdo de solvente.

63



Resultados e Discussdo

20
Endo

154 Curval 10Aq
. [\
1S
-
.
S 104 cuva2 Arref
[
o
Q
©
T Curva 3
= 20 Ag

0 4
T T T T T T T T
40 60 80 100 120 160 180 200

Temperatura / °C

Figura 3.26: Termograma da mistura equimolar de pirazinamida e bicalutamida obtida por moagem em moinho de bolas
sem adi¢do de solvente; Programa: aquecimento de 25°C a 205°C, arrefecimento de 205°C a 25°C e aquecimento de 25°C

a 205°C, B=10°C/min.

Tabela 3.10: Parametros termodindmicos das curvas de DSC obtidos em varios ensaios realizados sobre a mistura

equimolar de bicalutamida e pirazinamida.

22 Aquecimento

12 Aquecimento Arrefecimento

Pico exotérmico

Pico endotérmico

Amostra Tonset / °C Tonset / °C AH/)/g Tonset / °C Tonset / °C
1 157.5 157.7 -42.1 97.4 150.6
2 157.3 153.4 -40.2

3 157.2 158.1 -37.7 96.7

4 158.1 157.6 -40.1 96.2 151.7
X *s 157.5+0.4 156.7+2.2 -40.0£1.8 96.8%+0.6

Conjugando os resultados obtidos por DSC, Figura 3.26 com os obtidos por FTIR-ATR,

Figuras 3.25 e 3.27, pode concluir-se que a mistura de partida, como referimos, contém a forma

de pirazinamida e bicalutamida |. No arrefecimento do fundido, curva 2, Figura 3.26, ocorre

cristalizacdo, regenerando a forma a de pirazinamida e a forma amorfa de bicalutamida, espetro

a), Figura 3.27. O espetro b), Figura 3.27, é o de uma mistura da forma Il de bicalutamida, que se

formara no evento exotérmico da curva 3, Figura 3.26, com a forma a de pirazinamida.
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Figura 3.27: Espetros obtidos por FTIR-ATR para os polimorfos y de pirazinamida, | e Il da bicalutamida e da mistura
equimolar: a) apds o ciclo (1+2) em DSC, Figura 3.26; b) apds ciclo (1+2) seguido de aquecimento até 125°C e
arrefecimento até a temperatura ambiente.

Este resultado é interessante tendo em conta que em todos os ensaios descritos na
literatura ¢ a cristalizacdo da pirazinamida fundida conduz sempre a formagdo da forma y,
metaestavel em condigdes ambiente. A presencga de bicalutamida parece potenciar a cristalizagdo
do polimorfo a de pirazinamida.

Para avaliar este efeito, foram preparadas misturas de bicalutamida e pirazinamida noutras
proporgdes. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 3.28 e 3.29. Os termogramas, Figura 3.28,
confirmam um ponto invariante a T=157°C, fusdo de um eutético. Apesar do comportamento em
DSC nos processos de arrefecimento do fundido e subsequente aquecimento ndo diferirem,
aparentemente, do comportamento mostrado na Figura 3.26 para a mistura equimolar, os espetros
de infravermelho, Figura 3.29, permitem concluir que o resultado desta sequéncia de
procedimentos é uma mistura de pirazinamida y e bicalutamida Il.

Serd necessaria investigacdo adicional para compreender o efeito observado na mistura

equimolar.

65



Resultados e Discussdo

a) 66 —
60
Endo | 54
] T, .= (187.4/187.9)°C
48—_~._.__._.__._._ ........ |~ ' T Mist. 0.1:10
S 4
S l —
= .
— 364 T,.=(157.0/156.6)°C J
o I e = |— Mist. 1.2
]
[3)
)
°
g | o= o=l I Mist. 2:1
=]
i 18-+ T ee=(189.0/188.9)°C]
1 ] AHz(228.7/227.2)3g) L Pirazinamida
= oC: = L
6__( T, =193.5 °C; AH=45.1Jg Bicalutamida
T T T T T T T T T T T T T T
25 50 75 100 125 150 175 200
Temperatura / °C
b) 35 ~
e o s e e ¢ e+ et e+ o o ¢ ot — R N Y T .
30 J T, .= (180.0/180.6)°C |_’ Mist. 0.1:10
Endo 1 AH= (-204.5/-188.6)dg™ 1)
25 ) '
== — - e = Mist. 1:2
= 20 Tonee™ (161.0/158.9°C 7
1S 1 AH= (-46.2/-39.9)Jg™
= 154
o [ I V ! —
] B R o | “Mist 9
o 104 T oo™ (122.8/12430C 7/ Mist. 2:1
3 1 AH= (-44.4/-90.5)Jg 7 .
e] 51
X o
=]
T 04 [ VPirazinamida
54 T, .= (183.2/180.7)°C;
1 AH= (-222.8/-221.1)Jg™
210 4
T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperaura / °C
c) 66 —
60
Endo 54 T, .= (186.3/186.4)°C
1 AH= (203.6/190.0)Jg™
48— e e e et —— = = ' = Mist. 0.1:10
2 42 /-
[S ] \ Tonee™ (150.3/150.4)°C
: B = i m i m . i — ——— 4 L
o TSt T Mist. 1:2
8 30 ST =150 9/151%
() 1 AH= (114.3/112.8)1g /) - .
'g 24 1 \ Mist. 2:1
< = e e e e e _—® == -
2 18 T, .= (187.7/187.7)°C; AH= (226.4/224 BJ
w — oncei” (187 )°C; A= (226. 59 Pirazinamida
- - . — -1
12 - T, o= 190.6°C; AH= 37.6Jg Bicalutamida
6 NS
T T T T T T T T T T T T T T
25 50 75 100 125 150 175 200

Temperatura / °C

Figura 3.28: Termograma, DSC, das misturas de bicalutamida e pirazinamida de diferentes composi¢Ges: a) 19
aquecimento; b) arrefecimento; c) 22 aquecimento; a representagdo a tracejado diz respeito a uma réplica da mesma
mistura representada a cheio.
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Figura 3.29: Espetros obtidos por FTIR-ATR para os polimorfos a e y da pirazinamida, | e Il da bicalutamida e para a a)
mistura 2:1 de bicalutamida+pirazinamida e b) mistura 0.1:10.

3.3.4 Co-formadores: Xantinas e Guanina

Da familia das xantinas foram selecionadas como co-formadores a cafeina e a teofilina.
Ambas tém interesse no dmbito da aplicagdo farmacéutica (Apéndice 2) e tém sido usadas, com
frequéncia como co-formadores em processos de co-cristalizagdo. As estruturas quimicas,
Tabela 3.11, sdo muito préoximas. A guanina foi selecionada por possuir grande semelhanca
estrutural com as duas xantinas. A Tabela 3.11 ilustra algumas possibilidades de associacao

entre a bicalutamida e estes co-formadores.
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Tabela 3.11: Alguns dos sintdes supramoleculares que
formadores: cafeina, teofilina e guanina.

podem existir na associacdo entre a bicalutamida e os co-

Cafeina Teofilina Guanina
o / [¢] o)
\N A \N N H
) | i
O)\N N/ /J'\ / ’ /
o N N NN g
| | H,N N
] R o
e s G|
. R R ~ R s R
R—O-H N\ TEOH “““ / T_H____O |
H i
0----H '
— R\ _ H-N——R
R%/—O N RN_H""NECQR !
CFJ
o]
THO- L — R R o
" NH=--=--- N 0----H-N >—OH—-—N
i \ R \
[o] R R R
R/ILR

Foram preparadas misturas equimolares de cada um destes co-formadores com a bicalutamida,

mas os resultados obtidos, em todos os casos, nomeadamente os espetros de infravermelho que

se apresentam nas Figuras 3.30, 3.32 e 3.34 confirmam que ndo ocorre formagao de co-cristais. As

curvas de DSC obtidas apresentam-se nas Figuras 3.31, 3.33 e 3.35.

Uma vez que a guanina se degrada, Figura 3.35, ndo é possivel verificar nenhum evento a altas

temperaturas. Com a cafeina foram tentados varios métodos de moagem: sem solvente, com

etanol e diferentes tempos e frequéncias de moagem. Analisando as curvas de DSC, Figura 3.31,

verifica-se que a adicdo de solvente na moagem 15Hz, 30mintos, curva b, conduz a um pico de

fusdo mais estreito e a um aumento da entalpia de fusdo, que é consistente com o aumento de

cristalinidade. Por outro lado, o aumento do tempo de moagem e da frequéncia parece conduzir a

amorfizacdo dado que diminui a entalpia dos picos ndo se registando qualquer sinal quando se usa

uma frequéncia de 30Hz durante 60 minutos, curva c.
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Figura 3.30: Espetros obtidos por FTIR-ATR para as misturas equimolares de bicalutamida e cafeina obtidas por
mecanoquimica: a) moagem em moinho de bolas sem adi¢do de solvente; b) moagem em moinho de bolas com adigdo
de 5uL de etanol durante 30minutos e com 15Hz e c) moagem em moinho de bolas com adi¢do de 5uL durante 60minutos

e com 30Hz.
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Figura 3.31: Termograma, DSC, das misturas equimolares de bicalutamida e cafeina obtidas por mecanoquimica: a)
moagem em moinho de bolas sem adi¢do de solvente; b) moagem em moinho de bolas com adi¢do de 5uL de etanol
durante 30minutos e com 15Hz e c) moagem em moinho de bolas com adigdo de 5uL durante 60minutos e com 30Hz;

B=10°C/min.
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Figura 3.32: Espetros obtidos por FTIR-ATR dos compostos de partida e de uma mistura equimolar de bicalutamida e
teofilina obtida por moagem em moinho de bolas com adi¢do de 5ulL de etanol.
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Figura 3.33: Termograma, DSC, da mistura equimolar de bicalutamida e teofilina gerada em moinho de bolas com adicao
de 5uL de etanol, e dos compostos de partida; B=10°C/min.
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Figura 3.34: Espetros obtidos por FTIR-ATR dos compostos de partida e de uma mistura equimolar de bicalutamida e
guanina obtida por moagem em moinho de bolas
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Figura 3.35: Termograma, DSC, dos compostos de partida e da mistura equimolar de bicalutamida e guanina gerada por
moagem em moinho de bolas com adigdo de 5uL de etanol.

3.3.5 Co-formadores: pirazina e 1,2-bis(4-piridil) etano

A associacdo da bicalutamida com os co-formadores testados revelou-se ineficaz. A
natureza dos heterosintdes possiveis e a competicdo entre sintdes pode estar na origem desta
observacdo. Num passo seguinte do trabalho tentou selecionar-se co-formadores o mais
parecido possivel com os ja descritos na literatura nomeadamente a pirazina que é uma
molécula aromatica heterociclica pequena e o 1,2-bis(4-piridil) etano que é estruturalmente

semelhante ao 1,2-bis(4-piridil) etileno que forma co-cristal com a bicalutamida, mas ndo é tdo
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rigida. Em ambos os casos os sintdes supramoleculares possiveis sdao semelhantes e a Tabela

3.12 mostra as possiveis associa¢des da bicalutamida com estes co-formadores.

Tabela 3.12: Possiveis sintdes supramoleculares que se podem formar na associagdo da bicalutamida com os co-
formadores: pirazina e 1,2-bis(4-piridil) etano.

Pirazina 1,2 - bis (-4piridil) etano
/ N — o N
| N / \ /
\
N \

0-----H Q

- p— R N \ —
RiO—H———-N / R>_OH NC/> /NH ------- N\ /

\

A investigacdo de misturas equimolares de pirazina com bicalutamida, Figuras 3.36
e 3.37, permite concluir que, também com este co-formador, ndo é possivel, nas condi¢des
utilizadas, obter co-cristais, apesar dos heterosintGes moleculares possiveis serem os
mesmos que poderdo formar-se com o 4,4’-bipiridil. No entanto, tendo em conta o

comportamento da mistura serd necessaria uma investigacdo adicional.

50 A
45
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40
35
= 3041
1S
- 254
S
E 20 4 T o= 54.3°C
o AH=180.3 Jg™
< 154 T e 193.4°C
g Pirazina AH= 124.1 Jg,x
S 104 Mist. 1:1
LL 4
5
Bicalutamida
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Figura 3.36: Termograma, DSC, da mistura equimolar de bicalutamida:pirazina obtida por moagem em moinho de bolas
com adi¢do de 5uL de etanol, (condigdes na Tabela 2.3); =10°C/min.
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Figura 3.37: Espetros de FTIR-ATR das misturas equimolares de bicalutamida e pirazina obtida por moagem em moinho
de bolas com adi¢do de 5ulL de etanol, por moagem manual com adi¢do de 10uL de dioxano, e dos compostos de partida.

A investigacdo de misturas de bicalutamida:1,2-bis (4-piridil) etano foi mais detalhada. O
estudo preliminar de uma mistura xuica=0.47, nomeadamente o espetro de infravermelho,
permitiu concluir que haveria associacdo entre os dois compostos com formacao de co-cristal.
Assim prepararam-se misturas de diferentes composi¢des, Tabela 3.13, fazendo-se uma
avaliacdo inicial por DSC com velocidade de varrimento B=10°C/min, Figura 3.38. A observacdo
de dois pontos invariantes confirma a formacdo de co-cristal. Realizaram-se varrimentos em
DSC a B=5°C/min, Figura 3.39, para todas as misturas, por forma a construir o diagrama de fases
bindrio sélido-liquido para este sistema. O diagrama de fases obtido é apresentado na Figura
3.40. O diagrama evidencia a formacdo de um co-cristal (3:2) com fusdo incongruente, um

ponto invariante peritéctico T= (137.0 + 0.6)°C.
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S N

g 7 X,.,=0.57
30 N\ X,,=0.68
20 A X,.,=0.80
“— e Bicalutamida

40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura / °C

Figura 3.38: Termogramas, DSC, das diferentes misturas de bicalutamida e 1,2-bis (4-piridil) etano obtidas por moagem
em moinho de bolas com adi¢do de 5uL de acetona, e dos compostos de partida; B=102C/min.
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Figura 3.39: Termogramas, DSC, das diferentes misturas de bicalutamida e 1,2-bis (4-piridil) etano obtidas por moagem
em moinho de bolas com adicdo de 5uL de acetona, e dos compostos de partida; B=52C/min.

Tabela 3.13: FragGes molares das misturas de bicalutamida e 1,2-bis(4-piridil) etano preparadas por moagem com
assisténcia de acetona e pardmetros termodindmicos das curvas de DSC; B=5°C/min.

M bicalutamida / ME M 1,2-bis(4piridil)etano / ME X bicalutamida T onset / °C T max [ °C AH /gt

0 110.9 136.9
3.27 17.96 0.07 103.7 107.6 -
3.55 18.16 0.08 102.7 106.7 -
4.79 15.27 0.12 103.3 105.0 121.8
5.02 13.79 0.13 103.7 115.7
7.11 12.70 0.19 102.7 111.3 86.2
10.09 13.12 0.25 102.1 124.2 62.8
10.38 9.27 0.32 100.6/104.1®  132.5/133.5@  40.5/44.6%
10.93 8.47 0.36 98.2/101.1®@  134.9/134.8®  28.6/34.8@
15.37 8.39 0.44 99.5/101.2®  138.6/138.5@  14.2/17.0@
13.04 6.28 0.47 96.0 139.2 5.2
13.96 5.80 0.51 137.2 148.4 86.7
15.74 5.60 0.55 137.6 151.1 74.9
14.46 4.64 0.57 138.1/137.5%@ 83.9/77.8@
16.26 4.55 0.60 136.8 164.4 55.5
15.37 3.16 0.68 136.8/136.4@)  168.8/169.7@  47.4/44.80
16.01 1.73 0.80 136.4/137.2®  180.6/179.1®  29.4/30.1®@
19.39 0.94 0.90 136.1 188.7 9.5

1 193.5 45.1

(a)  B=10°C/min
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Figura 3.40: Diagrama de fases soélido-liquido do sistema bicalutamida e 1,2-bis(4-piridil) etano. As linhas a tracejado
indicam o comportamento previsto pela Equagdo 3.1 (sistema ideal com diagrama de fases com eutético simples).

Na Figura 3.41 apresenta-se os espetros de FTIR-ATR da mistura 3:2 de bicalutamida:1,2-bis(4-
piridil) etano, sendo evidenciado o deslocamento notério de varias bandas relativamente aos
compostos de partida, o que confirma a formacdo de uma nova estrutura cristalina. Os
difractogramas de po apresentados na Figura 3.42, confirmam a formag¢do de uma nova estrutura
cristalina, com reflexdes em valores de 26 ndo observados nos compostos de partida e auséncia de

reflex6es caracteristicas destes.
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Figura 3.41: Espetros obtidos por FTIR-ATR da mistura 3:2 de bicalutamida:1,2-bis (4-piridil) etano obtida por moagem
em moinho de bolas com assisténcia de 5uL de acetona.
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Este co-cristal foi também obtido por moagem em moinho de bolas com assisténcia de

etanol.

Bicalutamida_|l

Intensidade

Bicalutamida_|

Bicalutamida:1,2-
bis(4-piridil) etano
1,2-bis (4-piridil)
etano

1

f T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40

20/°

Figura 3.42: Difractograma de raios-X p6 da mistura 3:2 de bicalutamida+1,2-bis (4-piridil) etano, co-cristal, da forma
polimérfica Il da bicalutamida [61], da forma polimérfica | e do 1,2-bis(4.piridil)etano (871,

Os espetros de infravermelho de misturas de bicalutamida:1,2-bis(4piridil) etano de outras
composicles, Figura 3.43, apresentam bandas da nova estrutura cristalina e alguns picos que

evidenciam excesso de bicalutamida ou de 1,2-bis(4piridil) etano consoante a composi¢ao.
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Figura 3.43: Espetros de FTIR-ATR das diferentes misturas dos compostos bicalutamida:1,2-bis (4-piridil) etano obtidos
por moagem em moinho de bolas com assisténcia de 5uL de acetona.
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Absorvancia / u.a

Foi também efetuado o estudo da evolucdo do espetro de infravermelho do co-cristal,
Xbica=0.60, num varrimento de aquecimento. Foi preparada uma pastilha de KBr e as Figuras 3.44 e
3.45 ilustram alguns espetros de FTIR obtidos. Como se esperaria para um composto de adicdo com
fusdo incongruente, a temperaturas mais elevadas é visivel o aparecimento do perfil do espetro da
bicalutamida | e as bandas tendem a ficar mais largas, o que confirma a existéncia de liquido
também. No entanto, as temperaturas registadas por este método ndo sdo coincidentes com as
gue se observam por DSC o que podera resultar da diferenca de condi¢bes experimentais, neste

caso com dispersdo de amostra em pastilha de brometo de potassio.

© .—‘/\’\ ‘
::: A, l\\* wh 170°C
g N LW ” h 102°C
< N ‘W' . 99°C
2NN
25°C

T T T T T T T T T T
3300 1600 1400 1200 1000 800 600
Ntmero de onda / cm™

Figura 3.44: Espetros obtidos por FTIR a diferentes temperaturas para a mistura xica=0.60; resolu¢do:1 cm-?
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Figura 3.45: Espetros obtidos por FTIR a diferentes temperaturas para a mistura Xi,=0.60: a) entre 3600-2750 cm1; b)
entre 1800-1000 cm'%; resolugdo: 1 cm?
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3.3.6 Co-formadores: taurina e p-benzoquinona

Por ultimo tentou-se ainda a associacdo com a taurina e com a p-benzoquinona. Os co-
cristais de bicalutamida descritos apresentam ligagdo com co-formadores, compostos aromaticos
heterociclicos bifuncionais com azotos aromaticos em posi¢cdes extremas da molécula, nalguns
casos em estruturas rigidas (4,4’-bipiridil e 1,2-bis (4-piridil) etileno) e no co-cristal identificado
neste trabalho, numa estrutura com alguma flexibilidade. A p-benzoquinona foi escolhida por ter
também uma estrutura rigida, apresentando em vez de azotos, apenas duplas ligacdes com
oxigénio. No caso da taurina tentou-se associa¢do por ser uma molécula com dois grupos funcionais
extremos mas por ser mais flexivel.

A Tabela 3.14 ilustra alguns dos possiveis sintdes supramoleculares que podem ocorrer entre

a bicalutamida e os co-formadores: p-benzoquinona e taurina.

Tabela 3.14: Alguns dos sintdes supramoleculares possiveis entre a bicalutamida e os co-formadores: p-benzoquinona e
taurina.

p-benzoquinona Taurina
0} o]
OH
\
H2N/\/ \
\o
(6)
R ]
R R R R %ﬁ—@*F
ot N/ /N—H——-—N;C@R o 6
O----H-0—R T R B
. \R CF3 ! °
R o]
R RJLR R s R
>:o»——H»o—R
R R R Cl‘)
>:O»———H—N ,: N——R
R R \
R

Taurina
Na investigacdo do sistema bicalutamida:taurina foram testadas misturas de varias proporcées
e em diferentes condicGes experimentais: variacdo do tempo de moagem, do solvente utilizado e
ainda das dimensbes da vaso de moagem. As Figuras 3.46 e 3.47 e a Tabela 3.15 ilustram os

resultados obtidos.
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Figura 3.46: Termogramas, DSC, de misturas de bicalutamida e taurina obtidas em diferentes condigdes a) mistura 1:1,
moagem em moinho de bolas sem adigdo de solvente; b) mistura 1:1, moagem em moinho de bolas com adig¢do de
solvente; c) misturas de diferentes propor¢des, moagem em moinho de bolas com adigdo de 5ulL de etanol.
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Tabela 3.15: Parametros termodindmicos das curvas de DSC de misturas de bicalutamida e taurina, obtidas em diferentes
condigGes: a) mistura 1:1, moagem em moinho de bolas sem adi¢do de solvente; b) mistura 1:1, moagem em moinho de
bolas com adigdo de solvente; c) misturas de diferentes proporgdes, moagem em moinho de bolas com adigdo de 5uL de
etanol, e vasos de diferentes dimensdes.

12 Aquecimento 22 Aquecimento
Pico exotérmico Pico endotérmico Pico exotérmico Pico endotérmico
Tonset / °C AH/J/g Tonset / °C AH / J/g Tonset / °C AH/J/g Tonset / °C AH/J/g
Bicalutamida 193.5 45.1
a) Mist. 1:1 NG™ 190.6/189.9 72.8/73.7 108.8 -43.9 182.7 51.2
b) Mist.1:1 (LAG, 193.0 87.8
etanol) ™
b) Mist.1:1 sobre 192.6 86.2 125.6 -35.5 182.5 49.6
i) +30min™"
b) Mist. 1:1 (LAG, 102.6 -50.9 187.2 72.2
acetato de etilo) ™
c) Mist. 1:2 (LAG, 192.4/192.9 70.0/75.6
etanol) ™
c) Mist. 2:1 (LAG, 193.6/193.2 96.2/72.4
etanol) ™
Mist. 1:1 (LAG, 192.5 89.8
etanol) *
Mist. 1:1 (LAG, 193.6 90.5
etanol) ™
* Vaso de 10mL; **Vaso de 1.5mL
Taurina {
M"‘
Mist. 1:1 (NG) '
© PN o S
c\jts Mist. 1:1 (LAG, acetato de etilo) "
E
E Sobre i) + 30 min m
< ""'—J"" —
i) Mist. 1:1 (LAG, etanol)
.—-—M
Bicalutamida
36|00 33|00 3o|oo 1600 14|00 1200 1000 800 600 400

Numero de onda / cm™

Figura 3.47: Espetros obtidos por FTIR-ATR dos compostos puros e das misturas equimolares de bicalutamida e taurina
geradas por moagem em moinho de bolas com e sem adigao de solvente.

Os resultados obtidos indicam, mais uma vez, que ndo ha co-cristalizacdo da bicalutamida

com esta molécula polifuncional e flexivel.
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p-Benzoquinona

Analisando os dados obtidos por DSC, Figura 3.48, e por FTIR-ATR, Figura 3.49 pode

concluir-se que ndo ocorre formagao de co-cristal. Obtém-se uma mistura fisica que quando é

arrefecida, apds a fusdo, da origem a uma mistura fisica de bicalutamida amorfa com p-

benzoquinona. No aquecimento subsequente ocorre cristalizagdo numa mistura fisica da

bicalutamida Il com p-benzoquinona.
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Figura 3.48: Termograma, DSC, da mistura equimolar de bicalutamida e p-benzoquinona obtida por moagem em moinho
de bolas: a) assistida por 5uL de acetona; b) assistida por 5uL de etanol.
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Figura 3.49: Espetros obtidos por FTIR-ATR da mistura equimolar de bicalutamida e p-benzoquinona obtida em moagem
em moinho de bolas com a) adigdo de 5uL de acetona e apds diferentes programas de DSC: 1) mistura de partida, 2)
mistura 1) apds o ciclo de DSC i)+ii), Figura 3.48, 3) Mistura 1) apds o ciclo i)+ii)+iii); b) adicdo de 5uL de etanol.
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Conclusoes

Conclusoes

A investigagdo do efeito do solvente no resultado da cristalizagdo de bicalutamida em solugdo
permitiu concluir que a estrutura presente em solucdo, quer em acetona, quer em tetra-
hidrofurano, deverd favorecer a formacao do polimorfo Il. Como este é monotrdpico relativamente
a forma polimérfica |, ocorre evolugdo para esta ultima forma, uma vez que é esta que se obtém
nos sélidos gerados, o que implica que a barreira cinética para a transformacédo sera baixa.

Tendo em conta a baixa solubilidade aquosa do composto em estudo nesta dissertacao, é, de
facto, de elevado interesse a pesquisa de novas formas sélidas, nomeadamente co-cristais. No
entanto, nem sempre esta pesquisa se torna facil, como foi possivel verificar ao longo deste
trabalho, pois a complexidade e flexibilidade da molécula nem sempre permitem a obtengdo dos
resultados desejados.

Apesar de a engenharia de cristais ser extremamente Util na previsdo de sintées moleculares,
guando a molécula é extremamente complexa, como é o caso da bicalutamida, a previsao feita
anteriormente a realizacdo laboratorial, pode ndo ser concretizada. Isto porque, a engenharia de
cristais ndo permite prever a competicdo entre sintdes aquando da associacdo entre as moléculas.

Assim, através de uma pesquisa sistemdtica de formacgao de co-cristais pode concluir-se que a
bicalutamida ndo é, de facto, uma molécula de facil de associacdo, uma vez que apenas se
conseguiu formacdo de co-cristal com o 1,2-bis(4-piridil) etano, um composto com grande
semelhanca estrutural com os co-formadores ja descritos na literatura (com formacdo de co-
cristais), diferindo apenas na rigidez molecular. Do resultado desta investigacdo podemos concluir

III

gue um co-formador “ideal” serd aquele que possuir dois anéis piridina, uma vez que com o co-
formador pirazina, com possibilidade de formacdo do mesmo tipo de sintdes, e com a p-
benzoquinona, que apresenta um anel aromatico com duas liga¢gdes duplas contendo oxigénio, ndo
se verificou associagdo com formacgao de co-cristal. Foram descritos recentemente, por Surov et al.
88 dois co-cristais de bicalutamida, com os co-formadores benzamida e salicilamida, mais simples
do que os investigados neste trabalho. Nestes, a associagao supramolecular é feita com os sintées
O-H:--O e N-H:--O e ndo entre N-H::-Naromstico € O-H*** Naromatico. A benzamida apresenta uma
estrutura muito semelhante as carboxamidas investigadas nesta dissertagao, ndo possuindo, no
entanto, azotos no anel aromatico. Tudo aponta para que a associa¢do supramolecular com a
benzamida seja possivel por ndo existir competicdo de sintdes.

Neste trabalho, foi identificado um co-cristal (3:2) de bicalutamida e 1,2-bis(4-piridil) etano e

varias misturas fisicas com potencial interesse em aplicacdo farmacéutica. A mais promissora é a

85



Conclusoes

mistura nicotinamida:bicalutamida que podera melhorar a solubilidade aquosa do ativo, um

composto que pertence a classe |l sistema de classificagdo biofarmacéutico.
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Apéndice 1
Na preparacdo das amostras através da cristalizacdo dissolveram-se cerca de 21.52mg de
bicalutamida em cada um dos solventes escolhidos, de acordo com a tabela A-1. Para facilitar a
solubilizacdo, as amostras foram submetidas a ultra-sons, a temperatura de 25-302°C.

Posteriormente filtrou-se a solugdo para uma caixa de Petri.

Tabela A.1: Condigdes usadas na preparagdo das amostras por cristalizagdo e solvente no relatério “Investigagcdo de

Formas Sdlidas do Anti-neopldsico Bicalutamida”. (831

Solvente Volume / ml
Metanol 4
Etanol 4
Cloroférmio 8
Diclorometano 4
Acetona 4
Tetra-hidrofurano 4
Acetato de etilo 4
Dioxano 4
Tetracloreto de carbono+acetona 8+2
Agua+etanol 0.5+4
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Apéndice 2

Dados sobre os co-formadores utilizados: aplica¢des e estado sélido

Acido oxalico

(o}

HO
OH

Descrigdo: E um &cido dicarboxilico que ocorre em muitas plantas e vegetais,
sendo produzido também no organismo pelo metabolismo do Aacido
glioxilico ou do acido ascérbico. Ndo é metabolizado mas é excretado na
urina. E utilizado como reagente analitico e agente de redugdo geral. *°

Estado sdlido: Possui duas formas polimérficas conhecidas, fase a, com

arranjo na célula unitaria ortorrombico e fase Il, fase 8, com arranjo na

célula unitaria monoclinico. % %1

Acido fumaérico

o

Descri¢do: E usado para fazer tintas e pldsticos, no processamento de

alimentos e preservacdo. O principal risco é como ameaca para o meio

HO

~ °H | ambiente, pelo que devem ser tomadas medidas imediatas para limitar a
° disseminacdo para 0 mesmo. 1
Oxamida Descri¢do: E uma diamida derivada do acido oxalico que se obtém por
0 tratamento do oxalato de etilo com a aménia. **!
HoN Estado sélido: Sao descritas duas formas polimdrficas do composto, a forma
e estavel a temperatura ambiente apresenta um arranjo triclinico, sendo
o}

possivel obter também uma estrutura ortorrémbica que é metaestavel e se

pode converter espontaneamente na forma triclinica. °*
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Nicotinamida

(0]

=

/

NH,

Descri¢do: E a forma mais comum da vitamina B3 (niacina) tendo atividade anti-
pelagra, isto é atua no sentido de ndo causar deficiéncia nutricional causada pela
falta de vitamina B3. Também exibe atividades antioxidantes, anti-inflamatdrios e
anti-cancerigenos. E essencial para muitos aspetos da saude, incluindo energia
metabolismo, crescimento e desenvolvimento, sintese de hormonas e pele saudavel,
genética, trato digestivo, células do sangue, cérebro e sistema nervoso. No entanto,
em doses elevadas pode ser téxico para algumas pessoas com diabetes, asma,
doencas do figado e ulceras. ©*°

Estado sdlido: Na literatura estdo descritas cinco formas polimodrficas do composto.
As formas |, II, lll e IV com temperaturas de fusdo 126-1289C, 112-1179C, 107-111°C
e 101-1032C, respetivamente, sendo a forma | termodinamicamente estavel. ©°°

A quinta forma polimdrfica foi designada por Nic2, sendo obtida numa tentativa de

co-cristalizacdo da nicotinamida com um ativo farmacéutico anti-tuberculose. 7!

Isonicotinamida

(o}

Descri¢do: E um composto muito utilizado em estudos de co-cristalizagdo. Também
ja foi realizado um estudo em relagdo ao seu poder anti-inflamatdério e na doencga

Huntington’s. [°®

X NH,
| Estado sdlido: Na literatura estdo descritas cinco formas polimdrficas, sendo as
N /
formas |, Ill, IV e V metaestaveis e a forma Il estavel a temperatura ambiente. %
Pirazinamida Descri¢do: E um dos medicamentos essenciais na lista da OMS usado no tratamento
o tuberculose, uma vez que tem efeito bactericida sobre o Mycobacterium
N H tuberculosis. E um derivado da pirazina que pertence a familia das carboxamidas. De
2

A

acordo com a classificacdo biofarmacéutica pertence a classe |11, [100.10%,102]
Estado sélido: E um exemplo raro de uma molécula conformacionalmente rigida
com 4 formas polimdrficas, nomeadamente a, B, y, e 6, bem como um possivel

(100 81 Q polimorfo que se obtém

quinto polimorfo, o', semelhante a a.
comercialmente é a forma a, sendo que, quando se submete a aquecimento,
apresenta uma transicao solido-sélido a cerca de 1469C, para a forma y e a cerca de
1882C ocorre a fusdo desta mesma forma. Relativamente a estabilidade relativa
entre cada um dos polimorfos, o polimorfo § é a forma sdlida termodinamicamente

estavel a temperatura ambiente, e o polimorfo y é a forma cristalina mais estavel

acima de 1452C. [103]

103




Cafeina

.,
\N N
o)\)mi”/>
|

Descrigdo: £ uma xantina alcaloide de interesse para a industria agro-
alimentar e farmacéutica devido ao seu poder de estimular a sistema
nervoso central, pelo que esta presente em muitos farmacos, bebidas e
plantas, sendo usado como aditivo alimentar seguro. Enquanto que em
pequenas doses a acdo estimulante é eficaz, quando usado em excesso
pode ser prejudicial para a saude. Deste modo, é usada em pequenas doses
em analgésicos e remédios frios e consumido no café, cha e uma variedade
de refrigerantes. [104 105 106]

Estado sdlido: Na literatura estdo descritas trés formas polimadrficas do
composto, um hidrato e numerosos sais, co-cristais e solvatos. A forma
polimdrfica Il ou § é aquela que se obtém comercialmente, sendo a mais
estavel até cerca de 2382C, onde ocorre a sua fusdo. 107,105,108, 1091 A formga
Il deste composto foi descrita recentemente, sendo obtida por um
processo de sublimacdo a baixa pressao, sem o uso de subprodutos téxicos

e solventes. 1061

/

Descrigdo: E uma dimetilxantina com propriedades vasodilatadoras e
relaxantes musculares, pelo que é utilizado como broncodilatador no
tratamento da asma, em doengas cronicas obstrutivas das vias aéreas e em
doencas pulmonares obstrutivas crénicas. 110111, 112]

Estado sdlido: Estdo descritas seis formas polimdrficas do composto. A
forma V foi obtida por cristalizacdo a partir de CO; supercritico e também
por cristalizacdo a partir de metanol. A forma VI foi descoberta, quando se
fazia uma andlise por microscopia eletrénica de transmissdo e que os

cristais ndo pertenciam a nenhuma das estruturas descritas anteriormente.

[113]

Guanina

ZT

HN

J

H,N N

Descrigdo: E uma base de purina nitrogenada que é um constituinte de
nucleétidos que ocorre em acidos nucleicos, nomeadamente o DNA. 14

Estado sélido: Estdo descritas trés formas polimdrficas, duas delas forma a
monoclinica e a forma  também monoclinica obtidas experimentalmente,

enquanto a forma y ortorrdmbica, apenas foi prevista teoricamente. [1°!
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Pirazina

/

z

N\

Descrigdo: E um composto aromatico heterociclico encontrado em
muitos produtos naturais, sendo usado como ingrediente aromatico em
componentes de sabor de ervilhas, café, pimentas e vinhos. Também
tém mostrado muito interesse anticancerigeno, bem como atividades

anti-tuberculose. 11!

1,2-bis(4-piridil) etano

- NN

Descrigdo: E um componente Util na construgdo de arquiteturas
supramoleculares através da protonacdo no azoto da piridina que
envolve o sintdo N*-H---:O" e através da formacdo de co-cristal por
ligacdes de hidrogénio N---H-0. Cada um dos dtomos de azoto atua como
um aceitador em ligacdo de hidrogénio, formando associacdes lineares.
Para além de ligacdes de hidrogénio podem ocorrer interacdes nao

covalentes fracas, tais como empacotamento m — i e intera¢des C-H ---

g7, [117)
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Taurina
o)
\\S/OH
H,N \\o

Descrigao: Foi descoberta em 1827 por Leopold Gmelin como o principal
componente da bilis bovina, de onde recebeu seu nome porque "taurus"
significa touro em latim. E o aminoéacido livre mais abundante no ser
humano e desempenha um papel importante em vdrios processos
biolégicos essenciais, tais como a osmorregulacdo, a estabilizacdo da
membrana, a neurotransmissdo, modula¢do de cdlcio, a anti-oxidagdo e
podendo também desempenhar um papel importante na inflamagao
associados com o stress oxidativo. Foi recentemente reconhecida para
manter um efeito anti-hipertensivo em ratos. No entanto, os seres
humanos tém uma capacidade muito limitada para a sintetizar, sendo em
grande parte dependentes de fontes exdgenas, levando a uma maior
vulnerabilidade a deficiéncia. Deste modo, a adicdo de taurina é
incentivada na fdérmula infantil, suplementos dietéticos e bebidas
energéticaS' [118, 119,120, 121, 122]

Estado sdlido: Estdo descritas duas formas polimérficas. A forma | é obtida
por cristalizacdo em agua e a forma Il por cristalizacdo numa mistura de

solventes orgénicos e agua. %!

p-benzoquinona

Descrig¢do: E usada em industrias de tintas, téxtil, quimica e de cosméticos.

E téxico, quando a exposicio é feita em niveis elevados do composto. 124
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