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Resumo

Os problemas geralmente relacionados com a utilizacdo direta de um principio
farmacologicamente ativo (PFA), enquanto farmaco por exceléncia, prendem-se
essencialmente com a baixa (elevada) solubilidade e/ou biodisponibilidade, bem como a sua
estabilidade, podendo consequentemente interferir com o seu desempenho farmacol6gico.
Para a industria farmacéutica, o desenvolvimento de novas formas de PFAs ja conhecidos tem-
se apresentado como uma estratégia promissora na melhoria destas propriedades, dado que
ndo implicam a alteracdo da estrutura quimica do PFA, ndo alterando a sua bioactividade.

Desenvolveram-se, ao longo deste trabalho, novas formas cristalinas (co-cristais e sais
moleculares anidros e hidratados) do acido azelaico, dapsona e acido nalidixico, recorrendo a
diferentes métodos de sintese: co-cristalizacao a partir de solucdo e mecanoquimica (moagem
num almofariz € num moinho de bolas).

A caraterizag8o estrutural das novas formas cristalinas sintetizadas foi efetuada
recorrendo com maior incidéncia as técnicas de difracdo de raios-X de pdés e monocristal.
Adicionalmente recorreu-se a outras técnicas de caracterizacdo como o RMN de solugdo, de
estado sélido e IV. Para avaliar a estabilidade térmica dos compostos, utilizou-se a técnica
acoplada de CDV-ATG e a técnica de termomicroscopia.

Foram efetuados estudos preliminares de solubilidade em agua. Destes estudos resulta
que, para as formas cristalinas do acido azelaico (solubilidade de 1,30 g/L), a solubilidade é
melhorada (1,25 g/L para o co-cristal acido azelaico:4,4’-bipiridina, 2,86 g/L para o sal
molecular anidro &cido azelaico:morfolina e 20,0 g/L para o sal molecular &cido
azelaico:piperazina), enquanto para o acido nalidixico (solubilidade < 0,1 g/L) se verifica uma
melhoria parcial (0,83 g/L para o sal molecular &cido nalidixico:morfolina). Relativamente as
formas cristalinas da dapsona, néo foi possivel melhorar a solubilidade do PFA, verificando-se
uma solubilidade para os co-cristais dapsona:e-caprolacatama e dapsona:4,4’-bipiridina inferior
a 0,42 g/L.

Palavras chave: Engenharia de cristais, co-cristais, quimica supramolecular, acido
azelaico, acido nalidixico, dapsona
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Abstract

The problems generally related to the direct use of an active pharmaceutical ingredient
(API), as a drug par excellence, derive mainly from their low/high solubility and/or bioavailability
as well as their stability, which hence may interfere with their pharmacological performance. For
the pharmaceutical industry, development of new forms of APIs has been used as a promising
strategy for improving these properties, since it does not involve changing the chemical
structure of the API and intrinsically maintains its bioactivity.

During this work several new crystalline forms (co-crystals, molecular anhydrous and
hydrated salts) of azelaic acid, dapsone and nalidixic acid, were obtained, using different
synthetic methodologies such as co-crystallization from solution and using mechanochemistry
(grinding in a mortar and in a ball mill). The structural characterization of these new crystal
forms was performed recurring with major emphasis to powder and single crystal X-ray
diffraction. For most crystalline forms several other characterization techniques were applied
such as solution NMR, solid state NMR and IR. To assess the thermal stability of the
compounds, it was used the coupled technique CDV-ATG and hot-stage microscopy.

Preliminary water solubility studies were performed. Results from these studies
demonstrate that for the crystalline forms of azelaic acid (solubility = 1.30 g/L), the solubility is
clearly improved (1.25 g¢/L for the co-crystal azelaic acid:4,4'-bipyridine, 2.86 g/L for the
anhydrous molecular salt azelaic acid:morpholine and 20.0 g/L for the anhydrous molecular salt
azelaic acid:piperazine), while for nalidixic acid (solubility < 0.1 g/L) there is a partial
improvement (0.83 g/L for the molecular salt hydrate nalidixic acid:morpholine). It was not
possible to improve the solubility of dapsone through the new crystalline forms synthesized
once the solubility of co-crystals dapsone:ge-caprolacatam and dapsone:4,4'-bipyridine is lower
than 0.42 g/L.

Keywords: Crystal engineering, co-crystals, supramolecular chemistry, azelaic acid,
nalidixic acid, dapsone
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1.1 Engenharia de cristais e quimica supramolecular

A engenharia de cristais € um ramo cientifico relacionado com o desenho de estruturas
cristalinas, baseada em interac6es intermoleculares, de espécies organicas e organo-
metalicas, e tera surgido com o aparecimento da cristalografia de raios-X, quando Bragg
constatou semelhancas entre as estruturas cristalinas do naftaleno e antraceno.' Nao obstante
o termo “engenharia de cristais” ter sido introduzido por Pepinsky em 1955, as ideias iniciais
deste conceito terdo surgido em 1930 quando Pauling definiu a ligagdo quimica em termos de
interacdes covalentes e nao-covalentes.’® A implementacao pratica do conceito sé tera sido
realizada na década de 60, por Schmidt, no contexto das reacfes de fotodimerizacdo em
estado solido do acido trans-cinamico, sendo atualmente uma importante area de investigacéo
em Quimica.?

A engenharia de cristais evoluiu a partir do desenho de estruturas até a concec¢éo de
propriedades tendo sido definida por Desiraju, em 1989, como a “compreensao das interagdes
supramoleculares no contexto do empacotamento cristalino e a utilizag&o de tais interagdes na

sintese de novas formas sélidas com as propriedades fisicas e quimicas desejadas”.” *° E

m
termos préticos, esta definicdo resulta da combinagcdo do estudo de interacdes
intermoleculares, com a aplicacdo dessas interacdes na sintese de cristais e caracterizagédo
estrutural, e sua correlacdo com as propriedades dos materiais cristalinos.* ®

O prémio nobel atribuido em 1987 a Charles J. Pedersen, Donald J. Cram e Jean M.
Lehn marcou o aparecimento de um novo ramo da quimica, denominada quimica
supramolecular.4’ ° Designada por Lehn como “quimica além da molécula”, isto €, a quimica de
agregados moleculares que estabelecem entre si interagdes n&o-covalentes,” este ramo
cientifico tornou-se de extrema importancia devido a sua interdisciplinaridades' ’ e capacidade
de combinar processos fisicos e biolégicos®, sendo diretamente associado ao reconhecimento
molecular®. Para além disso, encontra-se amplamente relacionado com a engenharia de
cristais, nomeadamente no que diz respeito a sintese de formas sélidas (estado sélido).

A importancia das intera¢des supramoleculares relativamente as reagfes quimicas que
acarretam quebra e formacgdo de ligagbes covalentes, possibilitou a criagdo de uma nova
classe de estruturas supramoleculares, denominadas “supermoléculas”,3’ > de elevada
complexidade com vantagens sob o0 ponto de vista quimico e também biolégico. O arranjo

periodico destas estruturas supramoleculares constitui um cristal (Figura 1.1).°
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Arranjos periédicos = cristal

Figura 1.1 Representacdo esquematica da complementaridade molecular que leva a formagéo de um
cristal a partir de arranjos periédicos de “supermoléculas”.5 (adaptacéo)

O interesse gradual na compreensdo da organizagdo estrutural no estado solido e as
etapas inerentes a formacéo de cristais tera permitido que nas Ultimas décadas os conceitos
“engenharia de cristais” e “quimica supramolecular” tenham sido largamente aplicados e
explorados em diversos dominios cientificos como a quimica (orgénica, organometélica,
inorganica), fisica, cristalografia, biologia, ciéncia dos materiais, engenharia e ciéncias

farmacéuticas.? °®

1.1.1 Interagbes supramoleculares

Para compreender a organizagdo molecular que leva a formacdo de estruturas
cristalinas, é necesséario compreender o tipo de interagBes que podem estar envolvidas.
Normalmente, o interesse recai maioritariamente na andlise de estruturas de agregados
moleculares estaveis em que, por definicdo, a soma de todas as energias das interacdes
intermoleculares é atrativa. Com estes agregados, pode ser racionalizada a estabilidade
energética e estrutural pela observacéo das principais interacdes intermoleculares bem como
as propriedades inerentes a essas interagdes. A geometria étima de cada agregado resulta de
um compromisso de todas as interacOes atrativas. Contudo, as interagdes repulsivas permitem
o equilibrio estrutural na medida em que evitam 0 seu colapso, isto é, se apenas existissem
forcas de atracéo ou de repulséo, os atomos chocariam entre si ou entdo néo haveria formagéo
de ligacdes (pontes de hidrogénio ou até mesmo ligacdes covalentes).9

As interacBes intermoleculares podem ser classificadas, num cristal molecular,
segundo o termo dominante de cada energia interacional. Assim, existem interacdes
eletrostaticas (também designadas por interacdes ibnicas ou Coulombicas), interacbes de
disperséo (também denominadas por interacdes de van der Waals) e interacdes por pontes de
hidrogénio. Estas categorias ndo séo restritas para um determinado agregado molecular, uma
vez que podem existir varias combinacdes deste tipo de intera(;(“)es.9

As pontes de hidrogénio, também denominadas por “interagdes nao-ligantes” sdo
interacdes atrativas entre um atomo de hidrogénio de um fragmento A — H, em que A é mais
eletronegativo que H, e um atomo ou grupo de 4tomos na mesma molécula ou huma molécula

diferente em que existe evidéncia de interacdes intra ou intermoleculares. Este tipo de

4
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interacdes pode ser descrito pictoricamente por A — H -« B — C, em que A é o doador de
hidrogénio e B o aceitador. Em certos casos, o doador e aceitador podem ser o mesmo.***

As ligacdes por pontes de hidrogénio podem ser subdivididas de acordo com a sua
forca. Jeffrey propds uma divisdo em trés subgrupos: ligacGes fortes, moderadas (também
denominadas por normais) e fracas. Esta subdivisdo tem como referéncia a classe normal que
é constituida por todas as pontes de hidrogénio semelhantes a que se formam na agua e cuja
energia de interacdo se situa entre os -4 e os -14 kcal.mol™. As pontes de hidrogénio
classificadas como fortes possuem uma energia de ligacdo superior a -14 kcal.mol™, enquanto
as pontes de hidrogénio classificadas como fracas tém uma energia de ligacao inferior a -4
kcal.mol™.? Contudo, esta subdivisdo poderd suscitar algumas ddvidas quanto a sua
aplicabilidade global, uma vez que muitas ligag6es por pontes de hidrogénio consideradas
fortes apenas sao encontradas quando uma das duas moléculas que interatua possui carga.

A geometria de ligagdo A — H---B geralmente é linear. Quanto mais proximo de 180° for
0 angulo, mais forte € a ligac@o de hidrogénio e mais curta a distancia H---B. Adicionalmente,
guanto maior for o comprimento de ligacao A — H, mais curta e, por conseguinte, mais forte é a
ligagdo H---B.***

Algumas das caracteristicas das liga¢des de hidrogénio centralizam-se na diferenca
entre os valores de pKa das entidades envolvidas na ligacdo (que estéo correlacionadas com a
energia da liga¢éo), na possibilidade da ocorréncia de reacdes de transferéncia proténica e na
existéncia de direcbes preferenciais de ligagdo (que podem influenciar os modos de
empacotamento de uma estrutura cristalina).® **

Margaret Etter prop6s um conjunto de regras para o estabelecimento de ligacdes por
pontes de hidrogénio em estruturas organicas cristalinas. Estas regras compreendem a
presenca de bons grupos doadores e aceitadores, a formacdo preferencial de ligacdes
intramoleculares em detrimento das ligagdes intermoleculares (especialmente quando est&do
envolvidos anéis de seis membros) (Figura 1.2) e a formacéo de ligacdes intermoleculares

apds formac&o de interacdes intramoleculares.™

Figura 1.2 Representacao da interagdo intermolecular entre o hidrogénio proveniente do grupo
carboxilico e o oxigénio da cetona a,B-insaturada do acido nalidixico.
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1111 Teoria de Grafos

Uma vez discutida a ocorréncia de interacfes supramoleculares, nomeadamente
pontes de hidrogénio, e a sua importancia no contexto da engenharia de cristais, torna-se
relevante desenvolver um sistema de nomenclatura que permita descrever o modo como as
ligacdes por ponte de hidrogénio estdo estabelecidas numa estrutura cristalina. Este sistema
de nomenclatura, utilizado no estudo de cristais como entidades supramoleculares no estado
sélido, é baseado na teoria de grafos.™

A teoria de grafos € um ramo da matematica que estuda a forma como os objetos estao
ligados e as consequéncias dessa ligagdo. Em quimica, os grafos podem ser utilizados para
representar uma variedade de estruturas quimicas como moléculas, cristais e polimeros, em
que as ligagdes covalentes sao representadas por “linhas” e os atomos por “pontos”.ls'17

Margaret Etter, pioneira na aplicacdo desta teoria, classificou as ligagdes de hidrogénio
utilizando a notagdo de representacao geral G5(n) em que G é um padréo de designacao (G=C
para cadeias, S (do inglés, Self) para ligacdes de hidrogénio intramoleculares, D (do inglés,
Discrete) para complexos finitos, R (do inglés, Ring) para anéis, a para o nUmero de atomos
13, 15, 18-20

aceitadores, d para o nimero de atomos doadores e n para o numero total de atomos.

Na Figura 1.3 encontram-se representados alguns exemplos ilustrativos da teoria de grafos.
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Figura 1.3 Exemplos da aplicacdo da teoria de grafos.15
11.1.2 Sintdes supramoleculares e empacotamentos cristalinos

De um modo geral, e sob o ponto de vista das interagBes intermoleculares, as
estruturas cristalinas podem ser observadas como “blocos” de construgao (do inglés, building
blocks) ligados por sintdes supramoleculares.” ™ Estes sintdes s&o definidos como “unidades
estruturais constituintes da estrutura cristalina (“supermolécula”), baseadas em interacfes
intermoleculares.* A definicdo de sintdes supramoleculares foi introduzida por Corey, em 1967,
no contexto das reagfes quimicas orgénicas.23

Os sintdes supramoleculares podem ser divididos em duas categorias: homosintbes,
em que as interacdes ocorrem entre 0 mesmo tipo de grupos funcionais (por exemplo &cidos

6
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carboxilicos e amidas — Figura 1.4a e 1.4b), e heterosintdes, onde os grupos funcionais que

estabelecem interacdes s&o diferentes, mas complementares (Figura 1.4c).”

Figura 1.4 Exemplos de sintdes supramoleculares: a e b — homosintdes entre acidos carboxilicos e
amidas; ¢ — heterosintéo entre um &cido carboxilico e uma amida.

Os homosintdes ocorrem frequentemente em estruturas cristalinas com apenas um
componente. No entanto, a sua existéncia tem sido observada também em estruturas
constituidas por moléculas diferentes, mas com o mesmo grupo funcional (por exemplo, acidos
carboxilicos).24 Por outro lado, se existir mais do que um tipo de grupos funcionais, é
expectavel que reajam tendencialmente de modo a formarem heterosintdes.” *°

Os grupos funcionais nas moléculas interagem entre si tendo em consideracao
combina¢des complexas de fatores geométricos e quimicos, sendo os padrbes de interacdo
relativamente especificos. Estes padrfes fazem parte das caracteristicas do reconhecimento
molecular. Os conceitos e principios deste reconhecimento, e a natureza das interagfes que
medeiam a construcdo de estruturas supramoleculares, sdo aproximadamente 0s mesmos em
solucédo e em estado solido.”®

A engenharia de cristais e o reconhecimento molecular sdo, sob o ponto de vista
supramolecular, equivalentes a tradicional sintese organica, mas em vez de se considerar a
construgcdo molecular através de ligacdes covalentes, constroem-se estruturas cristalinas a
partir de interagbes ndo-covalentes, reconhecendo certas repeticdes de padrdes de interagéo,
ou sintdes supramoleculares, que constituem os elementos chave para o exercicio sintético. A
partir da repeticdo de determinados padrdes é possivel prever qual a probabilidade de se
formar um sintdo especifico numa estrutura cristalina. Deste modo, a robustez dos sintdes
constitui uma caracteristica bastante importante para a engenharia de cristais, pois permite que
a sintese supramolecular seja focada no sentido de se obter a estrutura cristalina desejada
com elevados rendimentos.”

Compreender a reatividade molecular a partir dos sintdes torna-se assim essencial na
previsdo do tipo de interagdes supramoleculares, na sua possivel distribuicdo espacial que
leva a formacdo de determinado empacotamento cristalino. Neste sentido, € necessario
recorrer a base de dados cristalograficas que permitam fornecer informacgéo respeitante a
reatividade quimica dos grupos funcionais em estudo. A base de dados estrutural da
Cambridge (Cambridge Structural Database (CSD))26 tornou-se numa ferramenta essencial na
determinacdo de probabilidades associadas a formacdo de determinados sintdes. Quanto
maior for essa probabilidade, maior a capacidade de se formarem estruturas cristalinas com

esse tipo de interagfes. Na Figura 1.5 encontram-se representados alguns exemplos de varios
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sintbes estabelecidos entre fragmentos de acidos carboxilicos, amidas e piridinas, e as

respetivas probabilidades de formac&o.”

~ 4’“”,%—<’ .
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Figura 1.5 Probabilidade de formac&o de homosintdes e heterosintdes supramoleculares na csp.?

1.2 Principios Farmacologicamente Ativos (PFAS)

O processo de descoberta de farmacos pode ser caracterizado por duas fases. A
primeira, que tem em consideragdo fatores temporais, é designada por “descoberta da

" 2" A primeira fase envolve a

estrutura” e a segunda é denominada por “farmaco candidato”.
selecdo da melhor estrutura molecular do farmaco, enquanto a segunda consiste na selecdo da
melhor forma sdlida. Geralmente, cerca de cinco a dez estruturas moleculares passam pela
segunda fase, sendo o resultado dessa fase, a selecao do Principio Farmacologicamente Ativo

(PFA) final para posterior formulagdo da forma solida.?” 2

Um PFA é definido pela Food and Drug Administration (FDA), como “qualquer
substancia ou mistura de substancias que sejam utilizadas na manufatura de produtos
farmacéuticos e que, quando utilizadas na producdo de um farmaco, se tornem ingredientes
ativos no produto farmacéutico. Tais substancias devem possuir atividade biol6gica ou ter
efeito direto no diagndstico, cura, tratamento ou prevengao de patologias”. 3

Os farmacos possuem geralmente na sua composi¢do um PFA (principio ativo por si
sé) e um excipiente (liquido, ou qualquer substancia que seja farmacologicamente inerte) que
constitui o suporte onde o PFA é disperso. O principio ativo é frequentemente administrado na
forma sélida (capsulas ou comprimidos), uma vez que os solidos possibilitam um formato
compacto e geralmente estavel para o seu armazenamento.”

O problema geralmente relacionado com a utilizac&o direta do PFA cristalino, enquanto
farmaco por exceléncia, prende-se com a reduzida ou elevada solubilidade® que na grande
maioria dos casos apresenta. Esta limitacdo pode influenciar negativamente outras
propriedades do PFA, como velocidade de dissolucdo e biodisponibilidade, podendo
consequentemente interferir com o seu desempenho farmacolégico (baixa absorcdo por via
oral e falta de capacidade para se libertar no organismo por outras vias de administracdo como

8
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injecdo e inala(;,f?\o).2 A estratégia mais comum e correntemente aplicada pela industria
farmacéutica, no sentido de melhorar a biodisponibilidade e otimizar a libertacdo do farmaco no
organismo, consiste na preparacdo de sais organicos a partir de compostos ionizaveis,
utilizando acidos e bases farmacologicamente disponiveis e aceites. Contudo, no caso dos
compostos que ndo possuem grupos funcionais passiveis de serem ionizados e que, por esse
motivo, ndo podem formar sais estaveis em meio aquoso, as alternativas tém passado por
reduzir o tamanho das particulas para uma escala nanométrica,> * amorfizar ou solubilizar os
PFAs em meios ndo-aquosos. Importa salientar que algumas das novas formulacdes
resultantes da aplicacdo destes processos alternativos apresentam mais problemas fisico-
quimicos do que os PFAs cristalinos. 2

Tendo em consideracao fatores de estabilidade, os sélidos farmacéuticos podem existir
sob as formas amorfas ou cristalinas. Apesar de alguns soélidos amorfos melhorarem a
solubilidade do PFA em sistemas aquosos, apresentam instabilidade termodinamica que se

239 As formas cristalinas,

traduz numa evolucédo tendencial para a forma cristalina, mais estével.
por outro lado, sdo preferenciais, uma vez que exibem uma maior estabilidade fisico-quimica e
sdo mais facies de isolar. Adicionalmente e tendo em conta o processo de recristaliza¢éo
utilizado, € possivel eliminar com relativa facilidade as impurezas que resultam desse
processo.’

Para a industria farmacéutica torna-se, deste modo, fundamental encontrar outras
alternativas mais viaveis para solucionar os problemas fisico-quimicos dos PFAs,
especialmente os de solubilidade, uma vez que dificultam os estudos pré-clinicos do novo

28,29 Neste sentido

“farmaco candidato” e limitam também as dosagens que sdo administradas.
tém sido estudadas e desenvolvidas nas Ultimas décadas novas formas cristalinas dos PFAs
que incluem, ndo s6, os polimorfos e sais (como ja tem vindo a ser desenvolvido), mas também

31, 32

0s solvatos, hidratos e, mais recentemente, 0s co-cristais. Cada uma destas formas

apresenta propriedades fisico-quimicas Unicas que podem influenciar amplamente a

solubilidade, biodisponibilidade, estabilidade a temperatura e humidade atmosféricas, e

compressibilidade e manufatura (tendo em consideracdo os processos industriais).32

1.2.1 Polimorfismo e importancia na industria farmacéutica

Polimorfismo, um fendmeno inicialmente reconhecido no contexto da cristalografia, por
Mitscherlich entre 1822-1823, surgiu com a descoberta de diferentes estruturas cristalinas para
0 mesmo composto numa série de fosfatos e sais de arsénio. Em 1965, McCrone definiu este
termo que deriva do grego (poly=muitas, morph=forma) como “uma fase sdlida cristalina de um
determinado composto resultante da possibilidade de existirem dois ou mais arranjos diferentes

» 33-36

de moléculas desse composto no estado solido”. Na Figura 1.6 encontra-se representado

um esquema pictorico do polimorfismo.
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Figura 1.6 Exemplo representativo do polimorfismo: a e b consistem em diferentes arranjos estruturais
demonstrados pelas diferentes formas da célula unitaria (representado a preto).3

Ainda que exista algum debate sobre a definicdo global de polimorfismo, a definicédo de
McCrone permanece, sendo atualmente razoavel considerar o polimorfismo como a
capacidade de um composto cristalizar em duas ou mais fases cristalinas com diferentes
arranjos efou conformagdes moleculares dentro da rede cristalina.*® Estes arranjos s&o
responsaveis pelas diferentes propriedades fisico-quimicas encontradas entre diferentes
polimorfos, sendo de extrema importancia a reprodutibilidade e o controlo do processo inerente

a sintese de determinado polimorfo.®*

O polimorfismo é um fendémeno caracteristico do
estado sélido (ocorre proeminentemente em moléculas que contém varios grupos funcionais) e,
portanto, as diferencas estruturais e fisico-quimicas dissipam-se quando ocorre fuséo,
vaporizacao ou dissolugdo, uma vez que as estruturas polimoérficas iniciais transformam-se em
compostos semelhantes entre si, através da rutura de ligacbes de hidrogénio ou de outras
interacdes intermoleculares responséveis pelo empacotamento no estado solido.>**°

A importancia do polimorfismo na industria farmacéutica terd adquirido relevancia com
o farmaco Ritonavir. Comercialmente vendido como Norvir, € utilizado como inibidor da
protéase responsavel pelo virus da imunodeficiéncia humana que, uma vez manifestado, causa
a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA). Foi lancado no mercado em 1996 pela
empresa de fabricacao Abbott e distribuido durante dezoito meses sem existirem problemas na
sintese do principio ativo. Contudo, algo de inesperado sucedeu apoés a repeticdo do processo
sintético. O farmaco ndo se dissolveu em solucdo e precipitou. ApoOs investigacfes
consideraveis  constatou-se que existia uma forma polimérfica mais estavel
termodinamicamente e menos soltvel (forma Il). Surpreendentemente, a farmacéutica revelou
dificuldades em produzir a forma |, provavelmente devido as condigfes experimentais ndo
terem sido reproduzidas na totalidade.®>*" %

A frequéncia com que ocorre a formacao de formas polimérficas ainda néo é totalmente
conhecida. S&o0 exemplos de polimorfismo, os farmacos aspirina®, paracetamol®, piracetam™”

! e virazole* (Figura 1.7).
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Figura 1.7 Representacao da estrutura quimica dos farmacos: a — aspirina; b — paracetamol;
c — piracetam e d — virazole.

A incapacidade de prever a formacédo de polimorfos e, de um modo geral, de qualquer
estrutura cristalina tem importantes implicagdes cientificas, especialmente no dominio da
propriedade intelectual.”” Se durante a formulagdo de um farmaco ocorrer formagdo de um
novo polimorfo, a patente atribuida pode ser contestada. Por outro lado, a descoberta de um
novo polimorfo pode resultar numa melhoria da performance fisico-quimica do principio ativo,

permitindo o desenvolvimento de um novo produto farmacéutico.?” *?

1.2.2 Anidros, hidratos, solvatos e sua aplicacdo na industria
farmacéutica

Para a inddstria farmacéutica, a escolha do PFA na formulacdo de um farmaco, recai
sobre a sua forma anidra. As formas anidras, juntamente com os sais, fazem parte da
constituicdo da maioria dos farmacos existentes no mercado. Se, por algum motivo, a forma
anidra ndo for adequada (por exemplo, se possuir baixa solubilidade, instabilidade e contiver
formas polimoérficas complexas), entdo é equacionada como alternativa a utilizacdo de
hidratos/solvatos.”’

Um hidrato contém moléculas de agua na estrutura cristalina que podem estar numa

proporcado estequiométrica ou nao-estequiométrica® ** *°

(Figura 1.8). Quando o solvente nao
€ 4gua, o termo designa-se genericamente por solvato. Cerca de um terco das substancias
farmacologicamente ativas possuem capacidade para formar hidratos. Para a formulagcdo do
farmaco, sdo utilizados hidratos numa proporcdo estequiométrica, em que moléculas de agua
estabelecem interacBes por pontes de hidrogénio com a substancia ativa. Morris demonstrou
numa pesquisa que os hidratos estequiométricos sdo frequentemente encontrados em
substancias farmacolégicas e que a frequéncia dos nimeros de coordenacdo de moléculas de

agua (di, tri, tetra, hidratos) decresce exponencialmente.46

11
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Figura 1.8 Classificacéo dos diferentes hidratos: a - hidrato estequiométrico com redes regulares
formadas por pontes de hidrogénio; b - hidrato ndo- este(}wometrlco com moléculas de agua dentro das
cavidades.

A desidratacdo de um hidrato estequiométrico resulta frequentemente no colapso da
estrutura cristalina, podendo originar uma estrutura amorfa que pode, posteriormente,
cristalizar numa forma menos soluvel.

Os hidratos e solvatos geralmente apresentam diferentes solubilidades e,
consequentemente, diferentes velocidades de dissolucdo intrinsecas. O perfil de estabilidade
destas formas, a varias temperaturas e a diferentes pressfes de vapor de agua ou de outros
solventes orgénicos, difere do que € apresentado pelas formas anidras. Estas diferencas
podem influenciar a formulacdo, processamento e estabilidade (sob condicbes de

armazenamento) do farmaco.**

1.2.3 Sais e co-cristais farmacéuticos

Os sais sdo formas soélidas constituidas por espécies carregadas negativamente e
positivamente numa proporgao estequiométrica. Assim, um sal farmacéutico compreende um
PFA e um contra-ido aniénico ou catidnico que pode ser molecular ou monoatdomico (por
exemplo, anido iodeto).47 Estima-se que cerca de metade dos farmacos disponiveis no
mercado estejam sob a forma de sais.*’ Para a indstria farmacéutica, a sintese de sais é a
estratégia escolhida na abordagem do problema de solubilidade. A forma¢édo de sais pode
melhorar a solubilidade de principios ativos acidos e basicos, por vérias ordens de grandeza

que, por sua vez, tém impacto na velocidade de dissoluco.*” “®

Recentemente foi reportado
que a solubilidade do mesilato de delveridina (Figura 1.9) foi incrementada duas mil vezes,
passando de 143 pg/mL (valor de solubilidade do PFA a pH 6) a 320 mg/mL. Verificou-se ainda
que os sais de mesilato sdo mais sollveis do que qualquer sal de farmacos contendo o grupo

amina.*
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Figura 1.9 Representacéo da estrutura quimica do mesilato de delavirdina.

E imperativo que o perfil de biodisponibilidade de um farmaco satisfaca as exigéncias
regulamentares: a fraca biodisponibilidade pode tornar um farmaco pouco eficaz enquanto uma
elevada biodisponibilidade pode tornd-lo téxico.® A solubilidade, como ja referido
anteriormente, também constitui uma propriedade determinante para a biodisponibilidade,
sendo a alteracdo desta propriedade, através da formacdo de sais, utilizada para melhorar a
desempenho bio-farmacéutico.”® De um modo geral, admite-se que 0s sais possuem elevada
biodisponibilidade comparativamente ao proprio PFA ou a hidratos, e sdo biologicamente mais

30,51

seguros do que os solvatos. Por exemplo, os sais de sodio e potassio da ampicilina (Figura

1.10) demonstram uma maior biodisponibilidade com uma velocidade de absorcéo

substancialmente mais elevada do que os tri-hidratos respetivos.”®

NH,

OH

Figura 1.10 Representagdo da estrutura quimica da ampicilina.

Para a obtencéo sais recorre-se, frequentemente, aos valores de pKa das entidades
envolvidas. Para um grupo de contra-ides complementares, € esperada uma diferenga entre os
valores de pKa (ApKa) maior ou igual a 3 para a formagéo favoravel de um sal. Contudo,
evidéncias empiricas sugerem que nao existe um universo de valores de ApKa definidos para
0s quais seja garantida a formagéo de um sal para todos os pares acido-base considerados.”
25, 50, 52

Uma das limitagBes dos sais reside no facto do PFA necessitar de ter grupos funcionais
passiveis de sofrer ionizagcdo (acidos ou bases) para que a transferéncia de protdes ocorra.
Nesse sentido, tém vindo a ser desenvolvidas alternativas que passam pelo recurso a métodos

de co-cristalizaggo.” >
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Um co-cristal é definido como uma espécie cristalina constituida por dois ou mais
componentes neutros e que, quando na forma pura e em condicdes ambientais, se encontram
no estado sélido. Esta definicdo permite distinguir os co-cristais de outras formas sélidas como
solvatos e hidratos que contém, pelo menos, um componente puro no estado liquido.
**Ademais, o critério de que todos os componentes sdo sélidos sob condicdes ambientais,
possui consideragBes praticas que se traduzem na possibilidade dos co-cristais poderem ser
produzidos através de métodos de sintese no estado sélido, como a mecanoquimica.*

Os co-cristais farmacéuticos possuem a vantagem de se poderem formar
independentemente de existirem grupos funcionais capazes de serem ionizados. A sua
formacao depende da complementaridade existente entre os grupos funcionais do PFA e do
co-cristalizante utilizado (composto farmacologicamente ativo ou inerte mas aceite como
seguro para aplicagdo farmacéutica) de modo a ocorrerem interagcdes intermoleculares no
estado sélido. O numero de co-cristalizantes que podem ser incorporados em estruturas
cristalinas com finalidade terapéutica € mais extensivo do que o niumero de &cidos e bases
existentes para produzir sais.*® Estas novas formas cristalinas também representam uma
oportunidade para a criacdo de patentes de novas formulacdes de farmacos ja existentes.”’

Os co-cristais farmacéuticos representam uma oportunidade estratégica para a
otimizagdo das propriedades fisico-quimicas de um PFA preservando a estrutura molecular e,
por conseguinte, a sua atividade biolégica uma vez que ndo é necessario quebrar ou formar
ligacBes covalentes.

A biodisponibilidade é uma das propriedades fisico-quimicas mais estudada de um PFA
e existem varios estudos que descrevem a melhoria desta propriedade apés co—cristalizagéo.ss'
® A indometacina, farmaco anti-inflamatério nao-esteroidal, € um exemplo de um PFA que
apresenta fraca biodisponibilidade.64 Possui dois polimorfos conhecidos, o® e y66, sendo este
ultimo o mais estavel termodinamicamente e & temperatura ambiente. A co-cristalizacdo com
sacarina (Figura 1.11) produz uma forma sélida estdvel com melhorias significativas da

biodisponibilidade, o que tornou possivel a sua utilizacéo para fins terapéuticos.67

Figura 1.11 Representacdo do empacotamento cristalino da indometacina com a sacarina.
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Outro PFA em que a biodisponibilidade foi amplamente melhorada apo6s co-
cristalizacdo com a sacarina, foi o anticonvulsante carbamazepina (comercialmente vendido

97 um dihidrato, "

por Tegretol).?® Este PFA é conhecido por possuir cinco polimorfos anidros,

73-78 79-81

varios solvatos e co-cristais, e dois sais de amoénia.** Contudo é o co-cristal com a
sacarina (Figura 1.12) que desempenha uma superioridade particularmente marcante no que
diz respeito ao perfil de biodisponibilidade exibindo, também, uma estabilidade fisico-quimica

semelhante aos polimorfos da carbamazepina.®®

Figura 1.12 Representacdo do empacotamento cristalino da carbamazepina com a sacarina.

Para a industria farmacéutica é igualmente importante a formulacdo de farmacos que
contenham na sua composicdo dois PFAs (efeito sinergético), uma vez que é possivel fornecer
doses mais convenientes aos pacientes através da combinacdo complementar de dois
principios ativos (por exemplo um antibiético e um analgésico) num Unico farmaco.** A
economia de recursos relacionados com a manufatura, empacotamento e armazenamento de
farmacos também constitui outra vantagem.*’

Um exemplo de um co-cristal que contém dois PFAs é o sildenafil:acido acetilsalicilico
(Figura 1.13). Sildenafil, mais conhecido por Viagra, € um farmaco utilizado no tratamento da
disfuncéo eréctil e da hipertenséo arterial pulmonar. O 4cido acetilsalicilico (aspirina) & um anti-
inflamatério ndo-esteroidal utilizado para aliviar a dor, inflamac&o, reduzir a febre (antipirético) e
para o tratamento de doencas cardiacas.®® O co-cristal destes dois PFAs foi patenteado para o
tratamento de doengas cardiacas e disfungdo eréctil masculina. Adicionalmente apresenta

propriedades fisico-quimicas favoraveis como elevada velocidade de dissoluc;z§1o.84
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Figura 1.13 Co-cristal sildenafil:acido acetilsalicilico.
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E de extrema importancia salientar que a biodisponibilidade de um farmaco resulta do
compromisso entre varias propriedades como solubilidade, velocidade de dissolucdo, tamanho

das particulas e estabilidade em solugdo.** >

Esta dltima desempenha um papel marcante,
uma vez que se encontra diretamente relacionada com a capacidade de uma determinada
forma sélida manter a sua estrutura em solucdo. Varios estudos efetuados revelaram que
algumas formas cristalinas, especialmente co-cristais, apresentam reduzida estabilidade,

3. 8 Og estudos das formas

apesar do seu perfil de solubilidade se apresentar adequado.
sélidas em solucdo aquosa permitem fornecer uma indicacédo sobre a possibilidade de ocorrer
fenomenos de dissociagcdo das formas em estudo ou precipitacdo de novas formas. Outros
meios, como fluidos gastricos e intestinais e solu¢des tampéo utilizadas para variar condicdes
de pH do meio aquoso, também constituem uma importante aproximacao na simulacdo de
sistemas bioldgicos com o intuito final de avaliar o desempenho fisico-quimico das formas

sélidas em estudo.>

1.3 Meétodos de sintese: solugdo e mecanoquimica

As formas sdlidas cristalinas (polimorfos, solvatos, sais e co-cristais) sdo muitas vezes
obtidas através de procedimentos em solucdo, que envolvem as etapas da dissolugéo,
evaporacao lenta do solvente e cristalizagéo.4 O processo de cristalizagdo pode resultar na
formagdo de produtos homoméricos (recristalizacdo) ou heteroméricos (co-cristalizagao)
(Figura 1.14). O sucesso de um processo implica o insucesso do outro sendo, de um modo

geral, mais elevada a probabilidade de se obter um produto homomérico.>*

Forcas intermoleculares
@ @ homoméricas

O @ @ Forcas intermoleculares
b & \ heteromeéricas

9, OO

Figura 1.14 Representacdo esquematica da diferenca entre cristalizacao (forgas intermoleculares
homomeéricas) e co-cristalizagao (forcas intermoleculares heteroméricas).54

A sintese de formas soélidas farmacéuticas a partir da solugdo pode ser considerada
como contraintuitiva uma vez que a cristalizacdo € um método de purificacdo bastante eficiente
e amplamente utilizado pela industria farmacéutica para purificar compostos. Contudo, se em
diferentes moléculas que contém grupos funcionais complementares, existirem interagfes
supramoleculares energeticamente mais estaveis do que as que se formam entre moléculas do
mesmo composto, entdo a formagéo do produto heteromérico apresenta-se como um processo
termodinamicamente favoravel (ndo implicando necessariamente que seja cineticamente

favoravel).>*
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Se no processo de co-cristalizacdo ocorrer transferéncia de protdes entre o PFA e o co-
cristalizante, o resultado é um sal molecular em que as interac@es estabelecidas séo pontes de
hidrogénio assistidas por carga. Se, por outro lado, houver formacdo de interacdes
intermoleculares, como pontes de hidrogénio fortes e/ou interacdes m---m, sem que ocorra
transferéncia protonica, entdo o produto final € um co-cristal. Estas formas cristalinas podem

ser solvatadas se as moléculas de solvente participarem nas interagdes.* >* &

Para que o produto final resulte de um processo de co-cristalizacdo, é necessario
escolher cuidadosamente o co-cristalizante apropriado e capaz de estabelecer interacdes
intermoleculares com o PFA em estudo.®® Como ja foi mencionado anteriormente, esta escolha
passa pela pesquisa em bases de dados que permitam fornecer informacdo sobre os sintées
mais promissores na formacgéo de interacdes intermoleculares.?

Contudo, a utilizag&do de solventes acarreta um aumento de custos para a realiza¢éo do
processo e propensia, também, alguma poluicdo ambiental. Os problemas de solubilidade
(muito reduzida ou muito elevada) e a solvoélise colocam sérias limitagdes na utilizagdo deste
método.*" %

Outras metodologias sintéticas tém sido investigadas e aplicadas para a sintese de
novas formas cristalinas, como a sublimagdo, crescimento a partir da fusdo, suspensfes e
mecanoquimica (moagem).>

Em 1893, Patil e colaboradores aplicaram experimentalmente a mecanoquimica na
sintese do co-cristal quinidrona, a partir de quantidades estequiométricas de para-
benzoquinona e hidroquinona. N&o obstante, esta técnica comecou a desenvolver esfor¢os
com Paul e Curtin, e Etter e colaboradores, que demonstraram que a sintese supramolecular
em estado solido fornece um elevado grau de reconhecimento molecular e permite a
construcdo de uma diversidade de formas sélidas.® A eficiéncia deste método pauta-se pela
capacidade de se evitarem os comuns problemas de solubilidade de certos PFAs associados
ao processo de cristalizagdo a partir da solugr?lo.86

A mecanoquimica pode ser classificada em dois métodos que dependem da presenca
ou auséncia de solvente no processo de co-cristalizagdo sendo designados, respetivamente,

por moagem assistida por solvente e moagem na auséncia de solvente.* °* %

Historicamente,
0 primeiro método a ser utilizado foi a moagem na auséncia de solvente, que consiste em
misturar os reagentes e moé-los num almofariz ou num moinho de bolas.>® Posteriormente foi
implementada a moagem assistida por solvente que consiste em adicionar uma quantidade
catalitica de solvente a uma mistura de reagentes, moendo-os seguidamente. Este método,
originalmente designado por moagem com gota de solvente,®® foi introduzido com o objetivo de
incrementar a velocidade de formacgéo de co-cristais em estado sélido sabendo-se, no entanto,
gue a sua aplicacdo apresenta outros beneficios entre os quais eficiéncia na preparagao de
outras formas cristalinas farmacéuticas (como sais moleculares), elevados rendimentos
reacionais, elevada cristalinidade do produto obtido e possibilidade de controlar a formacéo de
polimorfos. Ademais, a utilizacdo de quantidades cataliticas de solvente, permite que seja

considerado um método de “quimica verde”.*
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1.4 Cristalografia de raios-X

O conhecimento da estrutura molecular dos materiais constitui um dos objetivos
fundamentais da quimica e é essencial para uma correta compreensdo das suas propriedades
fisicas e quimicas. O termo “estrutura” possui varios significados sendo descrito, no contexto
deste trabalho, como o estudo das posicdes relativas dos atomos ou iBes numa estrutura
molecular e a sua descricdo geométrica em termos de distancias de ligacdo e angulos. A
determinacao estrutural pode ser utilizada com as finalidades de identificar um novo composto
sintetizado, compreender como foi formado e determinar qual a sua geometria detalhada. Estes
parametros podem ainda constituir um importante veiculo na investigacdo da reatividade,
ligacdo e relacdes estrutura-energia e estrutura-atividade das moléculas.®’

A cristalografia de raios-X apresenta-se como a técnica mais eficiente na determinacao
estrutural uma vez que, ndo sendo destrutiva, permite obter uma descricdo completa e
detalhada da estrutura em termos de constituicdo atomica bem como de ligag6es estabelecidas
entre os atomos.?” Esta técnica baseia-se na interacdo da radiacdo com a matéria, onde
normalmente se fixa o comprimento de onda e se mede a variagdo da intensidade com a
direcdo, ou seja, a dispersdo da radiacdo monocromatica. A partir destas medidas € possivel
obter uma descricdo geométrica completa da estrutura. A variacdo de intensidade é causada

por efeitos de interferéncia entre a radiacéo e os atomos da estrutura, ou seja a difracdo.®® *

1.4.1 Fundamentos da cristalografia de raios-X

A difrac@o de raios-X (DRX) de cristais foi descoberta por M. Von Laue em 1912 que
mostrou que o fendmeno podia ser descrito como a difragcdo de uma rede tridimensional.
Contudo, William Laurence Bragg foi pioneiro na exploracdo da semelhanca entre a difracdo e
a comum reflexdo, demonstrando que a distancia angular da radiacdo dispersa pode ser
interpretada considerando que os raios difratados possuem um comportamento semelhante
aos refletidos por planos que passam através de pontos da rede cristalina.®* "%

Considerando dois ou mais planos de uma estrutura cristalina, as condigbes para que
ocorra a difrac@o de raios-X (interferéncia construtiva ou huma mesma fase) vao depender da
diferenca de caminho percorrida pelos raios X e o comprimento de onda da radiagéo incidente
(Figura 1.15). Esta condicdo é expressa pela lei ou equacdo de Bragg, n1 = 2dsiné, onde 1
corresponde ao comprimento de onda da radiacéo incidente, n a um nimero inteiro (ordem de
difracdo), d a distancia interplanar para o conjunto de planos h k | (indices de Miller) da
estrutura cristalina e 8 ao angulo de incidéncia dos raios-X (medido entre o feixe incidente e os

planos da estrutura cristalina).** %’
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Figura 1.15 Condi¢cGes para a difragdo de Bragg num conjunto de planos espacados por uma
distancia d.*?

Laurence Bragg e seu pai Henry Bragg deduziram a estrutura cristalina de varias
substancias (incluindo varios halogenetos de alquilo e diamantes) e, em reconhecimento deste
trabalho cientifico, ganharam o prémio Nobel da Fisica em 1915.%

A intensidade difratada, entre outros fatores, é dependente do niimero de eletrdes no
atomo. Os atomos encontram-se distribuidos no espaco de tal forma que os varios planos de
uma estrutura cristalina possuem diferentes densidades eletrénicas, fazendo com que as

intensidades difratadas sejam, por consequéncia, distintas para os diversos planos cristalinos.®

1.4.2 Estado cristalino: conceitos fundamentais

Os cristais consistem em “blocos” de construgdo, em que cada um contém
caracteristicas estruturais e elementos de simetria (translacdo, rotacdo, planos de reflexdo, e
centros de inverséo) que se encontram repetidos regularmente num espago tridimensional.
Cada “bloco” de construcdo é designado por célula unitaria (Figura 1.16) e contém, pelo

menos, uma molécula.®* &

O comprimento de cada face, na célula unitaria, é representado por
a, b e c e os angulos por a (entre o lado b e c), B (entre o lado a e c) e y (entre os lados a e

b).32, 87

Figura 1.16 Representagdo da célula unitaria tridimensional.*?

Designa-se por unidade assimétrica a menor unidade independente da célula unitaria a

partir da qual, e por aplicacdo de operacdes de simetria como a rotagdo, reflexdo, inversdo e
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translacéo do grupo espacial correto (descricao da simetria de um cristal), se obtém a estrutura
cristalina completa.®

Para um cristal especifico, cada célula unitaria possui 0 mesmo tamanho e contém o
mesmo nimero de moléculas e ides rearranjados da mesma forma. E usualmente conveniente
pensar nos atomos e moléculas como pontos e o cristal como um conjunto tridimensional
desses pontos, ou rede cristalina.®

A simetria cristalina é dividida em sete células unitarias basicas ou primitivas (Figura
1.17a), que dependem das operagfes de simetria aplicadas. Os atomos ou moléculas podem
estar localizados no vértice de cada célula. No entanto, é possivel encontrar células unitarias
com atomos ou moléculas no centro das faces superiores e inferiores (do inglés, end-centred),
no centro de cada face (do inglés, face-centred) ou com um atomo no centro da célula (do

inglés, body-centred), como ilustrado na Figura 1.17b.%°

- - - -
w - - 3 -

Lo Tetragona Ortorrdmbieo

Figura 1.17 Representacdo das sete células unitarias primitivas: a - atomos ou moléculas presentes
apenas nos vértices de cada célula; b - variagdes nas células primitivas, com os a&tomos ou moléculas a
ocuparem posi¢fes centrais na célula.®®

Deste modo existem catorze redes cristalinas, deduzidas por Frankenheimer e Bravais
no século XIX e designadas, posteriormente, por redes de Bravais. Para os farmacos, existem
trés tipos comuns de célula unitaria: triclinico, monoclinico e ortorrdmbico.®

As estruturas organizadas nestas redes cristalinas ndo possuem obrigatoriamente os
mesmos elementos de simetria. As combinacdes possiveis desses elementos resultam em
duzentos e trinta combinacdes totais que correspondem aos duzentos e trinta grupos espaciais

existentes em cristalografia, cujas propriedades de simetria se encontram bem estabelecidas e

85, 88, 89
as

documentadas em livros e tabelas, sendo o veiculo de consulta mais utilizado,
Tabelas Internacionais de Cristalografia de Raios-X (International Tables of X-Ray

Crystallography).91
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1.4.3 Difracdo de raios-X de mono cristal (DRXMC)

A determinagcdo da estrutura cristalina é convencionalmente realizada através da
difracdo de raios-X de mono cristal (DRXMC), que se apresenta como uma técnica inequivoca.
A aplicacao desta técnica requer cristais com qualidade e dimenséo apropriadas. De um modo
geral, a dimensdo minima ao longo de cada eixo num cristal deverd idealmente exceder os
0,05 mm, a ndo ser que exista um atomo pesado (com um ndmero atémico superior a 17) nos
constituintes moleculares. Cada cristal possui um padrdo de difracdo Unico e que depende da
respetiva estrutura interna. A solucdo da estrutura molecular, que fornece as posi¢cfes atdmicas
de todos os atomos, é determinada a partir das intensidades fornecidas pelo padrdo de
difrac&0.®® Estas propriedades tornam a DRXMC numa técnica de caracterizacdo estrutural de
extrema importancia e utilidade, uma vez que é possivel retirar varias informagées como o
sistema cristalino, tipo de redes Bravais, grupo espacial, pardmetros da rede cristalina,
densidade cristalografica, simetria molecular, configuracéo absoluta, estrutura tridimensional e
empacotamento, distancias precisas de ligacdo, conformagdo molecular, parametros das
ligagBes intermoleculares, raios de van der Walls, volume molecular, distribuicdo eletronica e
desordem estatica e dindmica nos sélidos cristalinos.®”

Na Figura 1.18a e 1.18b encontra-se, respetivamente, uma representagéo pictérica do

processo de difracdo de raios-X em mono cristal®” e o padréo de difracdo do diamante®.

Padréao de

) difragao
Raios-X
difratados

'11.07:"‘{}0: " oo,
Fonte T .}..«I .‘”.q.' Reflexdes
de raios-X e

a b

Figura 1.18 a - processo de difragédo de raios-X em mono cristal;92 b - padréo de difracdo do diamante.®

1.4.4 Difragéo de raios-X de p6 (DRXP)

Por vezes a obtencéo de cristais com tamanho e pureza adequados para uma analise
por DRXMC pode ser complicada, pois 0s processos de cristalizagdo nem sempre ocorrem
com sucesso. Deste modo, se a amostra estiver disponivel sob a forma de pé e possuir um
grau de pureza apreciavel, é possivel avaliar, com recurso a técnica de difracao de raios-X de
p6 (DRXP), ndo so a cristalinidade da amostra (cristalina ou amorfa), como também determinar
se a forma cristalina obtida (polimorfo, co-cristal, sal molecular, solvato) é nova. Para a
industria farmacéutica esta técnica tem-se revelado de grande importancia, nomeadamente no

que diz respeito ao rastreio polimérfico.* 8
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De uma forma generalista, a técnica de DRXP consiste na utilizagdo de um feixe de
raios-X, proveniente de um tubo de raios-X, que incide sobre uma amostra em p6 sendo
subsequentemente medida a difracdo de raios-X por um detetor. A amostra roda 8 em relagéo

a fonte de raios-X e o detetor roda 26 em relagdo & amostra (Figura 1.19).%* %

Detetor

Amostra
cristalina

Figura 1.19 Processo de difragdo de raios-X em po e obtencédo de um difratograma de pos.

Os diferentes parédmetros de rede das diferentes formas cristalinas geram picos
distintos e em posi¢cbes também elas distintas. Ademais, difratogramas como uma boa
resolugdo permitem uma analise quantitativa da forma cristalina, uma vez que esta técnica se
baseia no principio de que a intensidade integrada de um pico de difracdo é proporcional a
quantidade da forma cristalina presente.® %

Esta técnica é frequentemente usada para seguir as rea¢des supramoleculares, com a
vantagem de ndo exigir a formacao de monocristais. Tanto os pés resultantes das sinteses por
mecanoquimica como os produtos obtidos por solu¢cdo podem ser analisados por esta técnica,
embora no caso dos produtos obtidos por solucdo seja necessério efetuar a moagem da
amostra de forma a reduzir e uniformizar o tamanho das cristalites, diminuindo as orientacdes
preferenciais. Este processo de moagem pode ser visto como uma desvantagem quando se
usam formas metaestaveis que podem amorfizar ou mudar de fase devido a este processo.94

Um padrdo de DRXP nem sempre indica se uma nova forma soélida cristalina foi
formada, sendo necessario compara-la a padrdes de formas conhecidas do PFA e co-
cristalizante utilizados na sintese.

A determinacdo da estrutura cristalina a partir de padr6es de DRXP é possivel, mas
pode ser um processo complicado devido a vérios fatores. No entanto, dados de difracao
obtidos em sincrotrdo tém-se revelado bastante Uteis para a inddstria farmacéutica uma vez
que permitem, determinar a estrutura quimica das novas formas cristalinas de farmacos a partir
de p6s.*

De salientar ainda que se ao DRXP for acoplado um sistema que permita variar a
temperatura, é possivel estudar de forma inequivoca e bastante precisa, transi¢cdes de fase das

formas sélidas cristalinas induzidas pela temperatura.
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1.5 Outras técnicas de caracterizacdo das formas solidas
cristalinas

A informagdo obtida a partir da combinacdo de varias técnicas de caracterizagao
estrutural e térmica é frequentemente requerida de modo a identificar a estrutura cristalina
obtida apés sintese e determinar as suas propriedades fisicas e quimicas.®

A espetroscopia de ressonancia magnética nuclear em estado solido (RMN em estado
sélido) que, em muitos aspetos, complementa a técnica mais poderosa na determinacéo
estrutural, a cristalografia de raios-X anteriormente explicitada, tem-se tornado numa
ferramenta indispensavel para a caracterizacdo da estrutura e dinamica em materiais
moleculares.”” Esta técnica ndo destrutiva tem a capacidade Unica de sondar os ambientes
eletrénicos e a conetividade dipolar dos nlcleos ativos por ressonancia magnética nuclear
(RMN) (por exemplo, *C, N, *°F, *'P, *®Na e 'H), durante uma escala de tempo alargada, ndo
necessitando de substratos monocristalinos ou amostras homogéneas.*® ® O RMN em estado
sélido ndo s6 é bastante util na identificacdo de formas sélidas (polimorfos, solvatos, sais e co-
cristais), como também fornece informacao detalhada sobre as propriedades dessas formas,
em termos de estrutura molecular e cristalina, complementando os resultados obtidos por
DRXMC e DRXP.%" %1% Este tipo de espetroscopia permite, também, estudar formas sélidas
amorfas de PFAs. Técnicas avancadas a duas dimensdes como a correlacdo heteronuclear de
carbono e hidrogénio com polarizacdo cruzada (1H—13C CP-HETCOR) permite retirar
informacdo relativamente as interagbes intermoleculares estabelecidas entre os dois

componentes que constituem a forma sélida em estudo.**

Além disso, a identificagdo dos sais
moleculares e co-cristais pode ser realizada com recurso a 3C CPMAS e 1D 'H DUMBO MAS,
uma vez que fornece informacédo sobre os desvios quimicos encontrados, relacionando-0s com
o ambiente quimico existente.'®* ***

O RMN em solucdo pode fornecer uma variedade de informacéo relativamente as
formas sélidas. Em muitos casos, o RMN do ntcleo de protdo (*H-RMN) pode revelar se existe
formacdo de um sal, mesmo que o contra-ido ndo seja diretamente observado. Os desvios
quimicos dos protdes préximos dos heteroatomos que se encontram carregados alterar-se-ao
comparativamente com os desvios quimicos desses protdes observados nas espécies
neutras.”® Adicionalmente, também & possivel retirar informagdo sobre a estequiometria
presente, através da integracdo dos sinais de RMN, bem como o grau de pureza da amostra,
verificado pela auséncia ou presenca de sinais vestigiais e/ou alargamento dos sinais
carateristicos dos componentes da amostra.

A espetroscopia de infravermelho (IV) também pode ser usada para determinar a
formacdo de um sal. Os desvios das bandas do carbonilo indicam a formagé&o do sal, mas
também podem indicar uma diferente forma cristalina, sendo necessario o recurso a padroes
que nos permitam retirar conclusdes corretas dos resultados observados. A protonacdo de

heteroatomos como o azoto (por exemplo NH,") também é detetada pela presenca de bandas
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carateristicas. Contudo, esta técnica torna-se mais limitativa no que diz respeito a identificagcao
de interacBes existentes entre um PFA e um co-cristalizante num co-cristal.”® %

A calorimetria diferencial de varrimento (CDV) é uma técnica que permite determinar
parametros relacionados com a estabilidade fisico-quimica de amostras sélidas (por exemplo
polimorfos, sais moleculares, co-cristais e solvatos), como ponto de fusdo, capacidade
calorifica, calor de fus&o e transicées de fase.*® %

A analise termogravimétrica (ATG), conjuntamente com a analise obtida pelo CDV,
permite detetar, de forma eficiente, a libertacdo de determinado componente (solvente ou co-
cristalizante) de uma estrutura cristalina, bem como a decomposi¢cdo da amostra, que
normalmente é acompanhada por libertacéo de produtos volateis.* *®

A termomicroscopia € um método bastante utilizado no estudo de transicfes de fase
em sdélidos. Variando a temperatura de uma amostra e acompanhando o processo através de
um microscépio, com recurso a luz polarizada, é possivel obter informag¢@o sobre o seu
comportamento durante os processos de fusdo e recristalizacdo, assim como detetar

transformacdes de estado sélido (por exemplo mudancas de fase e perda de solvente). 348
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2.1 Introducéo

O acido azelaico ((CH,);(CO,H),), ou acido 1,7-heptanodicarboxilico, € um composto
organico dicarboxilico saturado com nove atomos de carbono (Figura 2.1), obtido a partir de

195 E geralmente

processos de oxidacdo do acido oleico e de acidos gordos esterificados.
utilizado no tratamento de acne e outros problemas de pele associados a hiperpigmentacéo,
como a rosacea, causando a apoptose das bactérias responsaveis pelo aparecimento destes

105, 106

problemas de pele. Para além disso, contribui para a diminuicdo dos niveis de queratina,

substancia natural que promove o crescimento da bactéria responsavel pelo desenvolvimento

105

do acne.”> Recentemente tem sido corroborada a possibilidade de utilizar o acido azelaico no

tratamento e prevencéo de cancro da pele e da prostata, devido ao seu elevado potencial de

105

inibicdo dos niveis da proteina 5-a reductase presente em doentes com esta patologia.” Este

PFA é utilizado na formulagéo de cremes, numa concentracédo de 20% (Azelex, AzClear Action

e Finevin), e de géis numa concentracdo de 15% (Finacea).™”’

O éacido azelaico possui um
ponto de fusé@o entre os 109-111°C, dois pKa de 4,55 e 5,50 e apresenta algumas limitacdes
relativamente a solubilidade, o que constitui um problema na sua aplicacédo derma'[olc')gica,105
sendo apenas possivel obter uma quantidade maxima de 0,24% em solu¢cdes aquosas,
tornando-o pouco efetivo. Por outro lado, apesar dos alcoois, que fazem parte da formulacdo
dos cremes e géis, constituirem uma boa alternativa enquanto solventes, estes podem
apresentar alguns efeitos adversos na camada lipidica da pele quando usados em doses
elevadas, especialmente no que diz respeito a problemas de hidratacdo (pele seca).
Adicionalmente, e fora do contexto dermatoldgico, sdo conhecidos outros problemas
relacionados com a estabilidade deste PFA a temperatura ambiente na presenca destes
solventes, nomeadamente do alcool etilico, 0 que representa uma barreira na formulagéo deste
principio ativo.**> 1%

No que diz respeito a biodisponibilidade, sabe-se que o &cido azelaico presente nos
cremes e géis ndo é absorvido pela pele de forma muito efetiva. Nesse sentido, foram
alternativamente desenvolvidas formas de melhorar o poder de penetragdo na pele, utilizando
microemulsdes de acido poliacrilico, em que as concentracdes de &cido azelaico eram
incrementadas. Contudo, e tendo em consideragdo que a formulacdo das microemulsdes é

realizada a base de alcoois, este método torna-se relativamente limitado pelos efeitos adversos
105, 107, 108

Ho)J\/\/\/\/H\OH

Figura 2.1 Estrutura quimica do acido azelaico.

que apresentam.

Melhorar a solubilidade do acido azelaico, especialmente em &agua, através da sintese

de novas formas solidas cristalinas, torna-se assim numa alternativa mais viavel, uma vez que
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ndo se interfere com a atividade biolégica do PFA, pois nao existe alteracdo da estrutura
quimica. Outra vantagem reside no facto de se poder prescindir de emulsionantes e alcoois
para melhorar a solubilidade.

109. 104 forma aq,

O acido azelaico possui dois polimorfos designados por formas a e .
que corresponde ao polimorfo metastavel monoclinico, cristaliza no grupo espacial P21/c '*,
enquanto a forma B, que cristaliza num sistema monoclinico com o grupo espacial C2/c,
corresponde ao polimorfo termodinamicamente estavel que é aplicado em formulagdes

farmacéuticas.™® *°

O empacotamento de ambas as estruturas polimoérficas é baseado em
interacdes do tipo O-Hcoon'*Ocoon, €M que o grupo hidroxilo funciona como doador e o
oxigénio do grupo carbonilo como aceitador, formando o homosintdo R%(8).

Para além dos dois polimorfos descritos, varias formas cristalinas multicomponentes do
acido azelaico com diferentes aminas e amidas foram reportadas, nomeadamente co-cristais
com a isonicotinamida,*** nicotinamida,"* N-(piridin-2-ilo)isonicotinamida,™  N-(piridin-2-
®  2-piridona,"*® 1,4-

diazobiciclo[2.2.2]octano (DABCO)™’ e 4,4-etano-1,2-diilodipiridona’*®. O empacotamento

14 5 metilimidazolio, ™

ilo)nicotinamida,**®  bis(N-(2-piridilo)acetamida),
destas estruturas é baseado, predominantemente, em interacdes do tipo N-H---O, O-H:--N e
O-Hcoon*Ocontz, formando o heterosintdo R2(8). De salientar que todas estas interacGes
presentes nas formas cristalinas acima referenciadas conduzem a quebra do homosintdo R%(8)
formado entre os grupos carboxilicos do acido azelaico.

Segundo uma pesquisa na CSD,?® considerando um universo de 13024 compostos
com os fragmentos carboxilico e/ou carboxilato, que podem estar presentes em estruturas
cristalinas do acido azelaico e considerando, apenas, co-cristalizantes orgénicos com 0s
grupos funcionais hidroxilo, amida, éter, amina e &cido carboxilico que podem ou n&o
encontrar-se na forma ionizada, as intera¢cdes mais provaveis de ocorrer sdo O-H:--:O, N-H:--O

e O-H-:-N, como ilustrado na Figura 2.2.

RO e e Y
18,6 % 10,0 % 1,9 % 14,6 %
-, < < s =
\ ) \

Figura 2.2 Representacao dos sintdes mais comuns de se formarem para o acido azelaico.

Tendo em consideracao os estudos anteriormente reportados e a importancia do grupo

NH nos rearranjos supramoleculares, pretende-se com este trabalho ndo sé explorar a
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reactividade deste PFA, sintetizando e caracterizando novas formas cristalinas sélidas com
recurso a co-cristalizantes com diferentes grupos amina (primaria, secundaria, terciaria e
aromatica), mas também melhorar as propriedades fisico-quimicas (nomeadamente a
solubilidade) de modo a que seja possivel, num futuro, utilizar co-cristalizantes geralmente
reconhecidos como seguros (definicdo atribuida pela Food and Drug Administration (FDA))

para a sintese de novas formas com potencial aplicagcao farmacolégica.

2.2 Parte experimental

2.2.1 Sintese

Todos os reagentes e solventes foram adquiridos a Sigma-Aldrich e utilizados no
processo de sintese sem qualquer purificacdo adicional.
Na Figura 2.3 encontra-se representada uma lista dos co-cristalizantes testados, e

respetivos valores de pKa, com vista a sintetizar novas formas cristalinas sélidas do acido

azelaico.
O, OH
[e] o
[e]
O, (0]
HO OH
OH > < > (
Ho)‘\’(
HO OH
HO OH
o
(e] o
Acido trimésico - pKa;=3,12; Acido oxalico - pKa;=1,25; Acido tereftélico - pKa;=3,51; Acido ftalico - pKa,=2,98;
pKa,=3,89; pKa,=4,70 pKa,=4,14 pKa,=4,82 pKa,=5,28
HO (0]
OH o o
© HO OH
NH,
Acido isoftalico - pKa;=3,46; Acido L-ascorbico - pKa;=2,98; L-glutamina - pKa;=2,17;
pKa,=4,46 pKa,=5,28 pKa,=9,13

H H
N [Nj [Nj / \ —
% N \ /N
N N o
DABCO - pKa=8,20 Piperazina - pKa=9,80 Morfolina - pKa=8,34 4,4'-bipiridina - pKa=4,33

Figura 2.3 Lista de compostos utilizados para a sintese de novas formas cristalinas com o acido azelaico:
A verde — co-cristalizantes que néo reagiram; a azul — co-cristalizantes que reagiram.

A técnica de sintese aplicada em todos os testes de reatividade foi a co-cristalizagao
em solucdo, sendo que a técnica de moagem assistida por solvente (no almofariz e no moinho

de bolas) foi aplicada aos co-cristalizantes que revelaram possuir boa reatividade em solucéo
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com o PFA em estudo. De salientar que esta metodologia sintética baseada na moagem nao
s6 complementa a técnica de sintese por solu¢cdo, mas também verifica a reprodutividade da
sintese por diferentes métodos. Na tabela 2.1 encontram-se apresentadas as condi¢cbes
experimentais aplicadas aos co-cristalizantes e acido azelaico cujas reacgbes ndo foram

bem-sucedidas.

Tabela 2.1 Condi¢des experimentais aplicadas ao acido azelaico e co-cristalizantes testados.

Quantidade e Quantidade e T
c istalizant Solvent concentracgdo de concentracao d e".‘tp°~ Agquecimento
OrCriStalizante OIVERLE co-cristalizante (mg de &cido azelaico € agitagao (45°C)
(mmol)) (mg (mmol)) (min)
Acido trimésico Etanol 2 66,6 (0,3169) 58,2 (0,3092) 10 Néao
Acido oxalico SEMEREGIE | emn 67,7 (0,7520) 83,4 (0,4431) 10 Sim
+acetona
Acido tereftalico Etanol 2 73,7 (0,4436) 73,3 (0,3895) 10 Néo
Acido ftalico Etanol 2 55,5 (0,3341) 63,5 (0,3374) 10 Nao
Acido isoftélico Etanol 2 55,8 (0,3359) 61,0 (0,3241) 10 Néo
Acido L-ascérbico  Etanol+agua 2+2 53,0 (0,3009) 65,0 (0,3454) 10 Sim
L-glutamina SEEEEIE | o 52,4 (0,3586) 74,6 (0,3964) 10 Sim
+acetona

Para as sinteses que ocorreram com sucesso as condi¢cdes experimentais utilizadas
serdo seguidamente descritas, em detalhe. Na Figura 2.4 encontram-se representados 0s

produtos finais obtidos e respetivas estequiometrias.

u] u]

Ho)l\/\/\/\‘/lLDH

Acido azelaico, CqH,50,4

+

— i i y
7\ "
_/ Ny
4 4" bipiridina, C, jHaN H ° "
' P Piperazina, CyH,gMa Morfolina, C,HgNO  DABCO, CgHisN,

Co-cristal
(1) Sal molecular Sal molecular

(1:1) {1:1)
Sal molecular Sal molecular
1 hidratado
(2:1)

Figura 2.4 Representacao dos produtos finais obtidos e respetivas estequiometrias, a partir da reacéo do
acido azelaico com os co-cristalizantes 4,4’-bipiridina, piperazina, morfolina e DABCO.
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Sintese do co-cristal dcido azelaico:4,4’-bipiridina

Solucéo_etanol: Acido azelaico (66,1 mg; 0,3512 mmol) e 4,4-bipiridina (56,2 mg;
0,3598 mmol) foram dissolvidos em 3 mL de etanol. A solucdo permaneceu em agitacdo
durante 10 min a 45°C e, ap0s dissolucdo completa dos dois componentes, foi deixada a
cristalizar a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) por evaporacédo lenta do solvente
num cristalizador tapado com parafilm furado. Apds dois dias, formaram-se cristais incolores

em forma de agulha.

Moagem assistida por solvente - etanol: Procedeu-se a moagem da mistura acido
azelaico (162,1 mg; 0,8607 mmol) e 4,4’-bipiridina (135,0 mg; 0,8644 mmol), em 50 uL de
etanol, num moinho de bolas durante 15 min a 29,8 Hz de frequéncia de agitacdo. Num

almofariz, procedeu-se a juncdo de 217,2 mg (1,1501 mmol) de &cido azelaico com 188,0 mg
(1,2037 mmol) de 4,4'-bipiridina e respetiva moagem, durante 60 min. Foram adicionados,

gradualmente, 90 pL de etanol de modo a promover a reacao.

Sintese do sal molecular anidro e hidratado azelaico:piperazina

Solucéo etanol:agua: Foram dissolvidos numa mistura de etanol:agua (4:1), 85,0 mg

(0,4516 mmol) de &cido azelaico e 38,1 mg (0,4423 mmol) de piperazina. A solucdo
permaneceu em agitagdo durante 10 min e a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C).
Apés dissolugdo completa dos reagentes, tapou-se o cristalizador com parafiim furado e
deixou-se a cristalizar a temperatura ambiente por evaporacao lenta do solvente, observando-
se, apos trés dias de evaporacéo, a formacgéo de cristais incolores em forma de agulhas (sal

molecular anidro) e placas (sal molecular hidratado).

Solucédo aquosa: Com o objetivo de obter mais quantidade do sal molecular hidratado e

averiguar a estabilidade desta forma, procedeu-se a dissolugdo de 82,6 mg (0,4388 mmol) de
acido azelaico e 39,3 mg (0,4562 mmol) de piperazina em 4 mL de agua. Apos dissolugdo
completa a temperatura ambiente (aproximadamente 18°C) e durante 10 min de agitacdo, a
solucdo permaneceu em repouso, selada com parafiim furado para evaporacdo lenta do
solvente. A formacdo de cristais incolores sob a forma de placas foi detetada apés um dia de

evaporacao.

Moagem assistida por_solvente - etanol: Procedeu-se a moagem da mistura acido

azelaico (205,9 mg; 1,0939 mmol) e piperazina (94,2 mg; 1,0935 mmol), em 50 pL de etanol,
num moinho de bolas (15 min, 29,8 Hz). Os mesmos reagentes (274,7 mg; 1,4595 mmol de
acido azelaico e 124,9 mg; 1,4499 mmol de piperazina) foram moidos num almofariz, durante
65 min, com recurso a 150 pL de etanol, adicionados de forma gradual. Os produtos obtidos

pelos dois métodos foram analisados por DRXP, confirmando-se o produto obtido por solugéao.

31



Desenvolvimento de farmacos: melhoria do desempenho de principios farmacologicamente ativos por sintese
supramolecular

Moagem assistida por solvente - dgua: Procedeu-se a moagem de 82,4 mg (0,4388

mmol) de acido azelaico e 39,1 mg (0,4539 mmol) de piperazina em 40 pL de agua, num
moinho de agata, durante 5 minutos e apds evaporacdo do excesso de agua presente. O

produto obtido foi analisado por DRXP verificando-se a formacao da forma anidra.

Sintese do sal molecular anidro azelaico:morfolina

Solucao: 185,4 mg (0,9850 mmol) de acido azelaico foram dissolvidos em 4 mL de
morfolina. A solucdo permaneceu sob agitagdo durante 10 min e a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C), de modo a garantir a dissolucdo completa. Apds dissolucao,
interrompeu-se a agita¢éo e selou-se a solugdo com parafilm furado deixando a cristalizar por
evaporacao lenta do solvente a temperatura ambiente. A formacao de cristais de cor laranja, e

em forma de agulhas, foi detetada apds trés dias.

Moagem assistida por solvente: 203,8 mg (1,0828 mmol) de acido azelaico e 25 pL

(0,2857 mmol) de morfolina foram moidos hum moinho de bolas durante 15 min a 29,8 Hz.
Utilizando um almofariz de agata, procedeu-se a juncdo de 273,1 mg (1,4510 mmol) de &cido

azelaico e 75 pL (0,8571 mmol) de morfolina moendo-se, posteriormente, durante 30 min.

Sintese do sal molecular anidro azelaico:DABCO

Solucao etanol: Foram dissolvidos em 2 mL de etanol, 76,0 mg (0,4038 mmol) de &4cido
azelaico e 46,1 mg (0,4110 mmol) de DABCO. De modo a garantir uma dissolugdo completa, a
solucdo permaneceu sob agitacdo durante 10 min a temperatura ambiente (aproximadamente
23°C). Posteriormente foi tapada com parafiim furado, permanecendo a cristalizar por
evaporacao lenta do solvente, a temperatura ambiente e sem agitacdo. Apds dois dias, foi

possivel detetar a formacao cristais incolores com forma paralelepipédica.

Moagem assistida por solvente - etanol: Procedeu-se a moagem de 187,1 mg (0,9941
mmol) de &cido azelaico e 114,2 mg (1,0181 mmol) de DABCO em 50 pL de etanol, num
moinho de bolas durante 15 min a 29,8 Hz. Num almofariz, foram introduzidos 257,0 mg
(1,3654 mmol) de acido azelaico e 150,12 mg (0,1381 mmol) de DABCO moendo-se,
posteriormente, durante 45 min e na presenca de 40 pL de agua. O tempo de moagem néo foi
continuo, uma vez que a amostra absorveu muita agua, impossibilitando a sua moagem
(aspeto fisico liquido). Foi necessario deixar evaporar alguma quantidade de agua durante

duas semanas.
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2.2.2 Estudos de estabilidade
Suspensdes em agitacdo

Uma amostra de 400 mg que continha sal molecular azelaico:DABCO e mistura do sal

molecular com o co-cristal, ja reportado,’

foi suspensa numa solucéo de etanol e agitada,
durante 48 horas, num recipiente hermeticamente fechado. A amostra resultante do processo

foi analisada por DRXP, verificando-se mistura das duas formas.

2.2.3 Detalhes de caraterizacao

Todos os produtos obtidos foram analisados por DRXP e DRXMC sempre que
possivel. A estabilidade térmica foi avaliada por CDV-ATG e por termomicroscopia. Foram
também utilizadas como técnicas complementares de caraterizacdo, o RMN de solugdo e
estado sdlido e IV.

Os dados de difracdo de raios-X de monocristal foram sempre recolhidos num
difratdbmetro Bruker APEX Il a 150 K. O gerador de raios-X operou a 50 kV e 30 mA e a recolha
de dados foi monitorizada pelo programa APEX2. Os dados foram corrigidos para os efeitos de
Lorentz, de polarizacdo e de absor¢do, com recurso aos programas SAINT e SADABS.

Os dados de difracdo em pds foram recolhidos num difratdmetro D8 Advance Bruker
AXS 0-20, com radiacdo em cobre (Cu Ko, 1=1.5406 A) e um monocromador secundério,
operado a 40 Kv e 40 mA.

Os espectros de IV foram obtidos num espectrometro Nexus-Thermo Nicolet (64 scans
e resolucdo de 4 cm™) numa gama de 4000 a 400 cm™. As amostras foram diluidas em KBr
(1:200 em peso).

Os estudos de RMN de estado sélido foram realizados pelo Doutor Luis Mafra, no
laboratorio associado CICECO da Universidade de Aveiro. As medidas de ATG e CDV foram
realizadas numa termobalanca SETARAM TG-DTA 92 sob fluxo de ar e com uma velocidade
de aquecimento de 10°C-min™. Os pesos das amostras estavam compreendidos entre os 5 e
0s 10 mg.

As experiéncias de termomicroscopia foram efetuadas utilizando um aparelho Linkam
TP94. As imagens foram recolhidas através do programa de imagem Cell, com um

estereomicroscoépio Olympus SZX10.

Difracdo de raios-X de mono cristal (DRXMC)

A excecdo dos atomos de hidrogénio, todos os atomos foram refinados
anisotropicamente.

Todos os atomos de hidrogénio foram introduzidos em posi¢des calculadas e deixou-se
refinar no carbono respetivo, excetuando os atomos de hidrogénio presentes na amina
secundaria da piperazina (sal molecular anidro e hidratado) e nas moléculas de agua. Estes

hidrogénios foram localizados a partir dos respetivos mapas de densidades eletronicas e
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refinados livremente. Os atomos de hidrogénio localizados nas aminas secundarias (no sal
molecular hidratado azelaico:piperazina e no sal molecular anidro azelaico:DABCQO) foram
localizados a partir dos respetivos mapas de densidades eletrdnicas e as distancias N-H foram
fixas a 0,9 A. Em dois oxigénios de um dos grupos carboxilato do sal molecular do &acido
azelaico com o DABCO, existe uma desordem devido a existéncia de um plano de simetria que
passa na ligacdo C-0O, tendo-se definido 50% de ocupacéo para cada oxigénio.

Os dados recolhidos, bem como os detalhes de refinamento das estruturas, encontram-

se listados na Tabelas 2.2 e 2.3.

Tabela 2.2 Detalhes cristalograficos dos compostos: co-cristal acido azelaico:4,4’-bipiridina e sais
moleculares anidro e hidratado azelaico:piperazina.

écigg-:\;:lgillco: Sal mplecullar ani‘dro Sal molgculqr hidratado
4,4"-bipiridina azelaico:piperazina azelaico:piperazina

Férmula quimica CoH1604 C10HsN2 CgH1404' C4H12N2 2(C9H1404)'C4H12N2'2(H20)

M 344,40 274,36 498,61

Temperatura/K 150 150 150

Comprimento de onda (A) 0,71069 0,71069 0,71069

Morfologia, cor Placas, incolor Agulhas, incolor Placas, incolor

Tamanho do cristal/mm 0,42 X 0,02 X 0,01 0,21 X 0,04 X 0,02 0,22 X 0,13 X 0,02

Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico Triclinico

Grupo espacial C2/c P 2/c P-1

alA 25,395(9) 5,706 (9) 8,024(2)

b/A 5,0430(17) 9,274(2) 9,472(2)

c/A 27,771(10) 14,059(3) 17,545(4)

al® 90,00 90,000(0) 96,603(10)

p/° 96,397(12) 98,052(7) 98,893(7)

Y/° 90,00 90,000(0) 93,006(8)

VIA® 3534,4(2) 736,6(12) 1305,3(5)

Z 8 2 2

Densidade/mgcm™ 1,294 1,237 1,269

Coeficiente de 0,091 0,091 0,099

absor¢cdo/mm

6 min (°) 1,50 3,66 1,20

6 max (°) 25,70 25,36 25,70

Reflexdes 13499/3283 5020/1347 7929/4742

recolhidas/Unicas

Rint 0,1819 0,0689 0,0652

GoF 0,9030 0,9520 0,8680

e o Sesie P00 ~2a1) >2a1)

R; (observado) 0,0828 0,0528 0,0727

w R> (total) 0,2330 0,1389 0,1795
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Tabela 2.3 Detalhes cristalograficos dos compostos: sais moleculares anidros azelaico:morfolina e

azelaico:DABCO.

Sal molecular
azelaico:morfolina

Sal molecular
azelaico:DABCO

Foérmula quimica

M

Temp/K

Comprimento de onda (A)
Morfologia, cor

Tamanho do cristal/mm
Sistema cristalino

Grupo espacial

b/A

c/A

al®

B/°

Y/

VIA®

VA

Densidade/mgcm™
Coeficiente de absorcdo/mm’
6 min (°)

6 max (°)

Reflexées recolhidas/Unicas
Rint

GoF

Limite do desvio padrdo das
intensidades

R: (observado)

w R2 (total)

1

C9H1504'C9H1404'2(C4H10NO)
549,67

150

0,71069
Placas, laranja
0,30 X 0,03 X 0,02
Triclinico

P-1
5,4748(13)
11,396(3)
24,021(6)
102,828(9)
93,084(10)
99,583(10)
1434,4(6)

2

1,270

0,097

0,90

25,4
9864/5182
0,0451

0,9870

>20(1)

0,0565
0,1711

C9H1504'0.5(C6H14N2)
2443

150

0,71069
Paralelipipédico, incolor
0,33 X 0,05 X 0,05
Ortorrémbico
Pnma
10,3635(18)
7,6322(18)
33,6490(61)
90,0000(0)
90,0000(0)
90,0000(0)
2661,51(9)

8

1,220

0,091

1,20

25,4

9577/2629

0,1082

0,8930

>20(1)

0,0946
0,2874

Ressonéncia magnética nuclear de solu¢cé&o (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de protdo (1H-RMN) foram
adquiridos num espectrémetro de modelo Advance Plus Ill 500, operando a 500 MHz. Os
espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de carbono 13 (lBC-RMN) foram obtidos no
mesmo aparelho, operando e 125,77 MHz. A elucidagédo estrutural de todos os compostos
sintetizados foi efetuada com base na analise dos resultados obtidos nas experiéncias
bidimensionais. As experiéncias de Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC),
Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC) e Homonuclear Correlation Spectroscopy

(COSY) foram efetuadas usando os programas de pulso standard da Bruker.
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Co-cristal &cido azelaico:4,4™-bipiridina
O O 10 11 18 19
w / \ &
1 9
HO 2 4 6 8 OH " 12 \ / &
14 13 16 15

'H-RMN (CDCl;) & ppm: 8,76-8,75 (4H, m, H10+H14+H15+H19), 7,56-7,55 (4H, m,
H11+H13+H16+H18), 2,36 (4H, t, J=4,8 Hz, H2+H8), 1,67-1,64 (4H, m, H3+H7), 1,36 (6H, s,
H4+H5+H®6).

®C-RMN (CDCl3) & ppm: 178,2 (C1+C9), 150,5 (C10+C14+C15+C19), 145,6 (C12+C17), 11,5
(C11+C13+C16+C18), 33,9 (C2+C8), 28,8 (Cb), 28,7 (C4+C6), 24,7 (C3+C7).

Sal molecular anidro azelaico:piperazina

10 11

3 5 7 H\\@/ \@ND/H

eo 1 9 Oe

N
2 4 6 8 / \
H O\ /  H
12 13

'H-RMN (D,0) & ppm: 3,30 (8H, s, H10+H11+H12+H13), 2,07-2,06 (4H, m, H2+H8), 1,40 (4H,
s, H3+H7), 1,17 (6H, m, H4+H5+H®).

BC-RMN (D,0) & ppm: 187,8 (C1+C9), 41,1 (C10+C11+C12+C13), 37,2 (C2+C8), 28,7
(C4+C6), 28,4 (C5), 25,8 (C3+C7).

Sal molecular anidro azelaico:morfolina

O O 10 11
3 5 7 / \ /H
HO ! 9 O@ (0] N®
2 4 6 8 \ / \
H
12 12

'H-RMN (D,0) & ppm: 3,34 (4H, t, J=4,8 Hz, H10+H12), 3,19 (4H, t, J=4,8 Hz,H11+H13), 2,15
(4H, t, J=4,8 Hz, H2+HB), 1,47-1,44 (4H, m, H3+H7), 1,20 (6H, 5, H4+H5+H6).

*C-RMN (D,0) & ppm: 182,2 (C1+C9), 63,5 (C10+C12), 43,1 (C11+C13), 36.0 (C2+C8), 28.3
(C4+C6), 28.1 (C5), 25.1 (C3+C7).

Estudos de solubilidade em solug&o aquosa

Procedeu-se ao estudo preliminar de solubilidade através da dissolu¢do de 10 mg, de
cada forma cristalina, em agua que foi adicionada de forma gradual até dissolucdo completa. A

medicdo da adicdo gradual de agua permitiu determinar valores empiricos de solubilidade.
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2.3 Apresentacao e discusséo de resultados

Neste subcapitulo seréo apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos
para as novas formas cristalinas sintetizadas. Para a determinacdo da pureza das amostras,
foram sempre comparados os difratogramas experimentalmente obtidos por DRXP com os
teoricamente calculados a partir do monocristal. Os resultados obtidos por RMN de solugéo
também permitiram retirar conclusdes relativamente ao grau de pureza das amostras cristalinas
assim como confirmar a estequiometria do produto. O RMN de estado sélido e IV apresentam-
se, aqui como técnicas complementares de caraterizagdo. A caraterizagdo térmica por CDV-
ATG e termomicroscopia é discutida, bem como os resultados dos estudos preliminares de
solubilidade.

Os detalhes sobre as distancias de ligac@o e dngulos obtidos a partir da DRXMC serao

apresentados na Tabela 2.4 (fim da secéo da caraterizacdo estrutural).

2.3.1 Caraterizacao estrutural
2.3.1.1 Caraterizagao estrutural do co-cristal acido azelaico:4,4’-bipiridina

Da reagao supramolecular do acido azelaico com a 4,4’-bipiridina resulta um co-cristal,
uma vez que ndo existe transferéncia de protdo entre as duas espécies. Esta observacdo &
fortemente suportada pela existéncia de distancias C-O [1,307(6) e 1,327(6) A] tipicas de
grupos carboxilicos que ndo sofreram desprotonacdo, e pela localizacdo dos protdes nos
atomos de oxigénio do mesmo grupo. Este co-cristal cristaliza no grupo espacial monoclinico
C2/c, com uma molécula de cada componente na unidade assimétrica (estequiometria 1:1). O
empacotamento cristalino é baseado em interagbes O-Hcoon:*N, responséveis pela rutura do

homosintéo tipico de acidos carboxilicos, R?(8) existente no acido azelaico (Figura 2.5).

— .4 1 ?
OH------ o) N;\ W N " r l— -\\,\ ¢ Y /
A . _v/\
*< >— E— A}’\r’\_ b Bt X v
O------ HO \V’\ >
R3(8)

Figura 2.5 Representacéo pictérica da quebra do homosintdo R3(8) com formac&o do co-cristal cuja
unidade assimétrica € composta por uma molécula de 4,4’-bipiridina e uma molécula de acido azelaico.

A quebra deste tipo de sintdo é bastante comum e ocorre proeminentemente quando a
nova forma cristalina sintetizada (co-cristal, sal molecular, solvato) forma sintdes mais estaveis
gue advém, na maioria das vezes, da existéncia de varios tipos de grupos funcionais. As
interagcdes formadas entre o atomo de azoto da 4,4’-bipiridina (aceitador) e o &omo de
hidrogénio (doador) dos grupos carboxilicos do &cido azelaico possuem uma distancia de

interacdo curta [1,81 e 1,83 A] comparativamente a observada para o homosintdo R3(8) do
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acido azelaico [2,09 A] (polimorfo B). O empacotamento da estrutura leva a formacéo de
cadeias em zig-zag que resultam da existéncia de um &ngulo de torsdo de 6,40(5)° na estrutura
do acido azelaico (Figura 2.6a). Cada cadeia possui na sua composicdo moléculas de acido

azelaico e 4,4’-bipiridina dispostas alternadamente (Figura 2.6b).

:
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Figura 2.6 Diagramas de empacotamento para o co-cristal acido azelaico:4,4’-bipiridina: a — vista
segundo a evidenciando a cadeia em zig-zag composta alternadamente por moléculas de acido azelaico e
4,4’-bipiridina; b — vista segundo b evidenciando as intera¢des O-Hcoon::-N estabelecidas entre as duas
moléculas, bem como o empacotamento da estrutura onde se observam cadeias em zig-zag
independentes.

A sintese deste co-cristal foi efetuada utilizando co-cristalizagcdo em solu¢do e moagem
assistida por solvente (manual e moinho de bolas), obtendo-se sempre 0 mesmo produto como
comprovado por DRXP (Figura 2.7). A comparacéo destes difratogramas com o teoricamente
calculado a partir do monocristal mostra uma total correspondéncia dos difratogramas,

indicando o elevado rendimento da reaccdo e pureza da amostra.
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Figura 2.7 Difratogramas experimentais de DRXP para o co-cristal &cido azelaico:4,4’-bipiridina obtidos a
partir de: A — solucéo; B - moagem assistida por solvente num almofariz; C - moagem assistida por
solvente num moinho de bolas; sobrepostos com D - difratograma teoricamente obtido a partir do
monocristal.

Através da andlise do espetro de IV representado na Figura 2.8, é possivel identificar

as bandas carateristicas das duas espécies que constituem o co-cristal. A existéncia de apenas
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uma banda do grupo carbonilo do acido carboxilico permite inferir que n&o ocorreu
desprotonacédo deste grupo, permitindo confirmar os resultados obtidos por DRXMC. Além
disso, a inexisténcia da banda carateristica de aminas terciarias protonadas (entre 2300 e

2700 cm™)™ reforca as conclusées anteriormente explicitadas.

1.0 s IV (KBr, bandas selecionadas, cm)
‘/w' “‘ T \ )

& 0-H (3454,5v)

0.9 i1
/‘\ \
6] \ // \[’“‘x N\ “ll ‘\T‘ \ | C-H do anel aromaético (3053,5 v)
] N L ‘”\ / \ ) AWI W | C-H da cadeia alifatica (2909,8 v)
0.7 N\ / VAT
s \ / | ]

‘ Rl C=0 do grupo carboxilico (1700,1v)
‘ \ C=N do anel aromatico (1599,2 v)

o.e- ﬁ \ ‘J

0.5+ I I

1 | 0 0
0.4 ‘ : )J\A/\A)L
0.3 HO OH

0.2 4

Transmitancia

T T T T T T T / \
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J
Comprimento de onda (cm") =i

Figura 2.8 Espetro de IV do co-cristal acido azelaico:4,4’-bipiridina, com respetiva atribuicdo das bandas
tipicas dos grupos funcionais presentes em cada molécula.

2.3.1.2 Caraterizacdo estrutural do sal molecular anidro azelaico:piperazina

O produto resultante da reacdo do acido azelaico com a piperazina € um sal molecular
anidro, uma vez que as distancias C-O [1,257(3) e 1,269(3) A] apresentam valores tipicos de
carboxilatos e os atomos de hidrogénio encontram-se localizados no atomo de azoto da
piperazina, permitem inferir uma total desprotonagdo do acido azelaico por parte da piperazina
(que funcionou como base moderadamente forte). Este resultado encontra-se concordante com
as regras do pKa (ApKa > 2,7)50, uma vez que os valores para ambas as espécies sdo de 4,5
(acido azelaico) e 9,8 (piperazina), resultando numa diferenca de 5,3. Neste caso, o
homosintdo R3(8) formado entre os grupos carboxilicos do &cido azelaico é quebrado,
resultando na formacao de uma ponte de hidrogénio assistida por carga.

Este sal molecular cristaliza no grupo espacial monoclinico P2/c, sendo a unidade
assimétrica constituida por metade de cada componente devido a existéncia de eixos de
rotacao propria de segunda ordem, em cada espécie (estequiometria 1:1). O empacotamento
cristalino é baseado em interagdes bifurcadas N-H---Ocoo- [1,76(3) e 2,51(3) A], que permitem
a formacéo de linhas ao longo de b (Figura 2.9a), sendo adicionalmente observado o carater
duplo aceitador de um dos oxigénios do grupo carboxilato [N-H--Ocoo- 1.73(3) A] que
possibilita a conexdo entre linhas vizinhas (Figura 2.9b). O acido azelaico desprotonado
apresenta, nesta forma cristalina, uma torsdo na cadeia com o valor -60,9°. Considerando o
empacotamento total da estrutura observam-se, ao longo de b, canais formados por moléculas
de &cido azelaico desprotonado e piperazina protonada que se encontram dispostos de forma

alternada (Figura 2.9b).
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Figura 2.9 Empacotamento cristalino do sal molecular anidro azelaico:piperazina com evidéncia das
principais interacdes estabelecidas: a — linha ao longo de b; b — Canais formados por moléculas de acido
azelaico e piperazina, dispostos de forma alternada, ao longo de b. Destaque para o canal formado por
moléculas de piperazina.

Analisando os difratogramas experimentais (Figura 2.10) obtidos para as amostras
provenientes dos diferentes métodos de sintese, verifica-se que se obtem sempre o mesmo
produto. Por comparacédo com o difratograma teoricamente calculado a partir do monocristal,

confirma-se a obten¢&o do sal molecular anidro, com elevado grau de pureza.

B
LA
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Figura 2.10 Difratogramas experimentais de DRXP para o sal molecular anidro azelaico:piperazina
obtidos a partir de: A - co-cristalizagdo em solugéo; B - moagem assistida por solvente num almofariz;
C - moagem assistida por solvente num moinho de bolas; sobrepostos com D - difratograma teoricamente
obtido a partir do monocristal.

Pelo espetro de IV apresentado na Figura 2.11, é possivel confirmar a presenca do sal

molecular através da existéncia de bandas carateristicas de aminas secundérias protonadas
(NH,") e do grupo carboxilato (COO).
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Figura 2.11 Espetro de IV do sal molecular anidro azelaico:piperazina, com a respetiva atribuicdo das
bandas tipicas dos grupos funcionais presentes em cada molécula.

2.3.1.3 Caraterizacédo estrutural do sal molecular hidratado azelaico:piperazina

Embora ndo se encontre evidenciada a existéncia de outra forma cristalina nos
difratogramas experimentais do sal molecular anidro anteriormente apresentado, foi possivel
detetar nos cristais formados a partir da co-cristalizacdo em solucdo, duas fases cristalinas
distintas: agulhas em grande quantidade e que demonstraram ser o sal molecular anidro
previamente descrito e apenas muito poucas placas que se identificaram como um sal
molecular hidratado. Esta forma cristaliza no grupo espacial triclinico P-1, com a unidade
assimétrica constituida por duas moléculas de acido azelaico, uma molécula de piperazina e
duas moléculas de 4dgua (estequiometria 2:1:2) (Figura 2.12). Evidéncias que provam tratar-se
de um sal molecular centralizam-se, novamente, nas distancias observadas para a ligagédo
C-0O. Existe uma mono desprotonacdo em cada molécula de &cido azelaico, cujas distancias
C-O para ambas sdo 1,240(4), 1,274(4) A e 1,241(4), 1,277(5) A. Desta ocorréncia resulta a

protonagdo completa das moléculas de piperazina, justificada pela localizacdo dos protdes nos
atomos de azoto.
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Figura 2.12 Composicao da unidade assimétrica: duas moléculas de 4cido azelaico desprotonadas, uma
molécula de piperazina protonada e duas moléculas de agua.

O empacotamento cristalino ilustrado na Figura 2.13 é baseado em varios tipos de
interac&o: na interacdo N-Hyu, +-Ocoo- (1.75(5) e 2.48(4) A), o grupo carboxilato interatua de

forma bifurcada com a amina secundaria protonada da piperazina. Um dos atomos de
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hidrogénio do grupo amina da piperazina protonada atua como duplo doador para os dois
atomos de oxigénio em simultaneo (aceitador) do grupo carboxilato. Um desses atomos de
oxigénio atua como duplo aceitador interatuando com um atomo de hidrogénio proveniente da
amina secundaria da piperazina protonada, e outro proveniente de um grupo carboxilico de
outra molécula de acido azelaico monodesprotonada [O-Hcoon:*Ocoo- 1.70 € 1,74 A)]. As
moléculas de 4gua presentes na estrutura cristalina também desempenham um papel fulcral no
empacotamento, pois possibilitam a formacdo de canais com moléculas de piperazina, e
permitem a conexao entre as cadeias adjacentes de acido azelaico monodesprotonado, por
meio das interacdes O-Hypo - Ocoo- (1.82(5) e 1.94(4) A), O-Hyo--Ocoon (2.05(4) e 2.03(4) A)
e N-HuOmso (1.91(3) e 1.84(3) A). A combinagéo de todas estas interagdes permite a
formacdo de dois sintdes, R3(13) e Rg(12) adjacentes, como se verifica na expansdo da
Figura 2.13.

Figura 2.13 Representacédo do empacotamento do sal molecular hidratado, segundo a, com evidéncia
para o canal composto por moléculas de agua e piperazina, e destaque para as interagfes existentes que
levam & formag&o dos sintdes R3(13) e RE(12).

A co-cristalizag8o inicial onde se obteve a mistura dos sais moleculares anidro e
hidratado foi efetuada numa mistura de etanol:agua (4:1) e, numa tentativa de obter o sal
hidratado em maior propor¢do repetiram-se as sinteses (por co-cristalizacdo em solucéo e
moagem no almofariz) utilizando apenas agua como solvente.

Pelo método de co-cristalizagdo em solucao verificou-se, ao fim de um dia, a formacao
de placas que cobriam toda a &rea de evaporagédo da caixa de Petri (Figura 2.14a). Estas
placas foram testadas por DRXMC confirmando-se tratar da forma hidratada. Contudo, a
medida que ocorria evaporac¢do da 4gua, comegou-se a observar a formacédo de agulhas que,
apos nova andlise por DRXMC, se confirmou ser a forma anidra. Na Figura 2.14 pode-se
observar a conversdo da forma hidratada na forma anidra, com recurso a microscopia e na

presenca de luz polarizada.
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Figura 2.14 Representacéo das varias etapas de conversao da forma hidratada (cristais em forma de
placa) na forma anidra (cristais em forma de agulha): a — evidéncia de cristais em forma de placa e
agulha; b — detalhes da presenca de placas (varias cores) e agulhas (preto) ao microscépio na presenca
de luz polarizada; ¢ — aspeto dos cristais apos 5 minutos; d — aspeto dos cristais apds 15 minutos, com
clara evidéncia da formacéo de agulhas; e — aspeto dos cristais ap6s 20 minutos, com o processo de
conversao quase finalizado; f — evidéncia de varias agulhas (a preto) e de poucas placas (véarias cores).

Pelos difratogramas apresentados na Figura 2.15, verifica-se que o produto obtido por
moagem, na presenca de agua, corresponde maioritariamente ao sal molecular anidro
observando-se apenas pequenos picos da forma hidratada.

Corrobora-se assim que a estabilidade da forma hidratada depende fortemente da

presenca de agua no meio.

2-9/°

Figura 2.15 Difratogramas experimentais de DRXP para o sal molecular azelaico:piperazina obtido a

partir de: A - moagem assistida por solvente (agua) num almofariz; B — solugédo; C - solucao, apés a

amostra permanecer, sob condigbes atmosféricas durante um dia; sobrepostos com os difratogramas
teoricamente obtidos a partir do monocristal de D - sal molecular anidro e E - hidratado.
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Analisando as distancias das interagdes estabelecidas entre as moléculas de agua e os
ibes de piperazina e azelaico, verifica-se que em média sdo superiores as distancias
observadas para as interacdes entre a piperazina protonada e o acido azelaico desprotonado,
tornando-as mais faceis de quebrar. Nao obstante, as distancias de interacdo existentes entre
estes ides, no sal molecular hidratado e anidro, sédo semelhantes.

Devido a impossibilidade de se isolar esta forma metastavel, em quantidade apreciavel,
ndo foi possivel carateriza-la estruturalmente pelas técnicas de RMN de solugcédo e estado

sélido, espetroscopia de fotoeletrdo, IV e IV préximo.

2.3.1.4 Caraterizacéo estrutural do sal molecular anidro azelaico:morfolina

Fazendo reagir o acido azelaico com a morfolina, obtém-se um sal molecular, uma vez
que os protBes do grupo carboxilico encontram-se localizados no atomo de azoto da morfolina
protonada e as distancias da ligacdo C-O correspondem a valores tipicos para grupos
carboxilatos (1,228(4), 1,278(4), 1,277(4), e 1,239(4), 1,280(4) A). No entando, existe
desordem de um atomo de hidrogénio em trés posicdes, pelo que néo foi possivel localiza-lo
com precisdo. Este sal molecular anidro cristaliza no grupo espacial triclinico P-1 e a unidade

assimétrica é constituida por duas moléculas de acido azelaico desprotonadas e duas

moléculas de morfolina protonadas (estequiometria 1:1), como se observa na Figura 2.16.
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Figura 2.16 Composicao da unidade assimétrica: duas moléculas de acido azelaico desprotonadas e
duas moléculas de morfolina protonadas.

O empacotamento cristalino deste sal molecular € baseado em intera¢cdes do tipo
[N-Hynz*Ocoo 1.76(4) e 1.84(3) A] em que cada hidrogénio da amina secundaria protonada
funciona como doador para dois 4tomos de oxigénio dos grupos carboxilatos de duas
moléculas de &cido azelaico desprotonadas independentes, e [O-Hcoon*Ocoo 1.75 A] em que
um atomo de hidrogénio do grupo carboxilico atua como doador e o oxigénio do grupo
carboxilato de outra molécula de acido azelaico desprotonada, como aceitador. A combinagéo
destas interacdes permite que seja formado do sintdo R¢(36), delimitado por duas moléculas de
cada componente (expanséo da Figura 2.17). Este sintdo encontra-se repetido ao longo de a,
sendo as duas cadeias de acido azelaico, que estabelecem entre si a interacdo

O-Hcoon*Ocoo , responsaveis por este fenémeno.
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Figura 2.17 Representa¢do do empacotamento, segundo a, do sal molecular azelaico:morfolina com
evidéncia do sintdo formado, R(36), como resultado das interaces estabelecidas entre as duas
espécies.

Recorrendo a técnica de DRXP foi possivel verificar que a amostra proveniente do
método de co-cristalizacdo em solucao ndo se encontra totalmente pura, uma vez que consiste
numa mistura entre a nova forma cristalina e o PFA, como evidenciado na Figura 2.18. Pelas
técnicas de moagem assistida por solvente no almofariz e no moinho de bolas verifica-se que o

produto resultante se encontra puro e corresponde ao sal molecular azelaico:morfolina.

0,1 | S ¥

Figura 2.18 Difratogramas experimentais de DRXP para: A - acido azelaico; B - sal molecular
azelaico:morfolina obtido a partir da co-cristalizagdo em solucdo; C - moagem assistida por solvente num
almofariz; D - moagem assistida por solvente num moinho de bolas; sobrepostos com E - difratograma
teoricamente obtido a partir do monocristal.

Analisando o espetro de IV representado na Figura 2.19, é possivel confirmar os

resultados obtidos por difragdo de raios-X, uma vez que se identificam as bandas carateristicas
do grupo NH," e do COO'".
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Figura 2.19 Espetro de 1V do sal molecular anidro azelaico:morfolina, com a respetiva atribuicdo das
bandas tipicas dos grupos funcionais presentes em cada molécula.

2.3.15 Caraterizacéo estrutural do sal molecular anidro azelaico:DABCO

Déario Braga e colaboradores"’ reportaram a formacgdo de um co-cristal entre o acido
azelaico e o DABCO, sob condi¢des experimentais semelhantes as que foram utilizadas neste
estudo (mesmo solvente, estequiometria inicial e tempo de agitacdo). De acordo com a regra
do ApKasO, seria de esperar a formagcdo de um sal molecular em vez de um co-cristal
(ApKa=3,65). Considerando esta regra, foi testada a reatividade do acido azelaico com o
DABCO.

Como se observa pela Figura 2.20, o produto cristalizado no grupo espacial
ortorrdmbico Pnma é um sal molecular anidro cuja unidade assimétrica é constituida por duas
moléculas de acido azelaico desprotonadas e uma molécula de DABCO protonada
(estequiometria 2:1). Ocorre desprotonacdo de dois grupos carboxilicos de diferentes
moléculas de acido azelaico (distdncias de ligagdo C-O 1,195(9), 1,209(10), 1,214(13) e
1,147(10) A), resultando na dupla protonacdo das moléculas de DABCO, suportada pela
localizacdo dos protBes nos dois &tomos de azoto das aminas terciérias. Existe um desordem
num atomo de oxigénio caraterizada pela existéncia de um plano de simetria que atravessa a

ligacédo C-O.

Figura 2.20 Composicao da unidade assimétrica: duas moléculas de azelaico monodesprotonadas e uma
molécula de DABCO protonada.

No que diz respeito aos arranjos supramoleculares e interacbes entre as duas
espécies, € possivel verificar que, ao contrario do que se observa no co-cristal obtido por Dario
Braga e colaboradores™’, em gue o empacotamento cristalino é baseado em moléculas de
acido azelaico e DABCO dispostas alternadamente por meio da interacdo O-H--N, o sal
molecular aqui apresentado é baseado em duas moléculas de &cido azelaico desprotonado e
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uma molécula de DABCO protonada que interatuam entre si por meio de interacdes N-H:--O e
O-H---O (Figura 2.21). Neste caso, o tipico RZ(8) formado entre os grupos carboxilicos do acido
azelaico é quebrado para dar origem a interacées do tipo O-Hcoon+-Ocoo (1,79(7) e 2,52(3) A),
em que existe uma interacdo bifurcada onde o hidrogénio do grupo carboxilico do acido
azelaico atua como doador para os dois atomos de oxigénio do carboxilato de outra molécula
de éacido azelaico desprotonada (aceitador); O-Hcoon-*Ocoon (1,60(7) A), em que um oxigénio
do grupo carboxilico do azelaico atua como aceitador e o respetivo hidrogénio, como doador;
N-Hyn+-Ocoo (1,78 e 2,57 A) em que existe outra interacdo bifurcada onde o hidrogénio da
amina terciaria protonada do DABCO atua como doador para dois atomos de oxigénio do grupo
carboxilato do &cido azelaico; e N-Hyy +-Ocoon (2.05(10) A), em que o &tomo de hidrogénio da
amina terciaria do DABCO atua como doador e o oxigénio do grupo carboxilico do azelaico,
como aceitador. Segundo a pesquisa na CSD?®, descrita anteriormente, a probabilidade de se

formar o sintdo N-H---O é superior (3,0%) a probabilidade de ocorrer formacéo O-H---N (1,2%).
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Figura 2.21 Representacdo do empacotamento do sal molecular anidro azelaico:DABCO, segundo b, com
evidéncia das interacBes estabelecidas entre as duas moléculas.

Recorrendo a técnica de DRXP, foi possivel constatar que pelos métodos de co-
cristalizacdo em solucdo e moagem assistida por solvente no almofariz, os produtos obtidos
sdo o mesmo e por comparacdo com o difratograma teoricamente obtido a partir do
monocristal, verifica-se que corresponde ao sal molecular. Contudo, observando o difratograma
da amostra obtida por moagem assistida por solvente no moinho de bolas e comparando-o
com os difratogramas teéricos do sal molecular azelaico:DABCO e do co-cristal, obtido por
Dario Braga e colaboradores, verifica-se uma mistura das duas formas cristalinas (Figura 2.22).
E importante referir que o co-cristal reportado também n&o foi obtido de forma pura, uma vez

que os autores verificaram evidéncias de mistura com outra forma que nao foi identificada.**’
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Figura 2.22 Difratogramas experimentais de DRXP para o sal molecular azelaico:DABCO obtido a partir
de: A - co-cristalizagcdo em solugéo; B - moagem assistida por solvente num almofariz; C - moagem
assistida por solvente num moinho de bolas; sobrepostos com os difratogramas teoricamente obtidos a
partir do monocristal para D - sal molecular e E - co-cristal.

Quando se procedeu a uma nova sintese utilizando os métodos de co-cristalizagéo por
solugdo e moagem assistida por solvente no moinho de bolas, verificou-se que ja nao foi
possivel obter de forma pura o sal molecular anidro, verificando-se uma mistura das duas
formas cristalinas (sendo a quantidade de co-cristal superior & de sal molecular anidro).
Recorrendo a técnica de suspensfes em agitacdo (em que se suspenderam todas as amostras
obtidas anteriormente, pelos métodos sintéticos aplicados, numa solugdo de etanol), ndo foi

possivel observar a converséo para uma das formas, mantendo-se mistura (Figura 2.23).
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Figura 2.23 Difratogramas experimentais de DRXP para o sal molecular azelaico:DABCO obtido a partir

de: A - solugdo; B - moagem assistida por solvente num moinho de bolas; C - suspensao em agitacao;

sobrepostos com os difratogramas teoricamente obtidos a partir do monocristal para D - sal molecular e
E - co-cristal.
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Importa salientar que o sal molecular foi sintetizado em condi¢ces atmosféricas
distintas das que foram aplicadas para a repeticdo das sinteses, uma vez que a primeira
sintese foi efetuada no Verdo (com temperatura de aproximadamente 25 °C e humidade
reduzida), e a repeticdo do processo sintético foi efetuada no Outono-Inverno com
temperaturas mais baixas (aproximadamente 18°C) e com humidade mais elevada. Estas
oscilagdes das condigBes atmosféricas poderao influenciar massivamente a reprodutibilidade
das sinteses, especialmente quando as formas utilizadas no processo sintético possuem alto
teor higroscopico (como é o caso do DABCO).

Devido a impossibilidade de se obter uma quantidade apreciavel e pura desta nova
forma cristalina sintetizada, ndo foi possivel carateriza-la estruturalmente pelas técnicas de
RMN de solucéo e estado solido. Contudo, ainda foi possivel realizar analise por IV. Como se
pode observar pela Figura 2.24, ndo é possivel identificar as bandas tipicas dos grupos NH,"
(amina terciaria do DABCO) e COQ, inferindo-se que devido a fatores de estabilidade
inerentes a alteragBes atmosféricas (anteriormente explicitados), o sal molecular podera
eventualmente ter convergido ao longo do tempo para o co-cristal reportado por Dério Braga e
colaboradores. Esta evidéncia € suportada pela observacdo das bandas tipicas do &cido
carboxilico (OH a 3450,0 cm™ e C=0 a 1721,9 cm™).

3 o IV (KBr, bandas selecionadas, cm)

] ' ! 'i] O-H (3450,00)
= s I C-H cadeia aliftica (2944,5 v)
1 A 1Y C=0 do grupo carboxilico (1721,9v)
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Figura 2.24 Espetro de IV do sal molecular azelaico:DABCO, com a respetiva atribuicdo das bandas
tipicas dos grupos funcionais presentes em cada molécula.
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Tabela 2.4 Distancias das ligagdes de hidrogénio e angulos para as novas formas cristalinas.

Operacéao de d(D-H) d(H---A)  d(D---A)

Estrutura simetria D-H---A A) A) A) DHA (%)
Azelaico:4,4’- 1/2+X, -5/2-y, 1/2+z OcooH-**Npiridina 0,82 1,81 2,611(5) 167
bipiridina X, Y, Z Ocoot**Npiridina 0,82 1,83 2,651(5) 175
Azelaico: 1+x,y, z NNH2, catido'**Ocoo 0,97(3) 2,51(3) 3,144(6) 123(2)
piperazina 1+x, Y, z NNH2, catiso*Ocoo 0,97(3) 1,76(3) 2,683(5) 159(3)
anidro % Y, Z NnH2, catiso"Ocoo  0,96(3) ~ 1,73(3)  2,682(5) 174(3)
1-x, -y, -z NNH2, catizo®**OrHz0 0,88(3) 1,91(3) 2,757(4) 161(4)
1-x, 1-y, -z NNH2, catizo***Ocoo 0,99(5) 1,75(5) 2,715(4) 166(4)
1-x, 1-y, -z NNH2, catizo **Ocoo 0,99(5) 2,48(4) 3,168(4) 126(3)
2-X, 2-y, 1-z Ocoon:**Ocoo 0,82 1,70 2,513(4) 170
Azelaico: X, -1+y, z NNH2, catizo***Ocoo 0,90(3) 1,86(3) 2,714(4) 156(4)
piperaziﬁa X, -1ty, z NNH2, catiso*Ocoo  0,90(3) 2,59(4) 3,188(4) 124(3)
hidrato XY,z NNHz, catido*Orzo ~ 0,91(3) 1,84(3)  2,746(5) 175(4)
1-x, 2-y,1-z Ocoon** Ocoo 0,82 1,74 2,555(4) 173
X, Y,z Onzo*+ Ocoo 0,86(5) 1,82(5) 2,671(4) 169(5)
1-x, 1y, 1-z Ouzo-++ Ocoon 0,75(5) 2,05(4) 2,765(4) 159(4)
X, Y, 2 Onzo*+ Ocoo 0,74(4) 1,94(4) 2,670(5) 175(3)
2-x, 1-y, 1-z Omn20+* Ocoon 0,80(5) 2,03(4) 2,806(4) 164(4)
X, -1+y, z NNH2, catiago*Ocoo  0,93(4) 1,76(4) 2,678(4) 170(4)
Azelaico: 1+X, Y, Z NNH2, catiao'**Ocoo 0,93(3) 1,84(3) 2,667(4) 147(3)
morfolina 2-X, -y, -z NnH2, catizor*Ocoo ~ 0,90(3) 1,83(3) 2,713(4) 166(3)
-X, 2-y, 1-z NNHZ, catiao**Ocoo 0,90(3) 1,84(3) 2,711(3) 163(3)
X, Y, 2 Ocoon:** Ocoo 0,82 1,75 2,569(3) 176
XY,z NNH, catiéo"'OCOO 0,91 2,57 3,341(8) 142
XY,z NNH, catiéo"'OCOO 0,91 1,78 2,675(8) 167
Azelaico: 1/2+x, 1/2-y, 3/2-z Ocoon:** Ocoon 0,91(7) 1,60(7) 2,508(7) 175(7)
DABCO ' X, Y, 1+z NNH, catizo*Ocoon ~ 0,85(10)  2,05(10) 2,899(7) 178(8)
XY,z Ocoon-** Ocoo 0,91(4) 1,79(7) 2,629(8) 152(8)
X, Y, 2 Ocoon:** Ocoo 0,91(4) 2,52(3) 3,345(8) 151(5)
X, 1/2-y, z Ocooh:** Ocoo 0,91(4) 2,52(3) 3,345(8) 151(5)
2.3.1.6 Complementacgéo da caraterizagéo estrutural por RMN de solucéo

Os sais moleculares anidros (azelaico:morfolina e azelaico:piperazina) foram estudados
por *H e *C RMN em solucdo (D,O). A atribuicdo dos sinais foi efetuada com recurso a
técnicas bidimensionais de correlation spectroscopy (COSY), heteronuclear single quantum
correlation (HSQC) e heteronuclear multiple bond correlation (HMBC).

Pela integracéo dos sinais de "H RMN obtidos para o sal molecular azelaico:piperazina
€ evidente que as unidades constituintes se encontram numa propor¢éo de 1:1. A existéncia
deste sal em soluc@o aquosa € inequivocamente identificada através da comparacéo dos sinais
de *C RMN e 1H RMN (Tabela 2.5 e Figura 2.25).

Como se pode verificar pela Tabela 2.5, existe um desvio para campo mais baixo de
todos os sinais de *C RMN da unidade de &cido azelaico do sal molecular, quando
comparados com o0s desvios correspondentes no acido azelaico puro. O efeito de
desblindagem destes carbonos (que é atribuido ao efeito de campo eléctrico criado pelo grupo
carboxilato) é decrescente desde o carbono carbonilico ao carbono 5, estando a magnitude dos
desvios observados de acordo com os descritos na literatura.™®

Nos carbonos da unidade de piperazina presente no sal molecular, existe um desvio de
3.6 ppm para campo mais alto comparativamente aos desvios encontrados na piperazina pura.

A magnitude deste desvio encontra-se de acordo com o expectavel para carbonos em posi¢cdes
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B em relagdo a um grupo amonio.” A protonagdo da piperazina é ainda comprovada pela

coincidéncia dos desvios entre esta unidade no sal molecular e os obtidos para o sal
hidrocloreto de piperazinio.

Tabela 2.5 Comparacao dos valores dos desvios quimicos de 13C RMN obtidos para o acido azelaico e
piperazina com os valores obtidos para os sais hidrocloreto de piperazinio e acido azelaico:piperazina.l

acido Piperazina Hidrocloreto de Acido
azelaico (© ppm) piperazinio azelaico:piperazina
(5 ppm) (A ppm) (A ppm)
C1+C9 179,6 - - +4,2°
C2+C8 33,9 - - +3,6
C3+C7 24,2 - - +1,6
C4+Co6 27,9 - - +0,8
C5 27,9 - - +0,2
C10+C13 - 3
Cl1+C12 - 44,7 -3,6 -3,6

H\\(’D;l / \ (-aN)/H
N

! Espectros obtidos em D-O.
% O sinal + indica um desvio para campo mais baixo
% O sinal — indica um desvio para campo mais alto.

No espectro de 'H RMN do sal molecular sdo também observados os desvios
expectaveis em relacdo a piperazina e acido azelaico puros (Figura 2.25), devido aos efeitos de
carga positiva e negativa, criados pelos grupos amoénio e carboxilato respetivamente: um
desvio, para campo mais alto, dos sinais correspondentes a unidade de piperazina (os desvios
obtidos para esta unidade séo praticamente coincidentes com os obtidos para o hidrocloreto de

piridinio), e um desvio para campo mais alto dos protdes da posicao adjacente ao grupo
carboxilato.
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Figura 2.25 Comparagdo dos espectros de *H RMN, adquiridos em D,O: A - acido azelaico; B - sal
molecular acido azelaico:piperazina; C - hidrocloreto de piperazinio; D - piperazina.

Em solugdo aquosa, as duas unidades que constituem o sal molecular &cido
azelaico:morfolina encontram-se também numa proporcao estequiométrica de proximamente
1:1. Nos espetros obtidos apenas foi possivel observar os sinais correspondentes a uma
espécie de cada uma das unidades que constituem este sal molecular, ndo se conseguindo
distinguir as formas protonadas e desprotonadas. Os desvios quimicos observados nos
espetros de "H RMN e 3C RMN para esta forma cristalina, ndo sdo téo nitidos como os que se
observaram para o sal molecular acido azelaico:piperazina (Tabela 2.6). Esta situagdo
demonstra que no tempo de escala do RMN é observada uma imagem média das espécies
que existem em solucdo, havendo um processo dindmico envolvido. Este processo é descrito,
na analise por DRXMC, como a existéncia de um atomo de hidrogénio desordenado que

ocupa, alternadamente, trés posicdes.
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Tabela 2.6 Comparagao dos valores dos desvios quimicos de 13C RMN obtidos para o acido azelaico e
morfolina com os valores obtidos para o sal molecular acido azelaico:morfolina.*

Acido azelaico | Morfolina | Acido azelaico:morfolina
(5 ppm) (5 ppm) (Ad ppm)

C1+C9 179,6 - +2,6°
C2+C8 33,9 - +2,1
C3+C7 24,2 - +0,9
C4+C6 27,9 - +0,4
C5 27,9 - +0,2
C10+C13 - 67,0 -3,5°
C11+C12 - 44,4 -1,3

10 11
/ \ /H
€]
O@ O N\
\_/ H
1 12 13
Espectros obtidos em D;0.

% O sinal + indica um desvio para campo mais baixo
% O sinal — indica um desvio para campo mais alto.

O co-cristal acido azelaico:4,4"-bipiridina também foi analisado por 'H e *C RMN em
solugéo de CDCl; (solvente mais usualmente utilizado para monitorizar a existéncia de pontes
de hidrogénio). No entanto, e apesar das varias tentativas que foram desenvolvidas envolvendo
0 recurso a varias técnicas correntemente utilizadas para provar a existéncia de pontes de
hidrogénio™*, como a monitorizacéo dos espectros de "H RMN a varias temperaturas, titulagéo
do &cido azeldico com 4,4-bipiridina e execuc¢do de experiéncias de RMN que permitem a
determinacdo dos coeficientes de difusdo em solugdo (Diffusion Ordered SpectroscopY -
DOSY), nunca foi possivel obter qualquer indicagdo inequivoca da existéncia de uma ponte de

hidrogénio intermolecular entre as unidades de &cido azelaico e 4,4-bipirina em solucao.

2.3.1.7 Complementacédo da caraterizacao estrutural por RMN de estado sélido

O RMN de estado sdlido tem-se revelado uma ferramenta de extrema utilidade e
complementaridade as técnicas de difracdo de raios-X. Deste modo, sdo apresentados
seguidamente os resultados experimentais obtidos com esta técnica, bem como a rela¢do com
0s resultados previamente obtidos por difragdo de raios-X.

Através do espetro de ‘H DUMBO MAS NMR, é possivel, no caso do co-cristal acido
azelaico:4,4’-bipiridina (Figura 2.26a) atribuir os sinais dos protdes da cadeia alifatica do acido
azelaico e dos anéis aroméaticos da 4,4’-bipiridina, bem como verificar o tipo de interacdo entre
as duas espécies envolvidas (O-H-:-N). Esta interacdo observada encontra-se de acordo com
os resultados previamente discutidos para a técnica de DRXMC. Relativamente aos sais
moleculares azelaico:piperazina e azelaico:morfolina (Figura 2.26b e 2.26c) ocorre
coalescéncia dos sinais carateristicos da zona alifatica do &acido azelaico desprotonado,
piperazina e morfolina desprotonadas, ndo sendo possivel efetuar uma atribuicdo especifica

dos sinais aos protdes existentes na estrutura. O sinal correspondente a interacdo O-H---N
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apresenta uma intensidade substancialmente mais reduzida verificando-se, para o caso do sal
molecular acido azelaico:morfolina, um desvio notdério para campo mais baixo.

A diferenca encontrada nos desvios quimicos do sinal correspondente a interacado
O-H---N prende-se com o facto das forcas de interacdo e o nimero de interagdes ser diferente
para cada forma cristalina. Neste estudo, o sal molecular anidro azelaico:morfolina apresenta
forcas de ligacdo semelhantes as que se verificam para as outras duas formas cristalinas, mas
possui um maior nimero de interac8es (cinco) o que implica um desvio maior para campo mais
baixo. Por outro lado, para o co-cristal acido azelaico:4,4’-bipiridina e sal molecular anidro
azelaico:piperazina o numero de interacfes é semelhante (duas interagdes para o co-cristal e
trés para o sal molecular), implicando que a diferenca nos desvios quimicos ndo seja muito

acentuada.

10 5
H [ppm]

Figura 2.26 Espetro 1D 'H DUMBO MAS NMR de (a) acido azelaico:4,4’-bipiridina, (b) azelaico:
piperazina e (c) azelaico:morfolina.

Através da analise do espetro de 13C CPMAS RMN, observa-se que em todas as fomas
cristalinas foi possivel fazer uma atribuicao dos sinais obtidos aos carbonos existentes em cada
espécie. Para o co-cristal acido azelaico:4,4’bipiridina o nUmero de ressonancias observadas
corresponde a metade do nimero de 4tomos presentes, uma vez que as duas metades de
molécula (acido azelaico e piperazina) encontram-se simetricamente relacionadas sendo, por
conseguinte, magneticamente equivalentes.

Para o sal molecular azelaico:morfolina (Figura 2.27c), o nimero de ressonancias
observadas ao longo de toda a janela espetral € consistente com a existéncia de duas
moléculas na unidade assimétrica (estequiometria 2:1). Contudo, através da andlise do espetro
de N CPMAS (Figura 2.28¢), sdo observadas duas ressonancias que se encontram de acordo

com a existéncia de duas moléculas de morfolina. Combinando estas duas informacdes,
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concordantes com a existéncia de duas moléculas de acido azelaico (quatro ressonancias do
grupo carbonilo), a estequiometria deste composto é 1:1, o que confirma os resultados obtidos
por difracdo de raios-X.

Tendo em consideracéo os desvios quimicos de *°N (Figura 2.28), para cada mistura, e
comparando-os com a referéncia de desvio quimico da glicina (NHs;" a -347,6 ppm), os
compostos acido azelaico:piperazina e acido azelaico:morfolina possuem atomos de azoto
protonados pois o0s seus desvios quimicos sdo proximos do desvio quimico da glicina,
permitindo deste modo inferir que se trata de dois sais moleculares (tal como se verifica nos
resultados obtidos por difragédo de raios-X). O composto acido azelaico:4,4-bipiridina, com um
desvio quimico de -95,2 ppm, concordante com atomos de azoto piridinicos ndo protonados
(para o derivado da piridina'?%), aponta para a formacdo de um co-cristal composto por

interacdes por pontes de hidrogénio do tipo O-H---N.

C-H aromatico

CH, do AA
L

(a)
__,L (b)
C=0, AA C-0, Morf C-N, Morf
— 1 1

(c)
\\\|\\\||\\\|\\\|\|\\\|\\\\|\\\|\\”|r1\||\\|\|\\\|\\\|r\‘r\
180 170 160 150 140 130 60 50 40 30 20

3C [ppm] *C [ppm]

Figura 2.27 Espetro 1D 3C CPMAS NMR de (a) acido azelaico:4,4’-bipiridina, (b) acido
azelaico:piperazina e (c) &cido azelaico:morfolina.
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Figura 2.28 Espetro 1D >N CPMAS NMR de (a) acido azelaico:4,4’-bipiridina, (b) azelaico:piperazina e
(c) azelaico:morfolina.

2.3.2 Caraterizacao térmica

O co-cristal acido azelaico:4,4’-bipiridina ndo apresenta nenhuma transicdo de fase até
a fuséo que ocorre a 144,6°C (Figura 2.29), sendo este valor de ponto de fusdo superior ao do
PFA na forma pura (109-111°C). Pela técnica de termomicroscopia (Figura 2.30), observa-se o
processo de fusdo da forma cristalina, confirmando-se o valor do ponto de fusdo obtido pela
técnica acoplada de CDV-ATG.
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Figura 2.29 CDV e ATG do co-cristal acido azelaico:4,4’-bipiridina em que se observa o ponto de fuséo a
144.6 °C.
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B§ B\b -

Figura 2.30 Termomicroscopia para o co-cristal acido azelaico:4,4’-bipiridina a a - 21 °C;
b - 141,1 °C — come¢o do processo de fuséo e ¢ - 145,0 °C — fuséo.

Uma possivel justificacao para a observacéo de uma estabilidade térmica superior para
esta nova forma cristalina reside no facto da interacdo O-H:--N ser mais forte (distancia de
ligacdo curta) do que o sintdo R%(8) formado no empacotamento cristalino do acido azelaico na
forma pura. Ademais a eficiéncia de empacotamento (70,1%) e respetiva densidade (1,294
mg.cm'3) do co-cristal, séo relativamente superiores ao que se verifica para o acido azelaico
(68,3 % e 1,260 mg.cm'e’), 0 que possibilita uma maior estabilidade estrutural.

O ponto de fusao obtido a partir da técnica acoplada de CDV-ATG, para o sal molecular
anidro azelaico:piperazina é superior (144,1 °C, Figura 2.31) ao do PFA na forma pura, nao se
detetando qualquer fenbmeno até esse ponto, 0 que implica que seja termicamente mais

estavel. Esta observacdo é confirmada pela técnica de termomicroscopia (Figura 2.32) que

possibilitou a recolha de imagens no fase inicial e final do processo de fuséo.
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Figura 2.31 CDV e ATG do sal molecular anidro azelaico:piperazina em que se observa o ponto de fusdo

a l44,1°C.
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Figura 2.32 Termomicroscopia para o sal molecular anidro azelaico:piperazina a
a-28,5°C; b -141,3 °C — comeco do processo de fuséo e c - 144,8 °C — fuséo.
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Comparando a eficiéncia de empacotamento do sal molecular anidro com o do acido
azelaico na forma pura, verifica-se uma melhoria (68,3% para o PFA e 69,0 % para o sal
molecular anidro) que podera permitir maior estabilidade estrutural. Adicionalmente, a interacao
N-H---O apresenta-se mais forte (existe uma interac@o bifurcada e outra simples) do que o
sintdo R3(8) formado entre os grupos carboxilicos do acido azelaico, o que podera auxiliar na
sua estabilidade. Relativamente as densidades, observa-se que o acido azelaico possui maior
densidade (1,260 mg.cm™) do que o sal molecular sintetizado (1,237 mg.cm™).

Como referido anteriormente, ndo foi possivel isolar o sal molecular hidratado
azelaico:piperazina de modo a realizar uma caracterizagdo mais detalhada. Assim, e
considerando a analise térmica realizada a partir de termomicroscopia (Figura 2.33), verifica-se
gue o ponto de fusdo desta forma cristalina € inferior (81,3°C) ao obtido para o acido azelaico
puro e sal molecular anidro, corroborando-se uma estabilidade térmica inferior para esta nova
forma cristalina. Apesar do namero de interacdes existentes ser superior ao que se observa
para a forma anidra e acido azelaico, as suas distancias em média sdo superiores e a
existéncia de solvente (agua) na estrutura podera contribuir para uma estabilidade térmica mais
baixa.

Figura 2.33 Termomicroscopia para o sal molecular hidratado azelaico:piperazina a
a-23,7°C; b - 81,3 °C — comego do processo de fusdo; ¢ - 81,7 °C — fuséo.

A eficiéncia de empacotamento para esta forma cristalina é aproximadamente igual
(70,0%) ao que se verifica para a foma anidra e substancialmente superior ao observado para
0 &cido azelaico puro. A densidade é superior (1,269 mg.cm's) a que se observa para a forma
anidra e &cido azelaico.

A caraterizagdo realizada por CDV-ATG (Figura 2.34) ao sal molecular anidro
azelaico:morfolina demonstra que o seu ponto de fusdo é inferior ao do acido azelaico e que
ndo ocorre nenhum fendmeno de transicdo de fase. O facto de a morfolina ser um liquido
poderéa contribuir para uma diminuigdo da estabilidade térmica da forma cristalina. Contudo, o
namero de interagbes e distancias de ligacdo sdo superiores ao observado para o0 acido
azelaico, bem como o indice de empacotamento (70,3%) e densidade (1,270 mg.cm'3). Estas

observac®es dificultam a relacdo de todas as propriedades existentes.
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Figura 2.34 CDV e ATG do sal molecular anidro azelaico:morfolina em que se observa o ponto de fuséo a
85,6 °C.

Recorrendo a técnica de termomicroscopia (Figura 2.35) € possivel confirmar os
resultados obtidos por CDV-ATG.

o ot -

Figura 2.35 Termomicroscopia para o sal molecular anidro azelaico:morfolina a
a-21°C; b -82,4°C - comeco do processo de fusdo e ¢ - 85,6 °C — fuséo.

Para a forma cristaina do acido azelaico com o DABCO verifica-se, através da técnica
de CDV-ATG (Figura 2.36) que apresenta menor estabilidade térmica comparativamente ao
acido azelaico na sua forma pura, com um ponto de fusdo de 89,9°C. Neste caso, as interagfes
O-H---O e N-H---O apresentam algumas distancias de ligagdo superiores a que existe no sintdo
R2(8) presente no Acido azelaico puro. Ademais, a eficiéncia de empacotamento € ligeriamente
inferior (68,1%) ao observado para o acido azelaico apresentando, também, uma densidade
inferior (1,220 mg.cm'3). Estas observacdes suportam, em parte, o resultado da estabilidade

térmica observada para esta nova forma cristalina.
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Figura 2.36 CDV e ATG do sal molecular anidro azelaico:DABCO em que se observa o ponto de fusdo a
89,9 °C.

Pela técnica de termomicroscopia (Figura 2.37) confirmam-se o0s resultados
experimentais obtidos por CDV-ATG.

Figura 2.37 Termomicroscopia para o sal molecular anidro azelaico:DABCO a
a-21,6°C; b -87,7°C - comeco do processo de fuséo e ¢ - 90,9 °C — fusdo completa.

2.3.3 Estudos preliminares de solubilidade

Nesta seccéo serdo apresentados e discutidos os estudos preliminares de solubilidade
em 4agua relizados ao acido azelaico na forma pura, co-cristal acido azelaico:4,4’-bipiridina e
sais moleculares anidros azelaico:piperazina e azelaico:morfolina.

Como se pode observar pela Figura 2.38, a forma sélida cristalina mais solGvel é o sal
molecular anidro azelaico:piperazina e a menos solivel é o co-cristal (apresenta uma
solubilidade semelhante a do PFA). A solubilidade do sal molecular anidro azelaico.DABCO
também é superior a do PFA. De um modo generalista, € expectavel que os sais moleculares
sejam mais soluveis em agua do que o PFA puro e co-cristal, dado que sdo mais polares

devido a existéncia de moléculas com carga.
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1,30 g/L 1,25 g/L 20,0 g/L 2,86 g/L
Acido azelaico Co-cristal Sal molecular anidro Sal molecular anidro
Acido azelaico: Acido azelaico: Acido azelaico:
4,4’-bipiridina piperazina morfolina

Figura 2.38 Estudos preliminares de solubilidade em agua para o acido azelaico e formas cristalinas (co-
cristal acido azelaico:4,4’-bipiridina e sais moleculares anidros azelaico:piperazina e azelaico:morfolina).

A sintese destas novas formas cristalinas multicomponentes revelou ser uma boa
estratégia para melhorar as propriedades do acido azelaico, especificamente a sua solubilidade
estando em curso outros estudos para avaliar a sua estabilidade a humidade e tempo (self
stability).
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Desenvolvimento de farmacos: melhoria do desempenho de principios
farmacologicamente ativos por sintese supramolecular

3.1 Introducéo

A 4,4’-diamino-difenilsulfona, mais comumente designada por dapsona (Figura 3.1), é
um antibiotico que pertence a classe das sulfonamidas, utilizado no tratamento de doencas

como a pneumonia, lepra e Alzheimer.'?**%

Este antibiético, juntamente com o seu derivado
sulfonato de didextrose, foram primeiramente testados, em 1941, no tratamento da lepra em
ratos, tendo-se verificado uma evolucéo regressiva da doenca. Posteriormente foram aplicados

em testes clinicos, onde os resultados se revelaram positivos no tratamento da patologia.™** *#°

o\s/o

HoN NH,

Figura 3.1 Estrutura quimica da dapsona.

Para além da sua potencial aplicacdo no tratamento destas doencas, a dapsona tem
sido reportada como um farmaco util no tratamento de algumas doencas de pele (acne e

126

rosacea) e desordens de origem autoimune, como a artrite reumatoide.”> Este PFA encontra-

se comercialmente disponivel sob a forma de comprimido, numa concentragdo de 0,402
mmol.dm™, e presente na composicdo de géis dermatolégicos com 5% de concentragdo. > *%°
O tratamento das doengas acima referidas, incluindo as do foro dermatoldgico, € efetuado pela
administragdo de comprimidos, uma vez que a dapsona e seus derivados apesar de possuirem
elevada solubilidade em &lcool, acetona e solugdo aquosa de HCI, séo praticamente insollveis
em &gua e 6leos. Dada a dificuldade em desenvolver formulagBes tépicas da dapsona, tém
sido utilizados, como alternativa, sais deste PFA e agentes solubilizantes organicos (etileno
diglicol, éter monoetilico e etanol). Contudo, a utilizacdo de solubilizantes podera constituir um
problema para a saude da pele, uma vez que 0os componentes presentes causam desidratacao
e sdo responsaveis por remover alguns 6leos essenciais a peIe.126

Alguns estudos de estabilidade térmica (CDV e ATD) realizados revelam que a
dapsona é estavel a temperaturas superiores a 339°C, uma vez que as duas fragmentacfes
moleculares que resultam em perda de massa ocorrem entre os 339,12-393,41°C (com
libertacdo de CgHgSO) e entre os 393,41-726,86°C (com libertacdo de CgHgN,O). O ponto de
fusdo da dapsona situa-se entre os 175 e 181°C."*’

Relativamente a biodisponibilidade, este PFA ¢é facilmente absorvido pelo trato
gastrointestinal em 86%, sendo essa absorcéo limitada pelo grau da doenca. Em pacientes

com lepra em estado avancado, esta propriedade é amplamente reduzida.***

Deste modo, e
tendo em consideragdo ambos os problemas (formulacéo topica e biodisponibilidade limitada),
o desenvolvimento de novas formas cristalinas da dapsona constitui um objetivo fulcral para a

melhoria das suas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade.
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A reatividade dos sulfoxidos e, principalmente, das sulfonas, em termos de interacdes
supramoleculares, ndo é totalmente conhecida. Alguns estudos realizados por Bernstein e

128,129 128,130 ravelam que a reatividade destes grupos

colaboradores, e Nangia e colaboradores,
na sintese de novas formas sélidas reside em interacfes que envolvem ndo sé os oxigénios
dos grupos sulfona e sulféxido, mas também possiveis hidrogénios a em relacdo a esses
grupos que, sendo acidicos, possibilitam a formacédo de pontes de hidrogénio. Zaworotko e
colaboradores verificaram ainda a importdncia do grupo sulfona nos diferentes
empacotamentos  cristalinos de derivados da 4,4’-diamino-difenilsulfona  (bis(4-
hidroxifenil)sulfona e 4-clorofenil(4-hidroxifenil)sulfona).™**

A dapsona nado possui formas polimérficas e apenas se conhece a existéncia de seis

132,13 ras solvatos™* com dioxano, THF e diclorometano, e dois

formas cristalinas: um hidrato,
co-cristais com trinitrobenzeno™®® e acido dinitrobenzéico.'*

O empacotamento da dapsona consiste em intera¢ces do tipo N-H---O (em que 0 grupo
amina atua como doador e o grupo sulfona como aceitador), dando origem ao sintdo R3(24)

responsével pela formacao de cavidades, como representado na Figura 3.2.

N e S
"\1 TAT \'\ TA’ \"‘\
L o I <24>“‘\’

Figura 3.2 Empacotamento cristalino da dapsona com evidéncia da cavidade formada pelo sintdo R3(24).

Nos solvatos, a interagdo N-H---O estabelecida entre as moléculas de dapsona
mantém-se, sendo que no caso da forma cristalina com o dioxano, existe uma interagdo
adicional entre o grupo éter do dioxano, que funciona como aceitador, e 0 grupo amina da
dapsona, como doador. Contudo, no que diz respeito ao empacotamento cristalino, o solvato
com o diclorometano, apesar de ndo destruir as cavidades formadas entre as moléculas de
dapsona, interfere na dimensdo e orientacdo das mesmas. O sintdo R3(32), formado no
empacotamento do solvato com diclorometano, leva a formacéo de cavidades com dimensdes

superiores, como é possivel observar pela Figura 3.3.
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Figura 3.3 Empacotamento cristalino da dapsona solvatada com diclorometano com evidéncia da
cavidade formada pelo sintdo R3(32).

Nos solvatos com dioxano e THF e nos co-cristais com trinitrobenzeno e &cido
dinitrobenzaico, as interacdes ocorrem entre as moléculas de dapsona e séo do tipo N-H---O,
mas as cavidades sdo destruidas.

Realizando uma pesquisa na CSD* em gue se consideram compostos organicos com
grupos sulfona e amina (presentes na dapsona) e com grupos funcionais presentes nos co-
cristalizantes testados, obtém-se um universo de 2622 compostos. Da analise destes
resultados resulta que a interacdo mais provavel de se formar é N-H:--O=S entre 0s grupos
amina e sulfona (Figura 3.4).

13,9% 5,2% 4,0% 1,2%
/ [oRRi HN
——NH====-~ N ——NH -=--=~ o ——NHz ===~ HN )J\ \H/
\ HN— TH """ (¢]
1,9% 1,0% 0,7% 0,2%

Figura 3.4 Representagdo dos sintdes mais comuns de se formarem para a dapsona.

Considerando os estudos anteriormente citados, pretende-se com este trabalho obter
novas formas cristalinas de modo a melhorar as propriedades fisico-quimicas e aprofundar o
estudo da reatividade quimica da dapsona, na presenca de aminas aromaticas (1,10-
fenantrolina, 1,2-bis(4-piridil)etano e 4,4-bipiridina), aminas secundarias (morfolina e
piperazina), aminas terciarias (1,4-diazobiciclo [2.2.2]octano), amidas secundarias ciclicas (e-
caprolactama), amidas secundéarias (N-(4-hidroxifenilo)etanamida), amidas primarias

(isonicotinamida e nicotinamida) e &cidos (acido isonicotinico).
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3.2 Parte experimental

3.2.1 Sintese

Todos os reagentes e solventes foram adquiridos a Sigma-Aldrich e utilizados no
processo de sintese sem qualquer purificacéo adicional.

De modo a sintetizar novas formas cristalinas da dapsona, procedeu-se a varios testes
de reatividade utilizando diferentes co-cristalizantes (com diferentes grupos funcionais), que se

encontram representados na Figura 3.5 com os respetivos valores de pKa.

N X
: |
[e]
=N N Ho =N
1,10-fenantrolina - pKa=4,27 Paracetamol - pKa=9,38 1,2-bis(4-piridil)etano - pKa=2,88
(¢]
N N O
% X N| X NH,
Z Z

N N

DABCO - pKa=8,20 Morfolina - pKa=8,20  Nicotinamida - pKa=13,39
HO [e]

Acido isonicotinico - pKa=1,94

N 00 O

4,4'-bipiridina - pKa=4,33 epsilon-caprolacatama

HoN o Piperazina - pKa=9,80

Isonicotinamida - pKa=10,61

Figura 3.5 Lista de compostos utilizados para a sintese de novas formas cristalinas com dapsona: A
verde — co-cristalizantes que ndo reagiram; a azul — co-cristalizantes que reagiram.

O método da co-cristalizagdo em solucao foi aplicado a todos os co-cristalizantes com
a dapsona, de modo a averiguar a reatividade da mesma para os diferentes grupos funcionais.
Para os co-cristalizantes promissores, foi ainda utilizada a técnica de moagem assistida por
solvente no moinho de bolas e no almofariz. Na Tabela 3.1 encontram-se apresentadas as

condi¢des experimentais utilizadas nas sinteses que n&o ocorreram com sucesso.
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Tabela 3.1 Condi¢bes experimentais aplicadas a dapsona e co-cristalizantes testados.

Quantidade e Quantidade e
Co-cristalizante Solvente c:?c':icsizltirz:?ig ?:lg d‘;ut;'a‘f:;:::}(an‘:g e Aqu(i‘;i:g‘)’nm
(mmol)) (mmol)) (min)

1,10 - Fenantrolina Etanol+acetona 2+1 50,6 (0,2779) 69,7 (0,2807) 10 N&o
1,2-Bis(4-piridil)etano  Etanol+acetona 2+1 51,6(0,2801) 69,4 (0,2795) 10 Sim
Morfolina Acetona 2 31,3(0,3593) 89,1(0,3588) 10 N&o
Acido isonicotinico Etanol+acetona 3+2 39,8(0,3233) 81,1(0,3266) 10 Sim
Isonicotinamida Etanol+acetona 2+1 39,6(0,3243) 80,4(0,3243) 10 Sim
DABCO Etanol+acetona 2+1 38,1(0,3397) 83,2(0,3351) 10 N&o
Piperazina Etanol+acetona 2+1 32,4(0,3761) 89,3(0,3596) 10 Sim
Nicotinamida Etanol+acetona 2+1 40,0(0,3275) 80,8(0,3254) 10 Sim
Paracetamol Etanol+acetona 3+1 45,4 (0,3003) 74,6 (0,3004) 10 Nao

Para os co-cristalizantes que reagiram com a dapsona serdo apresentadas,
detalhadamente, as condi¢Bes experimentais utilizadas.
Na Figura 3.6 encontram-se representados os produtos obtidos para a reacdo da

dapsona com a €-caprolactama e 4,4’-bipiridina com as respetivas estequiometrias.

X
f'-‘\ - L OV
V" —
O\\S"PO

s-Caprolactama Co-cristal(1:1)
+ (CgH44NO)
NH

Dapsona(Cy,H N,0,S) _ '"T’“'”'“’ -3~
O-G — 7706
— 1
4 4-Bipiridina Co-cristal(2:1)
(CyoHgN;)

Figura 3.6 Representagdo dos produtos finais obtidos e respetivas estequiometrias, a partir da reacédo da
dapsona com os co-cristalizantes €-caprolactama e 4,4’-bipiridina.

Sintese do co-cristal dapsona: &-caprolactama

Solucao etanol:agua: Foram dissolvidos, numa mistura de 2 mL de etanol com 2 mL de
acetona (2:1), 83,0 mg (0,3343 mmol) de dapsona e 43,7 mg (0,3862 mmol) de €-

caprolactama. A solucdo permaneceu em agitacdo durante 10 min a temperatura ambiente

(aproximadamente 18°C). Apés dissolugcdo completa dos reagentes, o recipiente foi selado com

parafilm furado e foi deixado a cristalizar por evaporacédo lenta do solvente. A formacao de

cristais incolores, sob a forma de placas, foi detetada apds trés dias. Os cristais foram
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analisados por DRXP, DRXMC e IV e a estabilidade térmica estudada por CDV-ATG e

termomicroscopia.

Moagem assistida por solvente - etanol: Procedeu-se a moagem da mistura de 206,6

mg (0,8321 mmol) de dapsona com 94,7 mg (0,8370 mmol) de €-caprolactama na presenca de
30 L de etanol, durante 20 min, com recurso ao moinho de bolas. A analise do produto foi

efetuada por DRXP, confirmando-se a formag&o do co-cristal.

Sintese do co-cristal dapsona:4,4’-bipiridina

Solucéo etanol:agua: 74,1 mg (0,2984 mmol) de dapsona e 46,4 mg (0,2798 mmol) de

4.,4’-bipiridina foram dissolvidos numa mistura de 2 mL de etanol com 2 mL de acetona (2:1). A
solugdo foi deixada sob agitagdo durante 10 min a temperatura ambiente (aproximadamente
18°C) e, apés dissolugdo completa dos reagentes, permaneceu em repouso selada com
parafiim furado para promover uma evaporacdo lenta. Apos trés dias, verificou-se a
evaporacdo completa do solvente, com formacgdo de cristais sob a forma de agulhas. Os
cristais foram analisados por DRXP, DRXMC e IV. A estabilidade térmica foi estudada com
recurso ao CDV-ATG e termomicroscopia.

Moagem assistida por solvente - etanol: 185,2 mg (0,7459 mmol) de dapsona e 116,0

mg (0,7427 mmol) de 4,4’-bipiridina foram moidos em 30 pL de etanol durante 20 min num
moinho de bolas tendo-se procedido, posteriormente, a analise do produto resultante por

DRXP, constatando-se a formacg&o de um novo produto.

3.2.2 Detalhes de caracterizacao

Todos os produtos obtidos foram analisados por DRXP e DRXMC sempre que
possivel. A estabilidade térmica foi avaliada por CDV-ATG e por termomicroscopia. Foi utilizado
o IV como técnica complementar de caraterizagéo.

Os dados de difracdo de raios-X de monocristal foram sempre recolhidos num
difratdmetro Bruker APEX Il a 150 K. O gerador de raios-X operou a 50 kV e 30 mA e a recolha
de dados foi monitorizada pelo programa APEX2. Os dados foram corrigidos para os efeitos de
Lorentz, de polarizacdo e de absor¢é@o, com recurso aos programas SAINT e SADABS.

Os dados de difracao de pos foram recolhidos num difratbmetro D8 Advance Bruker
AXS 0-20, com radiagdo em cobre (Cu Ka, A=1.5406 A) e um monocromador secundario,
operado a 40 Kv e 40 mA. Estudos de difracdo de raios-X com variacdo de temperatura foram
efetuados com uma camara Anton Paar HTK 16N e um controlador de temperatura unitario
Anton Paar TCU 2000N

Os espectros de IV foram obtidos num espectrometro Nexus-Thermo Nicolet (64 scans
e resolucdo de 4 cm™) numa gama de 4000 a 400 cm™. As amostras foram diluidas em KBr
(1:200 em peso).
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As medidas de ATG e CDV foram realizadas numa termobalanca SETARAM TG-DTA
92 sob fluxo e com uma velocidade de aquecimento de 10°C-min™. Os pesos das amostras
estavam compreendidos entre 0os 5 e os 10 mg.

As experiéncias de termomicroscopia foram efetuadas utilizando um aparelho Linkam
TP94. As imagens foram recolhidas através do programa de imagem Cell, com um

estereomicroscoépio Olympus SZX10

Difracdo de raios-X de mono cristal (DRXMC)

Todos os atomos, com excec¢ao dos hidrogénios, foram refinados anisotropicamente.

Os atomos de hidrogénio no grupo amida da €-caprolactama e no grupo amina da
dapsona foram localizados a partir do mapa de densidades eletronicas e posteriormente
refinados. Os restantes &tomos de hidrogénio foram introduzidos em posicbes calculadas e

refinados no carbono respetivo.

Os dados recolhidos, bem como os detalhes de refinamento de cada estrutura

cristalina, encontram-se listados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 Detalhes cristalograficos dos compostos: co-cristal dapsona:E€-caprolactama e co-cristal

dapsona:4,4’-bipiridina.

Co-cristal Co-cristal
Dapsona:E-caprolactama Dapsona:4,4’-bipiridina

Férmula quimica C13H23N3033 C17H16N3023
Mr 361,46 326,40
Temperatura/K 150 150
Comprimento de onda (A) 0,71073 0,71073
Morfologia, cor Placas, sem cor Agulhas, sem cor
Tamanho do cristal/mm 0,10 X 0,06 X 0,05 0,23 X 0,04 X 0,02
Sistema cristalino Monaoclinico Monoclinico
Grupo espacial P 24/c P 21/n

8,2700(6) 5,8451(3)
b/A 37,058(3) 7,7034(4)
c/A 5,9595(4) 34,6478(16)
al® 90,00 90,00
B/ 99,089(4) 91,116(2)
Y/° 90,00 90,00
VIA® 1803,5(2) 15559,80(13)
Z 4 4
Densidade/mgcm™ 1,331 1,390
Coeficiente de absorcdo/mm™ | 0,202 0,221
6 min (°) 2,49 2,35
6 max (°) 28,16 30,290
ReflexBesrecolhidas/Unicas 16909/4415 18138/4668
Rint 0,0982 0,0555
GoF 0,951 1,057
Limite do desvio padrédo das
intensidades P >20(1) >20(1)
R: (observado) 0,0581 0,0498
w R2 (total) 0,1003 0,1236
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3.3 Apresentacao e discusséo de resultados

Neste subcapitulo serdo apresentados todos os resultados experimentais obtidos por
DRXP, DRXMC, IV, CDV-ATG e termomicroscopia, e serd apresentada uma discussao sobre
esses resultados. A relacdo estrutura-propriedade é também discutida.

Os detalhes sobre as distancias de ligacéo e angulos obtidos a partir da DRXMC serao

apresentados na Tabela 3.3 (fim da secéo da caraterizacdo estrutural).

3.3.1 Caraterizacao estrutural
3.3.1.1 Caraterizacéo estrutural do co-cristal dapsona:E-caprolactama

A reacéo supramolecular da dapsona com a &-caprolactama conduz & formagéo de um
co-cristal uma vez que ndo existe transferéncia protonica entre as duas espécies,
fundamentada pela inexisténcia de grupos funcionais passiveis de promover esse fenébmeno
(apesar do grupo amina poder funcionar como nucledfilo, ndo existe um eletréfilo). Esta forma
cristalina é obtida no grupo espacial monoclinico P2,/c e a unidade assimétrica é constituida
por uma molécula de dapsona e uma molécula de €-caprolactama (estequiometria 1:1) (Figura
3.7).

/

; ‘WQ

Figura 3.7 Representacao da unidade assimétrica: uma molécula de dapsona e uma molécula de &-
caprolactama.

)

As interagBes supramoleculares envolvidas no empacotamento cristalino baseiam-se
em pontes de hidrogénio do tipo Nyuz-Oso2 (2.24(3) A), em que um dos hidrogénios do grupo
amina da dapsona atua como doador e o oxigénio do grupo sulfona da dapsona, como
aceitador; Nyuz+-Oconn (1.98(3) A) em que o hidrogénio do outro grupo amina da dapsona atua
como doador e o oxigénio do grupo amida da £-caprolactama, como aceitador, € Nconn®**Oconn
(2.06(3) A) onde os grupos amidas de duas moléculas de &-caprolactama (em que uma resulta
da aplicagcdo de um eixo inversdo na outra) formam entre si o sintdo R2(8). Como se pode
observar pela Figura 3.8, este sintdo relaciona-se com o resto da estrutura através do carater
duplo aceitador do oxigénio do grupo amida da &-caprolactama que interatua com os sintdes
Nnn2-*Oconn € cOm outra molécula de &-caprolactama. Avaliando o tipo de interagdes que
ocorrem na dapsona livre, verifica-se neste caso que as tipicas cavidades formadas pelas
sintdes Nyuo--:Oso2 S80 destruidas pela interagdo que se estabelece entre o grupo amina da
dapsona e amida da &-caprolactama. Contudo, as moléculas de dapsona mantém a ligacdo de
hidrogénio N-H---O entre elas (como acontece no empacotamento da dapsona livre) numa das
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extremidades do grupo fenilamina, levando a formacao de uma cadeia unidimensional baseada

em sintdes C(9) (Figura 3.8).
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Figura 3.8 Representacdo do empacotamento cristalino do co-cristal dapsona:€-caprolactama.
Visualizacéo segundo a evidencia a formag&o do sintdo R%(8) estabelecido entre as moléculas de
E-caprolactama e o crescimento da cadeia C(9), formada por moléculas de dapsona.

Estas cadeias de dapsona formam “fitas” segundo a conectadas entre si através de
interagdes C-Hyapsona®**Tdapsona fracas [C-Hgapsona'*CY(2) 2.72 A] (Figura 3.9a). Adicionalmente, a
E-caprolactama também estabelece interagbes com o0s anéis aromaticos da dapsona
[C-Hcaprolactama*-*Cg(1) 2.85 Ae C-Hcaprolactama®+*C9(2) 2.77 A] (Figura 3.9b), sendo responsavel

pelo crescimento ao longo de c.

@*é?%
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Figura 3.9 Representacao do empacotamento cristalino do co-cristal dapsona:€-caprolactama:
a - evidéncia para a conexao das cadeias C(9) de dapsona medeadas pela interacdo C-H-:--1r estabelecida
entre as moléculas de dapsona; b — detalhe da interacéo C-H---1r estabelecida entre as moléculas de
&-caprolactama e dapsona.

Comparando os difratogramas obtidos experimentalmente a partir das amostras
provenientes dos processos de co-cristalizacdo em solucdo e moagem assistida por solvente
no moinho de bolas, com o difratograma teoricamente calculado, verifica-se que o produto

obtido é o co-cristal dapsona:€E-caprolactama (Figura 3.10).
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Figura 3.10 Difratogramas experimentais de DRXP para o co-cristal dapsona:&-caprolactama obtidos a
partir de: A - solucéo; B - moagem assistida por solvente num moinho de bolas; sobrepostos com C -
difratograma teoricamente obtido.

Recorrendo a técnica de 1V foi possivel identificar todos os grupos funcionais presentes
em cada componente, especialmente as bandas carateristicas do grupo S=0O (Figura 3.11).
Contudo, devido a similaridade das interagfes intermoleculares entre as moléculas de dapsona
(na dapsona livre), ndo foi possivel tirar conclusdes relativamente ao tipo de forma cristalina
obtido.

105 IV (KBr, bandas selecionadas, cm™)

N-H da amina primdria (3489,8v)
N-H da amida (3380,0v)

C-H da cadeia alifatica (2928,3 v)
C-H do anel aromdtico (3226,6 v)
C=0 da amida (1671,9 v)

07 C=C (1608,0 v)
] S0, (1283,3 v, 1138,4V)

0.9+

0.8+

Transmitancia

0.6 4

0.5+

o]
o o
\\ /
\/ NH
0‘4 T T T T T T I
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HoN NH,

Comprimento de onda (cm")

Figura 3.11 Espetro de IV do co-cristal dapsona:&-caprolactama, com a respetiva atribuicdo das bandas
tipicas dos grupos funcionais presentes em cada molécula.

3.3.1.2 Caraterizacdo estrutural do co-cristal dapsona:4,4’-bipiridina

Fazendo reagir a dapsona com a 4,4’-bipiridina obtém-se, analogamente ao que se
verificou no sistema anterior, um co-cristal pelos motivos j& mencionados anteriormente. Este
co-cristal, que possui uma estequiometria de 2:1, é obtido no grupo espacial P2;/n sendo a
unidade assimétrica constituida por uma molécula de dapsona e metade de uma molécula de
4,4’-bipiridina, devido & existéncia de um eixo de inversdo na ligagdo C-C responsavel pela

conexao das duas moléculas de piridina (Figura 3.12).
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:
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Figura 3.12 Representacéo da unidade assimétrica: uma molécula de dapsona e meia molécula de
4.4’-bipiridina.

Neste co-cristal um grupo amina da dapsona interatua exclusivamente com o grupo
sulfona de duas moléculas de dapsona simetricamente relacionadas [Nyn2':-Oso2 3,118(2) e
3,184(2) A] enquanto outro grupo amina interatua com uma quarta molécula de dapsona
[Nnm2Osoz 3,082(2) Al que estabelece interagdes com o co-cristalizante [Ntz ***Npyridine
3,051(2) A]. Um dos atomos de oxigénio do grupo sulfona atua como duplo aceitador. As
interacdes [Nz -**Npirigina 3,051(2) A] existentes entre as moléculas de dapsona permitem a
formacéo dos sintdes R3(22) e R3(24) a partir dos quais ocorre formacéo de cavidades (Figura
3.13a). No empacotamento da dapsona pura, 0os atomos de oxigénio sdo aceitadores simples
em interagdes Nypz'-*Oso2 permitindo, também, a formacéo do sintdo R3(24), enquanto nos
co-cristais com trinitrobenzeno e &cido 3,5-dinitrobenzéico as interagdes diretas entre as
moléculas de dapsona sdo substituidas por interacbes preferenciais com os atomos de
oxigénio dos grupos nitro e carboxilico, levando a rutura do sintdo R3(24). A formagédo do co-
cristal € estabelecida segundo as interagdes Nyuz --*Npirigina qUE permitem o crescimento de
canais de moléculas de 4,4’-bipiridina intercalados com cavidades formadas por moléculas de

dapsona (Figura 3.13b).
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Figura 3.13 Representacdo do empacotamento cristalino do co-cristal dapsona:4,4’-bipiridina:
a — evidéncia das interagfes estabelecidas entre as moléculas de dapsona, levando a formacéo de
cavidades delimitadas pelos sintdes R3(22) e R3(24); b — visualizagdo segundo a com evidéncia para a
formacgéo de canais de moléculas 4,4’-bipiridina que interatuam com as cavidades formadas pelas
moléculas de dapsona.

Comparando os difratogramas de pés obtidos experimentalmente com os previstos
teoricamente (Figura 3.14), verifica-se que pelo método de moagem assistida por solvente (no

moinho de bolas) se obtém uma mistura do co-cristal com outra forma que ndo se conseguiu
ainda identificar.
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10 15 20 25

30 35
2-0/°

Figura 3.14 Difratogramas experimentais de DRXP para: A - dapsona; B - 4,4’-bipiridina; co-cristal
dapsona:4,4’-bipiridina obtido a partir de C - solugdo; D - moagem assistida por solvente num moinho de
bolas; sobrepostos com E - difratograma teoricamente obtido.

Analogamente ao que se verificou para o co-cristal anterior, também o espetro de IV da

dapsona:4,4’-bipiridina ndo permite concluir sobre a natureza da forma cristalina sintetizada
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identificando-se, apenas, as bandas correspondentes aos grupos funcionais presentes em

cada constituinte (Figura 3.15).

1.0
IV (KBr, bandas selecionadas, cm)

N-H da amina primaria (3452,4 v)

9.9 C-H do anel aromdtico (3208,7 v)
C=N (1653,2 V)
C=C (1599,4 v)

0.8
S0, (1301,2 v, 1156,3 v)

0.7 4

06 /©/ \©\
NH2
05 _——
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 \ /
Comprimento de onda (cm")

Figura 3.15 Espetro de IV do co-cristal dapsona:4,4’-bipiridina, com a respetiva atribuicdo das bandas
tipicas dos grupos funcionais presentes em cada molécula.

Transmitancia

Tabela 3.3 Distancias das liga¢6es de hidrogénio e angulos para 0os novos co-cristais.

Estrutura Operacgéo de D-H---A d(D-H) dH---A) d(D---A) DHA()
simetria (A) (A (A
1+Xx, Y,z NnH2:--Oso2 0,89(3) 2,24(3) 3,055(3) 151(3)
1-x,-y,2-2 NiH2-+*Oconm 0,98(3) 1,98(3) 2,920(3) 158(2)
Co-cristal 1-%X-y,2-2 Nconn:+*Oconn 0,88(3) 2,06(3)  2,940(3) 174(3)
Dapsona:€- «
caprolactama 1+ x,y, 1+ z CHe-capro Cg(l)** 0,97 2,85 3,649(3) 141
1+ x,y, 1+ z CHe-capro-Cg(2)” 0,97 2,77 3,669(3) 154
X, Y-y, otz CHgapsona--Cg(2) 0,93 2,72 3,411(3) 132
Yo=x, Y2 +y, 2=z  Nynz--Osoz 0,88(2) 2,50(2) 3,118(2) 128,1(19)
Co-cristal Yo=x, Y2 +y, 2=z  Nypz-Osoz 0,87(2) 2,35(2) 3,184(2) 161(2)
E%Fi’rsigi“ni“"‘ T Xy, z Nz +Npridina 083(2) 229(2) 30512 155(2)
X,1+y,z NnH2:+Oso2 0,85(2) 2,46(2) 3,082(2) 131,0(18)

*anel aromético da dapsona C1-C6; ** anel aromatico da dapsona C7-C12

3.3.1.3 Angulos de rotacdo

A molécula de dapsona apresenta uma simetria C,, mas, em estruturas similares,
apresenta um desvio significativo da geometria ideal, observado nos &angulos de torsdo C-C-
$=0."2"1% Nao obstante o intervalo de valores de 17,7(2) a 28,8(2)°, para o co-cristal dapsona:
E-caprolactama (Figura 3.16a) e de 17,8(1) e 33,0(1)° para o co-cristal dapsona:4,4’-bipiridina
(Figura 3.16b), evidencia que as ligacdes de hidrogénio intermoleculares estabelecidas entre
0s co-cristalizantes possibilitam a normalizacdo da rotacdo dos grupos fenilos relativamente ao
grupo SO, na molécula de dapsona (de 8,5(3) a 37,4(3)°) (Tabela 3.4).
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Figura 3.16 Diagramas moleculares dos co-cristais dapsona:E-caprolactama a e dapsona:4,4’-bipiridina b
com atribuicdo atomica. Os elipséides foram desenhados com 50% de probabilidade.

Tabela 3.4 Angulos de torsdo da dapsona e novos co-cristais sintetizados.

Atomos Angulos de tors&o
C2C1s101 37,4(3)°
Dapsona C6C1S102 -8,5(3)°
C8C7s101 -31,0(3)°
C12C7S102 21,0(3)°
C2C1S102 28,7(2)°
Co-cristal dapsona: &- C6C1S101 -20,0(2)°
caprolactama C8C7S102 -17,7(2)°
C12C7S101 28,8(2)°
C2C1S102 17,8(1)°
Co-cristal dapsona:4,4’- C6C1S101 -33,0(2)°
bipiridina C8C7S102 -24,6(1)°
C12C7S101 28,1(1)°

3.3.2 Caraterizacao térmica e estudos de solubilidade

A estabilidade térmica dos co-cristais sintetizados foi avaliada através da combinacéo
de diferentes técnicas: DRXP com variagcdo de temperatura (DRXP-VT), CDV-ATG e
termomicroscopia.

Para o co-cristal dapsona:&-caprolactama deteta-se uma transicao de fase através de
DRXP-VT (Figura 3.17), CDV-ATG e termomicroscopia (Figura 3.18) entre os 90 e 120°C. O
padrdo de difracdo recolhido a 110°C evidencia, claramente, que apenas existe dapsona,
significando que as moléculas de £-caprolactama se libertaram da estrutura cristalina.
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Figura 3.17 Difratogramas experimentais de DRXP para o co-cristal dapsona:&-caprolactama a diferentes
temperaturas: A - 30°C; B — 80°C; C - 110°C; D - 30°C ap6s arrefecimento; E - dapsona na forma pura.
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Figura 3.18 CDV-ATG do co-cristal dapsona:&-caprolactama com destaque para o0 pico correspondente a
transicéo de fase a 106,6°C. As imagens de termomicroscopia foram recolhidas a diferentes
temperaturas: a - 25,3°C; b - 106,6°C; ¢ - 179,1°C — comeco do processo de fusdo e d - 182,3°C - fuséo.

Através de ensaios de DRXP-VT com o co-cristal dapsona:4,4’-bipiridina, ilustrado na
Figura 3.19, verifica-se uma transicdo de fase a aproximadamente 145°C, caraterizada pelo
colapso do co-cristal com libertagdo de moléculas de 4,4’-bipiridina, levando a reorganizagdo
das moléculas de dapsona pura. Esta transicdo de fase também é visivel pelas técnicas de

CDV-ATG e termomicroscopia (Figura 3.20).

79



Desenvolvimento de farmacos: melhoria do desempenho de principios farmacologicamente ativos por sintese
supramolecular

5 10 15 20 25 30 35
2-9/°

Figura 3.19 Difratogramas experimentais de DRXP para o co-cristal dapsona:4,4’-bipiridina a diferentes
temperaturas: A - 30°C; B - 120°C; C - 145°C; D - 30°C ap6s arrefecimento; E - dapsona na forma pura.
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Figura 3.20 CDV-ATG do co-cristal dapsona:4,4’-bipiridina com destaque para o pico correspondente a
transicéo de fase a 144,2°C. As imagens de termomicroscopia foram recolhidas a diferentes
temperaturas: a - 26,5°C; b - 144,2°C; c - 171,3°C — comeco do processo de fusdo e d - 173,5°C - fuséo.

Uma possivel justificacdo para a ocorréncia desta transicdo de fase podera estar na
curta distancia de ligagdo Ny -**Nyiidgina Presente no empacotamento cristalino e na existéncia
de canais de 4,4’-bipiridina que permitem uma maior facilidade na quebra das interagdes.

Foram realizados estudos preliminares de solubilidade tendo-se constatado que néo
houve melhorias significativas desta propriedade, uma vez que nao foi possivel solubilizar 5 mg
de cada co-cristal em 12 mL de &gua, corroborando-se que a solubilidade do co-cristal é

inferior a 0,42 g/L.
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3.3.3 Relacao estrutura - propriedade

Sabe-se que as propriedades das formas cristalinas resultam da ponderacédo de
varios fatores como a eficiéncia do empacotamento cristalino, forca das ligagcdes de hidrogénio,
energia e densidade.

Os co-cristais dapsona:E-caprolactama e dapsona:4,4’-bipiridina sdo estaveis
termicamente até as temperaturas de aproximadamente 110 °C e 145°C, respetivamente.
Acima destas temperaturas, 0s co-cristais convertem para os materiais de partida. Comparando
a estabilidade térmica de ambas as formas é possivel observar que o co-cristal com
E-caprolactama possui uma transicdo de fase a uma temperatura mais baixa do que o co-cristal
com 4,4’-bipiridina. Estes comportamentos séo expectaveis tendo em consideragdo os pontos
de fusdo dos co-cristalizantes (62,9°C para a &-caprolactama e 110-114°C para a 4,4'-
bipiridina), similarmente ao que é observado para os pontos de ebulicdo dos solvatos
reportados por Lemmer e colaboradores.”® Relativamente & eficiéncia do empacotamento,
verifica-se uma ocupagdo de 67,7% para a dapsona que é melhorada pela formagdo dos
cocristais (68,3% para o co-cristal com E-caprolactama e 69,3% para o co-cristal com 4,4’-
bipiridina).
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4.1 Introducao

O 4&cido nalidixico, ou A&cido 1-etilo-1,4-dihidro-7-metilo-4-oxo-1,8-naftiridina-3-

carboxilico (Figura 4.1), € um antibiético que pertence a classe das quinolonas e foi um dos

137

primeiros farmacos a ser utilizado no tratamento de doencas urinarias (1960).”" O seu modo

de atuacdo consiste em destruir organismos Gram-negativos (responsaveis pelas infecfes

urinarias), inibindo a sintese de DNA, e levando, posteriormente, & apoptose das células.™>"**°

Figura 4.1 Estrutura quimica do 4cido nalidixico.

Este farmaco encontra-se disponivel comercialmente sob a forma de comprimido. As
suas dosagens diarias podem ir de 0,5 a 4g e o seu nimero de dose é 20. As elevadas
concentracdes de &cido nalidixico presentes na urina fazem deste um farmaco por exceléncia
no tratamento de infecdes urinarias.”*’ A biodisponibilidade deste farmaco ronda os 50%,*
possui um pKa de 5,9 e o seu ponto de fusdo situa-se entre 0s 225 e 231°C.**2

Dois dos problemas do 4cido nalidixico centralizam-se na muito fraca solubilidade que
apresenta em agua, inferior a 0,1 g/L, e reduzida velocidade de dissoluc;:?lo.142 Estas limitacdes
impedem que este farmaco seja aplicado no tratamento de infe¢des sistémicas.'®® Sabe-se que
os farmacos que possuem baixa solubilidade em agua também exibem baixa absortividade e
biodisponibilidade.“e’ Nesse sentido, foi desenvolvida recentemente uma técnica por Sekiguchi
e colaboradores com a finalidade de melhorar a solubilidade e velocidade de dissolucdo dos
farmacos. Essa técnica, denominada por dispersdes sdlidas, consiste em modificar as
propriedades fisicas dos farmacos com baixa solubilidade em &gua (neste caso o &cido
nalidixico), melhorando a velocidade de dissolu¢gdo com recurso a portadores solUveis em agua
como a polivinilpirrolidona e B-ciclodextrina. Estes portadores interferem com o estado cristalino
do farmaco, tornando-o amorfo, o que constitui uma desvantagem na utilizacdo desta técnica
porque, como se sabe, as formas amorfas possuem maior instabilidade termodindmica do que
as formas cristalinas. ***

Apesar do acido nalidixico ser utilizado ha mais de 50 anos, apenas foram reportadas

até a data uma estrutura cristalina, dois sais com sodio e 1,2-etanodiona® e, mais

recentemente, duas formas polimorficas em acido metanosulfénico e mistura metanol-
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nitrometano, e seis co-cristais com resorcinol, catecol, hidroquinona, pirogalol, orcinol e
floroglucinol.**®

O acido nalidixico possui uma interacao intramolecular estabelecida entre o grupo
carboxilico e cetona, formando um anel estavel de seis membros. O seu empacotamento
consiste em varias moléculas (geradas por simetria) dipostas de forma ordenada sem que
exista quaisquer interacdes entre elas.

Relativamente aos co-cristais as interacdes séo do tipo O-H:--:O, mantendo-se a forte
interacao intramolecular existente entre o grupo carboxilico e a cetona do acido nalidixico.

Uma pesquisa ha CSD* em que se consideram compostos organicos com grupos
cetona, acido carboxilico e amina piridinica (presentes na estrutura quimica do acido nalidixico)
e todos os grupos funcionais presentes nos co-cristalizantes testados, revela a exiséncia de 63
compostos. O sintdo que se forma com maior probabilidade é o O-H:-:N (entre o azoto
piridinico e o grupo carboxilico), existindo 31 estruturas. Na Figura 4.2 encontram-se

representados os sintdes mais provaveis de ocorrer entre 0s grupos funcionais considerados.

0T HO, o 0
OH ------ o OH------ HO OH ------ N,
3,2% 7,9% 49,2% \
o) , HO
<— ------ 64 >:o ------ HN/ 0 -=---- HN
5% \ \
9,5% 6,3% 7,9%

Figura 4.2 Representacao dos sintdes mais comuns de se formarem para o acido nalidixico.

Os objetivos deste trabalho centralizam-se no estudo mais aprofundado da reatividade
supramolecular deste PFA e na tentativa de melhorar a sua solubilidade através da sintese de
novas formas cristalinas (co-cristais, sais moleculares, solvatos), utilizando diferentes grupos
funcionais como acidos carboxilicos arométicos e alifaticos, aminas primarias, secundarias e

terciarias, amidas primarias e seundarias, ésteres e éteres.
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4.2 Parte Experimental

421 Sintese

Todos os reagentes e solventes foram adquiridos a Sigma-Aldrich e utilizados no
processo de sintese sem qualquer purificagdo adicional. Na Figura 4.3 encontra-se
apresentada uma lista com todos os co-cristalizantes (sendo um deles um PFA também, o

acido acetilsalicilico) testados com o acido nalidixico.

57 o0 @ ot

Acido acetilsalicilico - pKa=3,50  4,4'-bipiridina - pKa=4,33 DABCO - pKa=8,20 L-histidina - pKa;=1,70;
pKa,=6,04; pKaz=9,09

N
X X o) o
G G OYY}\ )H‘/OH
OH HO'
OH NH; o
HO' [¢]

H,N o
Isonicotinamida - pKa=10,61 Acido isonicotinico - pKa=1,94 /Acido L-aspartico - pKa;=1,99; Acido oxalico - pKa;=1,25;
pKa,=3,90; pKa;=9,90 pKay,=4,14
OH o] o] o H o
HO
OH HO OH

o OH NH, N B
Acido L-tartérico - pKa;=2,95;  Acido L-glutamico - pKa;=2,10;  Piperazina - pKa=9,80  Morfolina - pKa=8,20
pKa,=4,25 pKa,=4,07; pKay=9,47

Figura 4.3 Lista de compostos utilizados para a sintese de novas formas cristalinas com o acido
nalidixico. A verde — co-cristalizantes que ndo reagiram; a azul — co-cristalizantes que reagiram.

Numa primeira fase, procedeu-se ao estudo da reatividade do &cido nalidixico com os
diferentes grupos funcionais presentes nos diversos co-cristalizantes, através do método de co-
cristalizac@o em solugdo. Para os co-cristalizantes mais promissores, utilizou-se a técnica de
moagem assistida por solvente, no moinho de bolas e no almofariz. Na Tabela 4.1 encontram-
se apresentadas as condi¢cfes experimentais empregues nas sinteses que ndo ocorreram com

sucesso.
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Tabela 4.1 Condi¢Bes experimentais aplicadas nos processos sintéticos que ndo ocorreram com sucesso.

Quantidade e

Quantidade e

concentracao concentragéo de TERHE
Co-cristalizante Solvente e . A de agitacéo
de co-cristaizante (mg Acido nalidixico :
(min)
(mmol)) (mg (mmol))
Acido L
S Cloroférmio+etanol 4+4 52,2 (0,2897) 67,7 (0,2915) 10
acetilsalicilico
4,4-bipiridina Cloroférmio+etanol 4+1,5 48,2 (0,3086) 71,8 (0,3092) 10
DABCO Cloroférmio+etanol 4+2 39,1 (0,3455) 80,9 (0,3484) 10
L-histidina Cloroférmio+etanol+agua 4+3,5+2 48,4 (0,3120) 72,5 (0,3122) 10
Isonicotinamida Cloroférmio+etanol 442 41,5 (0,3398) 78,7 (0,3389) 10
Acido L
s Cloroférmio+etanol 5+6 41,7 (0,3133) 78,2 (0,3367) 10
isonicotinico
Acido L-aspartico Cloroférmio+etanol 4+25 43,7 (0,3283) 76,3 (0,3285) 10
Acido oxalico Cloroférmio+agua 4+2 33,6 (0,3732) 86,3 (0,3716) 10
Acido L-tartarico Cloroférmio+etanol 442 37,2 (0,2479) 82,6 (0,3557) 10
Acido L-glutamico Cloroférmio+agua 4+3 40,3 (0,2739) 79,9 (0,3440) 10

Para os co-cristalizantes que reagiram com o &cido nalidixico serdo apresentadas, em
detalhe, as condic¢des experimentais utilizadas.

Na Figura 4.4 encontram-se representados o0s produtos obtidos, bem como as
respetivas estequiometrias, da reagdo supramolecular do &cido nalidixico com a morfolina e

piperazina.

(J — A

Sal molecular

Morfolina (C,HgNO) hidratado (1:1:2)

Acido nalidixico (C;,H,,N,0,) S Novaformacristalina:
. Co-cristal e/ou Sal
i molecular?

Piperazina (C,H,,N,)

Figura 4.4 Representacao do produto final obtido e respetiva estequiometria da reagdo do acido nalidixico
com o co-cristalizante morfolina.
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Sintese do sal molecular hidratado nalidixico:morfolina

Solucéo cloroférmio: Foram dissolvidos, em 4 mL de cloroférmio, 87,3 mg (0,3759

mmol) de acido nalidixico. Adicionou-se, posteriormente, 32,5 uL (0,3757 mmol) de morfolina e
deixou-se a solucéo a agitar durante 10 min a temperatura ambiente (aproximadamente 22°C).
Ap6s homogeneizacao da solucado, selou-se o recipiente com parafilm que continha algumas
pequenas aberturas para promover uma evaporacao lenta. A formacdo de cristais incolores,
sob a forma de placas (sal molecular hidratado) e agulhas (acido nalidixico), foi detetada apos
trés dias. O produto foi analisado por DRXP e DRXMC.

Moagem assistida por solvente: Procedeu-se a moagem de 218,1 mg (0,9391 mmol) de

acido nalidixico com 81,2 pL (0,3521 mmol) de morfolina. O processo foi efetuado com recurso
a um moinho de bolas e a morfolina foi adicionada faseadamente (30 + 30 + 21,2 uL) durante
45 min (15 + 15 + 15 min) a 29,8 Hz até se observar rea¢cdo completa. A amostra obtida foi

analisada por DRXP. A estabilidade térmica foi avaliada por CDV-ATG.

Reristalizacdo do produto obtido por moagem: Uma vez que o produto obtido pelo

método de solugdo resultou numa mistura de reagentes com uma nova forma cristalina (sal
molecular hidratado), procedeu-se a recristalizacdo da amostra obtida por moagem assistida
por solvente, em 3 mL de etanol, de modo a obter mais cristais. Apés trés dias foi possivel
observar a formacdo de cristais em forma de placas que foram analisadas por DRXP e
DRXMC.

Sintese de uma nova forma cristalina do acido nalidixico com a piperazina

Solucdo: Foram dissolvidos 87,8 mg (0,3780 mmol) de &cido nalidixico e 32,5 mg
(0,2369 mmol) de piperazina numa mistura de 4 mL de cloroférmio, 2 mL de etanol e 1 mL de
agua (4:2:1). A solucdo permaneceu sob agitacdo durante 10 min a temperatura ambiente
(aproximadamente 23°C) até dissolu¢do completa. Posteriormente selou-se o recipiente com
parafilm, deixando a solucdo a cristalizar por evaporacdo lenta do solvente. A formacdo de
cristais incolores, sob a forma de agulhas, foi detetada apés trés dias e analisadas por DRXP e
DRXMC.

Recristalizacdo do produto obtido por solugéo - etanol: Uma vez que os cristais obtidos
a partir do método de co-cristalizaggdo em solugdo ndo difratavam, procedeu-se a sua
recristalizacdo em 3 mL de etanol. Apés trés dias foi visivel a formacgéo de cristais sob a forma

de agulha que foram analisados por DRXP e DRXMC.

Moagem assistida por solvente: Procedeu-se a moagem de 218,9 mg (0,9426 mmol) de

acido nalidixico e 81,1 mg de piperazina (0,5914 mmol), na presenca de 20 pL de etanol
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durante 15 min e com recurso a um moinho de bolas a agitar com uma frequéncia de 29,8

Hz.O produto obtido foi analisado por DRXP, verificando-se uma mistura fisica dos reagentes.

Recristalizacao do produto obtido por moagem: Dado que o produto obtido pelo método

de moagem assistida por solvente se revelou distinto do que foi obtido pelo método de co-
cristalizacdo em solugdo, procedeu-se a sua recristalizagdo em 3 mL de etanol, de modo a
obter cristais para determinar a estrutura. Apos trés dias observou-se a formagdo de uma
mistura de formas cristalinas (agulhas e placas), tendo-se verificado por DRXP e DRXMC ser

uma mistura fisica dos dois componentes (desintegracéo do produto obtido).

4.2.2 Detalhes de caracterizacao

Todos os produtos obtidos foram analisados por DRXP e DRXMC sempre que
possivel. A estabilidade térmica foi avaliada por CDV-ATG. O IV foi utilizado como técnica de
caraterizagdo complementar.

Os dados de difracdo de raios-X de monocristal foram sempre recolhidos num
difratdmetro Bruker APEX Il a 150 K. O gerador de raios-X operou a 50 kV e 30 mA e a recolha
de dados foi monitorizada pelo programa APEX2. Os dados foram corrigidos para os efeitos de
Lorentz, de polarizacdo e de absor¢do, com recurso aos programas SAINT e SADABS.

Os dados de difracdo de pés foram recolhidos num difratdbmetro D8 Advance Bruker
AXS 6-20, com radiagdo em cobre (Cu Ko, A=1.5406 A) e um monocromador secundario,
operado a 40 Kv e 40 mA.

Os espectros de |V foram obtidos num espectrometro Nexus-Thermo Nicolet (64 scans
e resolucdo de 4 cm™) numa gama de 4000 a 400 cm™. As amostras foram diluidas em KBr
(1:200 em peso).

As medidas de ATG e CDV foram realizadas numa termobalanca SETARAM TG-DTA
92 sob fluxo e com uma velocidade de aquecimento de 10°C.min™. Os pesos das amostras

estavam compreendidos entre 0s 5 e 0s 10 mg.

Difracdo de raios-X em mono cristal (DRXMC)

Todos os atomos, com excec¢do dos hidrogénios, foram refinados anisotropicamente.

Todos os atomos de hidrogénio foram introduzidos em posi¢des calculadas e refinados
no atomo respetivo, com excecdo dos atomos de hidrogénio da morfolina que foram
localizados a partir dos respetivos mapas de densidades eletrénicas. O programa MERCURY
3.0 foi utilizado para desenhar os diagramas de empacotamento e o programa PLATON, para
retirar informacao respeitante as intera¢des intermoleculares entre as duas espécies.

Os dados recolhidos, bem como os detalhes de refinamento da estrutura cristalina,

encontram-se listados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 Detalhes cristalograficos para o composto sal molecular nalidixico:morfolina.

Sal molecular hidratado
Nalidixico:morfolina

Formula quimica C12H11N203'C4H10NO'2(H20)
M 355,39
Temperatura/K 150
Comprimento de onda (A) 0,71073
Morfologia, cor Placas, sem cor
Tamanho do cristal/mm 0,20 X 0,03 X 0,02
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P 2:/n

alA 11,470

b/A 6,850

c/A 21,730

al® 90,00

B/° 94,110

Y/ 90,00

VIA® 1702,9

VA 4
Densidade/mgcm™ 1,386
Coeficiente de absor(;élo/mm'l 0,106

6 min (°) 1,90

6 max (°) 27,80
Reflexdes recolhidas/Unicas 16336/3982

Rint 0,0420

GoF 1,0210

Limite do desvio padrdo das intensidades >20(l)

R; (observado) 0,0388

w R2 (total) 0,0969

Estudos de solubilidade em solugdo aquosa

Procedeu-se ao estudo preliminar de solubilidade através da dissolucdo de 10 mg, do
sal molecular hidratado, em &gua que foi adicionada de forma gradual até dissolugdo completa.

A adi¢do gradual de 4gua permitiu determinar valores empiricos de solubilidade.

4.3 Apresentacao e discusséo de resultados

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos por
DRXMC, DRXP, IV e CDV-DTA para a nova forma cristalina sintetizada (nalidixico:morfolina).
Os detalhes sobre as distancias de ligacdo e angulos obtidos a partir da DRXMC seréo
apresentados na Tabela 4.3 (fim da secéo da caraterizag&o estrutural).

O resultado do estudo preliminar de solubilidade, em solugdo, encontra-se também

reportado.
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4.3.1 Caraterizacao estrutural do sal molecular hidratado
nalidixico:morfolina

Procedendo a reagdo do acido nalidixico com a morfolina, obtém-se um sal molecular
hidratado, uma vez que ocorre transferéncia de protdes do grupo carboxilico do acido nalidixico
para o grupo amina da morfolina. A localizacdo dos protdes na morfolina e a distancia C-O
(1,251 e 1,262 A) justificam esta observacédo. Este sal molecular cristaliza no grupo espacial
monoclinico P2,/n, sendo a unidade assimétrica constituida por um anido nalidixico, um catido

morfolina e duas moléculas de agua (Figura 4.5).

3
2~
#N‘wa* T
'_ ',vlr‘w Td

Figura 4.5 Composi¢do da unidade assimétrica: uma molécula de 4cido nalidixico desprotonada, uma
molécula de morfolina protonada e duas moléculas de agua.

O empacotamento da estrutura cristalina (Figura 4.6) é baseado em Vvérios tipos de
interacdo: N-Hyo'-Ocoo (1,800(19) e 2,310(17) A), em que um dos atomos de hidrogénio da
amina secundaria de duas moléculas de morfolina protonadas (em que uma resulta da inversdo
da outra) atua como duplo doador (numa interacdo bifurcada) para os oxigénios do grupo
cetona e do grupo carboxilato (formando o sintdo R%(6)). O outro atomo de hidrogénio atua
como doador simples para o oxigénio do grupo carboxilato de outra molécula de acido
nalidixico obtida por simetria (inversdo); O-Hy0-*Ocoo (1,93(2) e 1,92(2) A), em que o oxigénio
do grupo carboxilato atua como duplo aceitador de dois atomos de hidrogénio provenientes de
duas moléculas de agua geradas por simetria (em que uma resulta da rotagdo seguida de
translacédo da outra — planos de escorregamento); € O-Hypo --Onzo (1,97(2) e 1,95(2) A) em que
as quatro moléculas de agua, geradas por simetria, interatuam entre si por pontes de
hidrogénio.

A existéncia dos diferentes elementos de simetria, como eixos de inversdo (em cada
ido molecular) e rotacdes seguidas de translacdo (nas moléculas de agua), juntamente com
todas as interacdes supramoleculares existentes, permitem que sejam formados os sintdes

R%(10) e R3(8), como se pode observar de forma realgada na Figura 4.6.
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Figura 4.6 Empacotamento cristalino do sal molecular hidratado nalidixico:morfolina, segundo b, com
destaque para as interagdes existentes que permitem a formagéo dos sintdes R(10), R3(6) e Ri(8).

Considerando a pesquisa na CSD,?® anteriormente descrita, a formacéo da interacdo
NH,"---O ocorre com 0% de probabilidade, sendo mais expectavel a formacéo do sintdo NH---O
(sem transferéncia de hidrogénio).

A formacédo desta nova forma cristalina constitui uma excepgdo a regra do pKa
(ApKa>2,7), uma vez que a diferenca entre os valores da morfolina e acido nalidixico é de 2,3.
Uma possivel justificacdo para o sucesso desta reacdo podera residir no facto da morfolina
existir sob a forma de liquido, comportando-se como reagente e solvente ao mesmo tempo e

facilitando, deste modo, a reacéo.

Tabela 4.3 Distancias das ligagdes de hidrogénio e angulos para o sal molecular hidratado
nalidixico:morfolina.

Operacgéo de

Estrutura simetria D-H---A d(D-H) (&)  d(H--A) (&) d(D---A) (A) DHA (°)
XY,z Nnhz-Ocoo  0,918(17)  2,310(17) 2,9066(14) 122,3(14)
XY,z NnhzOco  0,918(17)  1,859(17) 2,7140(16) 153,9(16)
Acido 3/2-x, 1/2+y, 1/2-Z  Oupo--Onzo  0,82(2) 1,97(2) 2,7942(19) 176(2)
nalidixico:  2-x, -y, 1-z NnhzOcoo 0,969(19)  1,800(19) 2,7581(16) 169,3(17)
morfolina X, 1+y, z On20-*Ocoo’ 0,89(2) 1,93(2) 2,8117(16) 174(2)
XY,z Owz20-Omoo ~ 0,86(2) 1,95(2) 2,7920(18) 167(2)
X, Y, Z Ouzo--Ocoo’ 0,88(3) 1,92(3) 2,7926(16) 173(3)

Através da andlise dos difratogramas apresentados na Figura 4.7, observa-se que a
amostra proveniente da co-cristalizacdo em solugdo ndo se encontra totalmente pura, dado que
existe mistura do sal molecular hidratado com Acido nalidixico que néo reagiu completamente.
Contudo, para 0 método de moagem assistida por solvente no moinho de bolas, verifica-se que
a reacdo ocorreu de forma completa, pois existe total correspondéncia entre os difratogramas

obtidos experimentalmente e teoricamente.
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Figura 4.7 Difratogramas experimentais de DRXP para: A - 4cido nalidixico; sal molecular hidratado
nalidixico:morfolina obtidos a partir de B — solucéo; C - moagem assistida por solvente num moinho de
bolas; sobrepostos com D - difratograma teoricamente obtido.

Através do espetro de IV apresentado na Figura 4.8 ndo é possivel confirmar que a
estrutura obtida € um sal molecular hidratado, uma vez que ndo se consegue identificar as
bandas carateristicas da agua, do grupo carboxilato e da amina secundaria protonada. Apenas

se identificam as bandas tipicas dos grupos envolvidos nas formas puras do acido nalidixico e

morfolina.
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Figura 4.8 Espetro de IV do sal molecular hidratado nalidixico:morfolina, com a respetiva atribui¢céo das
bandas tipicas dos grupos funcionais presentes em cada molécula.
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4311 Acido nalidixico:piperazina — co-cristal e/ou sal molecular?

Apesar das varias tentativas de recristalizacdo no sentido de determinar a estrutura
cristalina da nova forma sintetizada, nao foi possivel obter cristais para analise por DRXMC.

Recorrendo ao processo de moagem assistida por solvente (no moinho de bolas),
observou-se a existéncia de uma nova forma cristalina distinta da que foi obtida por solucéo
(Figura 4.9). Procedeu-se a sua recristalizacdo em etanol da qual se obteve apenas mistura
fisica dos dois componentes. Analogamente ao que foi verificado para a amostra obtida por

solugédo, também néo foi possivel obter a estrutura cristalografica desta forma cristalina.

T % T ) T v T ¥ T L/ T

10 15 20 25 30 35
2-6/°

MJ C
-

Figura 4.9 Difratogramas experimentais de DRXP para: A - acido nalidixico; B — piperazina; C — solucéo;
D - recristalizagdo e E - moagem assistida por solvente num moinho de bolas.

Pela regra do pKa seria de esperar que o produto resultante desta reacdo fosse um sal
molecular, uma vez que o pKa da piperazina é 9,8 e do acido nalidixico é 5,9 (ApKa=3,9).
Contudo esta regra, em alguns casos, ndo é respeitada obtendo-se uma forma cristalina
diferente da que seria de esperar. Deste modo, é necesséario proceder-se a otimizagdo das
condi¢cdes experimentais aplicadas para a sintese destas formas (alterando os solventes de
cristalizacdo e promovendo uma evaporagcdo mais lenta do solvente através da diminuicdo da
area de evaporacao) de forma a possibilitar a caraterizacéo estrutural e térmica, por difracdo de

raios-X e técnicas de CDV-ATG e termomicroscopia.

4.3.2 Caraterizagao térmica do sal molecular hidratado
nalidixico:morfolina por CDV-ATG

Através da analise de CDV-ATG presente na Figura 4.10 verifica-se que a nova forma
cristalina sintetizada (sal molecular hidratado) apresenta um ponto de fusdo de 228,3°C que se

encontra dentro do intervalo de fusdo do &cido nalidixico (225-231°C). Adicionalmente, é
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observada uma transicdo de fase que comeca aos 42,1°C, acompanhada por uma perda total
de massa de 28%. Sabe-se que 11% dessa perda corresponde a saida das duas moléculas de
agua da estrutura cristalina (justificada também pela temperatura 93,4°C, proxima do ponto de
ebulicdo da agua). Os restantes 17% dizem respeito a perda de agua proveniente da humidade
atmosférica.
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Figura 4.10 CDV e ATG do sal molecular dihidratado nalidixico:morfolina em que se observa o ponto de
fuséo a 228,3 °C.

O posicionamento das moléculas de dgua no empacotamento cristalino (Figura 4.6) e
as distancias de ligacdo O-Hy,o'-OHpoo (Tabela 4.3) facilitam a perda de agua. Teoricamente
os hidratos néo-estequiométricos ndo apresentam interagbes substancialmente firmes e
ocupam posicdes desimpedidas em termos de interagfes, criando espa¢cos no empacotamento

cristalino. Nesta estrutura ocorre algo semelhante.

4.3.3 Estudo preliminar de solubilidade do sal molecular hidratado
nalidixico:morfolina

De modo a avaliar o comportamento da nova forma cristalina sintetizada, procedeu-se
ao estudo preliminar da solubilidade em solu¢do aquosa.
Como se pode verificar pela Figura 4.11, o sal molecular hidratado demonstra possuir

uma melhor solubilidade em agua (0,83 g/L) do que o &cido nalidixico (inferior a 0,1 g/L).**
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<= 12 mL de H,0 =

Figura 4.11 Visualizacédo da solubilidade do acido nalidixico e respetivo sal molecular hidratado em 12 mL
de agua.

Esta melhoria na solubilidade poderd dever-se ao facto de se tratar de um sal

molecular, sendo mais polar e por conseguinte apresentando uma melhor dissolugdo em meio

aquoso e também pelo facto de apresentar agua na estrutura cristalina.
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A possibilidade da utilizagdo de novas formas sélidas cristalinas na inddstria
farmacéutica apresenta-se como uma vantagem, dada ndo sé a possibilidade de otimizacao
das propriedades fisico-quimicas dos PFAs, mas também na protecdo dos direitos de
propriedade intelectual.

As novas formas cristalinas de acido azelaico revelam uma melhoria geral da
solubilidade e estabilidade térmica do PFA, em especial o sal molecular acido
azelaico:piperazina onde o aumento de solubilidade é de uma ordem de grandeza. O co-cristal
acido azelaico:4,4’-bipiridina apresenta uma solubilidade semelhante a observada para o PFA,
mas estudos preliminares de estabilidade permitem concluir que possui uma estabilidade
térmica superior. Relativamente aos sais moleculares anidros com morfolina e DABCO, o sal
molecular com a morfolina apresente uma melhor solubilidade em &agua. Tendo em
consideragdo a aplicagdo farmacoldgica deste principio ativo e as suas limitagbes em termos
de solubilidade em solugédo aquosa, a sintese de novas formas cristalinas que compreendam
co-cristalizantes geralmente reconhecidos como seguros que possam ter comportamentos
idénticos & piperazina e a 4,4’-bipiridina neste tipo de sintese, podera revelar-se de grande
utilidade para modificar a estabilidade e solubilidade do PFA, tornando-se numa alternativa
bastante viavel para a resolugcdo do problema de solubilidade de forma a permitir uma
aplicacédo dermatolégica mais eficiente.

A dapsona apresenta uma baixa solubilidade em meio aguoso. Com 0S novos
co-cristais sintetizados (dapsona:4,4’-bipiridina e dapsona €-caprolactama) ndo se conseguiu
ainda resolver o problema da solubilidade. Considerando estes resultados e a reduzida
reatividade deste PFA, € necessario proceder a novos estudos utilizando outros co-
cristalizantes com diferentes grupos funcionais que permitam obter novas formas
multicomponentes.

A nova forma sintetizada com o acido nalidixico (sal molecular dihidratado com a
morfolina) apresenta uma solubilidade ligeiramente superior a do PFA, e apresenta em termos
de estabilidade térmica, uma transicdo de fase caraterizada pela perda das duas moléculas de
agua presentes na forma cristalina (11%) e moléculas de agua provenientes da humidade
(17%), perfazendo um total de 28%. Relativamente & reatividade, a existéncia de uma ligacdo
intramolecular e de um &atomo de azoto mais impedido estereoquimicamente dificulta a
formagéo de interagbes supramoleculares com outras moléculas. A alternativa encontrada
neste estudo para que este PFA possa reagir reside na quebra da interacdo intramolecular,
através da formacgéo de um sal molecular ou na utilizagcdo de co-cristalizantes que apresentem
grupos doadores capazes de partilhar uma ligacéo de hidrogénio com os oxigénios dos grupos
carboxilico e cetona. Considerando os resultados apresentados e os problemas de reatividade
e baixa absortividade deste PFA, resultante da sua baixa solubilidade, é necessario proceder-
se a novos ensaios utilizando co-cristalizantes com um poder de basicidade superior de modo
a testar a solubilidade e estabilidade térmica de sais deste PFA, para posterior aplicacédo

farmacolégica.
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De salientar que a determinagdo da solubilidade foi realizada de modo preliminar e
pretende-se, como trabalho futuro, determina-la quantitativamente recorrendo a técnicas de
HPLC e GC-MS.

Pretende-se ainda futuramente terminar os estudos de caraterizacdo das formas
cristalinas da dapsona e acido nalidixico, determinar quantitativamente a solubilidade destas
formas cristalinas, e sintetizar novas formas cristalinas com outros PFAs que apresentem
limitacBes sob o ponto de vista de solubilidade e biodisponibilidade de modo a dar resposta as
necessidades impostas pela inddstria farmacéutica. Com as formas mais promissoras serao

realizados ensaios com varios excipientes para perspetivar uma nova formulagdo plausivel.
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