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RESUMO

Varios Ingredientes Farmacéuticos Ativos (IFAs) (do inglés: Active Pharmaceutical
Ingredients) descritos na Farmacopeia Americana s@o de baixa solubilidade aquosa ou
insoliveis em agua. Além disso, a maioria dos medicamentos é disponibilizada na forma
solida (cristalina), principalmente comprimidos, por razées de maior estabilidade e menores
custos. Entretanto, para que um medicamento possa exercer sua acao terapéutica é necessario
que o IFA seja liberado da formulacgdo farmacéutica e se dissolva em quantidade e velocidade
adequadas nos fluidos gastrointestinais para ser absorvido. Assim, farmacos de baixa
solubilidade podem apresentam problemas com sua biodisponibilidade. Neste sentido, um dos
maiores desafios da industria farmacéutica nos ualtimos anos, consiste em melhorar a
dissolugdo de farmacos pouco sollveis, para que possam ser biodisponiveis e, com isso, mais
eficazes. Este trabalho possui como objetivos a obtencéo de novas formas sélidas dos IFAs de
baixa solubilidade aquosa e avaliacdo das propriedades fisico-quimicas, principalmente
solubilidade e estabilidade. Os IFAs escolhidos para esse estudo foram: doxiciclina,
orbifloxacino e carvedilol. Novas formas cristalinas dessas trés IFAs foram obtidas e
caracterizadas por espectroscopia vibracional da regido do infravermelho, analise térmica e
difracdo de raios X por policristais. Duas estruturas cristalinas ineditas foram determinadas a
partir de dados de difracdo de raios X por monocristais: Uma para a doxiciclina e uma para o
orbifloxacino. Outras quatro fases cristalinas inéditas, sendo uma para o orbifloxacino e
outras trés para o carvedilol foram identificadas pelas técnicas fisicas de caracterizacdo
utilizadas nesse estudo. Suas estrutruras serdo posteriormente determinadas a partir de estudos
de difracdo de raios X. Estudos de solubilidade, estabilidade e dissolu¢do das formas solidas
inéditas obtidas foram comparados com as formas solidas preconizadas e, ou, conhecidas dos
respectivos IFAs abordados nesse estudo.

Palavras-chave: Formas solidas. Solubilidade. Estabilidade. Doxiciclina. Orbifloxacino.

Carvedilol.



ABSTRACT

More than one third of the Active Pharmaceutical Ingredients (APIs) described in the US
Pharmacopoeia have a poorly-water solubility or are insoluble in water. Moreover, most of
the drugs are available in their solid (crystalline) form, particularly tablets, due to a major
stability and lower costs. However, in order for a drug product to exercise its therapeutic
action it is necessary that the API can be released from the pharmaceutical formulation and
that this ingredient has to be dissolved in an adequate quantity and rate on the gastrointestinal
fluids to be absorbed. Thus, these poorly soluble drugs in these fluids present problems with
bioavailability. In this sense, one of the biggest challenges of the pharmaceutical industry in
the recent years is to improve the dissolution of poorly soluble drugs, so that in turn they can
be bioavailable and thus, more effective. This work has as objective to obtain new solid forms
of low aqueous solubility APIs and evaluate their physicochemical properties, especially
solubility and stability. The APIs chosen for this study were doxycycline, orbifloxacin and
carvedilol. New crystalline forms of these three APIs were determined by single crystal X-ray
diffraction (SCXRD) and characterized by vibrational spectroscopy in the infrared, by thermal
analysis and by X-ray diffraction by polycrystals. The two new crystal structures determined
from SCXRD data were: one for doxycycline and one for orbifloxacin. Other four novel
crystalline phases, (1 for the orbifloxacin and 3 for the carvedilol), were identify by the
techniques of physical characterization and their structures will be determined from studies of
X-ray diffraction posteriorly. The solubility, stability and dissolution of these novel solid
forms were carried out and compared with those recommended and, or known solid forms for
each API.

Key words: Solid forms. Solubility. Stability. Doxycyclyne. Orbifloxacin. Carvedilol.
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1 INTRODUCAO

Mais de um terco dos Ingredientes Farmacéuticos Ativos (IFAs) (do inglés: Active
Pharmaceutical Ingredients) descritos na Farmacopeia Americana e 75% dos compostos sob
desenvolvimento sdo de baixa solubilidade aquosa ou insoliveis em agua (RODRIGUEZ-
ALLER et al., 2015). Além disso, a maioria dos IFAs estdo em sua forma cristalina e sdo
disponibilizados em formas farmacéuticas solidas, como comprimidos, por razdes de maior
estabilidade e menores custos (NUNN; WILLIAMS, 2005; PAUL; TUNG; MIDLER, 2005).

Nestas condic¢des, para que um medicamento sélido administrado por via oral possa
exercer sua acao terapéutica é necessario que o IFA seja liberado da forma farmacéutica e se
dissolva em quantidade e velocidade adequadas nos fluidos gastrointestinais para ser
absorvido (AULTON, 2005). Assim, farmacos de baixa solubilidade podem apresentar
problemas com sua biodisponibilidade.

Atualmente, a indlstria farmacéutica vem enfrentando elevados custos na area de
pesquisa e desenvolvimento apesar da sua baixa produtividade no desenvolvimento de novos
farmacos (KHANNA, 2012). Neste sentido, um dos maiores desafios da industria
farmacéutica nos altimos anos é melhorar a solubilidade de farmacos pouco sollUveis. Esta
propriedade é uma das mais importantes para se alcangar concentracdes desejaveis do IFA na
corrente sanguinea (tornar-se biodisponivel). A eficacia de um IFA pode ser limitada pela sua
baixa solubilidade aquosa e apresentar efeitos colaterais decorrentes dessa propriedade
(CHAUDHARY et al., 2012).

Vaérias técnicas tém sido utilizadas para melhorar a solubilidade aquosa de IFAs tais
como reducdo do tamanho de particula, uso de dispersdes sélidas, uso de surfactantes,
complexacgéo, uso da engenharia de cristais, entre outras (SAVJANI; GAJJAR; SAVJANNI,
2012).

O grupo de cristalografia da Universidade Federal de Alfenas trabalha na area de
difracdo de raios X de monocristal e policristais aplicados a pequenas moléculas utilizando a
Engenharia de Cristais. Este trabalho possui como objetivos a obtencdo de novas formas
solidas dos IFAs de baixa solubilidade aquosa (doxiciclina, orbifloxacino e carvedilol) e
avaliacdo das propriedades fisico-quimicas (principalmente solubilidade e estabilidade

quimica).
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Nesta tese é apresentada uma breve revisdo bibliografica sobre as formas solidas de
um IFA, as técnicas utilizadas para sua identificacdo e caracterizacdo, além dos testes para
avaliacdo das suas propriedades fisico-quimicas, principalmente solubilidade e estabilidade
(guimica). Na ultima parte é apresentada a obtencdo de algumas novas formas sélidas bem

como as discussdes dos resultados obtidos para cada IFA estudado.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliogréfica foi dividida em subitens para sua melhor apresentac&o.

2.1 INTRODUCAO AS FORMAS SOLIDAS DE IFAs

A maioria dos medicamentos é formulada com excipientes e farmacos ou Ingrediente
Farmacéutico Ativos (IFAs -do inglés: Active Pharmaceutical Ingredients) no estado sélido
cristalino, que séo preferidos em relagdo as solucdes farmacéuticas por razdes de estabilidade
e facilidades no processo de fabricacio (BYRN; PFEIFFER; STOWELL, 1999;
BERNSTEIN, 2002, MORISSETTE et al.,, 2004; NUNN; WILLIAMS, 2005; SHAN;
ZAWOROTKO, 2008; LEE; ERDEMIR; MYERSON, 2011).

Mais de 80% dos IFAs sdo comercializados na forma farmacéutica de comprimidos e
em cerca de 40%, apresentam baixa solubilidade (BABU; NANGIA, 2011). Farmacos com
baixa solubilidade aquosa tém se tornado altamente prevalentes, o que representa um grande
obstaculo no desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas devido a dificuldade de
solubilizacdo no trato gastrointestinal (BLAGDEN et al., 2007; ALLES@ et al., 2008;
AALTONEN; RADES, 2009). No setor de pesquisa e desenvolvimento, os candidatos a
farmacos que exibem baixa solubilidade aquosa chegam a somar 90%, o que eleva muito a
possibilidade de problemas com biodisponibilidade (THAYER, 2010).

Em relagdo a solubilidade dos farmacos, o sistema de classificagdo biofarmacéutica
(SCB) desenvolvido por Amidon e colaboradores em 1995, traz sua definicdo, a qual

correlaciona a dissolucdo dos farmacos in vitro com a absorcdo in vivo. Nesse sistema 0s
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farmacos sdo subdivididos em quatro categorias: classe I: farmacos de alta solubilidade e alta
permeabilidade; classe II: farmacos de baixa solubilidade e alta permeabilidade; classe IlI:
farmacos de alta solubilidade e baixa permeabilidade e classe IV: farmacos de baixa
solubilidade e baixa permeabilidade (AMIDON et al., 1995). Como a solubilidade depende do
arranjo supramolecular das moléculas do IFA no estado solido, suas estruturas cristalinas
podem ser correlacionadas com sua classificacdo biofarmacéutica. Assim, é importante
conhecer a estrutura cristalina preconizada para um IFA e avaliar a ocorrécia de
polimorfismo.

Polimorfismo em farmacos é definido como a capacidade de um IFA existir em mais
de uma forma no estado sélido, com diferentes arranjos e, ou, conformacdes das moléculas,
ou atomos que a constitui (BRITTAIN, 2009). Polimorfos sdo compostos com a mesma
composicdo quimica, porém com moléculas arranjadas de pelo menos dois diferentes modos
no estado cristalino (VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001; DESIRAJU, 2008).

A nomenclatura dada aos polimorfos ndo possui regras estabelecidas. Normalmente,
diferentes polimorfos de uma mesma molécula sdo denominadas por sequéncias numéricas (1,
2,3...oul, II, II1...), ou alfabéticas (A, B, C... ou a, B, y...) ou por meio do nivel de hidratagdo
ou solvatacdo. Usualmente seguem a data em que foram reportados pela primeira vez
(CARSTENSEN, 2001).

Na éarea farmacéutica, o termo polimorfismo é mais genérico, sendo utilizado para
designar a maioria das formas solidas tais como cristalina, amorfa, hidratada, solvatada ou
cocristalizada (AALTONEN; RADES, 2009).

Farmacos de baixa solubilidade (classes Il e IV do SCB) incorporados em
medicamentos s6lidos administrados por via oral (em que a taxa de absorcdo é limitada pela
sua dissolucdo) podem ter sua biodisponibilidade alterada quando existem diferencas
significativas na solubilidade entre as formas cristalinas de um mesmo IFA (SNIDER,;
ADDICKS; OWENS, 2004; AALTONEN; RADES, 2009; THAYER, 2010). Mais
especificamente, pode aparecer inadvertidamente uma forma com maior solubilidade, como
observado para o IFA clortalidona, que em uma andlise das materias-primas, foi identificada a
forma Il, muito mais soltvel do que a forma comercial (forma 1) ou também pode aparecer
uma forma menos solGvel, como no caso do ritonavir (BONFILIO et al., 2014; LEE;
ERDEMIR; MYERSON, 2011).

Melhoras nas propriedades fisico-quimicas de um farmaco podem ser obtidas pela

alteracdo em sua forma solida e, considerando que o fenémeno do polimorfismo € inevitavel,
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deve-se escolher a melhor forma, de preferéncia durante o seu desenvolvimento (LEE, 2014).
Para tanto, utilizam-se ténicas de cristalizacdo ou engenharia de cristais.

A engenharia de cristais € uma &rea multidisciplinar a qual engloba a ciéncia dos
materiais, quimica supramolecular, reconhecimento molecular, Biologia, Ciéncias
Farmacéuticas entre outras (DESIRAJU, 1995). Entretanto, sua relevancia para a area
farmacéutica é relativamente moderna (BOND, 2012; HICKEY; ALMARSSON;
PETERSON, 2012).

Os desafios das propriedades fisico-quimicas dos farmacos de baixa solubilidade
providenciam uma perfeita situacdo para a aplicacdo de técnicas de engenharia de cristais.
Essas técnicas utilizam a quimica supramolecular como ferramenta, também denominada de
quimica da ligacéo intermolecular, para melhorar as propriedades fisico-quimicas tais como a
solubilidade e consequentemente a biodisponibilidade, além de poder desenvolver produtos
farmacéuticos mais estaveis (BLAGDEN et al.,, 2007). Sdo objetivos da engenharia de
cristais: formagdo de sais, co-cristais, amorfos, coamorfos, além da busca por novos
polimorfos que apresentem maiores vantagens em relacdo as ja disponiveis comercialmente.

IFAs sdo gerados por moléculas, ou ions, que por sua vez, sdo constituidas de atomos,
ligados por ligacGes intramoleculares, ja os cristais desses IFAs sdo formados por moléculas
e/ou ions conectadas através interacdes intermoleculares ou supramoleculares (BLAGDEN et
al., 2007). E, de acordo com Dunitz 1991, um cristal é uma supermolécula “por exceléncia”,
um agrupamento de milhGes de moléculas arranjadas por reconhecimento mdtuo em um
“incrivel nivel de precisao” (DUNITZ, 1991).

Diferencas nas interagdes intermoleculares dos IFAs explicam o polimorfismo e os
efeitos gerados nas formas sélidas, estudadas pela quimica supramolecular, definida como a
qguimica da ligacdo ndo-covalente ou quimica além da molécula (ISAACS, 2012;
REINHOUDT, 2013). Como exemplos dessas interacOes estdo: ligacdes de hidrogénio, Van
der Waals, ligagdes m-m e interagdes eletrostaticas, as quais determinam o arranjo das
moléculas na rede cristalina (ETTER; MACDONALD; BERNSTEIN, 1990; DESIRAJU,
1995; DESIRAJU,  2001; MOULTON; ZAWOROTKO, 2001, PUROHIT;
VENUGOPALAN, 2009).

Variacbes no padrdo de arranjo das moléculas resultam em formas polimorficas
diferentes e modificacbes de suas propriedades fisicas e quimicas, uma vez que as
caracteristicas dos materiais solidos estdo intimamente ligadas a sua forma cristalina (BYRN;
PFEIFFER; STOWELL, 1999; DATTA; GRANT, 2004; VON RAUMER; DANNAPPEL,
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HILFIKER, 2006; SAIFEE et al.,, 2009; PUROHIT; VENUGOPALAN, 2009; LEE;
ERDEMIR; MYERSON, 2011).

Um dos primeiros relatos sobre a influéncia das formas sélidas em IFAs foi reportado
em 1967, quando Aguiar e colaboradores avaliaram a biodisponibilidade em humanos de
suspensdes contendo distintas formas sélidas do palmitato de cloranfenicol. Neste trabalho,
concluiu-se que as formas A e B geraram ndo apenas velocidades de dissolugéo diferentes,
como diferentes concentracdes plasméticas (AGUIAR et al., 1967).

Apesar dos efeitos gerados pelo polimorfismo em farmacos, conhecidos desde a
década de 60, foi apenas com o caso do Norvir® (ritonavir), utilizado para controle da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), que a industria farmacéutica comecgou a dar
importancia a esse fendbmeno (AALTONEN et al., 2009). Em 1998, varios lotes de capsulas
ndo passaram no teste de dissolucdo devido ao aparecimento de um polimorfo (denominado
de forma Il) mais estavel e muito pouco soltvel, o qual se formou durante seu processo de
fabricacdo (CHEMBURKAR et al., 2000; BAUER et al., 2001). Assim, o medicamento foi
retirado do mercado devido a industria ndo ser capaz de produzir o polimorfo inicial
(estudado) (forma 1) (LEE; ERDEMIR; MYERSON, 2011). Para solucionar este caso, a
empresa Abbott gastou centenas de milhGes de ddlares, além de ter acumulado uma perda
estimada de 250 milhGes de ddlares nas vendas apenas no ano de 1998 (GOLDBEK;
PIDCOK; GROOM, 2011).

Entre as propriedades dos IFAs que podem variar, conforme as formas sélidas
presentes, estdo: a) quimicas: reatividade quimica e fotoquimica e estabilidade; b) cinética:
velocidade de dissolucdo, cinéticas de reacdes do estado sélido, taxa de crescimento do cristal
e estabilidade; ¢) mecénicas: compressibilidade e compactabilidade, dureza, fluidez do p6 e
friabilidade; d) fisicas: condutividade, densidade, higroscopicidade, indice de refracdo, cor,
morfologia da particula; e) superficie: tensdes interfaciais, area de superficie e energia livre de
superficie; f) termodinamicas: potencial quimico, energia livre e solubilidade; entalpia e
entropia; capacidade térmica; temperatura de fusdo e sublimacédo; pressdo de vapor (LEE;
ERDEMIR; MYERSON, 2011).

Ao contrario de um sélido cristalino, um amorfo ndo tem ordem ao longo do seu
empacotamento ou conformacgdo molecular bem definida, se apresentam em um maior estado
de energia e com isso, possuem maior mobilidade molecular (YU, 2001).

Um solido amorfo apresenta como caracteristicas de interesse farmacéutico: maior

solubilidade, taxa de dissolucéo e, as vezes também melhores propriedades de compressao em
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relacdo aos IFAs cristalinos correspondentes. Porém sdo menos estaveis fisica e
qguimicamente e tendem a cristalizar nas condi¢Ges normais de estocagem (HANCOCK;
PARKS, 2000; YU, 2001).

Formas cristalinas e amorfas podem apresentar-se como anidras ou solvatadas (FDA,
2007; EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2009; LEE; ERDEMIR; MYERSON, 2011). Uma
forma anidra é aquela que ndo apresenta um solvente em sua estrutura. J& os solvatos ocorrem
quando um solvente estd presente na estrutura da forma soélida. Quando o solvente
incorporado € a agua, este € denominado hidrato (KHANKARI; GRANT, 1995; BRITTAIN,
2012).

A ocorréncia de farmacos hidratados € muito comum, pois a presenca de agua €
frequente no ambiente e também em misturas de solventes utilizados no processo de
cristalizacdo. Somando-se a isso, tem-se o fato de a molécula de agua ser pequena e poder
estabelecer ligacGes de hidrogénio, sendo facilmente incorporada na rede cristalina dos
farmacos tanto no preenchimento de espacos quanto na estabilizagdo de estrutura, cuja saida
pode levar ao colapso da estrutura cristalina (MORRIS; RODRIGUEZ-HORNEDO, 1993;
GILLON et al., 2003).

Na década de 90, foi realizado um levantamento com os farmacos descritos em
monografias da Farmacopeia Europeia que revelou que um terco dos 808 farmacos constantes
nesse compéndio sdo hidratados (GRIESSER, 2006).

Além dos cristais moleculares, anidros ou solvatados/hidratados de farmacos, ocorrem
também os sais e cocristais. Os sais sdo cristais formados por multicomponentes i6nicos,
podendo esta interacdo ocorrer entre um IFA e um componente aceitavel farmaceuticamente
(excipiente ou contraion) ou outro IFA como no caso do sal sulfametoxazol:trimetroprima
(1:1 mol/mol) (CAIRA, 2007).

Geralmente os IFAs em seu estado neutro apresentam baixa solubilidade aquosa.
Assim, para compostos ionizaveis a formacdo de sais utilizando é&cidos e bases
farmacologicamente aceitaveis é uma estratégia comum. Cerca de 50% dos farmacos sdo
comercializados na forma de sais (KUMAR; AMIN; BANSAL, 2008). Aléem disso, a maioria
dos IFAs possuem carater de acido fraco ou base fraca, o que facilita seu desenvolvimento na
forma de sais, pois a limitacdo para a obtengdo desta forma sélida é a presenca de grupos
ionizaveis na molécula (VON RAUMER; DANNAPPEL; HILFIKER, 2006; BLAGDEN et
al., 2007). Os sais sao formados quando um composto ionizado em solugdo formam fortes

ligagBes idnicas com um contraion de carga oposta e que mantém essa interacdo através da
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cristalizacdo resultando em moléculas solidas carregadas (BHATTACHAR; DESCHENES;
WESLEY, 2006). A atracdo couldmbica entre a molécula do farmaco e o contraion muda a
energia potencial do estado solido e conduz a interagdes mais fortes entre o IFA carregado e
0s solventes polares aquosos tornando os sais farmaceuticamente atrativos. Isto leva a entrega
do IFA ser mais eficiente in vivo por resultar em taxas de dissolugdo melhoradas e maior
solubilidade aparente em escalas de tempo fisiologicamente relevantes (BHATTACHAR,;
DESCHENES; WESLEY, 2006).

Ja os cocristais farmacéuticos sdo uma excelente alternativa onde qualquer IFA
independentemente de grupos acidos, basicos ou ionizaveis pode se cocristalizar e isso 0s
tornam uma emergente classe de formas cristalinas. Podem ser definidos como materiais
cristalinos compostos por: pelo menos um IFA (ndo ionizado) e um ou mais formadores de
cocristais (ndo ionizado) que devem ser solidos a temperatura ambiente, mantidos juntos
através de ligacbes ndo covalentes, livremente reversiveis, principalmente ligacGes de
hidrogénio (AAKEROY; SALMON, 2005; TRASK; MOTHERWELL; JONES, 2006;
SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009).

Os cocristais sdo atrativos devido ao grande nimero de cocristalizantes existentes para
um dado IFA e podem levar a melhoras fisico-quimicas de grande relevancia clinica (SHAN;
ZAWOROTKO, 2008). Eles alteram as propriedades fisico-quimicas dos IFAs sem
comprometer sua estrutura e, portanto, sua atividade farmacolégica (SCHULTHEISS;
NEWMAN, 2009).

Para a formacdo de um cocristal devem ser avaliadas algumas caracteristicas em um
IFA, tais como: nimero de grupos doadores e aceptores de ligagdes de hidrogénio;
flexibilidade conformacional e molecular; tendéncia a formacao de sal e solubilidade em uma
variedade de solventes e mistura deles (SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009; SCHULTHEISS;
HENCK, 2012).

Portanto, a técnica de cocristalizagio pode reintroduzir moléculas que possuem perfis
farmacéuticos limitados em relacdo a seus grupos ndo ionizaveis (SCHULTHEISS;
NEWMAN, 2009; SCHULTHEISS; HENCK, 2012). No mercado brasileiro, ja se encontra
comercialmente esta forma cristalina como, por exemplo, o cocristal lamivudina:zidovudina
(1:1, mol/mol) produzido pela Indistria Quimica de Goias (IQUEGO).

Todas essas definicbes de formas solidas tém gerado muitas discussdes entre a
comunidade cientifica, industrial e oOrgdos regulatérios (BOND, 2007; SCHULTHEISS;
NEWMAN, 2009; FDA, 2011; BERNSTEIN, 2011; AITIPAMULA et al., 2012). A proposta
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mais aceita ap0s uma grande discussdo entre mais de 40 pesquisadores renomados da area de
Engenharia de Cristais é a de que os IFAs devem ser abordados como soélidos
monocomponente (quando constituido por uma Unica molécula) ou multicomponente (quando
constituido por mais de um componente) (AITIPAMULA et al., 2012), como apresentado na

Figura 1.

Multicomponente hMonocomponente

{Formas anidras, ndo-
solvatadas e seus

polimorfos)

Ionocomponente
{Formas anidras,
nao-solvatadas)

Sais anidros, n&o-
solvatados e seus
polimorfos

Sais hidratados e
solvatados e seus
polimorfos

‘ hulticomponente ‘

Cocristais anidros, néo-
solvatados & seus
polimorfos

Cocristais hidratados e
solvatados e seus
polimorfos

Cocristais de sais +
seus polimorfos,
hidratos e solvatos

Figura 1- Esquema das formas sélidas que podem existir para um IFA.
Nota: Néo estdo incluidas formas ndo estequiométricas como dispersdes poliméricas amorfas e complexos de
inclusdo.
Fonte: Adaptacdo de AITIPAMULA et al., 2012.

E importante destacar que essa divisdo em monocomponente (uma Unica molécula ou
componente, como um polimorfo anidro ndo-solvatado) ou multicomponente (mais de uma
molécula ou componente), como os polimorfos hidratados e/ou solvatados, sais (anidros,
solvatados e hidratados), cocristais (anidros, solvatados e hidratados), cocristais de sais
(anidros, solvatados e hidratados) levam em consideracdo a composi¢do quimica de um gréo

monocristalino ou policristalino, e ndo a composicdo quimica do bulk de um material
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policristalino, que pode ser monofasico, ou uma mistura fisica de varios grdos policristalinos
ou particulas (que pode conter varios grdos) de fases cristalinas distintas. Em um bulk de
material policristalino pode-se ter: i) um Unico componente quimico em mais de uma fase
cristalina, quando ocorrer o fendmeno do polimorfismo; ii) mais de um componente quimico
em uma Unica fase cristalina na forma de hidratos/solvatos/sais/cocristais; e iii) finalmente
duas ou mais fases cristalinas muito parecidas, mas constituidas por compostos quimicos
diferentes, quando ocorrer o fenémetro de isomorfismo.

Assim, ao se tratar da composi¢cdo quimica do bulk de um material policristalino, ou
composicdo cristalografica, utilizamos os termos monofasicos (uma fase cristalina) e
polifasicos (mais de uma fase cristalina).

A fase cristalina (cristalografica) presente em um bulk de material policristalino
monofasico pode ser constituida por uma Unica molécula e/ou componente
(monocomponente) ou duas ou mais moléculas e/ou componentes (multicomponente). Ou
seja, pode conter a forma anidra (monocomponente) de uma molécula, ou suas formas
multicomponentes como um hidrato (molécula + &gua(s)), ou seu solvato, ou seu sal (anidro
ou hidratado/solvatado) ou seu cocristal (anidro ou hidratado/solvatado).

Ja um material policristalino polifasico é aquele que possui uma mistura fisica de duas
ou mais fases cristalinas. As formas cristalinas que integram a mistura fisica podem ser
produtos de cristalizacdo de espécies quimicas distintas (diferentes moléculas cristalizadas em
suas respectivas fases cristalinas) ou de uma mesma espécie quimica (uma mesma molécula
que cristaliza em duas fases diferentes).

Na Figura 2 ¢é apresentado um exemplo de uma mistura fisica de diferentes espécies
quimicas, a lovastatina e o acido paraaminobenzoico (PABA), que demonstra uma frustrada
tentativa de obtencdo de um cocristal de lovastatina:PABA 1:1(mol/mol) em acetonitrila, pois
podemos observar que o difratograma obtido (verde) é a soma dos picos da mistura fisica
(vermelho+azul), e ndo um difratograma com diferentes posi¢es de picos, 0 que indicaria

uma fase cristalina diferente.
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Lovastatina+FABA em acetonitrila

Lovastatina+FABA (simulado)

Intensidade normalizada (u.a)
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Figura 2- Difratogramas da mistura fisica do IFA lovastatina e PABA (1:1, mol/mol) (vermelho +

azul) e tentativa de obteng&o de cocristal lovastatina:PABA (1:1; mol/mol) (verde).
Fonte: Da autora.

J& a coexisténcia de polimorfos é o exemplo de uma mesma espécie quimica que se
cristaliza em fases diferentes, fendmeno bastante reportado para IFAs na literatura (AYALA,
SIESLER; CUFFINI, 2008; CIMAROSTI et al., 2010, KACHRIMANIS; RONTOGIANNI;
MALAMATARIS, 2010; BONFILIO et al., 2014; QIU et al., 2015).

A Figura 3, retirada do artigo de Bonfilio e colaboradores, apresenta os difratogramas
de policristais gerados por matérias-primas de clortalidona (CTD) comercializadas no Brasil.
A forma utilizada no medicamento referéncia é a forma I. Entretanto, neste estudo foram
encontradas matérias-primas contendo majoritariamente forma Il (muito mais soltvel) com
uma pequena contaminacgéo pela forma I, demonstrada pelo aparecimento de pequenos picos
de Bragg em 12,2, 13,3, 17,65, 25,6 e 29,8 26.
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Figura 3- Picos de Bragg da clortalidona formas | e Il calculados e experimentais do padrdo de
referéncia USP e de matérias-primas.
Fonte: Traduzido de BONFILIO et al., 2014.

Essas impurezas polimoérficas podem ser introduzidas como resultado de uma
conversdo incompleta da forma metaestavel para a forma estavel durante o processo de
cristalizacdo na producdo priméaria ou durante operagcfes unitarias na producdo secundaria
como, por exemplo, durante etapas de granulacdo e moagem (LI; CHOW; TAN, 2011).

Somando-se a isto, podemos ter uma fase cristalina formada por um conglomerado
(enantidémeros (R e S) na mesma proporcdo no cristal) e mistura fisica de enantidmeros, além
de seus solvatos/hidratos. Em ambos 0s casos, podemos exemplificar com o esquema da
Figura 4 que apresenta as quatro formas sélidas conhecidas (denominadas I, Il, 11l e 1V) para
o IFA CTD. Os blocos formados por retangulos representam a rede cristalina formada por
moléculas de CTD (uma forma solida, uma fase cristalina), sendo os retangulos azuis 0s

enantibmeros R e os retangulos vermelhos os enantidmeros S.
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Forma II - R-CTD - SCTD @ Solvente

Figura 4- Representacdo esquematica das formas solidas da clortalidona (CTD)
Fonte: Adaptado de BONFILIO et al., 2014.

2.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL, IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE
FORMAS SOLIDAS

Como as propriedades fisico-quimicas dependem da forma sélida presente no IFA ou
no medicamento, sua determinacdo estrutural, identificacdo e caracterizacdo sdo essenciais
para garantir a eficacia de uma terapia medicamentosa.

A industria farmacéutica, além de identificar a forma cristalina no material sélido do
IFA, deve garantir que a mesma esteja presente durante todo o processo de fabricacéo,
estocagem e prazo de validade para que, assim, possa evitar diversos problemas na producéo e
na liberacdo do IFA e, com isso na acéo desejada do medicamento (BYRN et al., 1995).

Vérias técnicas podem ser utilizadas na identificacdo da forma solida (cristalina), o
que definird o uso de uma, a ou a associacdo de varias técnicas € a finalidade pretendida: se é
desejado ter o acesso a estrutura ou a avaliacdo de transformacgdes que ocorrem durante a
producdo e estocagem de um IFA efou medicamento (NEWMAN; BYRN, 2003,
AALTONEN et al., 2009).

As técnicas abordadas neste trabalho sdo: difracdo de raios X por monocristal
(DRXM) e policristais (DRXP), espectroscopia na regido do infravermelho (IR) e anélise

térmica (analise termogravimétrica (TG), analise térmica diferencial (DTA) e Calorimetria
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Exploratoria Diferencial (DSC)). Também serdo abordadas analises de rotina para
diferenciacdo das formas solidas de um IFA e testes para avaliacdo/comparacdo das
propriedades fisico-quimicas, tais como ensaios de dissolucdo, solubilidade e estabilidade

quimica.

2.2.1 Difragéo de raios X

A difracdo de raios X é um fendmeno de interferéncia (desvio) que ocorre quando uma
onda (raios X) encontra obstaculos a sua propagacéo tal como as bordas de uma fenda em um
anteparo. Cristais funcionam como anteparos com fendas e o espalhamento dos raios X
acontece quando estes raios se chocam com os elétrons dos atomos. E um dos métodos mais
utilizados para se ter acesso a estrutura tridimensional de uma molécula, pois a faixa de
comprimentos de onda desta radiacdo estd na mesma dimensdo dos comprimentos das
ligacBes quimicas, isto €, em angstrons (A) (HASEGAWA, 2012).

A partir da Cristalografia, € possivel distinguir os tipos de atomos, determinar a
posicdo individual dos &omos dentro da molécula, obter os comprimentos e angulos de
ligacGes e angulos de torcdes além de distinguir a fase cristalina de um material no estado
solido cristalino. Assim, desenvolve um papel vital em varias disciplinas como Quimica,
Ciéncia dos Materiais, Farméacia e Biologia Molecular (DESCHAMPS, 2010).

Os métodos cristalogréficos envolvendo raios X séo divididos em difragdo de raios X
por monocrital (DRXM) e por pé (DRXP). A Figura 5 apresenta exemplos de modelo de

equipamentos utilizados em cada uma das técnicas.
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a)

Figura 5- Exemplo de modelos de difratdmetros de raios X: a) e b) Difratbmetro para monocristais (marca
Agilent®); c¢) e d) Difratdmetro para policristais (marca Rigaku®).
Fonte: Da autora.

Um padrdo de difracdo Unico € gerado apos um feixe de raios X incidir sobre um
monocristal (no caso da analise de DRXM) ou sobre varios cristais micronizados de uma
mesma fase cristalina (analise de DRXP). A interacdo dos raios X com a densidade eletrénica
do composto analisado gera o padréo de difragdo, o qual possui uma simetria caracteristica da
organizagdo interna dos ions e/ou moléculas na rede cristalina. Ja as intensidades das
reflexdes trazem informagdes sobre a constituicdo quimica do composto.

A DRXP ¢ a técnica mais utilizada para caracterizacdo de produtos farmacéuticos,
incluindo IFAs, excipientes, mistura de fases cristalinas, além da monitorizacdo de transicdo
de fase, hidratacédo e dessolvatacdo (PHADNIS; CAVATUR; SURYANARAYANAN, 1997,
MAURIN et al., 2007; CRISP; DANN; BLATCHFORD, 2011; RAIJADA; CORNETT;
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RANTANEN, 2012; BONFILIO et al., 2014; FANDARUFF et al., 2014; SATO;
FERREIRA, 2015; QIU et al., 2015).

Para analise de DRXP, a amostra deve ser policristalina (varias particulas/grads
cristalinas micrométricas) e o fundamento consiste na satisfacao das condi¢des de Bragg (nA=
2d sen0), apresentada na Figura 6, onde A é o comprimento de onda da radiagdo de raios X, e
d é o espaco entre planos cristalinos paralelos individuais, gerando com isso um padrdo de
difracdo. Se as ondas refletidas pelos vérios planos estiverem em fase, entdo ocorre um
reforco do feixe ou interferéncia construtiva (o angulo 6 entre a radiagdo incidente ¢ o
conjunto de planos resulta em uma interferéncia construtiva quando a diferenca de fase entre
as ondas do raio for um numero inteiro de A). O padrdo de difragdo de raios X por policristais
é, portanto, o resultado da intensidade da difragdo em fungdo dos valores 28 (ou
equivalentemente, o espacamento (d)), que independe do comprimento de onda usado, e pode

ser considerado a “impressao digital” de uma fase cristalina.
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Figura 6- Representacdo esquematica da Lei de Bragg.
Fonte: Adaptada de EBAH, 2015.

Os valores de espaco interplanar (d) refletem as dimensdes da cela unitaria, definida
como 0 menor agrupamento onde ocorre um arranjo regular e peridédico de atomos ou ions.
Ou seja, 0 numero e a posi¢do dos picos de Bragg dependem das dimensdes da cela unitaria e
do grupo de espaco adotado. Ja as intensidades sdo geradas de acordo com o conteudo da cela
unitaria (densidade eletrbnica) e a maneira com que 0s atomos e moléculas sdo arranjados

dentro dela. Assim, esta técnica permite a identificacdo de formas sélidas de um IFA devido



34

as diferentes celas unitarias e ao diferente arranjo de atomos e moléculas dentro da cela,
apresentando diferentes padrdes de difragcdo. Mesmo sendo cristais contendo a mesma
molécula, o fato de elas se arranjarem de maneira diferente no estado sélido (fases sélidas
diferentes) faz com que seus respectivos padrdes de DRXP sejam completamente diferentes.

Ha alguns casos na DRXP, em que ndo é possivel identificar a fase cristalina sem
ambiguidade na interpretacdo. Essas limitagcbes sdo devido a orientagdo preferencial, ao
empacotamento cristalino e a espessura da amostra (HU et al., 2010).

A orientacdo preferencial ocorre quando os cristais de uma amostra policristalina ndo
estdo orientados randomicamente, isto é, a amostra ndo esta recebendo o feixe de raios X em
todos os planos de maneira equanime. Isso leva a problemas na obtencao de difratogramas de
boa qualidade, reproduziveis e representativos. Geralmente amostras com habitos em formato
de agulhas ou placas apresentam este problema que afeta o padrao de difracdo de p6 (TENHO
et al., 2007). Uma orientacdo randdémica absoluta existe apenas em particulas esféricas. Em
amostras reais a orientagcdo preferencial estd sempre presente e com isso, as intensidades
medidas de difracdo podem apresentar diferencas. O tratamento deste problema depende da
precisdo das informac@es requeridas. Em caso de analise de rotina de identificacdo de fases, o
problema pode ser negligenciado. Entretanto, se a analise é quantitativa e para procedimentos
por refinamento de Rietveld a correcdo das intensidades se faz necesséaria (FEJDI;
HOLOCSY, 2001).

Em amostras inorganicas, o problema da orientacdo preferencial € normalmente
resolvido com a moagem da amostra. Ja em compostos organicos, a reducdo do tamanho de
particula pode tornar a amostra amorfa, solvatos podem se dessolvatar e fases metaestaveis
podem se converter em uma fase termodinamicamente mais estdvel (STEPHENSON;
FORBES; REUTZEL-EDENS, 2001).

Um modo simples de contornar este problema é substituir o porta-amostra estatico do
difratbmetro por um rotatério (tipo capilar) e minimizar o tamanho de particula verificando
possiveis mudancgas de fase (ROBERTS et al., 2002).

Considerando o empacotamento cristalino do sélido, seis parametros de cela (os quais
determinam uma cela unitaria) o descrevem: os comprimentos das arestas da célula unitaria
(a, b e c) e os &ngulos entre as arestas (a, S e y) (REZENDE, 2004). Na Figura 7 é demostrado
a representacdo de uma cela unitaria e seus pardmetros de rede. Existem sete tipos
fundamentais de células unitarias, as quais definem as sete classes de sistemas cristalinos:

cubico (a=b =c, a ==y =90, tetragonal (a =b # ¢, a = =y =90°), ortorrdmbico (a # b
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#¢, o= =y=90°, monoclinico (a# b #c, a=y=90° £ #90°), triclinico (@b #c,a #f #
y #90°), hexagonal (a=b #c, a = =90° y =120°) e trigonal (a=b =c, a = =90° y # 90°)
(BRITTAIN, 20009).

———  Cristal

R

Figura 7- Representacdo de uma cela unitaria e seus parametros.
Fonte: Da autora.

Alguns IFAs podem apresentar parametros de cela muito proximos. Solvatos
dessolvatados de IFAs s@o compostos que sofrem dessolvatacdo e podem apresentar a mesma
estrutura cristalina do IFA solvatado com mudancas relativamente pequenas nos parametros
de rede e nas coordenadas atdmicas. Solvatos dessolvatados tendem a ser menos ordenados
que seus homologos cristalinos. Estas formas sdo dificeis de caracterizar por DRXP por
manterem a estrutura cristalina do IFA solvatado (BYRN et al., 1995). Essa é a mesma
dificuldade encontrada para caracterizar formas cristalinas referentes a cristais isomorficos
(HERBSTEIN, 2005), o que nédo deixa de ser o caso dos pares hidratados-anidros descritos
acima.

A espessura da amostra deve ser avaliada em uma analise por DRXP, pois sua reducao
também pode levar sua transformagdo a uma fase amorfa. A técnica é excelente para a
diferenciacdo entre um soélido cristalino e um amorfo, pois este Gltimo apresenta uma larga
banda geralmente entre 2 ¢ 20° 26. Entretanto, devido a fase amorfa ndo possuir ordem a
longo alcance, néo é possivel identificar a qual fase presente (BYRN, 1995).

A Figura 8 exibe um esquema sumarizado das fases cristalinas que podem ser

identificAveis ou ndo por DRXP.



36

Monofasico e Polifasico
{Formas sélidas que apresentam o
mesmo difratograma para fases distintas
{parametros de cela muito préximos) ou

Monofisico Polifasico: mistura fisica de quando estao presente em pequena
{cristalograficamente puro) LCE) QECLIEICED (L) quantidade em uma mistura)
g P apresentados

nos difratogramas individuais
das formas presentes)

Tautémeros

IFAs IFAs
monocomponente | multicomponente Enatidmeros
(R ou 8)
IFAs mono- IFAs multi- ;

componentes componentes Anidros e
hidratadosisolvatados que
na perda da agual/solvente
mantém a mesma estrutura

Mistura fisica de IFAs cristalina

mono e

multicomponentes

Fase cristalina presente
em quantidade menor que
5% em uma mistura

Figura 8- Esquema sumarizado de identificacdo e ndo identificacdo de fase cristalina por DRXP.
Fonte: Da autora.

Ja a técnica de DRXM é mais empregada para determinar detalhes da estrutura
cristalina e molecular de um solido tais como comprimentos de ligagdes, angulos de ligacdes,
interacdes intermoleculares, etc., e é a fonte das caracteristicas estruturais mais precisas
(GIACOVAZZO et al., 2011).

Além do acesso as caracteristicas estruturais intra e intermoleculares, os resultados da
DRXM podem ser utilizados para calcular seu padrao de difracdo de po, que é utilizado como
um padréo de referéncia para identificar o material, sendo livre de impurezas e presenca de
outros polimorfos.

Casos nao distinguiveis pela DRXP sdo facilmente resolvidos por DRXM visto que
esta Ultima obtém dados tridimensionais da estrutura (raios X atingem todo o cristal) enquanto
a DRXP gera dados bidimensionais, uma vez que a geometria do goniémetro do equipamento
ndo permite diferenciar no espago reciproco as posi¢es das reflexdes equivalentes por
simetria. Portanto, anidros e hidratatos/solvatos que possuem parametros de cela muito

préximos e tautdmetros sdo identificaveis por DRXM. Contudo, a determinacéo estrutural de
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confobmeros R e S somente € possivel por DRXM se o IFA apresentar um atomo pesado em
sua constituicdo e se cristalizar em um grupo espacial ndo centrossimeétrico (CIANCI et al.,
2005).

Em suma, as técnicas de difracdo de raios X possuem muitas vantagens e também
algumas limitacdes. A grande vantagem € que sdo técnicas ndo destrutivas de amostra e geram
informagOes geométricas precisas a niveis intra e intermoleculares. O passo mais dificil para
utilizacdo da DRXM ¢ a obtencdo da amostra monocristalina, pois necessitam de cristais nao
geminados e com tamanho bastante restrito (tamanho entre ~0,02 a 0,5 mm) devido a
limitacBes instrumentais e de tratamento de dados (HASEGAWA, 2012). Assim, 0 que ira
definir o uso da técnica de DRXP ou DRXM ¢é o objetivo a ser alcangado. Se informacdes
tridimensionais de uma estrutura (fase cristalina ainda desconhecida) sdo necessarias, a
DRXM deve ser preferida, pois o processo de resolucdo e refinamento da estrutura séo
normalemente mais simples do que a DRXP. Entretanto, na identificacdo de IFAs cujas
formas cristalinas ja sdo conhecidas, a DRXP é mais utilizada. Em vérias situagdes, as duas
técnicas sdo complementares entre si e a outras técnicas como espectroscopia na regido do

infravermelho e analises térmicas, as quais serdo, de forma resumida, descritas abaixo.

2.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho

A espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) estd baseada
na conversdao da radiagdo IR em vibragdo molecular, gerando seu espectro vibracional. A
amostra é iluminada por uma fonte de luz e as moléculas absorvem radiacdo IR quando o
momento de dipolo da molécula muda com a vibrag&o, isto &, moléculas transitam do estado
fundamental para o estado vibracional excitado. Se a molécula receber radiacdo
eletromagnética na mesma energia de uma dessas vibragdes, entdo a luz serd absorvida.
Diferentes grupos funcionais normalmente apresentam frequéncias de absorcdo bastantes
caracteristicas (grupo de frequéncias) e, assim, o espectro de FTIR é obtido de acordo com 0s
grupos funcionais presentes na amostra (PAJANDER et al., 2013).

A regido do espectro vibracional mais utilizada é a do IR médio (400 a 4000 cm™) pois
0s modos vibracionais desta porcdo representam a impressao digital do espectro vibracional
da molécula em estudo (AYALA; CIESLER; CUFFINI, 2008).
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Além da identificacdo de grupos funcionais, a técnica também é sensivel a ligacbes
intermoleculares fortes (ligagédo de hidrogénio) desde que apresentem efeito nas vibragdes
intramoleculares (AALTONEN et al., 2009). Com isso, é uma técnica bastante utilizada na
diferenciacdo e no monitoramento de transicdo de fase de alguns polimorfos. Alguns
exemplos dentre varios existentes sdo: formas | e 111 da carbamazepina (RUSTICHELLI et al.,
2000), formas Il e 11l do paracetamol (WANG; LIN; WEI, 2002), trés formas do sulfatiazol
(AALTONEN et al., 2003), formas A e B da famotidina (LIN, CHENG; WANG, 2006),
formas A e C do mebendazol (AYALA; CIESLER; CUFFINI, 2008), formas | e Il da
clortalidona (BONFILIO et al., 2014).

As amostras solidas para analise de solidos por IR sdo possiveis com a producdo de
pastilhas (com brometo ou cloreto de potédssio) ou a utilizacdo de um dispositivo para
refletdncia total atenuada (ATR). As principais vantagens do dispositivo para ATR sdo: as
amostras ndo necessitam de nenhum preparo inicial; ¢ um método ndo destrutivo, e, como nédo
é utilizada nenhuma pressdo sob a amostra, diferentemente da producdo das pastilhas, é
preferido em analises de sistemas polimorficos, pois a aplicacdo de pressao pode alterar a fase
cristalina presente (HELMY et al.,, 2003; CHIENG, RADES; AALTONEN, 2011,
BONFILIO e al., 2014). Na Figura 9 é apresentado um modelo de espectrofotdmetro FTIR-
ATR.

Figura 9- Espectrofotdmetro FTIR-ATR.
Fonte: Da autora.
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2.2.3 Andlise térmica

O termo analise térmica refere-se a um grupo de técnicas nas quais uma propriedade
fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo é medida em fungdo da temperatura,
enquanto a substincia é submetida a um programa de temperatura controlada (ARAUJO et
al., 2003). Essas técnicas tém sido utilizadas principalmente para identificar a faixa de fuséo
de diferentes formas cristalinas, transi¢do de fase entre polimorfos induzidas por aguecimento
e ter acesso a qualquer perda de massa durante o aquecimento (VARIANKAVAL,; JACOB,;
DINH, 2000).

As mais utilizadas em Ciéncias Farmacéuticas para a caracterizagdo de IFAs e

excipientes sdo: DSC e TG/DTA. A Figura 10 apresentam modelos de equipamentos para

realizar andlise de DSC e TG.

a)

R

=L — G

b)

Figura 10- Termobalangas: a) Para analise de DSC (Marca: SIl Nano Technologies®); b) Para
andlise de TG/DTA (Marca: TA Instruments®).
Fonte: Sitios eletronicos dos fabricantes.
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A técnica de DSC envolve a aplicacdo de aquecimento ou resfriamento para uma
amostra e uma referéncia. Quando a amostra sofre um evento térmico, a diferenca em um
fluxo de aquecimento para uma amostra e para uma referéncia é monitorada contra o tempo
ou temperatura, enquanto a temperatura é programada em uma atmosfera especificada

Consequentemente, a temperatura e energia associada com eventos, tais como fusao,
oxidacdo e reacdes de reducgdo, transicdo vitrea, ebulicdo, sublimacdo, decomposicdo,
cristalizacdo ou transicdo de gel para cristal liquido podem ser avaliadas. Também podem ser
analisadas possiveis interacbes em misturas de IFAs e excipientes em estudos de pré-
formulacdo e de incompatibilidade fisica e quimica, quando utilizado com outras técnicas
analiticas tais como 1V e cromatografia liquida de alta eficiéncia (DANIEL et al., 2013).

Os excipientes, embora possam ser inertes no ponto de vista farmacol6gico, podem
interagir com os IFAs em uma formulacdo, podendo afetar a estabilidade nos aspectos fisicos
(solubilidade, dissolucdo) ou quimicos (degradacdo). Assim, pesquisadores da area de
desenvolvimento farmacotécnico tém utilizado bastante as técnicas termoanaliticas na
predicdo de excipientes adequados para formulacdo de produtos a fim de minimizar ou
atenuar reacdes nocivas (estabilidade) que podem surgir a partir de incompatibilidades IFA-
excipiente (OLIVEIRA et al., 2012; JULIO et al., 2013a; JULIO et al., 2013b; VERONEZ et
al., 2014; DANIEL et al., 2013; CHADA; BANDARI, 2014).

Ja a TG é uma técnica de andlises térmicas na qual a mudanca na massa da amostra é
determinada em funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto a amostra é submetida a um
programa de temperatura controlada. Informacdo adicional em relacdo aos efeitos de
estocagem a temperaturas elevadas também pode ser obtida. Estas reacfes podem ou nao
levar & inativacgéo do IFA na formulagdo (ARAUJO et al., 2003).

Chieng, Rades e Aaltonen publicaram um artigo de revisdo onde revelaram que cerca
de 90% dos estudos de formas sélidas sdo utilizadas pelo menos duas técnicas analiticas para
caracterizacgdo e estudo do estado solido, sendo que a média foi de quatro técnicas utilizadas
(CHIENG; RADES; AALTONEN, 2011).

Em suma, na pesquisa, desenvolvimento, producdo e controle de qualidade de
produtos farmacéuticos em geral, ndo faltam exemplos de como as técnicas analiticas do
estado sélido tém ajudado os cientistas a melhor compreender os sélidos farmacéuticos de

interesse.
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2.3 ANALISES PARA AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

As seguintes andlises sdo realizadas para a avaliacdo fisico-quimica dos IFAs e

medicamentos produzidos a partir deles.

2.3.1 Solubilidade em equilibrio

Como diferentes formas sélidas podem apresentar diferentes energias de rede (e
entropia), propriedades como solubilidade e velocidades de dissolucdo se alteram, podendo
causar grande impacto na absor¢do do IFA da sua forma farmacéutica (SAIFEE et al., 2009).
O conceito de solubilidade implica que a solugdo alcangcou um estado de equilibrio quando a
solucdo se torna saturada. A solubilidade em equilibrio é definida como a concentracdo de
IFA dissolvido quando ha um equilibrio entre o IFA sélido e a solucdo. E fator mais critico
relacionado a diferentes formas sélidas de um IFA (SNIDER; ADDICKS; OWENS, 2004).

Este teste pode ser conduzido para avaliar o efeito da estrutura cristalina, pois ndo é
influenciado pelo tamanho de particula nem pela “molhabilidade” (TAYLOR; ZOGRAFI,
1997). O processo de micronizacdo aumenta a taxa de dissolu¢do da amostra por aumentar a
area superficial, entretanto ela ndo aumenta a solubilidade em equilibrio (BLAGDEN et al.,
2007).

O ensaio deve ser realizado em meios aquosos em uma faixa de pH de 1 a 7,5
(BRASIL, 2010). De acordo com o sistema de classificacdo biofarmacéutica, um IFA
altamente solGvel é aquele que apresenta uma solubilidade maior do que a maior dose
comercializada do produto farmacéutico dissolvida em 250 mL (correspondente a um copo de
agua) de meio aquoso contemplando toda a faixa de pH citado acima (FDA, 2000). O método
mais utilizado e aceito na comunidade cientifica e regulatéria € o de agitagdo em frasco (do
inglés: shake flask) em que excesso do IFA é colocado em frascos (vials, eppendorfs, etc)
contendo um volume fixo de meios aquosos na faixa de pH fisiolégico mantidos a
temperatura e agitacdo constantes (BAKA; COMER; TAKACS-NOVAK, 2008; BRASIL,
2013).
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2.3.2 Teste de dissolucéo

O teste de dissolugdo é uma das ferramentas mais importantes para comparagdo e
avaliacdo da performance de medicamentos, pois avalia a liberacdo do IFA de sua forma
farmacéutica, isto é, na presenca de excipientes (SANTOS et al., 2013; ISSA et al., 2013). A
dissolucéo pode ser definida como a transferéncia de moléculas ou ions de um estado sélido
para a solucdo. Os IFAs solidos precisam ser dissolvidos para que possam ser absorvidos.
Uma vez que o IFA tenha passado com éxito para o estado de solucdo, encontra-se disponivel
para ser absorvido (AULTON, 2005).

Devido a natureza critica da liberacdo da forma farmacéutica e da dissolucdo, a
dissolucdo in vitro pode ser relevante para prever o desempenho in vivo. Com base nestas
considerac@es, os ensaios de dissolucdo in vitro para formas farmacéuticas sélidas orais de
liberacdo imediata, tais como comprimidos e capsulas, sao utilizados para garantir a qualidade
lote-a-lote, orientar o desenvolvimento de novas formulagdes e assegurar a uniformidade da
qualidade e do desempenho do medicamento apds determinadas alteracdes (BRASIL, 2003).

Na Figura 11 é apresentado um aparelho de dissolucdo (dissolutor) e os aparatos

utilizados para formas farmacéuticas de liberacdo imediata, como comprimidos e capsulas.
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Figura 11- Aparelho de dissolugdo: a) dissolutor (marca Eletrolab ®); b) Aparato 1 (pa) e c) Aparato
2 (cesta).

Fonte: Da autora.

Nota: Os aparatos e as cubas ndo estdo na mesma proporc¢ao.

Nos estudos de estabilidade, os ensaios de dissolu¢cdo podem indicar mudangas que
ocorrem ap0s a fabricagdo de um produto farmacéutico, tais como: cristalinidade, temperatura
de transicdo vitrea, estrutura polimérica de excipientes, polimorfismo, interacdo de involucros

de cépsulas e contetdo de misturas (GRAY et al., 2009).
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Para gerar um perfil de dissolucdo, devem-se obter, no minimo, cinco pontos de
amostragem (BRASIL, 2010). Os perfis de dissolugdo de produtos de liberagdo imediata
geralmente demonstram um aumento gradual de liberagdo de 85 a 100% entre 30 a 45
minutos. Assim, tempos de coleta do ensaio na faixa de 15, 20, 30, 45 e 60 minutos séo
utilizados para a maioria dos produtos de liberacdo imediata. Tempos de coleta para testes
farmacopeicos sdo, geralmente, estabelecidos com base na avaliagdo dos dados do perfil de
dissolucdo (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2015).

Na avaliacdo de efeitos de mudancas em formulagdes, em estudos de estabilidade, e,
em estudos de equivaléncia farmacéutica, sdo construidos perfis de dissolucdo para posterior
comparagdo. O método mais utilizado em comparacdo de perfis € o método de modelo
independente, o qual compara diretamente a diferenca entre a porcentagem de farmaco
dissolvida em uma unidade de tempo para os produtos teste e referéncia. Podem ser
calculados a partir de uma simples taxa de percentual do farmaco dissolvido (tx%), a partir de
uma area sob a curva (ASC) ou a partir de uma taxa de dissolucdo média (TDM). Porém, o
mais utilizado é o método de modelo independente simples, que emprega um fator de
semelhanca (F2) (COSTA; LOBO, 2001). Este modelo é definido a partir da Equacéo 1:

F2=50xlog{[(1+1/n) X, (R; — T;)*]7%° x 100}

Equacdo 1- Fator de semelhanca (F2) para comparacédo de perfis de dissolugao

Nota: Rt € a porcentagem do farmaco referéncia dissolvido em cada ponto, Tt é a
porcentagem de produto teste dissolvido em cada ponto e n é o nimero de
pontos de amostragem.

Fonte: Food and Drug Administration, 1997.

As varidveis que mostram significativa influéncia no ensaio de dissolu¢do séo:
composic¢do qualitativa e quantitativa dos excipientes e do(s) farmaco(s), tamanho de particula
de excipientes e do(s) farmaco(s), higroscopicidade de excipientes e do(s) farmaco(s),
processo de granulacdo, forca de compressao, polimorfismo, tipo de embalagem e condigdes
de estoque (temperatura e umidade). Posicdo e método de amostragem; dispositivos para
formas farmacéuticas que flutuam; presenca de ar ou gases; temperatura; viscosidade; filtros
utilizados, surfactantes e método analitico para quantificacdo também podem influenciar o
método (GRAY et al., 2009).

Um exemplo bastante conhecido da utilizagdo do ensaio de dissolucdo para
diferenciagdo de formas solidas € o ja mencionado caso do Norvir® (ritonavir), em que foi

possivel descobrir o aparecimento de um novo polimorfo (denominado forma Il) mais estavel
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e muito pouco soltvel o qual se formou durante a fabricacdo (CHEMBURKAR et al., 2000;
BAUER et al., 2001).

Por conseguinte, para que o ensaio seja eficiente em diferenciar as formas solidas deve
possuir poder discriminatorio entre elas, isto €, 0 meio e as condi¢cdes do ensaio devem
garantir que pequenas alteracGes no perfil possam ser facilmente observadas (SWANEPOEL,;
LIEBENBERG; DE VILLIERS, 2003).

2.3.3 Testes de estabilidade

Os testes aqui descritos, mesmo que embasados nos guias do FDA e ICH (guia Qla
(R2): STABILITY TESTING OF NEW DRUG SUBSTANCES AND PRODUCTS, 2003),
sdo utilizados apenas com a finalidade de comparagéo do IFA estudado nas diferentes formas
solidas. Assim, na obtencdo de uma nova forma sélida que apresente vantagens em relacao a
estabilidade, testes muito mais criteriosos devem ser realizados para a producdo e
comercializacdo de um medicamento com tal forma.

A estabilidade do IFA nas diferentes formas sélidas é realizada através de testes que
incluem exposicdo a: umidade relativa, degradacdo forcada (para verificar a estabilidade
quimica da molécula do IFA) e luz ultravioleta (UV), normalmente em 254 nm.

Para todos esses testes, a avaliacdo da estabilidade é realizada através da quantificacéo
do IFA na forma sélida antes da exposicao as condi¢Bes acima descritas (tempo zero) e apds a
exposicdo (tempos definidos pelo analista). Para a quantificacdo das formas é necessério a
utilizacdo de um método indicador de estabilidade (hormalmente por cromatografia liquida de
alta eficiéncia) para que os resultados sejam confiaveis.

Exposigédo das formas solidas de um IFA a umidade relativa é normalmente avaliada
colocando uma quantidade exatamente pesada do IFA em contato com uma atmosfera de 75%
de umidade relativa, que pode ser conseguida através de uma solucéo saturada de cloreto de
sodio em um ambiente fechado a uma temperatura controlada.

O teste de degradacdo forcada é realizado preparando-se uma solucdo de cada forma
solida nas solugbes de: acido (hidrolise acida), base (hidrélise béasica), agua e perdxido de
hidrogénio 3% (oxidacdo). Essas solu¢bes sd@o mantidas em temperatura e agitacéo

controladas.
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A exposicdo a luz UV é realizada colocando uma quantidade exatamente pesada de
cada forma exposta e protegida da luz em uma camara de fotoestabilidade contendo luz UV
(254 nm). Apds um periodo determinado, amostras expostas e ndo expostas sdo quantificadas.

2.4 FARMACOS ESTUDADOS

Os farmacos de baixa solubilidade aquosa escolhidas para o desenvolvimento desta

tese estdo descritos abaixo.

2.4.1 Doxiciclina

Doxiciclina (o-6-deoxyoxytetracycline, DOX - Figura 12) € um IFA, pertencente a
classe das tetraciclinas (classe IV do SCB), sendo em todo o mundo usado como
antibimicrobiano de amplo espectro devido ao seu poderoso efeito contra grupos diversos de
microorganismos, como por exemplo: Legionella, Chlamydia, Mycoplasma, e Borrelia

Rickettsiae (MOKABBERI; HAFTBARADARAN; RAVAKHAH, 2010).

OH o) OH o) NH,
OH
. ' ' |
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CHj

OH N
H3C/ \CH3

Figura 12- Estrutura quimica do antimicrobiano doxiciclina (DOX).
Fonte: Da autora a partir do ACD/ChemSket (Freeware)
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DOX é um dos IFAs mais importantes em utilizacdo clinica da sua classe. E
empregada principalmente para o tratamento de infec¢es do trato respiratorio e urinario, bem
como na terapia de pneumonia atipica (HEIZMANN et al., 2001; MOKABBERI,

HAFTBARADARAN; RAVAKHAH, 2010).

Muito embora o uso de tetraciclinas tenha diminuido nas duas ultimas décadas com o
surgimento de novas classes de antibioticos, a importancia terapéutica da DOX foi mantida
devido a descoberta de novas aplicagdes para o tratamento de Anthrax, doenca de Lyme,
Plague, P. falciparium (malaria) e da variedade de Staphyloccocus aureus resistente a
meticilina (CUNHA, 2006).

Apesar da sua importancia clinica e utilizacdo desde 1960, apenas quatro formas
cristalinas foram relatadas até o momento. O cloridrato de doxiciclina hemietanolato-
hemihidrato, ou seja, hiclato de doxiciclina (DOX.HYC), e seu bromidrato isomorfo foram
determinados nos anos 70 (STEZOWSKI, 1977). Mais recentemente, as estruturas cristalinas
do monohidrato de doxiciclina (DOX.H20) e do cloridrato de doxiciclina (DOX-HC1-2H20)
(LEGENDRE et al., 2012; HEINEMANN et al., 2013) foram relatadas. As formas cristalinas
DOX.HYC e DOX.H-0 séo incorporadas em formas farmacéuticas sélidas sob marcas como
DORYX®, PERIOSTAT, ATRIDOX® e VIBRAMYCIN® (DOX.HYC) ou MONODOX® e
ORACEA® (DOX.H20). Além das formas contendo a DOX, também foi determinada a
estrutura do cloridrato de seu epimero anidro (-6-deoxyoxytetracycline) (BORDNER, 1979).

E bem conhecido que as formas cristalinas de um mesmo IFA podem ter diferentes
propriedades no estado sdlido (BABU; NANGIA, 2011; MARTIN et al., 2013). E importante
ressaltar que a estrutura cristalina do DOX.HCI.2H,0 permaneceu desconhecida até margo de
2013, quando foi relatada por Heinemann e colaboradores (HEINEMANN et al., 2013).

2.4.2 Orbifloxacino

Fluorquinolonas sdo uma classe de antimicrobianos amplamente utilizados na
medicina humana e veterinaria (IRKHE; PAPICH, DEMANULELLE, 1999; DUDHATRA el
al., 2013). Este grupo de agentes antimicrobianos possui vantagens significativas como efeito
bactericida contra uma ampla faixa de patdgenos veterinarios como bactérias Gram-negativas

(Escherichia coli, certas espécies de Enterobacter, Klebsiella, Pasteurella, Proteus,
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Salmonella, Pseudomonas) e algumas bactérias Gram-positivas tais como Staphylococcus
spp., Chlamydia, Mycobacteria, Mycoplasma and Ureaplasma spp (ALBARELLOS;
LANDONI, 2009; DUDHATRA et al., 2013).

Orbifloxacino (ORBI), 1-Cyclopropyl-7-[(3s,5r)-3,5-dimethylpiperazin-1-yl]-5,6,8-
trifluoro-4-oxo-1,4-dihydroquinoline-3-carboxylic acid, Figura 13, € uma fluorquinolona
sintética de terceira geracdo que foi desenvolvida exclusivamente para o tratamento de
infeccOes respiratorias e gastrointestinais em animais (IHRKE; PAPICH; DEMANULELLE,
1999; REYNOLDS, 2007; GOUDAH; ABO-EL-SOOUD, 2008).

OH

HN F

CH3

Figura 13- Estrutura quimica do antimicrobiano orbifloxacino.
Fonte: Da autora a partir do ACD/ChemSket (Freeware).

De acordo com o Index Merck, o ORBI é um pdé cristalino levemente amarelado,
facilmente solivel em 4gua, soluvel em metanol, ligeiramente solivel em etanol, éter, acetato
de etila e cloroformio (O'NEIL, 2006). Entretanto, nas Farmacopeias Britanicas e Americana,
0 ORBI aparece como cristais brancos ou p6 cristalino amarelo palido, muito pouco soltvel
em agua, soluvel em acido acético glacial e praticamente insolivel em etanol anidro
(BRITISH PHARMACOPOEIA, 2011; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2015).

Estes termos se referem aos dados de solubilidade obtidos nas temperaturas entre 15 e
25 °C. Livremente solavel (Index Merck), significa que 1 grama (g) da substancia é soluvel
entre 1 e 10 mililitros (mL) de solvente, ou, ter solubilidade entre 0,1 e 1 miligrama (mg) por
mL de solvente. Por outro lado, muito pouco sollvel significa que 1 g da substancia ¢ soltvel
entre 1000 e 10000 mL de solvente, isto &, ter a solubilidade entre 0,0001 mg e 0,001 mg por
mL de solvente (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2011; UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2015).
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Assim, estas solubilidades controvérsias descritas para 0 ORBI podem estar associadas
a mudangas do estado solido cristalino, pois em ambas as literaturas estdo reportadas a
existéncia de polimorfismo para este IFA.

Assim, essas diferentes solubilidades reportadas para 0 ORBI podem ter sido geradas
por uma advertida analise de diferentes polimorfos, pois é bem conhecido que diferentes
formas sélidas de um mesmo IFA podem apresentar diferentes propriedades fisico-quimicas
(AGUIAR et al., 1960; LEE; ERDEMIR; MYERSON, 2011). As diferentes interagdes
intermoleculares entre as diversas formas solidas existentes de um IFA podem gerar
diferentes propriedades fisico-quimicas, sendo a solubilidade a mais critica, pois pode afetar a
biodisponibilidade e comprometer a formulagdo de um produto bioequivalente (BYRN;
PFEIFFER; STOWELL, 1999; PUROHIT; VENUGOPALAN, 2009; LEE; ERDEMIR;
MYERSON, 2011).

A Food and Drug Administration (FDA) e a International Conference on
Harmonization (ICH) requerem que se realize uma varredura preliminar e exaustiva para
identificar e caracterizar todos os polimorfos de cada farmaco para evitar esses problemas
(ICH, 1999; FDA, 2007).

Portanto, devido ao fendmeno de polimorfismo ocorrer para o ORBI, é muito
importante ter acesso as estruturas cristalinas de diferentes polimorfos e estudar se existem
diferencas em suas solubilidades e outras propriedades. Estes estudos podem evitar problemas
como toxicidade ou ineficacia terapéutica (BONFILIO et al., 2014; SANTOS et al., 2014a).

O primeiro passo é a identificacdo de diferentes polimorfos. As técnicas de difracdo de
raios X de monocristais e policristais sdo as ferramentas comumente utilizadas para estudar e
caracterizar polimorfos em solidos farmacéuticos porque elas fornecem prova inequivoca da
existéncia de polimorfismo (FDA, 2007). Seguindo a linha de pesquisa do grupo de
Cristalografia da UNIFAL-MG em reportar estruturas cristalinas de IFAs (SANTOS et al.,
2014b; MARTINS et al., 2009a; MARTINS et al., 2009b; MARTINS; DORIGUETTO;
ELLENA, 2010; MARTINS et al., 2010; MARTINS et al., 2011; LEGENDRE et al., 2012;
MARTINS et al., 2012; ELLENA et al., 2012; MARTINS et al., 2013), nos relatamos aqui
pela primeira vez duas estruturas cristalinas de ORBI. A primeira estrutura cristalina
determinada por difracdo de raios X por monocristal mostra que a molécula de ORBI estd em
uma forma zwiteridnica no estado sélido. Uma vez que o cristal € um hemihidrato, esta
estrutura de ORBI foi denominada de ORBI hemihidrato, a qual foi caracterizada por meio de

andlise térmica (TG / DTA), espectroscopia de infravermelho e de difracdo de raios X por


http://pubs.acs.org/action/doSearch?text1=Martins+F+T&field1=Contrib
http://pubs.acs.org/action/doSearch?text1=Doriguetto+A+C&field1=Contrib
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policristais. Uma segunda forma cristalina, a forma anidra de ORBI obtida a partir da forma
hemihidratada por meio de aquecimento, também foi relatada. As transformacdes de fase no
estado solido entre as formas ORBI anidro e hemihidrato, perante a umidade e agquecimento,
foram apresentadas. A solubilidade de equilibrio das formas anidras e hemihidratada de ORBI
foram comparadas apds 48 horas (a 150 rpm e 25 ° C), em uma faixa de pH fisiolégico (~ 1 a

7,5), para avaliar o impacto das diferencas em suas estruturas cristalinas na solubilidade.

2.4.3 Carvedilol

O Carvedilol (x1-(9H-carbazol-4-yloxy)-3-[[2(2 -methoxyphenoxy)ethyl] amino]-2-
propanol), formula quimica C2sH2sN204 (Figura 14) € um IFA bloqueador ndo seletivo dos
receptores B adrenérgicos (B1 e P2), que antagoniza competitivamente as respostas a
catecolaminas, com atividade também no bloqueio do receptor al (KAYE et al., 2001). E
utilizado como anti-hipertensivo e no tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva,
demonstrando uma maior eficiéncia que B-bloqueadores seletivos, tais como o metoprolol, na

sobrevida de pacientes com faléncia cardiaca (BOZKURT et al., 2012).

OH

M
H

Figura 14- Estrutura quimica do anti-hipertensivo carvedilol.
Fonte: Da autora a partir de ACD/ChemSket (Freeware).
Nota: A maioria dos hidrogénios foi omitida da figura para melhor visualizagéo.

A propriedade anti-hipertensiva do carvedilol é acrescida pela vasodilatagdo endotélio-
dependente devido a supressdo de endotelina pelo aumento dos niveis de éxido nitrico (NO)
circulante (AFONSO et al., 2006).
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Esse IFA apresenta um centro quiral possuindo dois estereoisémeros, sendo a
atividade p-adrenérgica ndo seletiva presente no enantibmero S(-), e a atividade a-
bloqueadora presente em ambos os R(+) e S(-) enantibmeros, com igual poténcia. O
medicamento referéncia (COREG®) é comercializado na forma racémica (HILDESHEIM et
al., 2006; SHAH et al., 2011).

Existem vérias formas sélidas conhecidas do carvedilol, inclusive com depoésitos de
estruturas no CSD, sendo trés anidras (Formas I, Il e 11I) uma hidratada, um sal hidratado
(fosfato de carvedilol hemidratado) e um sal solvatado (fosfato de carvedilol isopropanol
solvato). Os principais dados cristalograficos reportados para essas fases sdo apresentados na
Tabela 1.

Trata-se de um IFA da classe Il do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (baixa
solubilidade e alta permeabilidade), em que a taxa de absorcao é limitada pela sua dissolucao
(HAMED et al., 2015). Portanto, a presenca inadvertida de uma forma solida diferente da
preconizada em fungdo dos ensaios farmacocinéticos realizados durante o desenvolvimento
do medicamento, pode resultar em diferencas de solubilidade e velocidade de dissolugéo, o
que provavelmente afetaria sua biodisponibilidade. Assim, esta parte do trabalho de
doutorado teve como objetivo a obtencdo de novas formas sélidas do carvedilol, para futura
avaliacdo de suas propriedades fisico-quimicas a fim de verificar se é possivel melhorar sua

solubilidade.



Tabela 1- Dados cristalogréficos das formas solidas conhecidas para o IFA carvedilol
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Forma sélida Forma 12 Forma 11° Forma I11¢ Hemidrato® Fosfato hidratado Fosfato Fosfato isopropanol
(Racémico)® hidratado (R)f solvato®
Férmula molecular  Ca4H2sN204 C24H26N204 C24H26N204 C24H26N204.0.5H,0 CaaH27N204*,  H204P7,  CaaH27N204*, CaaH27N204*, C3HsgO,
0.5(H20) H204P', 0.5(H20) H,04P-
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico Monoclinico Monoclinico Monoclinico Monoclinico Triclinico
Cédigo CSD GIVJUQ GIlvJuQol - UVOHET X0ZJOMO01 QUPSAW PUJTOE
Grupo espacial P2i/c P2i/c P2:/n P2i/n C2/c Cc2 P1
a= 11,552(1
Parametros de cela a=9,094(1) a=15,541(1) a=11,2908(3) a= 13,550(3) a= 26,662(<1) a= 26,768(<1) b= 16,652(1)
unitaria (a,b,c=A) b=12,754(1) b= 15,205(1) b= 12,2293(3) b= 16,780(3) b=12,221(<1) b=12,243(<1) €=7,864(<1)
(0,B,y=°) c=18,330(2) €c=9,117 (<1)  c¢=14,9933(4) c=19,150(4) c=16,318(<1) c=16,279(<1) a=95,40(1)
B=97,36 B=100,73 B=91,389 p=94,160 p= 107,62 B=108,15 B=94,64(1)
y=71,25(1)
Fator R (%) 3,68 4,03 4,20 5,39 10,39 3,53 51
Volume da cela (A%  2108,486 2116,835 2069,65 4341,516 5067,736 5069,327 1424,057
Z 4 4 4 4 8 8 2

Fonte: 2Chen et al., 1998;  Yathirajan et al., 2007; °Prado et al., 2014, *dados ainda no disponiveis no CSD; ¢ Diaz et al., 2011;  Vogt, et al., 2010; 9Chernyshev;
Kukushkin; Velikodny, 2010.
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30BJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo a obtengdo de novas formas solidas dos IFAs de
baixa solubilidade aquosa: doxiciclina, orbifloxacino e carvedilol, bem como a avaliacdo de
suas propriedades fisico-quimicas. A partir dos resultados obtidos, foram propostas novas
formas sélidas (cristalinas) que apresentem vantagens em relacdo as ja existentes ou propor
técnicas e parametros que devem ser utilizados na identificagdo das formas cristalinas que
apresentam propriedades ndo desejaveis, evitando-se assim, que possam ocorrer problemas

com a biodisponibilidade dos IFAs estudados.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para o farmaco doxiciclina (DOX) os objetivos foram: i) obter material cristalino
monofasico de cinco de suas formas sélidas, a saber, o hiclato de DOX (STEZOWSKI, 1977),
a DOX mohidratada (LEGENDRE et al., 2012), o cloridrato de DOX dihidratado
(HEINEMANN et al., 2013), o nitrato de DOX hemihidratado (MARTELLI-SILVA, 2011) e
0 acetato de DOX dihidratado (MARTELLI-SILVA, 2011) em quantidade suficiente para a
realizacdo dos ensaios propostos; ii) determinar para as cinco formas, suas solubilidades
aquosa, perfis de dissolucdo e outras andlises fisico-quimicas visando compara-las com as
suas estruturas cristalinas. E importante enfatizar que, para a DOX, também era objetivo desse
trabalho, determinar a estrutura do seu sal cloridrato, cuja estrutura era inédita no momento da
concepgdo do projeto. Contudo, a originalidade desse objetivo especifico foi perdida no
decurso desse trabalho de doutorado iniciado em 2012, com a publicagéo dessa estrutura em
2013 por Heinemann e colaboradores (HEINEMANN et al., 2013).

Ja para o farmaco orbifloxacino (ORBI) os objetivos foram: i) determinar a estrutura
cristalina da forma comercial desse IFA, uma vez que nenhuma forma cristalina do mesmo
era conhecida até o presente momento, e de outras formas que pudessem eventualmente ser
cristalinas no decurso desse trabalho; ii) determinar a solubilidade, o perfil de dissolucdo e

estabilidade das formas obtidas e correlaciona-las com as estruturas determinadas; iii)
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verificar se a controversa entre as farmacopeias (Britanica e Americana) e o Index Merck é
decorrente do fenbmeno de polimorfismo para esse IFA.
E por ultimo, com o farmaco carvedilol, buscou-se obter e caracterizar novos sais para,

realizar a comparacdo de suas propriedades com as formas jé descritas na literatura.

4 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos foram elencados de acordo com os farmacos estudados para

melhor entendimento.

4.1 DOXICICLINA

Sugere-se como leitura alternativa e, ou, complementar aos subitens de 4.1, o artigo
publicado, a partir dos resultados aqui apresentados, intitulado Protonation Pattern,
Tautomerism, Conformerism, and Physicochemical Analysis in New Crystal Forms of the
Antibiotic  Doxycycline:  Cryst. Growth  Des. 2014, 14, 3711-3726. DOL:
dx.doi.org/10.1021/cg500877z.

4.1.2 Obtencao dos cristais das diferentes formas solidas da doxiciclina

A matéria-prima hiclato de doxiciclina (DOX.HYC) foi comprada da Fagron (SM
Empreendimentos Farmacéuticos Ltda, S&o Paulo, SP), fabricada por Kunshan Chemical and
Pharmaceutical Co. Ltda, Jiangsu, China, Lote: 1204083#2, validade: 03/2016, teor 99,9%.

O material cristalino de DOX.HYC usado nos estudos comparativos foi o da matéria-
prima da Fagron (como recebido). O material cristalino da DOX mohidratada (DOX.H;0) foi
preparado de acordo com o procedimento segundo Legendre et al. (2012): 5g de DOX.HYC
foram dissolvidos em agua destilada (200 ml) e a solugédo foi neutralizada por adigdo gota a

gota com uma solucdo aquosa de hidroxido de sodio a 1 mol.L™. Para preparar as novas
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formas cristalinas descritas neste estudo, uma quantidade de DOX.H.O foi adicionada, a
temperatura ambiente, até a observacdo de excedente de material sélido ndo dissolvido
(saturacdo), em solucdes aquosas de acido cloridrico ou &cido nitrico, ambos 6 mol.L™. Tal
procedimento levou a imediata precipitacdo dos sais hidratados de DOX com 0s anions nitrato
(DOX. HNO3.0,5H20) e cloreto (DOX.HCI.2H20). Ja para a obtengdo do DOX.HAc.2H20,
uma solucdo saturada de DOX.H»O foi preparada sob agitagdo magnética em uma solucéo de
agua:acido acético glacial (1:1,v/v). Em seguida, a suspensao foi filtrada através de um filtro
de 0,45 um (Millipore) e o filtrado foi deixado em repouso no escuro durante 4 dias.
Monocristais de dimensfes adequadas do DOX.HCI.2H,0 foram selecionados para a
analise de difracdo de raios X por monocristal, realizada no LABCRI-UFMG. Os cristais
remanescentes, incluindo aqueles obtidos para DOX. HNO3.0,5H.0, DOX.HAc.2H-0,
DOX.H20 e DOX.HYC, foram tamisados através de uma malha de aco inoxidavel e a fracao
de tamanho entre 106 um (malha 150) e 75 pm (200 mesh) foi selecionada para os estudos

posteriores de caracterizacdo, solubilidade e estabilidade.

4.1.3 Determinacdo estrutural por difracdo de raios X por monocristal (DRXM)

Um monocristal do DOX.HCI.2H,O adequado para uma medida de DRXM foi
selecionado. A coleta de dados foi realizada a temperatura ambiente em um difratbmetro de
monocristal Gemini A-Ultra equipado com um detector Atlas CCD usando radiacdo
monocromatica (Ka) do (Cu). Foram utilizados os programas Crysalis CCD e Crysalis Red
para coleta de dados, refinamento da cela e reducédo de dados (CRYSALIS, 2006). A estrutura
foi resolvida por métodos diretos usando o software SHELXS-2013 e refinada por minimos
quadrados de matriz completa em F?, usando o software SHELXL-2013 (SHELDRICK,
2008). Todos os atomos ndo-hidrogendides foram refinados com paradmetros térmicos
anisotropicos. Os atomos de hidrogénio de agua foram atribuidos a partir do mapa de
densidade eletrénica residual.

O pacote de softwares WIinGX foi utilizado para o tratamento dos dados
cristalogréficos (FARRUGIA, 1999). Os softwares ORTEP-3 e MERCURY (FARRUGIA,
1997; MACRAE et al., 2008) foram utilizados para a analise e criacdo das representagdes
gréaficas das estruturas cristalogréficas.
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As medidas experimentais para determinar a estrutura das formas DOX.HAc.2H;0 e
DOX.HNO3.0,5H,0 foram semelhantes a descrita acima para a DOX.HCI.2H20 e séo
detalhadas no trabalho de mestrado precursor, desenvolvido por Martelli-Silva (2011).

Os arquivos de informacao cristalograficas (CIF’s) das estruturas reportadas, utilizadas
para identificacdo das formas neste trabalho estdo depositados no “Cambridge
Crystallographic Data Centre” (CCDC) sob os cddigos de depdsito CCDC 974379, 974380 e
974381, para DOX.HAc.2H.0, DOX.HNO3.0,5H20, e DOX.HCI.2H-0, respectivamente.
Copias desses arquivos podem ser recuperadas de forma gratuita no sitio

www.ccdc.cam.ac.uk/getstructures.

4.1.4 Difragao de raios X por policristais (DRXP)

Os dados de DRXP foram coletados a temperatura do ambiente (293 K), utilizando um
difratdbmetro com geometria 6-20 da marca Rigaku, modelo Ultima IV do tipo Ill, no
Laboratdrio de Cristalografia da UNIFAL-MG. A radiagdo CuKo (A = 1,5418 A) foi gerada
em tubo selado energizado a 40 kV e 30 mA. Os dados foram coletados com passo em 26 de
0,02° e tempo de contagem de 1° 20 min™ no intervalo angular de 3 a 35° 20. As amostras
foram finamente trituradas e montadas no porta-amostras do tipo lamina do equipamento. Os
difratogramas de raios X por policristais experimentais foram comparados com os tedricos
obtidos por simulagdo com o software MERCURY a partir dos arquivos CIF finais das cinco
fases cristalinas da DOX estudadas nesse trabalho (MACRAE et al., 2008).

4.1.5 Andlise térmica

Medidas de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foram efetuadas em um
calorimetro DSC (modelo DSC7020, SII Nano Tecnologies, Japdo), utilizando cadinhos de
aluminio herméticos para as amostras e a referéncia, utilizando cerca de 3 mg de material, sob
atmosfera de N, a 50 mL.min? e taxa de aquecimento de 10 °C.min?. Curvas

termogravimétricas (TG) foram obtidas em uma termobalanca (modelo TG / DTA7300, SlI
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Nano Tecnologies, Japdo), nas seguintes condicBes: cadinhos de aluminio aberto, taxa de
aquecimento de 10 °C.min’%, fluxo de nitrogénio & 50 mL.min* e cerca de 4 mg de amostra.
Ambeas as analises foram realizadas no LACFAR-UNIFAL-MG.

4.1.6 Analise na regido do infravermelho com refletancia total atenuada (FTIR-ATR)

Espectros de FTIR-ATR foram obtidos usando um espectrofotdmetro na regido do
infravermelho Afinity-1 por transformada de Fourier (Shimadzu, Téquio, Japao) acoplado a
um acessoério de amostragem com refletancia total atenuada por cristal de ZnSe (Pike ™
Technologies, Madison, EUA). Os espectros foram registados a temperatura ambiente no
intervalo de 4000-600 cm™. Depois de registar um “branco”, as amostras foram colocadas
sobre o cristal. Para cada amostra, 32 varreduras foram gravadas com resolugdo de 4 cm™. As
andlises de FTIR-ATR foram realizadas no laboratério NCQ-UNIFAL-MG.

4.1.7 Solubilidade em equilibrio

Triplicatas de cada uma das cinco formas sélidas de DOX estudadas nesse trabalho
foram adicionadas em excesso em tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL dos
seguintes solventes: agua ultrapura, acido cloridrico 0,01 mol.L™, &cido cloridrico 0,1 mol.L™?,
tampéo acetato 0,050 mol.L™* pH 4,5, tampdo fosfato de potassio 0,054 mol.Lt pH 5,8,
tampéo fosfato de potassio 0,072 mol.L pH 6,8 e tampéo fosfato de potassio 0,088 mol.L™*
pH 7,5. Posteriormente, os tubos foram agitados a 150 rpm a temperatura ambiente (25 + 2
°C), protegido da luz sobre uma mesa shaker modelo Solab® SL 180 DT (S&o Paulo, Brasil).
Apos 48 h de agitagdo, as amostras foram filtradas em filtro de PTFE hidrofilico (13 mm de
diametro, 0,50 pum de porosidade, Advantec® MSF, CA, EUA). As solucdes foram diluidas
em agua quando necessario e os pH's finais das solucBes foram aferidos. Os testes de
solubilidade foram realizados no laboratério NCQ-UNIFAL-MG.

Os materiais sélidos ndo dissolvidos foram levados para um dessecador contendo

silica para secar e deixados por cinco dias. Apds esse periodo os sélidos policrisalinos foram
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analisados por DRXP para verificar se 0 material resultante era 0 mesmo que o de partida

(antes do processo de dissolucao).

4.1.7.1 Quantificacdo de DOX nos ensaios de solubilidade e perfil de dissolucdo

A quantificacdo de DOX em cada solvente foi realizada em um espectrofotometro
UV-VIS, modelo 1800, da marca Shimadzu® (Kyoto, Japdo) com o software Shimadzu
UVProbe 3.9. Apds uma varredura espectral de solucdes das formas em agua (concentracao
de 10 pg.mL?) na faixa de 200 a 400 nm, os comprimentos de onda escolhidos para
quantificagdo foram 268 nm para a DOX.H.O e 274 nm para as demais formas (Figura 15).

0.7

—— DOXHCI.2H O
—— DOXHNO_.0,5H.0
—— DOX.HAc.2H O

—— DOXHYC
—— DOXH_0

05 o

05 4
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0.0

T T T T
210 280 350

Comprimento de onda (hm)

Figura 15- Varredura espectral na faixa de 200 nm a 400 nm das formas sélidas de DOX em agua.
Fonte: Traduzido de SANTOS et al., 2014b.

As curvas de calibracdo foram preparadas a partir de uma solugédo estoque de cada
forma de DOX em agua destilada a seis niveis de concentragdo em cinco repeti¢oes (7, 10, 15,
20, 25 e 30 pg.mL?). A DOX.H.0 foi previamente solubilizada em HCI 0,1 mol.L™, seguida
por diluicdo em &gua destilada.
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4.1.8 Estudos de estabilidade das formas so6lidas de DOX

Estudos de estabilidade foram realizados para comparar a estabilidade de formas DOX

de acordo com o guia da Conferéncia Internacional de Harmonizacéo (ICH, 2003).

4.1.8.1 Quantificacdo de DOX nos ensaios de estabilidade

A metodologia utilizada na quantificacdo de todas as amostras submetidas a
degradacdo foi um método indicador de estabilidade descrito por Skulason, Ingdlfsson e
Kristmundsdottir (SKULASON; INGOLFSSON; KRISTMUNDSDOTTIR, 2003). As
separagdes cromatograficas foram realizadas utilizando um cromatédgrafo a liquido de alta
eficiéncia, Shimadzu, modelo LC-10A (Kyoto, Japdo). As condi¢bes cromatogréaficas
utilizadas foram: coluna Shim-pack CLC-ODS (250 mm x 4,6 mm d.i, 5,0 um) da marca
Shimadzu (Kyoto, Japdo), fase movel: dgua: acetonitrila: acido perclorico (74:26: 0,25 v/viv)
com pH da fase aquosa (agua: acido percldrico) ajustado para 2,5 com NaOH 5 mol. L*,
temperatura de 25°C, vazdo de 1 mL.min! e detecgdo por UV a 350 nm. Vinte microlitros da
amostra foram injetados no cromatografo a liquido.

As curvas de calibracdo foram preparadas a partir de uma solucdo de estoque de cada
forma de DOX em fase mével a cinco niveis de concentracdo em triplicata (10, 20, 30, 40 e
50 ug.mL™1). As areas do pico de concentracdo versus dados foram analisadas por regresso
linear dos minimos quadrados. A equacdo de regressao foi usada para quantificagdo de DOX
forma nos estudos de degradacédo forgada.

As analises cromatogréaficas foram realizadas no laboratorio NCQ-UNIFAL-MG.

4.1.8.2 Estudos de oxidacgdo, degradacéo acida, basica e neutra da DOX nas formas solidas
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Todas as formas de DOX foram preparadas a uma concentragio de 400,0 ug.mL™* em
cada um dos seguintes meios de estresse: peroxido de hidrogénio 1%, HCI 0,01 mol.L?,
NaOH 0,01 mol.L™? e 4gua mantidos a 60 °C em estufa durante 12 horas. Os brancos das
solugdes foram feitos de forma semelhante. Estas solugdes foram neutralizadas e diluidas com
a fase movel para obter uma solugdo com uma concentracio de 40 pg.mL™, que foram
filtradas através de um filtro de membrana de PTFE de 0,45 um (Millipore, Bedford, EUA)

antes da inje¢do no cromatografo a liquido (ver se¢do 4.1.8.1).

4.1.8.3 Fotoestabilidade das formas solidas da DOX

Para os estudos de fotoestabilidade, 100 mg de cada uma das formas de DOX foram
expostas a luz ultravioleta durante sete dias para avaliar os efeitos da irradiacdo da luz sobre a
estabilidade das formas. Apds o teste, 10 mg de cada forma foram pesados e transferidos para
um baldo volumetrico de 25 mL. Cerca de 20 mL da fase movel foram adicionados e
sonicados durante 5 minutos. O volume foi completado com a fase movel e uma diluicdo
adicional de 1 mL foi realizada a 10 mL baldo volumétrico, obtendo-se uma concentracédo
final de 40 pg mL™. As solucdes obtidas foram filtradas através de um filtro de membrana de
PTFE de 0,45 pum (Millipore, Bedford, EUA) e injetadas no cromatdgrafo a liquido. Analises

por DRXP das amostras foram realizadas antes e ap0s a exposicao a luz UV.

4.1.9 Formulacéo das capsulas de DOX

Lotes de 30 capsulas de cada forma de DOX foram preparados como se segue: 100 mg
de cada forma de DOX foram adicionados a 50 mg de ingredientes inativos (tambem
chamados excipientes). Estas substancias foram misturadas por agitacdo vigorosa e os lotes
foram obtidos enchendo-se manualmente capsulas duras de gelatina de tamanho 4, com a
mistura (IFA + excipientes). A mistura de excipientes foi obtida com o0s seguintes
ingredientes inativos: estearato de magnésio (0,8%), didxido de silicio coloidal (0,2%), amido

glicolato de sodio (4,0%), celulose microcristalina (95,0%). Esta formulagdo contém os
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mesmos excipientes encontrados nas capsulas comerciais de DOX.H.O da Industria
Farmacéutica Ranbaxy®. Entretanto, a proporcdo dos excipientes foi calculada de acordo com
a propor¢do meédia utilizada para cada componente na producdo formas farmacéuticas solidas
(AULTON, 2005).

Os excipientes foram cedidos pelo laboratério de Tecnologia Farmacéutica da
UNIFAL-MG e as capsulas foram manipuladas individualmente no laboratério NCQ-
UNIFAL-MG.

4.1.10 Perfis de dissolucéo

Seis capsulas de cada forma de DOX e uma contendo apenas 0s ingredientes inativos
(como branco) foram avaliados em um dissolutor Electrolab®, modelo TDT-08 L, multi banho
(n = 8) (Mumbai, Maharashtra, India). As capsulas foram colocadas em “sinkers” (mola de
aco inoxidavel) para evitar a flutuacdo da cépsula. As condi¢fes experimentais do ensaio
foram: 1000 mL de tampé&o de fosfato pH 6,8, na concentracdo de 0,072 mol.L, como meio
de dissolucdo, pads como aparato a uma velocidade de agitacdo de 100 rpm, a temperatura
controlada de 37,0 + 0,5 °C. Os ensaios foram realizados de acordo com a monografia
descrita na Farmacopeia dos Estados Unidos (USP 38, 2015) para capsulas de hiclato de
doxiciclina, mas com a substituicdo do meio de dissolucdo de &gua por tampdo de fosfato
0,072 mol. L* pH 6,8 para simular o pH da agua e evitar alteragdes de pH durante o
procedimento.

Foram coletados cinco mililitros apos 3, 6, 9, 15, 20 e 30 min, seguido por reposi¢do
imediata do meio. As aliquotas de amostras foram diluidas com agua quando necessario e
analisadas pelo método de UV (o mesmo utilizado para o ensaio de solubilidade, ver secéo
2.2.6). Apos isso, comparacdes entre os perfis de dissolugdo foram realizados, determinadas
por um fator de similaridade (F2) (Equacéo 1, ver item 2.3.2) (FDA, 1997).
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4.2 ORBIFLOXACINO

ORBI padréo (pureza 99,9%) foi adquirido da Sigma-Aldrich (Seelze, Germany) e a
matéria-prima de ORBI (pureza 99,8%) dos Laboratérios LKT, Inc. (Minnessota, EUA).
Hidroxido de sodio e &cido cloridrico p.a foram adquiridos da Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil)
e fosfato de potassio monobaésico, &cido acético glacial, fosfato de sodio e acetato de sodio da
Proquimios® (So Paulo, Brasil). Metanol grau HPLC/espectroscopia foi comprado da J. T.
Baker® (Xalostoc, México). Agua ultrapura foi obtida por osmose reversa e filtracdo através
de um sistema de agua Direct-QTM (Millipore®, Bedford, USA).

Comprimidos de ORBI, ORBAX ® (Schering-Plougyh Animal Health Ind. Com.
Ltda., Sdo Paulo, Brasil) com dosagem declarada de 22,7 mg de IFA foram adquiridos em
farmécia local.

Os excipientes utilizados na analise por DRXP com a finalidade de facilitar a
identificagdo do ORBI nos comprimidos ORBAX foram: lactose monohidratada (91%),
povidona (1,5%), amido glicolato de sodio (6,0%), estearato de magnésio (1,0%), diéxido de
silicio (0,5%), os quais foram adquiridos de farmacias de manipulagédo locais. A massa total
dos excipientes na formulacdo foi obtida através da determinacdo de peso dos comprimidos
de ORBAX 22,7 mg e a quantidade de cada excipiente, exceto a lactose, foi determinada de
acordo com a proporcdo média utilizada de cada componente na producdo de comprimidos
(AULTON, 2005). Ja a proporcao da lactose monohidratada, que tem funcao diluente/material
de enchimento, foi calculada somando-se a proporcdo dos outros componentes e subtraindo

essa quantidade de 100%.

4.2.1 Obtencéo das amostras

Cristais de ORBI hemidratado foram obtidos com a técnica de lenta evaporacdo de
solventes pesando-se cerca de 10 mg de ORBI e dissolvendo-o em cerca de 50 mL de uma
solucéo de etanol: cloroformio (1:1, v/v). Apds cinco dias em temperatura ambiente (25°C),
protegido da luz, monocristais brancos foram formados. Estes foram separados da solugédo e

levados para anélise por DRXM.
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4.2.2 Determinacdo estrutural por difracdo de raios X por monocristal (DRXM)

A medida de DRXM foi realizada a baixa temperatura (150K) em um difratbmetro
modelo Gemini A - Ultra equipado com um detector Atlas CCD que utiliza feixes de raios X
monocromaticos (Ko do cobre (Cu) ou molibdénio (Mo)). Os programas utilizados para
coleta de dados, refinamento de célula, reducdo dos dados e correcdo de absorcdo pelo
método multi-scan foram o CrysAlis CCD e CrysAlis RED (CrysAlis Pro, 2006). A estrutura
foi resolvida por métodos diretos e refinada pelo método de minimos quadrados de matriz
completa em F? utilizando o software SHELXL-2013 (SHELDRICK, 2008). Todos os 4tomos
ndo hidrogenoides foram encontrados a partir de um mapa de densidade eletrdnica construido
por sintese de Fourier e refinados com pardmetros térmicos anisotrépicos. Os atomos de
hidrogénio ligados a atomos de carbono foram posicionados estereoquimicamente utilizando
o software SHELXL-2013 (SHELDRICK, 2008), seguindo um modelo rigido com
comprimentos de ligagio C-H fixos de 0,93; 0,96; 0,97 e 0,98 A para 0s grupos aromaticos,
metilas, metilénicos e metinicos. Os 4&tomos de hidrogénio da molécula de agua e da amina
secundaria foram livremente refinados apods atribuicdo a partir de mapas de diferenca de
Fourier. Os parametros térmicos isotropicos de todos os hidrogénios foram restringidos ao
deslocamento térmico isotropico equivalente dos atomos a que estéo ligados [( Uiso(H) =1,2
Ueq (N-amina, C-aromaético, C-metilénico e C-metinico) ou 1,5 Ueq (O-agua e C-metila)]. A
caracteristica zwiteridnica do ORBI no estado solido foi inequivocamente determinada a
partir de mapas de densidade eletrénica construidos por sintese de Fourier. O software WingX
foi utilizado para tratar os dados cristalograficos e gerar as tabelas cristalograficas
(FARRUGIA, 1999). Os programas MERCURY e ORTEP-3 foram utilizados para anélise
cristalogréafica e criagdo das figuras e representacdes graficas (MACRAE et al., 2008;
FARRUGIA, 1997). Os dados cristalograficos da andlise estrutural do ORBI foram
depositados no Centro de Dados Cristalograficos da Cambridge (CCDC) com o numero de
depdsito CCDC 1447435 (ALLEN, 2002). O dado pode ser obtido sem qualquer 6nus no

CCDC via www.ccdc.cam.ac.uk/getstructures.
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4.2.3 Experimento de difracéo de raios X por policristais (DRXP)

Os dados de difracdo de raios X por policristais foram coletados seguindo 0 mesmo
procedimento descrito no item 4.1.4. Os difratogramas experimentais foram comparados com
o teorico calculado com o programa MERCURY® introduzindo o arquivo CIF final (CCDC
1447435) obtido do refinamento dos dados de difracdo de raios X por monocristal do cristal

de ORBI preparado neste trabalho.

4.2.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com refletancia
total atenuada (FTIR-ATR)

Espectros de FTIR-ATR foram coletados conforme descrito no item 4.1.6.

4.2.5 Analise térmica

A analise térmica realizada foi a termogravimetria (TG) e a analise térmica diferencial
(DTA). As curvas TG foram obtidas através do modulo de andlise térmica simultaneo, SDT
Q600, fabricado pela TA Instruments®. As condiges experimentais foram: cadinho de
aluminio aberto, uma taxa de aquecimento de 10°C.min, fluxo de nitrogénio: 100 mL.min™*

na faixa de temperatura de 30-300°C, utilizando cerca de 8 mg de amostra.

4.2.6 Estudo de interconversao entre as formas anidra e hemidratada de ORBI

Aproximadamente 50 mg de ORBI hemidratado (ORBI padrédo sigma) foram divididos
em dois lotes: um deles foi aquecido a 105 °C e o outro lote a 200 °C, ambos por 10 horas

para converté-los em ORBI anidro. Apos esse periodo, as amostras foram colocadas em um
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dessecador contendo silica até alcancar a temperatura ambiente. A completa perda de agua
das amostras foi confirmada por medidas termogravimétricas (TG), a qual ndo apresentou
nenhuma perda de massa na faixa de temperatura observada para a forma hemidratada de
ORBI.

Para verificar a estabilidade da forma anidra perante a umidade, outros 50 mg de
ORBI (Sigma standard) previamente aquecido a 200 °C por 10 horas, foram colocados em
uma camara climatica & 40 °C e 75% de umidade relativa por 1 hora e analisadas
imediatamente por DRXP e TG.

4.2.7 Quantificagédo de ORBI

A quantificacdo do ORBI no ensaio de solubilidade comparativo entre as formas
hemidratada e anidra foi realizada por um método indicador de estabilidade por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia descrito por Casedey e colaboradores em 2011
(CASEDEY et al., 2011). A separacdo cromatografica foi obtida usando um Cromatografo a
liquido Shimadzu®, modelo Prominence (Kyoto, Japan) com degasseificador DGU-20A 3R,
autoamostrador SIL-20AC HT, forno para coluna CTO-20A, bombas LC-20AD, detector de
arranjo de diodos SPD-M20A. Foram utilizados os seguintes parametros cromatogréaficos:
Coluna: Shim-pack CLC-ODS Shimadzu® (Kyoto, Japan) (dimensdes 250mm x 4.6mm d.i, e
tamanho de particula de 5.0 um), a uma temperatura de 25°C como fase estacionaria. Como
fase movel foi utilizada uma solucdo de acido acético 5% (v/v): metanol (80:20 v/v) a uma
vazdo de 0,7 mL.min. A deteccéo por UV foi obtida no comprimento de onda de 290 nm e o

volume de injecdo de amostra no sistema cromatogréafico foi de vinte microlitros.

4.2.7.1 Curva de calibragdo

Uma curva de calibracdo foi preparada utilizando uma solucdo estoque do padréo

Sigma (previamente dessecado por 4 horas a 105°C em estufa) em fase mével a 5 niveis de
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concentragio em triplicata (5, 10, 15, 20 e 30 pg.mL™?). Os resultados obtidos foram

analisados por regresséo linear da area do pico versus concentracao.

4.2.8 Estudos de solubilidade de ORBI

O teste de solubilidade foi determinado pelo método classico de saturagdo “‘shake-
flask” (BAKA; COMER; TAKACS-NOVAK, 2008; BRASIL, 2013). ORBI hemidratado e
anidro (obtido por aguecimento do hemidratado) foram adicionados em excesso em tubos tipo
eppendorff de 1,5 mL contendo 1 mL dos seguintes meios: agua ultrapura, &cido cloridrico
0,01 mol.L, &cido cloridrico 0,1 mol.L, tamp&o acetato 0,05 mol.L? pH 4,5, tamp&o fosfato
de potassio 0,0536 mol.L? pH 5,8, tampédo fosfato de potassio 0,0724 mol.L! pH 6,8 e
tampdo fosfato de potassio 0,0884 mol.L' pH 7,5. As amostras em cada meio foram
preparadas em triplicata.  Subsequentemente, os tubos foram agitados a 150 rpm a
temperatura ambiente (25°C), protegidos da luz em uma mesa agitadora SOLAB modelo SL
180 DT (Piracicaba-SP, Brasil). Apos 48 horas de agitacdo as amostras foram filtradas em
filtros de PTFE modificados (13mm diametro, 0,50 um de porosidade da marca Advantec®
MSF, Dublin, CA, USA) e diluidas em fase movel nas diluicdes necessarias. A concentracdo
de ORBI em cada solvente foi determinada pelo método cromatografico (descrito no item
4.2.8). O solido remanescente do ensaio foi levado para um dessecador contendo silica por 5
dias para secagem e posteriormente analisado por DRXP para verificar se o material

resultante era 0 mesmo do material inicial.

4.3 CARVEDILOL

O IFA carvedilol, identificado como forma I, foi adquirido da empresa FAGRON
(SM Empreendimentos Farmacéuticos, Sdo Paulo, Brasil) de origem Shodhana Laboratories
(india).
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4.3.1 Obtencéo de novas formas de carvedilol

Quantidades equimolares (1:1) de mistura binéria carvedilol: cocristalizante
(cocristalizantes: acido 4 aminobenzoico, nicotinamida, acido citrico, &cido maleico, &cido
fumarico, acido glutarico, sacarina sodica) foram dissolvidos até saturacdo com corpo de
fundo em 50 mL de acetona ou isopropanol puros ou mistura de metanol: dgua (50:50 v/v) e
acetonitrila: metanol: agua (35:35:30 v/v/v) em triplicata. As solucGes foram filtradas e
deixadas em repouso por até trés meses: na geladeira (temperatura de 5 a 8°C); temperatura
ambiente (22°C) e estufa a 60°C.
Tentativas de obtencdo de novos polimorfos de carvedilol através da saturacdo em
solventes como metiletilcetona, acetona, cloroférmio e isopropanol e mantidos em repouso
pelo processo de lenta evaporagdo dos solventes também foram realizadas.
Os é&cidos utilizados na busca por formas multicomponente foram: acido cloridrico,
acido sulfarico, acido nitrico, acido fosférico, acido citrico e acido maléico. Devido a baixa
solubilidade do IFA em solugdes aquosas, primeiramente foi necessaria sua solubilizacdo em
acetona, exceto para a recristalizacdo conduzida em &cido cloridrico.
A seguir sdo descritos a metodologia de obtencéo dos sais de carvedilol:
a) Cloreto de carvedilol: Cerca de 5 gramas de carvedilol foi adicionado em 400 mL
de 4cido cloridrico 0,1 mol.L™? e levada ao banho de ultrassom por 15 minutos. A
solucdo foi filtrada a vacuo em membrana de PTFE modificada para solventes
hidrofilicos (0,45um) (Adaptado de HILDESHEIM et al., 2006);
b)Fosfato de carvedilol: Foi dissolvido cerca de 2,5 gramas de carvedilol em 45 mL
de acetona sob agitacdo magnética. Adicionou-se 0,5 mL de &cido fosférico p.a
(85%) lentamente na solugéo, a qual foi mantida sob agitagdo por 1 hora. A solugédo
foi filtrada deixando-se o filtrado em repouso por cerca de 5 dias. Apds esse
periodo, os cristais obtidos foram filtrados e analisados (Adaptado de BROOK,
CHENG, SPOORS, 2007);

c¢) Sulfato de carvedilol: 1,025 gramas de carvedilol foram dissolvidos em 3,8 mL de
acetona e 0,6 mL de &gua. Uma solucgdo turva foi incialmente obtida, transformou-se
em limpida sob agitagéo e aquecimento a aproximadamente 35°C. Cerca de 2,5 mL
de &cido sulfarico 0,5 mol.L'? foi lentamente adicionado, gota a gota,

a solugdo, a qual foi posteriormente mantida em agitacdo por 12 horas. O
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precipitado de coloracdo branca foi filtrado e analisado (Adaptado de BROOK et al.,
2005).

4.3.2 Experimento de Difracdo de raios X por policristais (DRXP)

Os dados de difracdo de raios X por policristais foram coletados seguindo 0 mesmo
procedimento descrito em 4.1.4. Os difratogramas experimentais foram comparados com 0s
tedricos calculados com o programa MERCURY® introduzindo os arquivos CIF (do inglés:

Crystallographic Information Framework) das estruturas conhecidas do carvedilol obtidas no
CSD.

4.3.4 Analise térmica

Curvas termogravimétricas (TG) foram obtidas em uma termobalanca (modelo TG /
DTA7300, SII Nano Tecnologies, Japdo), nas seguintes condi¢fes: cadinhos de aluminio
aberto, taxa de aquecimento de 10 °C.mint, fluxo de nitrogénio a 50 mL.min e cerca de 4

mg de amostra.

4.3.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com refletancia
total atenuada (FTIR-ATR)

Espectros de FTIR-ATR foram coletados conforme item 4.1.6.



69

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdes serdo discutidos do acordo com o farmaco estudado.

5.1 DOXICICLINA

Enfatiza-se que essa parte desta tese de doutorado deu continuidade ao trabalho de
mestrado desenvolvido por Douglas Martelli e Silva, entre 2009-2011, no Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da UNIFAL-MG. No trabalho precursor, o0s
monocristais de DOX.HNO3z0,5H.0O e DOX. HAc.2H>O foram obtidos e suas estruturas
determinadas.

A novidade cientifica deste trabalho refere-se a obtencdo dos materiais policristalinos
puros dos compostos inéditos (DOX.HNOs0,5H20 e DOX.HAc.2H20) e conhecidos
(DOX.HYC, DOX.H20 e DOX.HCI.2H20) e anélise estrutural comparativa. Somando-se a
isto, foram realizadas caracterizacdes por DRXP, FTIR-ATR e analise térmica e estudo fisico-
quimico envolvendo a solubilidade, estabilidade e perfil de dissolucdo das cinco formas
supracitadas, propriedades que foram explicadas considerando suas estruturas cristalinas.

5.1.1 Determinacdo estrutural por DRXM, padrédo de protonacdo, tautomerismo e
conformerismo das formas cristalinas da DOX

Como descrito nos objetivos dessa tese, fazia parte dos resultados inéditos esperados, a
obtencdo de monocristais para a determinacdo da estrutura da forma DOX.HCI.2HO.
Contudo, essa estrutura foi publicada em 2013 por Heinemann et al. (2013) no decurso desse
trabalho de doutorado iniciado em 2012. Destaca-se também que as estruturas da
DOX.HNO30,5H20 e DOX. HAc.2H>0 ja tinham sido discutidas na dissertacdo de mestrado
desenvolvida por Douglas Martelli e Silva.  Por esse motivo, ndo se discutiu
pormenorizadamente nessa tese, as estruturas do DOX.HCI.2H>0, DOX.HNO30,5H.0 e
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DOX. HAc.2H20. Contudo, é perceptivel em dos artigos oriundo dessa tese, publicado em
Cryst. Growth Des. 2014, 14, 3711-3726, que as estruturas dessas trés formas sao discutidas
em detalhes. A forma DOX.HCI.2H,O foi mantida pois seus dados e a resolucdo de sua
estrutura ja haviam sido obtidos quando se tomou conhecimento de sua publicacdo. Decidiu-
se entdo manté-la na discussdo do artigo por motivos de comparagdo com as estruturas das
formas DOX.HNO30,5H20 e DOX. HAc.2H20. Alem disso, as discussdes das estruturas
dessas duas Ultimas formas constam na discussdo do artigo, pois durante sua elaboragdo
decidiu-se pela juncdo dos resultados obtidos na dissertagdo desenvolvida por Douglas
Martelli e Silva, com os resultados obtidos nessa tese de doutorado. Tento em vista 0 exposto
acima, esse subitem dessa tese, consta de forma bastante sucinta, sendo feita de maneira
detalhada no artigo publicado. As trés formas cristalinas reportadas foram resolvidas em
grupos espaciais ndo-centrossimétricos (Tabela 2). O uso da radiagdo CuKa permitiu a
determinacdo da configuracdo absoluta das formas DOX.HCI.2H,O e DOX.HNO3.0,5H,0
por meio do refinamento do parametro de Flack (CIANCI et al., 2005). A configuracédo
absoluta encontrada para molécula de DOX nas formas DOX.HCIL2HO e
DOX.HNO3.0,5H,0 confirma aquela conhecida a partir da rota sintética da molécula e foi
adotada para a DOX.HAc.2H:0.
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Tabela 2- Dados cristalograficos e parametros de determinacdo de estrutura das formas cristalinas de DOX .

Formas solidas |  DOX-HCI-2H,0 DOX-HAc2H,0 | DOX-HNO30.5H,0
Férmula Empl'rica C22H29CIN2010 C24H32N2012 C44H52N6023
Massa molecular (g'mol™?) 516,92 540,52 516,46
Temperatura (K) 293(2) 293(2) 293(2)
Comprimento de onda (A) 1,54180 0,71073 1,54180
Tamanho do cristal (mm®) 0,25 x 0,20 x 0,10 0,25x0,15x 0,12 0,30 x 0,19 x 0,15
Sistema cristalino Ortorrombico Ortorrébmbico Triclinico
Grupo de espaco P21212; P2:212; P1
a (A 11,0979(1) 6,4753(2) 8,0679(2)

b (A) 12,7557(1) 9,0970(4) 8,9156(3)

c(A) 16,8829(2) 42,8077(16) 16,6791(5)

a (°) 90 90 77,872(2)

B(°) 90 90 87,581(2)

v (®) 90 90 74,133(3)

Volume da cela (A% 2389,97(4) 2521,62(17) 1128,11(6)

Z 4 4 1

Densidade Calc.(g-cm™) 1,437 1,424 1,520

Coeficiente de absor¢do 1,945 0,115 1,065

(mm™)

F (000) 1088 1144 542

Faixa 0 (°) 4,34-62,49 2,86-29,49 2,71-66,37

Variagdo dos indices de -12<h<12 -7<h<8 -8<h<9

Miller -14<k<14 -12<k<10 -10<k<10
-19<1<19 -57<1<55 -19<1<19

Reflexdes coletadas 34212 24360 21480

Reflexbes independentes/ 3799/0,0331 6303 /0,0479 7575/0,0283

Rint

Completeza Hmax (%) 88,0 99,8 95,9

Qualidade do ajuste em F> 1,051 0,943 1,026

Data/restrigdes/parametros 3786 /1 /319 6303 /0 /356 7575 /31662

R1/wR2 para I > 20(I) 0,0282 /00,0699 0,0432 /10,0928 0,0332/0,0838

R1 / wR2 para todos os 0,0314/0,0722 0,0715/0, 0989 0,0369/ 0,0866

dados

Parametro de Flack -0,002(5) - 0,03(6)

Maior diferenca entre pico 0,137 /-0,183 0,194 /-0,192 0,442 / -0,297

e vale (e-A%)

Fonte: Traduzido de SANTOS et al., 2014b.

Quanto ao padrdo de protonagdo, ao contrario das formas DOX.HCI.2H0,

DOX.HNO3.0,5H20 e DOX.HYC, nas quais a molécula de DOX apresenta-se como espécie

zwitteribnica e catidnica (dois grupos protonado e um desprotonado), as formas

DOX.HAC.2H,0 e DOX.H20 apresentam-se como uma espécie zwitteridnica neutra (um

grupo protonado e um desprotonado) (Figura 16). Ou seja, no caso das formas
DOX.HAC.2H,0 e DOX.H-0, carbonila do grupo acetamida da molécula de DOX ndo esta

protonada como nas demais formas. Consequentemente, no caso do DOX.HAC.2H:0, o
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hidrogénio permanece ligado ao &cido acético no cristal. Os diferentes padrdes de protonacéo
sdo representados na Figura 16 pelos circulos sobre a carbonila do grupo acetamida.

Observam-se ainda dois tipos de tautdbmeros ceto-enolato para as formas estudadas. O
tautomero (T1) tem a hidroxila desprotonada do anel ciclo-hexénico em posi¢cdo sin a
dimetilamina protonada (ambas do lado direito da Figura 16). No tautbmero (T2) esses
mesmos grupos estdo disposto na posicdo anti (hidroxila desprotonada a esquerda e
dimetilamina protonada a direita). Os dois tautdmero tém também diferentes posicGes da
dupla ligacéo do anel ciclo-hexénico. Os dois tautdmeros séo diferenciados por retangulos de
diferentes cores na Figura 16, mostrando que 0 DOX.HCI.2H,0 e o DOX.HAC.2H,0 adotam
0 tautdmero (T1) e o DOX.H>O adota o tautdmero (T2). J& o DOX.HNO3.0,5H.0 e o
DOX.HYC, que possuem duas moléculas de DOX independentes por simetria na unidade
assimétrica da estrutura, ttm cada uma dessas moléculas adotando um dos tautdmeros
supracitados.

Finalmente, sdo observados dois conférmeros distintos para as formas estudadas da
DOX, as quais sé@o representadas na Figura 16 por setas curvas de diferentes cores sobre o
grupamento acetamida dos esquemas quimicos. Um dos conférmeros (C1) tem a amina do
grupo acetamida em posi¢do anti em relacdo a dimetilamina protonada (amina a esquerda e
dimetilamina protonada a direita). No outro conférmero (C2) esses mesmos grupos estdo
disposto na posicdo sin (ambas do lado direito da Figura 16). Observa-se que o
DOX.HCI.2H,O e o DOX.H.O adotam a conformacdo (Cl) e o DOX.HAC.2H.O a
conformacdo (C2). E importante destacar que as formas que possuem duas moléculas de DOX
na unidade assimétrica, DOX.HNO3.0,5H.0 e DOX.HYC, mostram os dois conférmeros em

suas estruturas (C1 e C2), um para cada molécula da unidade assimétrica.
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Figura 16- Diagrama quimico da por¢do ceto-endlica ligada a amida para as formas de DOX

conhecidas e as reportadas neste estudo.
Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2014b.

Em resumo, para as cinco formas estudadas, observam-se quatro combinacbes de
padrdo de protonacdo, tautomerismo e conformerismo: 1) cation+T1+C1 (DOX.HCI.2H-0,
Tl do DOX.HNOz.05H0 e T1 do DOX.HYC); 2) cation+T2+C2 (T2 do
DOX.HNO3.0,5H0 e T2 do DOX.HYC); 3) neutra+T1+C2 (DOX.HAC.2H20); 4)
neutra+T2+C1 (DOX.H20).

Além das possibilidades observadas para a DOX no estado sélido, o equilibrio de
protonagédo-desprotonagdo da DOX na faixa de pH em que foram recristalizadas possibilita a

existéncia de duas espécies em solucdo, uma em pH acido e outra em pH neutro (Esquema 1).

+

DoOxH* =|H==- DD
phka L Esquema 1

Catidnica Dwitteridnica

neutra

O pKa para a protonacdo da DOX (DOX* + H* — DOXH?) é de 3,09 (u =1 e 25°C)
(BORGADUS; BLACKWOOD, 1979). Como mostrado acima, as formas protonada e
desprotonada da DOX, também podem ocorrer no estado solido cristalino.

De acordo com a regra do pKa, a formacdo de sal é esperada para as formas
DOX.HCI.2H,0, DOX.HNO3.0,5H20 ¢ DOX.HYC pois seus respectivos ApKa (pKa da base
protonada — pKa do acido) sdo maiores que 4 (ApKa pox Hci2H20 = ApKa pox.Hyc = pKapox -
pKancr = 3.09 - (-7) = 10,09; ApKa pox.HN03.05H20 = PKa'pox - pKannos = 3.09 - (-1,34) =
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4,43). Essas trés formas estdo na Zona 3 de ApKa, na qual sdo quase exclusivamente
observadas estruturas cristalinas contendo pares ionizado A'B* (CRUZ-CABEZA, 2012).

Por outro lado, no DOX.HAC.2H-0, o ApKa (pKa' pox - pKanac = 3,09-4,76 = -1,67)
estd na zona 1 de ApKa (ApKa <-1), onde as estruturas cristalinas contendo pares AB nao
ionizados sdo esperadas (CRUZ-CABEZA, 2012). Isso, portanto explica o fato de nédo ter
havido a transferéncia do &tomo de hidrogénio do acido acético para a DOX, que se manteve

neutra (zwitteriénica) como a DOX.H.0.

5.1.2 Analise de difracdo de raios X por policristais

Os padrbes de DRXP obtidos experimentalmente e os simulados a partir dos dados da
determinacdo da estrutura cristalina por monocristal apresentaram excelente concordéncia
indicando que o material policristalino obtido para as formas sélidas do DOX-HAc¢-2H>0,
DOX-HNO3z:0.5H,0 e DOX-HCI-2H20 sé&o monofésicos (puros do ponto de vista cristalino) e
correspondentes as suas respectivas estruturas determinadas. As diferencas das intensidades
relativas dos picos sao atribuidas a fendbmeno de orientacdo preferencial, como, por exemplo,
em 22,7 ° (hkl =2 1 1) em 20 para DOX.HNO3.0,5H20 ¢ 19,7 © (hkl = 1 1 5) em 26 para
DOX.HAc.2H20 (Figura 17).
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DOX.HAc.2H,O Exp.
I DOX.HAc.2H,0 Calc.
DOX.HNO,.0.5H,0 Exp.
DOX.M0O,05H,0 Calc.
.

I | DOX CI2H,0 Exp.

P S
DOX.CL2H,0 Cale.

5 10 15 20 25 30 35
Graus 26 (CuK o)

Intensidade normalizada (u.a)

Figura 17- Difratogramas de raios X por policristais experimentais e calculados para DOX-HAc-2H0,
DOX-HNO3-0.5H,0 e DOX-HCI-2H-0.
Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2014b.

5.1.3 Anélise térmica

As curvas de TG e DSC das formas cristalinas de DOX estudados neste trabalho sdo

mostradas na Figura 18.
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Figura 18- Curvas de TG (a) e de DSC (b) para DOX.HYC, DOX.H,0, DOX-HAc-2H;0,
DOX-HNO3-0.5H,0 e DOX-HCI-2H>0.
Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2014b.

Embora varios fornecedores reportem que o0 DOX.HYC possui ponto de fusdo, sua
curva TG evidencia uma perda de massa a partir das 123 °C (pico de DSC a 170 °C),
indicando sua decomposicao térmica (o que corrobora a Merck Index) mesmo sob atmosfera
inerte. Outros experimentos foram realizados utilizando taxas de aquecimento mais baixas a
fim de tentar estabelecer uma linha de base entre a primeira e segunda perda de massa, mas o
perfil da curva se manteve.

Assim, nenhum intermediario termicamente estavel pdde ser isolado/identificado
oriundo de reacGes de decomposicdo simultanea e/ou sequencial do DOX.HYC. De acordo
com as perdas de massa, essas reaces ndo sdo estritamente relacionadas com a liberacdo de
moléculas de solvente ou é&cido cloridrico. Este € um dado importante, uma vez que
demonstra que as moléculas de agua e de etanol do DOX.HYC conferem estabilidade a sua
rede cristalina. Quando as moléculas de solvente sdo finalmente liberadas, a temperatura

atingida j& é suficientemente elevada para provocar a decomposic¢do da molécula de DOX.
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Em relagdo a DOX.H-0, a primeira perda de massa observado na curva TG refere-se a
desidratacdo da amostra (T; = 81 °C; Tf = 127 °C; Tonset N0 DSC a 158 °C; AmTG = 4,0% /
Amcalc. = 3,9%), seguindo uma linha de base até 162 °C, quando a decomposi¢do térmica da
amostra acontece (Tonset N0 DSC a 235 °C). Em tese, a forma anidra de DOX a partir da
DOX.H-0 é produzida por aquecimento. No entanto, o padrdo de DRXP e curvas TG obtidos
apos tratamento térmico ex situ a 130 °C mostraram que imediatamente ap6s o sélido ser
resfriado as moléculas de agua do ambiente provocam o retorno para a forma hidratada, o que
impede a sua utilizagdo como uma forma cristalina alternativa deste IFA.

A curva TG de DOX.HCI.2H20 exibe perda de duas moléculas de &gua na primeira
etapa (Ti = 40 °C; Tt = 129 °C; Tonset N0 DSC a 111 °C;. AmTG = 6,8% / Amcalc = 7,0%),
sendo o composto anidro estavel até 183 °C, quando inicia sua decomposicdo térmica. A
mesma observacdo sobre DOX anidra obtida a partir da DOX.H20 se aplica a DOX.HCI
anidra, obtidas a partir da amostra dihidratada: a forma anidra de DOX.HCI apresenta rapida
reabsorcdo de agua o que inviabiliza sua adequada caracterizacdo quimica. O padrdo de
DRXP obtido apds aquecimento ex situ a 130 °C aponta para a fase DOX.HCIL.2H20O
indicando uma rapida hidratagéo da fase DOX.HCI anidro.

Outra possibilidade é que as duas estruturas, anidra e dihidratada, ndo apresentem
diferencas significativas (parametro de cela, grupo espacial e posicdo relativa dos atomos de
DOX e cloreto) com e sem a presenca da molécula de agua, o que levaria a padrGes de DRXP
dificeis de serem diferenciados, principalmente utilizando-se dados obtidos em difratbmetro
equipado com tubo de raios X sem supressor de Kas.

A primeira etapa de decomposic¢do do DOX.HAc.2H20 (Ti = 73 °C; T¢ = 160 °C; Tonset
no DSC a 118 °C; AmTG = 15,6% / Amcalc = 17,8%) ¢ atribuida a saida simultanea de acido
acético e agua da estrutura. Contudo, a massa experimental perdida é inferior a massa teorica
esperada de 1HAc + 2H>0. Uma possivel explicacdo para tal resultado é o arraste do acido
acético pelo gas de purga antes de se iniciar a rampa de aquecimento. O composto comeca a
decompor a 176 ° C, quase imediatamente apds a perda de agua e acido acetico.

Diferentemente das formas anteriores, a DOX.HNO3.0,5H20 perde agua muito
lentamente (Ti = 48 °C; Tf= 138 °C;. AmTG = 0,5% / Amcalc = 1,8%), de forma que nenhum
pico endotérmico foi observado no DSC curva. A forma anidra é estavel até 163 °C e, em
seguida, sofre decomposigdo. O primeiro pico na curva de DSC de DOX.HNO3.0,5H20, em
contraste com suas outras formas, é exotérmico, o que se deve a natureza oxidante do ion

nitrato.
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Considerando-se as cinco formas de DOX estudadas, a seguinte ordem de estabilidade
térmica pode ser estabelecida: DOX.HYC <DOX.H20 = DOX.HNO3.0,5H.0
<DOX.HAc.2H>0 <DOX.HCI.2H,0. Em geral, quando polimorfos de uma mesma molécula
organica sdo comparados (cristais moleculares), é esperado que a fase cristalina de menor
temperatura de fusdo e, em tese, maior energia livre de rede, possua uma maior solubilidade
de equilibrio e taxa de dissolucdo mais rapida (KHANKARI; GRANT, 1995). Contudo, estas
previsdes sdo frustradas quando formas multicomponentes de uma molécula sdo consideradas,
a exemplo do observado para DOX.H.O e DOX.HYC (LEGENDRE et al., 2012).

5.1.4 Analise na regido do Infravermelho

Os espectros de infravermelhos (FTIR-ATR) obtidos para cada forma de DOX em
estudo sdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19- Espectros FTIR-ATR para DOX-HYC, DOX-H>0, DOX-HCI-2H,0, DOX-HAc-2H,0 e
DOX-HNO3-0.5H,0.
Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2014b.
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Uma vez que o nucleo estrutural para todas as formas é essencialmente 0 mesmo
(DOX), diferencas significativas ndo puderam ser identificadas nos seus espectros, na regiao
de impressdo digital. Varias bandas apresentaram ombros ou sdo assimétricas devido a
sobreposicdo de grupos com frequéncias vibracionais de absorcdo préximas e/ou como
consequéncia das inumeras ligacfes de hidrogénio. As bandas correspondentes as moléculas
de 4gua de cristalizagdo aparecem em torno de 3550 (vaH20) e 1600 cm™ (§H20). Esta tltima
banda estd na mesma regido da vibragdo da deformacdo angular (tesoura) do NH2 na amida
(6NH>).

O estiramento das OH dos grupamentos alcool, enol e fenol consistem de bandas
largas e ombros entre 3500 e 3350 cm™ e sua diminuicdo na energia reflete na ocorréncia de
ligagbes de hidrogénio inter e intramoleculares, confirmado pelos dados de difragéo de
monocristal. As bandas de estiramento assimétrico (vaNH2 amida) do grupo amida estéo entre
3320 e 3280 cm™, seguidas por aquelas de vCHanel (~ 3050 cm™), vaCHs (~ 2,950 cm™?) e
vsCH3 (~ 2850 cm™). As bandas resultantes da carbonila (VC= O) e das liga¢cdes aromaticas
C-C (vCCanel) encontram-se na regido de 1700-1650 cm™. A intensa deslocalizacio
eletronica compreende varios atomos préximos a amida, cetona e enol, bem como a grande
quantidade de ligagdes de hidrogénio envolvendo estes grupos de bandas alargadas vC = O
(em todos os espectros sdo alargadas e assimétricas).

Portanto, os dados de IR ndo podem, neste caso, ser satisfatoriamente utilizados para
identificar ou diferenciar tautomeros ceto-enol. As bandas vC-Canel €Stdo em 1570 e 1450
cm?, enquanto as bandas vsCH3 aparecem por volta de 1550 cm™ e SCHanel em 1290 e 1240
cmt. Finalmente, as vibragdes vC-O surgem em torno de 1170 cm™. A regido de impresséo
digital abaixo de 1200 cm™ é quase idéntica para todas as formas de DOX. Ja na regido de
identificacdo dos grupos funcionais (4000 a 2500 cm™), as diferencas observadas se devem as
diferentes quantidades de moléculas agua presente na forma sélida analisada e aos diferentes

contraions de cada forma estudada.

5.1.5 Solubilidade em equilibrio

As curvas de calibracdo estabelecidas nas concentracdes de 7 a 30 pg.mL™(n=5) para a

quantificacdo da molécula de DOX em solugdo por espectrofotometria na regido do UV estdo
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apresentadas na Tabela 3. Foi estabelecida uma curva para cada uma das cinco formas de
DOX.

Tabela 3- Equag0es da reta obtidas através de uma curva de calibragao espectrofotométrica para cada
forma solida de DOX e seus coeficientes de correlagao.

Forma solida Equacéo da reta Coeficiente de
correlacéo (r)
DOX.H0 y = 0,0398x - 0,0108 0,9998
DOX.HYC y = 0,0308x - 0,0065 0,9998
DOX.HCI.2H,0 y = 0,030x + 0.003 0,9999
DOX.HNO3.0,5H,0 y = 0,0314x -0,0089 0,9998
DOX.HAc.2H,0 y = 0,028x + 0,001 0,9999

Fonte: Da autora.
Nota: Comprimentos de onda utilizado 268 nm para DOX.H20 e 274 nm para as demais formas.

A solubilidade e taxas de dissolugdo de DOX para formas conhecidas
DOX.HCI.2H,0, DOX.HYC e DOX.H.O foram estudadas por Bogardus e Blackwood no
final dos anos 1970's (BORGARDUS, BLACKWOOD, 1979). Suas principais conclusdes

guanto a solubilidade da DOX foi resumida a seguir:

i) pKa' = 3,09 (u = 1 e 25 ° C) para a protonacio da DOX (DOXH? < DOX* + H*);

ii) O perfil de solubilidade (pH dependente) de DOX atinge um méaximo de 50 g.L* a
um pHmax de 2,16, o qual é um resultado do equilibrio simultaneo da DOXH%* e DOX*
em agua. As formas DOX.HCIL.2H,0 e DOX.H20 séo as respectivas fases solidas em
equilibrio com a solucéo em pH abaixo e acima do pHmax. A solubilidade da DOX.H,0O

aumenta até atingir o pHmax devido a protonacdo da DOX em solugéo.

iii) Adicao de ions cloreto suprime fortemente a solubilidade da forma DOX.HCI.2H,O

em agua devido ao efeito de ion comum.

iv) Por outro lado, a solubilidade da forma DOX.H20 foi melhorada pelos ions nitrato
e cloreto, comparados a solubilidade em agua pura, o que foi atribuido a natureza

zwitteridnica da DOX em agua.

v) Solugbes preparadas com a forma DOX.HYC em acido cloridrico aquoso tem como

forma cristalina em equilibrio com a solucéo final a DOX.HCI.2H0.
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Levando estas caracteristicas em consideracdo, a solubilidade de equilibrio das duas
novas formas de DOX, DOX.HNO3.0,5H20 e DOX.HAc.2H0, foi avaliada em agua e em
solugdes aquosas com pH na faixa de 1 a 7,5 e comparada com as formas conhecidas:
DOX.HCI.2H.0, DOX.HYC, e DOX.H20.

A Figura 20 apresenta os valores de solubilidade em equilibrio encontrado para cada
forma de DOX.
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Figura 20- Valores de solubilidade em equilibrio para as formas de DOX a 25°C.
Fonte: Traduzido de SANTOS et al., 2014b.
Nota: Barras de erro representam o desvio padrdo (n=3)

E importante salientar que o material sélido em equilibrio com as soluc@es utilizadas
para determinar a solubilidade em equilibrio de DOX foi posteriormente seco e analisado por
DRXP. Para o0s experimentos com as formas DOX.H.O, DOXHCIL2HO e
DOX.HNO3.0,5H20 nédo houve mudanca de fase cristalina em nenhum meio testado. Por
outro lado, em todos os meios avaliados, DOX.HYC converteu-se em DOX.HCI.2H-0,
enquanto DOX.HAc.2H;0O converteu-se em DOX.H20.

A DOX.H0 apresentou os menores valores de solubilidade em agua (0,64 g.L%, pH
final ~5) e nos meios tamponados (0,61-1,99 g.L%, pHs 4-7) comparada as outras formas. Os

valores encontrados foram muito similares aos encontrados na literatura (0,75 g.L? em
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tampdo pH 4) (BORGADUS; BLACKWOOD, 1979). Também de acordo com resultados
previamente publicados, a solubilidade em equilibrio de DOX.H>O em 4&cido cloridrico
aquoso aumentou significativamente para 3,48 g .L ™ em HCI 0,01 mol.Lt e 37,7 g .L  em
HClI 0,1 mol.L! (ambos com pH final ~2). Esses valores sio maiores que para
DOX.HCI.2H,0 (14,9 g .L%, pH final ~ 1) e comparéveis aqueles para DOX.HYC (43 g.L™,
pH final ~ 1).

O mesmo pH final foi observado para as duas solugdes de HCI (0,01 e 0,1 mol.L™?)
contendo DOX.H20. Isto é explicado pelo maior concentragio de cloreto em HCI 0,1 mol.L?,
0 que aumenta a solubilidade DOX.H20 devido a protonagdo de DOX em solugéo seguida por
um aumento do pH. Também ndo houve nenhuma interconversdo da DOX.H.O para
DOX.HCI.2H,0 durante o experimento (Figura 21).
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Figura 21- Difratogramas de raios X por policristais para DOX.H,O calculado (preto) e
experimentais do pé remanescente do ensaio de solubilidade em equilibrio da
DOX.H;0 em cada meio testado.

Fonte: Traduzida do material suplementar de Santos et al., 2014b.
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Os valores de solubilidade em equilibrio de DOX.HYC ndo podem ser considerados
reais, pois através da analise por DRXP observou-se a conversdo de DOX.HYC para a forma

termodinamicamente mais estdvel DOX.HCI.2H20 em todos os meios testados (Figura 22).

JJ\ HCI 0,1 mol.L”
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Figura 22- Difratogramas de raios X por policristais calculados para DOX.HYC (preto) e
DOX.2HCI.2H,O (rosa) e experimentais do p6 remanescente do ensaio de

solubilidade em equilibrio do DOX.HYC em casa meio testado.
Fonte: Traduzida do material suplementar de Santos et al., 2014b.

Apesar da intercorversdo observada, a concentracdo de DOX em equilibrio em todos
0s meios preparados a partir de DOX.HYC foi significativamente maior (~30% em agua e nos
meios tamponados) comparada & DOX.HCI.2H;0. E bem conhecido que uma solucio de
DOX.HYC pode ser facilmente supersaturada varias vezes em relacdo a solubilidade do
DOX.HCI.2H20 como consequéncia da lenta nucleag&o e/ou crescimento de cristais durante o
processo de interconversdio de DOX-HYC para DOX-HCI-2H,O em meio aquoso
(BORGADUS; BLACKWOOD, 1979). A grande diferenca de valores de solubilidade (43
g.L ! para DOX.HYC e 14,9 g.L ! para DOX.HCI.2H20) em HCI 0,1mol.L"* foi causada pela
presencga do ion comum CI, que atuou mais na solubilidade do DOX.HCI.2H20.

Os valores de solubilidade de equilibrio para DOX.HCI.2H.O foram muito

semelhantes em &gua e nos meios tamponados. O valor médio de 55 g.L™ observado nestas



84

solugbes concordam com o valor de 50 g.L™* em agua, pH 6,8-7,0, relatado na literatura
(BORGADUS; BLACKWOOD, 1979). A hidrolise acida de DOX.HCI.2H20 diminuiu o pH
final (pH~2-3) mesmo em solugdes tamponadas.

O DOX-HNOs3.0.5H20 demonstrou valores de solubilidade em equilibrio de 2-3 vezes
maior que as outras formas de DOX avaliadas neste trabalho (331 g.L, pH final ~3),
confirmando a alta solubilidade dos nitratos em consequéncia da baixa entalpia de hidratacao
e da alta entropia do ion nitrato em &gua (SILVA; MARTINS; ANDRADE, 2004).

DOX:-HAc-2H20 sofreu conversdo de fase (para DOX:-H.O) durante o estudo de
solubilidade. A interconvercdo de DOX.HAc.2H,O para DOX.H.O ao invés de
DOX.HCI.2H,0 em HCL 0,01 e 0,1 mol.L? foi, em principio, um resultado inesperado,
devido a presenca de cloreto em pH baixo o que poderia favorecer a formacdo de
DOX.HCI.2H.0. Uma possivel explicacdo é que tenha havido uma conversdo de fases via
estado sélido concomitante ao processo de dissolucdo. Tal efeito pode ser favorecido pela
disposicdo em camadas do empacotamento cristalino do DOX.HAc.2H20, que favorece a
liberagdo de acido acético acompanhada do rearranjo do forte “synton” supramolecular
contendo trés moléculas de DOX rodeando cada molécula de &gua (Figura 23). Essa
explicagdo ¢é reforcada pelo fato desse “synton” ser comum as duas estruturas, DOX.H2O e

DOX.HAc.2H20, o qual é destacado em azul na Figura 24.

Figura 23- Padrdo de liga¢do de H que ocorre em DOX.HAc.2H,0 e em DOX.H,0.
Fonte: SANTOS et al., 2014b.



Figura 24- Vista do empacotamento de DOX-HAc-2H,0 (a) e DOX-H>0O (b) no plano bc.
Fonte: SANTOS et al.,2014b.
Nota: Alguns hidrogénios foram omitidos para melhor visualizagdo. As moléculas de DOX em azul
destacam o “synton” comum definido pela ligagdo de hidrogénio intermolecular. As moléculas de

acido acético dispostas entre as cadeias formadas pelos “synthons” ao longo do eixo a [010] estéo
destacadas em circulos vermelhos pontilhados.

85



86

Considerando a solubilidade em equilibrio do DOX.HAc.2H20, observa-se que em
agua, a solubilidade (39(2) g.L?, pH final de ~ 3) é cerca de 65 vezes maior comparada a
DOX.H20 (0,63(1) g.L, pH final de ~ 5). Valores similares foram encontrados para 0s meios
tamponados. Portanto, a exemplo do que ja tinha sido observado para 0 DOX.HYC, mesmo
havendo conversédo da fase sélida final em equilibrio com a solucdo, o processo de dissolucéo
¢ mais rapido levando a uma maior solubilidade. Além disso, a dissolucdo de
DOX.HAc.2H,O aumenta abruptamente para ~140 g.L"! em ambas as concentracbes de
solucBes de HCI aqui testadas. Nestes dois eletrolitos, 0 DOX.HAc.2H>0 é apenas menos
soltvel (cerca de metade) do que DOX.HNO3.0,5H20.

5.1.6 Estudos de estabilidade

As equacgdes de regressdo obtidas para as curvas de calibracdo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (ver item 4.1.8.1) e seus coeficientes de correlagdo, que foram
utilizadas para a quantificacdo de cada forma s6lida de DOX no ensaio de estabilidade, estéo

apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4- Equacdes da reta obtidas atravées de curvas de calibracdo cromatogréaficas para cada forma de DOX e
seus coeficientes de correlagdo.

Formas solidas Equacao da reta Coeficiente de
correlacdo (r)
DOX.H,0 y = 21461x — 20806 0,9977
DOX.HYC y = 19465x -56176 0,9989
DOX.HCIL.2H,0 y =19193x -51172 0,9993
DOX.HNO3.0,5H,0 y = 19263x — 63336 0,9977
DOX.HAc.2H,0 y = 20705x -99613 0,9990

Fonte: Da autora.
Nota: Comprimento de onda 350 nm.

Ji na Tabela 5 é demonstrado que a DOX presente nas novas formas
(DOX.HACc.2H20 e DOX.HNO3.0,5H20) foram mais estaveis do que no DOX.HYC contra a
oxidagdo. A DOX presente nas novas formas tambem foi mais estavel do que na DOX.H.O
contra as hidrolises acida e béasica e também, quando expostas a luz, de acordo com estudos
de fotodegradacdo. Os padrdes de DRXP das amostras medidas apds o estudo de foto-

estabilidade ndo apontaram nenhuma transicao de fase (Figura 25).



Tabela 5- Quantidade resultante de DOX (em %) apds os estudos de degradacao.

Formas de DOX-H,O | DOX-HYC | DOX-HCI-2H,O | DOX-HNOs-:0.5H,0 | DOX-HAc-2H,0
DOX

Oxidacéo 38,8% 16,4% 41,4% 35,8% 39,4%
Acida 96,3% 98,8% 100,5% 98,6% 99,9%
Basica 4,6% 10,1% 10,3% 10,6% 15,0%
Neutra 96,5% 100,3% 99,8% 99,8% 96,9%
Foto- 97,8% 103,9% 101,4% 100,7% 99,2%

estabilidade

Fonte: Traduzido de SANTOS et al., 2014b.
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Figura 25- Difratogramas de raios X por policristais do ensaio de fotoestabilidade para as formas de DOX
protegidas da radiagdo UV (P) e expostas a radiagdo UV (E).

Fonte: Traduzida do material suplementar de Santos et al., 2014b.
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As Figuras 26 a 29 apresentam exemplos de cromatogramas obtidos com as formas

solidas de DOX apds estudo de estabilidade (estresse neutro, acido, basico e peroxidacao

respectivamente). As intensidades dos picos de DOX e suas impurezas (produtos de

degradacéo) encontradas nos cromatogramas corroboram com os resultados de quantificacdo

apresentados na Tabela 5.
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5.1.7 Perfis de dissolucao

Os perfis de dissolucdo das capsulas (Figura 30) foram quantificados tomando-se com

referencia, as equacgdes das retas apresentadas na Tabela 3. Os resultados foram expressos

como percentagem de libertacdo do IFA em funcdo do tempo (min).
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Figura 30- Perfis de dissolugdo das formas sélidas de DOX em capsulas.
Fonte: Traduzido de SANTOS et al., 2014b.
Nota: As barras de erro representam os desvios padrdes (n=6).

A comparacao do fator de semelhanca (similaridade) (F2) (item 4.1.10- Equacdo 1) é

apresentado na Tabela 6.
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Tabela 6- Fator de similaridade obtido da comparacéo entre perfis de dissolucdo de cada par de formas de DOX

em cépsulas.
Perfis de dissolucao de formas sélidas de DOX Fator de similaridade (F2)
avaliadas
DOX-H>0 vs DOX-HYC 18,4
DOX-H,0 vs DOX-HCI-2H,O 20,7
DOX-H,0 vs DOX-HAc-2H,O 41,3
DOX-H>0 vs DOX-HNO3-0,5H,0 20,9
DOX-HYC vs DOX-HCI-2H,O 79,0
DOX-HYC vs DOX-HAc¢-2H,O 12,8
DOX-HYC vs DOX-HNO;-0,5H,0 63,0
DOX-HCI-2H,0 vs DOX-HAc-2H,0 14,5
DOX-HCI-2H,0 vs DOX-HNO3-0,5H,0 50,2
DOX-HNOs3-0,5H,0 vs DOX-HAc-2H,O 15,2

Fonte: Traduzido de SANTOS et al., 2014b.

Observa-se que a DOX.HCI.2H,O e DOX.HNO3.0,5H.0 tém perfis de dissolucao
semelhantes (F2> 50) entre si e com 0 DOX.HYC comercial. Com este resultado pode-se
dizer que s&o equivalentes farmacéuticos. Assim, sugere-se a possibilidade de
comercializa¢do do nitrato de doxiciclina, considerando o aumento do interesse médico pelo
oxianion de nitrogénio (BUTLER; FEELISCH, 2008). Como a dose didria maxima
recomendada de doxiciclina é de 200 mg, se a mesma fosse administrada na forma de
DOX.HNO3.0,5H,0 a dose de nitrato diaria consumida seria de 28,34 mg. Considerando que
os valores de ingestdo diaria aceitavel (IDA) de nitrato estabelecida pela Organizacéao
Mundial de Satde que é até 3,7 mg. kg de peso corpéreo (HAMBRIDGE, 2014) e que a
doxiciclina é um antibacteriano indicado para adultos e criancas acima de oito anos (peso
médio de 45 kg), o que corresponde a uma ingestdo diaria maxima de 166,5 mg de nitrato, as
200 mg de DOX diarias do medicamento (na forma de DOX.HNQOz3.0,5H,0) seria responsavel
por apenas 17,2 % (100*28,34 mg/166,5 mg) da ingestdo didria aceitavel de nitrato em

criangas.
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5.1.8 Conclusdes parciais

Duas formas cristalinas inéditas de DOX (DOX.HNO3.0,5H20 e 0 DOX.HACc.2H20)
foram obtidas e caracterizadas por DRXM, DRXP, TG, DSC e IV neste estudo. As suas
estruturas cristalinas intra e intermoleculares foram comparadas as trés formas cristalinas
conhecidas, o0 DOX.HYC, o DOX.HCI.2H,O e o DOX.H20O. Seus diferentes padrdes de
protonacdo, tautomerismo e conformerismo foram estudados mostrando haver quatro
possibilidades de combinacGes desses trés parametros estruturais.

A ordem de solubilidade em equilibrio meio aquoso avaliada nesse estudo foi:
DOX.HNO3.0.5H,O0 >>> DOXHYC (forma comercial) > DOXHCI.2H,O >
DOX.HAc.2H20 >>> DOX.H20 (forma comercial). Além de ser a forma mais soltvel dentro
todas as formas, 0 DOX.HNO3.0.5H,0 também mostrou ser tdo estavel quanto as duas formas
comerciais e possuir perfil de dissolugdo semelhante ao da DOX.HYC. Portanto
DOX.HNO3.0.5H,0 € um IFA potencial para ser incorporado em medicamentos contendo
DOX.

5.2 ORBIFLOXACINO

Sugere-se como leitura alternativa e, ou, complementar aos subitens de 5.2, o artigo
publicado na revista Molecules, 21, 2016, que discute os resultados apresentados nessa tese,
intitulado: Structure, solubility and stability of orbifloxacin crystal forms: hemihydrate versus
anhydrate (SANTOS et al., 2016). No artigo e nos subitens de 5.2 dessa tese, é discutida uma
estrutura cristalina inedita do ORBI, a qual também é a primeira a ser reportada para esse IFA
e, portanto, poderia ser denominada como forma | do ORBI. Contudo, a resolucdo e o
refinamento estrutural mostraram, inequivocamente, que a estrutura determinada se tratava de
uma forma hemidratada e zwitteribnica do ORBI. Portanto, por se tratar de uma forma
cristalina multicomponente do tipo IFA+H>O (hidrato) a fase cristalina apresentada nesse
trabalho sera denominada como ORBI hemidratado ou forma hemidratada do ORBI. O ORBI
hemidratado foi também caracterizado por analises térmicas, FTIR-ATR e DRXP. Esses

resultados mostraram que uma forma anidra do ORBI pode ser obtida sob aquecimento a
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partir de sua forma hemihidratada. Assim, o produto de desidratacdo do ORBI hemidratado
foi denominado ORBI anidro ou forma anidra do ORBI. Além da obtencdo dos
cristais/policristais das formas hemidratada e anidra do ORBI, da caracterizagdo de ambas, e
da determinacdo da estrutura da forma hemidratada, sdo também apresentados nessa tese de
doutorado, os resultados da comparacdo da solubilidade em equilibrio das duas formas em

diferentes meios contemplando a faixa de pH fisiolégico.

5.2.1 Determinacdo estrutural por difracdo de raios X por monocristal

Os principais dados cristalogréficos referentes a determinacéo da estrutura do ORBI

hemidratado estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7- Principais dados cristalograficos do ORBI hemidratado.

Forma solida Orbifloxacino hemidratado

Formula empirica C1gH20F3N30s. 1/2H,0

Massa molecular (g. mol?) 404,4

Temperatura (K) 150 (2)

Comprimento de onda (A) 0,7173

Sistema cristalino Ortorrdmbico

Grupo de espaco C222;

Parametros de cela a=8471A;b=20,046 A; c=21,455 A
a=90°pB=90°y=90°

Volume (A3) 3643,3

Z, Densidade calculada (mg/m?®) 4, 1,410

Coeficiente de absor¢édo (mm™) 0,300

F(000) 1620

Tamanho do cristal (mm?3) 0,25 x 0,15 x 0,10

Faixa teta para a colecdo de dados (°) 1,90 a 29,49

Variacao dos indices de Miller -11<h<I1; -27< k< 25; -29<1 <28

Reflexdes coletadas/Unicas 22842 1 4627 [R(int) = 0.0281]

Grau de completeza até o teta maximo (25,242) 100 %

Método de refinamento Minimos quadrados de matriz completa em F?

Dados/ /restrigdes/ parametros 4627 /01267

Qualidade do ajuste em F/2 1,038

indices R finais [I>2sigma(l)] R1 =0.0357, wR2 = 0.0885

indices R (todos os dados) R1 =0.0428, wR2 = 0.0940

Paradmetro de Flack 0,0(2)

Maior diferenca pico e vale (A% 0,281 e -0,206 e.

Fonte: da autora

A Figura 31 mostra a representacdo ORTEP-3 da unidade assimétrica da estrutura

determinada para 0 ORBI hemidratado.
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Figura 31- Vista ORTEP-3 da forma hemidratada de ORBI apresentando os &tomos com o
deslocamento dos elips6ides a um nivel de probabilidade de 50%.
Fonte: Da autora a partir do software ORTEP-3.
Nota: Atomos n&o hidrogenoides foram arbitrariamente rotulados e os 4&tomos de hidrogénio estdo mostrados
como esferas de raios arbitrarios. Os fragmentos protonados e desprotonados da estrutura sao
destacados por circulos pontilhados em azul e vermelho, respectivamente.

Trés aspectos estruturais importantes devem ser destacados antes de se analisar as
geometrias intra e intermolecular da estrutura determinada:

a) A estrutura é um hemidrato (meia molécula de agua para cada ORBI), pois o
oxigénio da molécula de agua esta em posicéao especial (cortado pelo eixo de ordem 2 paralelo
ao eixo a) do Grupo Espacial C222;.

b) A molécula é um zwitteridon na fase cristalina, tendo o hidrogénio do grupamento
carboxilico (desprotonacdo) transferido para o nitrogénio pirazinico (protonacdo). A
transferéncia do hidrogénio € inequivocamente comprovada pelos mapas de diferenca de
Fourier gerados apés um refinamento teste sem atribuir hidrogénios tanto aos oxigénios
carboxilicos quanto ao nitrogénio pirazinico. Os mapas mostraram a auséncia de densidade
eletronica residual proxima aos oxigénios do grupo carboxilico e presenca de dois grandes
picos proximos ao nitrogénio pirazinico, revelando claramente a presenca dos dois
hidrogénios ligados ao nitrogénio (Figura 32). Além disso, comprimentos equivalentes das
ligagdes C1-O1 (1,250(3) A) e C1-02 (1,251(2) A), indicam a formagéo do fon carboxilato (a
carga negativa resultante da desprotonacdo esta deslocalizada entre os dois atomos de

oxigénio: Ol e O2).
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)
(b)
Figura 32- Mapas de densidade residual das porcdes: (a) carboxilica e, (b) pirazinica, obtido por sintese de Fourier

de diferenca do ORBI hemidratado.

Fonte: Da autora.

Nota: As cores vermelhas, verdes e azuis mostram 0s niveis de contorno positivos, negativos e zero,
respectivamente. Niveis de contorno correspondem ao intervalo 0,1 e A=,

c) A estrutura cristalina foi resolvida em um grupo espacial ndo-centrossimétrico
(C2221) (Tabela 7). Devido ao ORBI apresentar dois estereocentros (C15 e C16) e estar
cristalizado em um grupo especial quiral contendo apenas uma molécula na unidade
assimétrica, é esperado que sua estrutura cristalina contivesse apenas um de seus
enantibmeros (FLACK, 2003). Entretanto, este ndo € o caso da estrutura em questdo uma vez
que o anel pirazinico contendo os dois estereocentros possui um plano espelho interno
(através dos atomos N2, N3 e os hidrogénios ligados a N3) que bifurca/corta esta por¢do em
duas metades sobreponiveis. A natureza simétrica surge da presenca de dois centros
estereogénicos com idéntica substituicdo, mas com configuracdo oposta. Portanto, 0 ORBI é
classificado como um meso-composto. Como destacado por Hoffmann, os hipotéticos
diasteros isémeros de meso-compostos podem alcancar a mesma conformacdo quando
operados pela simetria especular ou de inversdo (HOFFMAN, 2003). Em outras palavras, as
configuracBes C15(R)/C16(S) e C15(S)/C16(R) do ORBI sdo equivalentes (sobreponibeis em
sua imagem especular interna), considerando a porgdo pirazinica e portanto ndo geram
isdbmeros diferentes. Adicionalmente, devido aos anéis quinolina e pirazinico poderem
rotacionar entre si em torno da ligacdo C7-N2, a molécula de ORBI como um todo também

ndo é capaz de gerar isdbmeros diferentes em fungdo das duas possibilidades estereoquimicas
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de C15 e C16. O ORBI ¢, portanto, opticamente inativo uma vez que a contribuicdo do efeito
Cotton dos dois centros estereogénicos anulam-se entre si (HOFMMANN, 2003). Portanto, o0s
atomos C15 e C16 com configuracdo R e S, respectivamente, apresentados na Figura 31,
foram escolhidos arbitrariamente. Passando-se agora para a discussdo da geometria
intramolecular do ORBI na estrutura determinada, observa-se que seu anel quinoldnico é,
como esperado, muito planar. O desvio médio quadratico (d.m.q) do plano que passa através
dos atomos dos anéis aromaticos fundidos é 0,0623. Os maiores desvios do plano calculado
por minimos quadrados, considerando além dos 4tomos dos anéis também os seus primeiros
vizinhos, ocorrem para O3 (-0,289(3) A) e C1 (0,295(3) A). Os oxigénios do carboxilato
também desviam significativamente do anel quinolénico (0,167(3) e 0,638(3) A para O1 e
02, respectivamente).

Apesar de no geral os anéis fundidos terem caracteristica planar, observa-se que ha
uma dobra no plano dos dois anéis considerando a linha imaginaria passando por N1 e C3. O
plano calculado através do fragmento contendo C2, C3, C10 e N1 (d.m.g = 0,0062) faz um
angulo de 10,30 (7)° com o plano calculado (d.m.g. — 0,0090) através dos anéis fundidos,
incluindo C3 e N1.

O anel pirazinico apresenta conformacdo em cadeira o que foi confirmado pela analise
conformacional realizando o modelo de Evans e Boeyens (BOEYENS; EVANS, 1989). As
ligagbes N2-C7, C15-C18, C16-C19, C14-H14b, N3-H3b e C17-H17a estdo em posigédo
equatorial e as demais em posigdo axial.

A conformacdo molecular foi analisada usando o MOGUL (BRUNO et al., 2004),
uma base de conhecimento derivada da Cambridge Structural Database, CSD (ALLEN,
2002), que fornece rapido acesso a informacdes sobre valores preferenciais de comprimento,
angulo e torcdo de ligagbes quimicas nas estruturas. Esse estudo comparativo da geometria
intramolecular de estruturas cristalinas de pequenas moléculas inéditas, com a geometria de
estruturas similares reportadas no CSD é (til para verificar se ha erros de refinamento ou para
sondar geometrias incomuns (BRUNO et al., 2004). No caso do ORBI, o estudo mostrou que
todos os comprimentos de ligacdo, angulo de ligacéo e angulos de torcédo estdo de acordo com
o0s valores esperados.

Considerando a geometria supramolecular, um tetrdmero estabilizado por ligacdes de
hidrogénio intermoleculares envolvendo moléculas relacionadas pela simetria de inverséo e
pelo eixo de simetria de ordem 2 é o bloco de construcdo (synton) para a forma hemidratada

do ORBI (Figura 33). Este synthon supramolecular envolve quatro moléculas de ORBI
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orientadas diametricamente com um par de moléculas com a extremidade pirazinica e outro

par com carboxilato voltados para a parte central do tetramero (Figura 33).
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Figura 33- Representacédo grafica do tetrdmero de ORBI estabilizado por liga¢des de hidrogénio
(linhas pontilhadas), vista normal ao eixo cristalogréfico a da cela unitéaria.
Fonte: Da autora a partir do software ORTEP-3.
Notas: Cddigos de simetria: | -x+1/2,y-1/2,-z+3/2; ' -x+1/2,-y+1/2,z+1/2; i x, -y, -z+2.0s hidrogénios nio
envolvidos das ligacBes de hidrogénio ilustradas foram omitidos para maior clareza da figura.

O nitrogénio pirazinico (N3) atua como doador de ligacdo de hidrogénio para O1, por
meio de H3a, e bifurcadamente para O2 e O3, por meio de H3b. Os dois atomos de
hidrogénio da agua estdo ligados a duas moléculas de ORBI por meio de seus respectivos
carboxilatos (O2). Por outro lado, o oxigénio da agua ndo atua como aceptor de ligacdo de
hidrogénio classica para nenhum atomo nessa estrutura.

Além de ser um aceptor de ligacdo de hidrogénio classica ao nitrogénio pirazinico, O1
é também um aceptor de ligacdo de hidrogénio ndo-classica de trés carbonos pirazinicos (C14,
C17 e C18). As geometrias das ligacGes de hidrogénio envolvidas no empacotamento estdo

apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8- As ligaces de hidrogénio para o ORBI hemidratado (A e °), onde D = doador e A = aceptor.

Ligacéo de d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(D-H-A)
hidrogénio
05i-H5'...021 0,92(8) 1,98(8) 2,854(3) 159(7)
N3-H3a...01! 0,88(3) 1,86(3) 2,720(2) 164(2)
N3- H3b...02' 0,86(3) 1,94(3) 2,714(2) 150(2)
N3- H3b ...03 0,86(3) 2,35(3) 2,955(2) 128(2)
C11-H11..02V 0,98 2,42 3,382 (3) 168,6

Fonte: Da autora. _
Nota: d = distancia; <(D-H-A) = angulo. Codigos de simetria como nas Figuras 29 and 32: ' -x+1/2, y-1/2, -
z+3/2; " -x+1/2, -y+1/2, z+1/2; " X, -y, -z+2, V-X, y, -z+3/2.

Considerando o empacotamento como um todo, cada tetrdmero estd rodeado por
outros quatro, compartilhando as moléculas de ORBI, formando uma rede 2D infinita
(camada) paralela ao plano (100) (Figura 34(a)). As esferas vermelhas representando as
moléculas de &gua na Figura 34 coincidem com os pontos de interconexdo dos tetrameros.
Todos pontos de interconexdo dos tetrdmeros tém em comum as ligacdes hidrogénio
mostradas na Figura 33. E interessante notar, que as moléculas de agua, aparentemente
emparedadas pelo tetrdmero (Figura 34(a)), estdo na verdade deslocadas para cima ou para
baixo ao longo da [100] direcdo, quando o empacotamento é visto normal ao eixo b (Figura
34(c)) ou c (Figura 34(b)) da célula unitaria.
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(b)

Figura 34- Empacotamento parcial da forma de hemidratada do ORBI projetado perpendicular
aos planos (a) (100), (b), (001), e (c) (010), os quais mostram a formacéo de uma
camada normal ao eixo a da célula unitaria.

Fonte: Da autora.

Notas: A camada foi gerada a partir da unidade assimétrica aplicando as operagdes de simetria incluidas

na legenda da Figura 33.0 esquema de cores refere-se a quatro das oito posi¢Ges equivalentes

por de simetria do grupo espacial C222;. Atomos de oxigénio da agua sdo representados como
esferas vermelhas.

Apesar das mudancas observadas, as moléculas de agua permanecem ligadas & camada
pela ligacdo de hidrogénio que envolve o oxigénio carboxilato (O2) (ver Figura 33). O
empilhamento das camadas é governado pelo eixo parafuso 2; paralelo ao eixo ¢ da célula
unitaria. Portanto, as camadas empilhadas ao longo das dire¢Ges [100] alternam translacfes de

¢/2, uma em relagéo a outra. Assim, o centro do tetramero localizado nas posic¢des (X, 0, 0),
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(X, %2, ¥2), (X, 1, 0), (X, 0, 1) e (X, 1, 1) na camada mostrada na Figura 34 ¢ deslocada para as
posicles (x,0, ¥2) (X, ¥, 0), (X, 1, %2), e (X, ¥, 1) nas camadas empilhadas abaixo ou acima da
mesma.

Observa-se claramente que as aguas de cristalizacdo ocupam os canais paralelos ao
eixo a da célula unitaria coincidindo com as posi¢oes dos centros do tetramero (que também
sdo seus pontos de interconexdo). Devido ao oxigénio da &gua estar em uma posicao
cristalogréfica especial do grupo de espago C222; (fracBes coordenadas x, %2, %), 0s canais
coincidem com a posi¢do dos eixos de ordem 2 paralelo ao eixo a da célula unitéria. Logo
abaixo sera discutido que a forte estrutura supramolecular em camadas € mantida mesmo sem
a presenca de agua no canal (quando o ORBI anidro € obtido a partir do hidratado sob
aquecimento) e, portanto, a matriz estrutural do ORBI hemidratado tem comportamento
semelhante as de zeolitas.

O empilhamento das camadas € estabilizado por ligacGes de hidrogénio nao-classicas
envolvendo a molécula de ORBI inter-camadas. O hidrogénio metinico do ciclo propil
funciona como um doador de ligagcdo de hidrogénio para O2 (Figura 35). Portanto, O2 é um
aceptor de ligacdo de hidrogénio trifurcado uma vez que também é um aceptor para 0
oxigénio da &gua e para o nitrogénio pirazinico (Figura 33). As interagdes m-aril- m-aril com
centroides (Ctl ... Ct1V, IV = -x, y, z + 3/2) separadas por 3.580 A também participam da

estabilizagdo inter-camadas.
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Figura 35- Vista ORTEP-3 dos contatos intermoleculares inter-camadas estabilizados por ligac6es de
H ndo-classicas e intera¢bes m-aryl-m-aryl (linhas pontilhadas).
Fonte: Da autora.
Notas: Ct € o centroide calculado do anel aromético. Os atomos de hidrogénio ndo envolvidos nas ligacfes de
hidrogénio destacadas foram omitidos para maior clareza. Codigo de simetria: Vv -x, y, -z+3/2.

5.2.2 Difracao de Raios X por policristais (DRXP)

O padrdo de DRXP calculado do ORBI hemidratado utilizado nos estudos
comparativos realizados foi gerado a partir da estrutura cristalina resolvida neste trabalho a
partir dos dados de DRXM. A complementaridade entre estes dois métodos de difracdo € bem
conhecida sendo crucial para estudar polimorfos ou formas diferentes de IFAs (BONFILIO et
al., 2014; PHADNIS; CAVATUR; SURYANARAYANAN, 1997; MAURIN et al., 2007,
CRISP; DANN; BLATCHFORD, 2011). A utilizacdo combinada destes dois métodos torna-
se ainda mais importante dada a auséncia de uma estrutura de ORBI depositada no banco de
dados Cambridge (CSD). Portanto, a estrutura cristalina aqui determinada foi considerada um
pré-requisito para a conducao dos estudos subsequentes apresentados nessa tese de doutorado.

A Figura 36 mostra que os padroes de DRXP experimentais do padrdo Sigma e da
matéria-prima ORBI sdo sobreponiveis, indicando que as duas amostras cristalizam com a
mesma fase cristalografica. Além disso, ambos os padrées coincidem com o DRXP calculado
da forma hemidratada do ORBI. Devido a auséncia de halos alargados, indicativos de fases
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amorfas e de picos extras nao indexados pela fase do ORBI hemidratado, é possivel dizer que

0 padrdo Sigma e a matéria-prima do ORBI sdo monofésicos.

ORBI calculado

/\ ORBI matéria-prima
I e

ORBI Sigma

Intensidade normalizada (u.a)

T rrrrTvrverTrrTr T T T Tt Tt TrTrTrTu
4 6

I
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Graus 20 (Cuka)

Figura 36- Difratogramas de raios X experimentais do padrdo Sigma (preto) e da matéria-
prima do ORBI (vermelho) comparados com o calculado (azul) a partir da

estrutura do ORBI hemihidratado.
Fonte: Da autora a partir do software MERCURY .
Nota: O padrdo DRXP calculado, foi gerado a partir da estrutura cristalina determinada a 150 K (Tabela 7)
por isso seus picos de Bragg estdo ligeiramente deslocados para a direcéo a direita em relacdo aos
picos dos difratogramas experimentais, obtidos a temperatura do ambiente (298 K).

5.2.3 Analise térmica

As curvas TG/DTA obtidas para o padrdo Sigma do ORBI mostraram, como esperado,
uma perda de massa inicial correspondente a desidratacdo da amostra (0,5 mol de &gua por
mol de ORBI: Ti = 75 °C; Ts = 104 °C; AmTG = 2,1% / Amcalc = 2,23%) (Figura 37).
Portando, os resultados de TG/DTA corroboram os resultados de DRXP, indicando que a fase

cristalina presente nas duas amostras € 0 ORBI hemihidratado. O produto desidratado (ORBI
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anidro) é estavel até ~260 ° C, temperatura a partir da qual comeca a sua decomposicédo
térmica (pico DTA em 269 ° C).

95 - 104°C =97,9% ~ 0,5 HZO
12,5
90 -
P"U)
= 20 E
S 85- >
CU N
& <
< [a)
= g0
11,5
75 -
1,0
269°C
70 T T T T T T T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350 400

Temperatura (°C)

Figura 37- Curvas de TG (preto) e DTA (azul) obtidas na faixa de 40 a 400 °C iniciando com o
ORBI hemihidratado.

Fonte: Da autora.

Nota: A seta mostra a temperatura da completa perda de dgua da estrutura.

5.2.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier por refletancia total
atenuada (FTIR-ATR)

Considerando que os resultados de TG/DTA indicaram duas fases solidas distintas
para 0 ORBI (hemidratada e anidra), dados de FTIR-ATR foram obtidos para amostras de
padrdo Sigma do ORBI sem (como recebido) e com o tratamento térmico ex-situ (apos
aquecimento de 10 mg do padrdo Sigma do ORBI por 2h a 105 °C). Os espectros de FTIR-
ATR das amostras, antes e depois do aquecimento, sdo apresentados na Figura 38.
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Figura 38- Espectros FTIR-ATR do ORBI anidro (vermelho) e hemidratado (preto).
Fonte: Da autora.

Nota: A banda relacionada a molécula de dgua presente na estrutura da fase hemihidratada, observada em 3340
cml, estd destacada pelo circulo pontilhado.

As bandas caracteristicas da molécula de ORBI foram atribuidas com base no trabalho
de Sahoo e colaboradores (SAHOO et al., 2011). A banda na regido de 3446 cm™ refere-se as
vibragdes —OH do radical carboxila, enquanto as bandas entre 3018 e 2763 cm™ podem ser
atribuidas as deformacdes axiais da ligacdo C-N da piridina. A banda de forte intensidade na
regido de 1700 cm™ é referente ao radical C=0 do acido carboxilico. Na regido de 1050 a
1000 cm™ aparecem as deformagdes axiais dos grupos C-F e abaixo de 1000 cm™ as
deformac6es angulares fora do plano de —CHaromatico-

A diferenca significativa entre os dois espectros esta em 3340 cm™, regido de
deformacéo axial da molécula de agua. Como esperado, ocorre uma atenuacdo desta banda
larga presente no ORBI hemidratado no espectro do ORBI anidro.
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5.2.5 Estudo de interconversao entre as formas anidra e hemidratada do ORBI

A Figura 39 compara as curvas TG do padrdo Sigma do ORBI como recebido (forma
hemihidratada), ap6s o aquecimento (forma anidra), e apds aquecimento seguido de
tratamento durante 1h em cémara climatica a 40 °C e 75% de humidade relativa (forma
reidratada), como descrito em 4.2.7. A curva TG da amostra aquecida ex-situ a 200 °C néo
mostra a perda de massa na faixa observada para a forma hemidratada do ORBI. Portanto, a
forma anidra de ORBI p6de ser obtida aquecendo-se a forma hemidratada na faixa de
temperatura de 104-269 °C. E interessante notar que a curva TG de uma amostra reidratada
ndo apresenta diferenca em relacdo a curva do padrdo Sigma do ORBI analisado como
recebido (forma hemidratada). Portanto, a forma anidra do ORBI pode facilmente retornar a

fase hemidratada se exposta em ambientes de altas temperaturas e umidade.
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Figura 39- Curvas TG: (a) ORBI padrdo Sigma como recebido (hemidratada); (b) ORBI padréo
Sigma apds aquecimento a 200°C por 1lh (anidra) e (c) ORBI padrdo Sigma apos
aquecimento a 200 °C por 1h seguido por tratamento durante 1h em camara climatica
a 40°C com 75% de umidade relativa (reidratada).

Fonte: Da autora.
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Apesar da interconversdo de fases anidro-hidrato do ORBI mostrada pelos
resultados de infravermelho e analises térmicas, o padrdo experimental de DRXP da amostra
aquecida ex-situ a 200 °C mantém todos os picos de Bragg presentes no padrdo calculado a
partir da estrutura da forma hemidratada do ORBI (Figura 40(c)). Este resultado aponta para a
ndo ocorréncia de transicao cristalografica durante a transicao de fase anidro-hidrato. Ou seja,
a matriz estrutural observada para a estrutura do ORBI hemihidratado discutida no item 5.2.1
€ a mesma com ou sem a presenca da agua na estrutura. Assim, as formas hemihidratada e
anidra do ORBI podem ser consideradas cristais isomorficos (HOFFMMANN, 2003). Apesar
de ndo provocar uma transicdo cristalografica, a liberacdo da dgua causa ligeiras distorcdes
estruturais. Tal afirmacdo é sustentada pela observacdo do alargamento de alguns picos de
Bragg no difratograma experimental do ORBI anidro. Especificamente, os picos de Bragg
com h # 0 apresentam-se mais alargados do que os Okl, sugerindo que a desidratacdo do ORBI
hemihidratado € seguido por uma pequena perda anisotropica de cristalinidade ao longo do

eixo a da célula unitaria.
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Figura 40- Dados de DRXP do ORBI: (a) hemidratada calculada (Os indices de Miller que
identificam os picos de Bragg foram incluidos); (b) experimental do padrdo Sigma
como recebido (forma hemidratada); (c) experimental do padrdo Sigma apds
aquecimento a 200 °C durante 1h (forma anidra); (d) experimental do padrdo Sigma
apos aquecimento a 200 °C (por 1h seguido por tratamento em camara climatica a 40 °
C com 75% de umidade relativa também por 1 h (forma reidratada).

Fonte: Da autora.

Nota: O padrdo de DRXP calculado, gerado a partir da estrutura cristalina determinada a 150 K apresenta,

como esperado, seus picos de Bragg ligeiramente deslocados para a direita em relacdo aos picos

correspondentes dos difratogramas experimentais, obtidos a temperatura ambiente (298 K).

O fato do processo de desidratacdo ocorrer sem haver mudancas cristalograficas

significativas da matriz estrutural determinada para o ORBI hemihidratado, pode ser

explicado, em termos do seu empacotamento cristalino discutido no item 5.2.1. Deve-se

resgatar o fato de as moléculas de agua do ORBI hemidratado situarem-se nos canais gerados

pelos tetrameros de moléculas de ORBI, e que elas estdo ligadas as moléculas de ORBI

apenas como doadores de ligacdo de hidrogénio. Além disso, a estrutura do tipo camada

formada pelos tetrdmeros supramoleculares de moléculas de ORBI s&o relativamente estaveis

devido as ligacOes de hidrogénio presentes. Essas duas caracteristicas, sdo provavelmente

responsaveis pelo processo de dessor¢do da agua ORBI ndo perturbar a estrutura da matriz de

moléculas de ORBI. Além disso, a estabilidade intra-camada pode explicar o pequeno

alargamento dos picos de Bragg com indices de Miller Okl, em comparagdo aos de h # 0,
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observado no padrdo de DRXP experimental da forma anidra de ORBI. A presenca de agua
parece ser mais importante para a estabilidade inter-camada, funcionando como uma molécula
de intercalacdo na estrutura hospedeira de camadas, da matriz estrutural de moléculas de
ORBI. Isso explica o alargamento preferencial dos picos de Bragg que depende do eixo a da
célula unitéaria (indices hkl com h = 0).

As analises por DRXP corroboraram a reidratacdo da forma anidra de ORBI apds ser
inserida dentro da cAmara climética e seu retorno a fase da forma hemidratada do ORBI. Essa
afirmacéo baseia-se no fato de os picos largos (indices hkl com h # 0) observados no padrédo
de DRXP da amostra anidra (Figura 40(c)) voltaram a serem estreitos como o0s do ORBI
hemidratado (Figura 40(b)), no padrdo de DRXP da amostra reidratada (Figura 40(d)). Assim,
a estrutura porosa (canais ao longo do eixo a) da matriz de moléculas de ORBI favorece
também o processo inverso de adsor¢do de agua, sem, mais uma vez, perturbar a estrutura
cristalina. Portanto, a estrutura cristalina do ORBI pode ser considerada um IFA nanoporoso
com caracteristicas de facil adsor¢do/dessorcdo de agua. Este fato também pode ser explicado
pelo tamanho do volume do poro do ORBI hemidratado sem a molécula de agua que é 1,7%
do volume total (calculado pelo programa Mercury), pois canais de solvatos com volumes
menores que 10% tendem a ndo se colapsarem durante a remocdo do solvente
(NESTERENKO; BONDAR; ERSHOV, 1994).

E importante salientar que a adsorcdo/dessorgdo de agua de um material cristalino
pode ser de trés tipos: i) a estrutura cristalografica pode sofrer pouca ou nenhuma mudanca, i)
uma mudanca reversivel, iii) ou uma mudanca irreversivel. Adsorcdo/dessorcdo de agua sem
mudancas na estrutura cristalina é bem relatada para materiais zedliticos (SIMONOT-
GRANGE, 1979). Da mesma forma, IFAs solvatados e dessolvatados podem ter a mesma
estrutura cristalina com variagbes relativamente pequenas nos parametros da rede e
coordenadas atémicas (BYRN et al., 1995). Quando a estrutura é mantida durante os
processos de adsorcdo/dessorcdo de agua, € geralmente mais dificil distinguir entre as formas
hidratadas e anidras por DRXP (BYRN et al., 1995). Felizmente, as formas hidratadas e
anidras de ORBI puderam ser distinguidas por DRXP por meio da comparacdo das larguras

dos seus picos de Bragg (hkl com indices h = 0).
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5.2.6 Caracterizacao dos comprimidos de ORBI

Comprimidos de ORBI (ORBAX®) foram triturados e analisados por DRXP (Figura
41). E importante destacar que a quantidade de excipientes (em massa) é maior do que a do
IFA nos comprimidos (0 peso médio (n = 20 comprimidos) igual a 296,7 mg, isto ¢, 22,7 mg
de orbifloxacino e 274 mg de excipientes). Além disso, os comprimidos contem outros
compostos cristalinos, tais como lactose monohidratada, que podem complicar a identificagéo
do IFA (Figura 41). Apesar das duas dificuldades apontadas, foi possivel identificar os picos
de Bragg presentes no DRXP calculado do ORBI hemihidratado no difratograma
experimental do ORBAX (comparagdo feita no canto superior esquerdo da Figura 41).
Embora os indices com h # 0 notoriamente tenham largura compativel com a forma
hemidratada do ORBI, a presenca das fases cristalinas correspondentes aos excipientes
impede ser conclusivo em relacdo a fase cristalina do IFA no ORBAX. Qu seja, se ela é

hemihidratada, anidra ou a mistura delas.
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Figura 41- PadrGes de DRXP experimentais dos excipientes (em azul) e dos comprimidos
ORBAX® (em vermelho) com dosagem declarada de 22,7 mg de ORBI.

Fonte: Da autora.
Nota: O difratograma inserido no canto superior esquerdo € um zoom na faixa de 8-25 °26 comparando o

padrdo de DRXP experimental do ORBAX® com o calculado para a forma hemidratada do ORBI.

Infelizmente, os resultados analise térmica e espectroscopia na regido do
infravermelho que se mostraram Uteis para comprovar que o padrdo Sigma e a matéria-prima
do ORBI era a sua forma hemihidratada, ndo se mostraram Uteis no caso dos comprimidos
(ORBAX®). Essa limitacdo deveu-se a quantidade relativa de ORBI em compara¢do com 0s
excipientes e a presenca de componentes cristalinos hidratados nos excipientes (por exemplo,
lactose monohidratada). A percentagem calculada de perda de agua a partir do ORBI nos

comprimidos (excipientes + IFA) é de apenas 0,16%, 0 que esta baixo da margem de erro da

técnica de termogravimetia.
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5.2.7 Estudos de solubilidade das formas hemidratada e anidra de ORBI

A molécula de ORBI possui duas constantes de dissocia¢do acida: pKA1 = 5,6 para o
grupo 3-carboxilico, e pKaz = 8,9 para o grupo 3,5-dimetilpiperazinil, conforme ilustrado no
Esquema 2 (O"Neil, 2006). Como tal, trés espécies acido-base pH dependentes sdo possiveis
em meios aquosos. Assim, dependendo do pH, o ORBI pode ser cristalizado como uma forma

Zwitteridnica neutra ou como sais anidnicos ou catidnicos.

HaC F <LN o pKal H F ﬂN 0 . pKaz 4 F <LN 0 .
"N \ ) OH = SN ) ) o = H~N>_\N \ ) o voA
™ > L SV SN Y/ b

HaC FoF HaC FF

H,ORBI" H,ORBI™ ierion) ORBI"

(cation) (anion)

Esquema 2-  Constantes de dissociacao &cida para 0 ORBI.
=onte: Da autora

E importante ressaltar que a molécula ORBI é zwitteridnica nas duas formas do estado
solido descritas neste trabalho (hemihidratada e anidra). Além disso, considerando a

distribuicdo das espécies acido-base de ORBI, dependentes do pH, a zwitteridnica

(H,ORBI /- ), € esperada ser predominante na faixa pH entre o pKa e pKaz (Figura 42).

(zwitterion)
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HZORBI+ H10RBI°'+/' ORBI'

zwitterion anion

cation

Fracdo molar

pH
Figura 42- Distribuicdo das espécies acido-base pH-dependentes do ORBI.
Fonte: Da autora.
Nota: A fracdo molar (o) de cada espécie foi calculada como segue:

+ -1 +/-
a, = [HZORBI(cation)] —1+ Ki 4 K1J|r<22 Loy = [HloRBI(zwitterion)] =q, K]; :
C [H'1 [H'] C [H7]
[ORBI;nion] KK +
oy = —C( ) = a, —[Hl+]22 ;onde @y +a; +at, =1 e C=[H,ORBI 0y 1+
[ H10RBI(+Z\/N’m€rion)] +[ORBI ;o) - Curvas passo de pH de 0,1.

Por conseguinte, é esperado que a solubilidade do ORBI na faixa de pH neutro
(prevaléncia de zwittérions) seja menor do que faixa de pHs acidos ou alcalinos (prevaléncia
das formas catidnicas ou anionicas). De acordo com estas expectativas, para ambas as formas
(hemihidratada e anidra), os menores valores de solubilidade em equilibrio foram observados
em meios neutros, incluindo a agua (pH = 7) e os tampdes pH 5,8, 6,8, e 7,5 (Tabela 8 e
Figura 43). Também como esperado, considerando a distribuicdo, em solucdo, das espécies
acido-base de ORBI, os valores de solubilidade em equilibrio do ORBI (para ambas as formas
solidas) aumentaram significativamente tanto nos meios contendo acido cloridrico quanto no
meio tampado pH 4,8. Atingiu-se um valor de solubilidade em HCI 0,1mol-L* (pH final = 2)

quase 20 vezes maior do que em agua (Tabela 9 e Figura 43).
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Tabela 9- Solubilidade, classe farmacopeica e pH final das solu¢des em equilibrio ap6s 48 horas.

Meio Hemi- D.P Classe* Anidra DP Classe* Anidra/ pH

dratado (g.Lh (g.LY (g.LY hemidratada Final
QL") (%)

Agua 1,32 0,0678 PS 1,38 0,06634 PS 4,38 7,0
pH 7,5 1,58 0,0644 PS 1,64 0,05327 PS 3,80 75
pH 6,8 1,52 0,039 PS 1,59 0,07758 PS 4,60 7,0
pH 5,8 1,73 0,0601 PS 1,98 0,07915 PS 14,45 6,0
HCI1 0,01 mol.L* 6,30 0,1739 PS 10,33 0,29854 LS 63,97 6,0
pH 4,5 10,41 0,5007 LS 14,24 0,5539 LS 36,79 45
HCI 0,1 mol.L* 22,24 0,7506 LS 26,23 1,0623 LS 17,94 2,0

Fonte: Da autora.
Notas: Solubilidade realizada a 25°C, sob agitacdo de 150 rpm. LS= ligeiramente soltvel; PS= pouco soldvel. TO
pH final ndo variou considerando as duas formas s6lidas de ORBI no mesmo meio testado

30
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\/\0\0- Q\’\ o C\Q.Q QY\ Q\’\ Q\’\ ?‘0”

Meios de dissolucao

Figura 43- Valores de solubilidade em equilibrio para as formas anidra e hemidratada.

Notas: Ensaio realizado a 25 °C, 150 rpm, 48 horas. As barras de erro representam os desvios padrdo. As
curvas plotadas no canto superior direito mostram a correlagdo entre os valores de solubilidade em
equilibrio com o pH final dos diferentes meios utilizados.

Fonte: Da autora.

Além disso, a Figura 43 mostra que existe uma correlacéo linear da solubilidade em
equilibrio, para ambas as formas de ORBI com o pH final do meio. A solubilidade de ambas
as formas sélidas do ORBI aumenta quando pH final das solugdes de equilibrio diminui. Esse

resultado é devido a protonacdo das moléculas de ORBI em solucgéo (HlI::'Hsu';—;wmmm,iEj + H*
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— H,0RBI},..,) levando-a de zwitterion para cation. Assim, quanto menor for o pH acido,

maior serd a concentracdo relativa de H,0REI*

[cation)

e, consequentemente, maior sera

solubilidade do ORBI independente do sélido de partida ser hemihidratado ou anidro.

Em todos os meios, exceto em HCI 0,01 mol-L™?, no qual o pH final de equilibrio é
maior do que pKal, ambas as formas séo classificadas como ligeiramente solGvel (Tabela 9)
por critérios da USP (USP 38, 2015). Isto significa que 1 g de IFA é soltvel em 100 a 1000
mL de solvente. Como discutido acima, a baixa solubilidade neste meio neutro (pH= 6,0) €
devido a prevaléncia das espécies zwitterionicas na solu¢do em equilibrio. O meio HCI 0,01
mol-L%, no qual o pH final foi aumentado para ~ 6 durante o ensaio, a forma hemidratada é
classificada como pouco soltvel (1 g de IFA é solivel em 30 a 100 ml de solvente teste), ao
passo que, a forma anidra é classificada como ligeiramente solivel. O aumento do pH final
deste meio pode ser atribuido ao comportamento tampéo intrinseco do ORBI envolvendo as

especies H,0REI* e HllL:'RBI;—;wmmE,,,inj liberadas das formas soélidas, as quais foram

[cation)
suficientes para neutralizar a solucdo de inicialmente HCI introduzida como meio de
dissolucdo. Nos meios em que o pH final de equilibrio ficou inferior ao pKal (tampé&o pH 4,5
(valor final de pH = 4,5) e HCI 0,1 mol-L? (pH final = 2)), as duas formas do ORBI sdo
classificadas como ligeiramente soltvel (Tabela 9).

Um resultado marcante é que a forma anidra € significativamente mais soltvel do que
a hemidratada em todos os meios com pH final < 6. A maior diferenca percentual (64%)
ocorre em HCI 0,01 mol-L™?, o que faz a classificacdo de solubilidade mudar de ligeiramente
soluvel para a forma anidra para pouco soltvel para a forma hemidratada.

Os maiores valores de solubilidade observados para a forma anidra em comparacao
com a hemihidrata nos meios acidos poderiam, em principio, serem correlacionados as
caracteristicas estruturais das fases comparadas. No entanto, esta comparacao seria valida se
ndo ocorresse conversdo da forma solida em equilibrio com a solugdo para uma forma mais
estavel termodinamicamente, durante o experimento de determinacdo da solubilidade. E
importante resgatar os resultados apresentados na se¢do 5.2.5 que mostraram que a forma
anidra pode ser facilmente convertida na hemidratada se exposta a umidade. Levando esse
fato em consideracdo, o material solido em equilibrio com as solugBes utilizadas para
determinar a solubilidade ORBI foi subsequentemente seco e analisado por DRXP (Figuras
44-46).

Os padroes experimentais de DRXP dos materiais sélidos residuais em equilibrio com
a solucGes preparadas a partir da forma anidra do ORBI em agua e em tampdes pH 6,8 e 7,5
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indicam que ao final do experimento de determinacdo da solubilidade, a fase cristalina em
equilibrio com a solucdo é a hemihidratada, e ndo mais a anidra adicionada no inicio do
experimento (Figura 44). Essa afirmacdo pode ser feita tendo em vista ndo existir qualquer
diferenca aparente em termos de largura do pico dos indices de Miller com h = 0 quando os
materiais solidos finais se partindo da forma anidra e da forma hemihidratada s&o
comparados. Portanto, pode concluir-se que a forma anidra se converte na forma hemidratada
nestes trés meios de dissolucéo, e, consequentemente, os valores de solubilidade em equilibrio

obtidos para a forma anidra do ORBI ndo podem a rigor ser considerados verdadeiros.

Anidra
(Tampéo pH 6,8) M

Hemidratada
(Tampéo pH 6,8)

Anidra
(Tampéo pH 7,5)
Hemidratada
(Tampéo pH 7,5)
Anidra
(A9 L

Hemidratada
(Agua)

Intensidade normalizada (u.a)

Hemihidratada
(Calculado)

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Graus 260 (CuKa)

Figura 44- Padrdes experimentais de DRXP dos materiais solidos residuais em equilibrio com as
solucGes preparadas a partir das formas hemidratada e anidra do ORBI em &gua e nos
meios tampdes pH 6,8 e 7,5.

Fonte: Da autora.

Nota: O padrdo de DRXP do ORBI hemidratado calculado esta incluido para efeito de comparagédo.

O padrdo de DRXP experimental do material solido separado apds o experimento de
solubilidade da forma anidra ORBI em HCI 0,1 mol-L* (Figura 45-(c)) ndo se sobrepdem aos
picos previstos no difratograma calculado da forma hemidratada do ORBI (Figura 45-(a)).

Esse resultado indica que a forma anidra de ORBI € convertido para a outra forma solida
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durante o ensaio de solubilidade em HCI 0,1 mol-L*, a qual, muito provavelmente, venha a
ser o cloreto ou cloridrato de ORBI. Este pressuposto baseia-se no fato de que a espécie

H,0RBIY

[cation)

é formada em solucdo em pH < 3 (Figura 42), o que levaria a sua
precipitacdo/cristalizagdo com o cloreto proveniente da solugéo de HCI.

Ja o padrdo de DRXP experimental do sélido residual da dissolucdo da forma
hemidratada em HCI 0,1 mol-L* (Figura 45-(b)) mostra picos de Bragg tanto da fase
hemidratada do ORBI (Figura 45-(a)) quanto da possivel fase do sal cloreto de ORBI (Figura
45-(c)). Portanto, o sélido residual trata-se de uma mistura dessas duas fases indicando uma
conversdo parcial do ORBI hemihidratado para cloreto de ORBI. Este resultado sugere gque a
forma hemidratada é mais resistente a conversao do que a forma anidra.

Assim, quando os padrfes experimentais de DRXP dos sélidos residuais provenientes
da dissolucdo das duas formas de ORBI em HCI 0,01 mol.L? sdo comparados, observa-se,
para ambas, pouco ou quase nenhuma conversao da fase inicial em cloreto de ORBI (Figuras
45-(d) e 45(e)).

Os resultados observados no DRXP dos sélidos residuais em equilibrio com as duas
concentracdes de HCI testadas nesse trabalho, permite inferir que a conversdo do material
inicial em sal cloreto de ORBI, pode depender de, pelo menos, duas varidveis: i) o pH do
meio aquoso (quanto menor o pH maior € a conversao) e ii) da forma cristalina utilizada como
material de inicial (a forma hemidratada é mais estavel que a anidra). Ou seja, a conversao é
maximizada utilizando-se a forma anidra como material de partida no meio mais concentrado
de HCI.

A ocorréncia da transicdo de fase observada no experimento de determinacao
solubilidade do ORBI nas duas concentracdes de HCI utilizadas como meio de dissolucdo,
impede que se atribuia como verdadeiras, as solubilidades apresentadas na Tabela 9 e na
Figura 43 para a formas anidra e hidratada do ORBI nesses meios. Contudo, as diferencgas
observadas podem ser indiretamente relacionadas com a estabilidade das duas formas
cristalinas do ORBI. Em outras palavras, a forma anidra é mais instavel e, consequentemente,
mais susceptivel a dissolu¢do ou concomitante dissolucéo + conversdo para cloreto de ORBI
do que a forma hemidratada. A maior reatividade da forma anidra pode ser explicada pela
perda de cristalinidade ao longo do eixo a da célula unitaria (como discutido na Sec¢éo 5.2.5)
e, ou, pela sua supersaturacdo da solucéo preparada a partir da forma anidra, em comparagéo a

forma hemidratada. Esse ultimo fenbmeno, é explicado pela nucleacdo e, ou, crescimento de
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cristais durante a interconversdo em um meio aquoso (SANTOS et al., 2014b; BOGARDUS;
BLACKWOOD, 1979).
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Figura 45- Padrdes de DRXP de ORBI apds o teste de solubilidade em equilibrio: (a) experimental do
ORBI hemidratado; (b) ORBI hemidratado em HCI 0,1 mol.L; (c) ORBI anidro em
HCI 0,1 mol.L™%; (d) ORBI hemidratado em HCI 0,01 mol.L™; (¢) ORBI anidro em
HCI 0,01 mol.L™.

Fonte: Da autora.

Nota: Os picos de Bragg extras estdo apontados por setas.

Os padrdes de DRXP do material residual do experimento de solubilidade das formas de
ORBI nos tampdes acetato pH 4,5 e fosfato pH 5,8 mostram a presenca dos picos de Bragg do
DRXP calculado para a forma hemihidratada do ORBI (Figura 46). Ndo se observa o
alargamento dos picos com h = 0 nos residuos oriundos da forma anidra do ORBI (Figuras
46(c) e 46(e)), o que leva a concluir que ocorreu sua conversdo na forma hemihidratada
durante o experimento. Além disso, todos os difratogramas mostraram picos extras ndo
indexados pelos da fase hemihidratada do ORBI. Esse resultado sugere a presenca de fases

espurias cristalizadas durante o experimento de determinacao da solubilidade. Observa-se que
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as posicdes dos picos extras presentes nos residuos em equilibrio com o tampéo fosfato sao
diferentes daqueles presentes no tampéao acetato. Uma provavel explicacdo seria a presenca

dos sais acetato de ORBI e fosfato de ORBI.

Intensidade normalizada (u.a)

(a) k

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Graus 26 (CuKa)

Figura 46- Padrbes de DRXP apos o teste de solubilidade em equilibrio: (a) ORBI hemidratado
calculado; (b) ORBI hemidratado experimental em tampao acetato pH 4,5; (¢) ORBI
anidro experimental em tampao acetato pH 4,5; (d) ORBI anidro experimental em
tampado fosfato pH 5,8; (e) ORBI hemidratado experimental em tampéo fosfato pH 5,8.

Fonte: Da autora.
Nota: Os picos de Bragg extras estdo apontados por setas.
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5.2.8 Conclusdes parciais

Foi determinada pela primeira vez uma estrutura cristalina do IFA antimicrobiano
orbifloxacino. Esta primeira forma é zwitteribnica e hemidratada. Uma segunda forma
(anidra) foi obtida a partir da hemidratada, por aquecimento. A transicdo de fase ocorre a 104
°C e a forma anidra é estavel até 269 °C. A forma anidra retorna para a forma hemidratada
rapidamente sob condi¢cdes de umidade. A estrutura cristalina determinada ndo colapsa na
remocao de agua. Portanto, as formas anidras e hemidratadas de ORBI sdo cristais isomorfos.
Apesar de sua isoestruturalidade, a forma anidra é mais porosa e menos estavel (menor
energia de rede) e, consequentemente mais soltvel que a hemidratada.

Com os resultados obtidos aqui, infere-se que a forma hemidratada de ORBI seja a
descrita nas farmacopeias Britanica (2011) e USP (2015), embora nestes compéndios, o ORBI
esta descrito como uma forma anidra. Este trabalho contribuiu para o controle de qualidade do
IFA orbifloxacino. Entretanto, mais estudos devem ser realizados, e uma triagem de
polimorfos mais detalhada deve ser realizada para identificar outras formas solidas possiveis
de orbifloxacino para que os problemas das diferentes propriedades fisico-quimicas, relatados

nos compéndios oficiais sejam resolvidos.

5.3 OBTENCAO DE FORMAS SOLIDAS DE CARVEDILOL

Apds todas as tentativas foram obtidas as seguintes formas solidas policristalinas do
IFA carvedilol: forma Ill, forma hemidratada, fosfato de carvedilol, cloreto de carvedilol,
sulfato de carvedilol e uma forma solvatada de metiletilcetona de carvedilol, além da forma Il
(comercial) encontrada na matéria-prima adquirida. Amostras monocristalinas foram obtidas
para as formas cloreto de carvedilol e sulfato (ainda ndo determinadas).

Das formas obtidas, o cloreto e o sulfato de carvedilol, e a forma solvatada de

metiletilcetona ndo apresentam estrutura cristalina reportada.
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5.3.1 Caracterizacdo das formas

O padrdo experimental de DRXP do material resultante da mistura carvedilol:acido
fumarico (1:1, mol/mol) em metanol:agua (50:50, v/v) apresentou picos de Bragg do acido
fumarico e picos que ndo sobrepuseram aos da forma Il do IFA. A partir deste resultado foi
realizada uma recristalizacdo de carvedilol puro em metanol:agua (50:50 v/v). Os resultados
deste experimento estdo apresentado na Figura 47. Foi possivel verificar que a amostra se
tratava da forma hemidratada descrita em 2011, obtida a partir da cristalizacdo em
cloroférmio (DIAZ et al., 2011).
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Figura 47- Padrdes de DRXP: a) Forma Il calculada (azul), acido fumarico (vermelho) e da amostra
obtida por recristalizagdo da mistura carvedilol:acido fuméarico (1:1, mol/mol) em
metanol:agua (50:50, v/v) (preto); b) Carvedilol hemidrato calculado (preto) e amostra
obtida ap6s a recristalizacdo nas mesmas condi¢fes anteriores na auséncia do acido
fumarico (vermelho).

Fonte: Da autora.

Ja a partir da mistura carvedilol: nicotinamida (1:1; mol/mol) em

acetonitrila:metanol:agua (35:35:30 v/v/v) foi obtido o difratograma mostrado na Figura 48.
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Figura 48- Difratogramas da forma Il calculada (vermelho), nicotinamida (preto) e da
amostra obtida por recristalizacdo da mistura carvedilol:nicotinamida (1:1;
mol/mol) em acetonitrila:metanol:agua (35:35:30, v/v/v) (azul).

Fonte: Da autora.

Apds esse resultado, o procedimento de recristalizacdo foi repetido, mas na auséncia
do cocristalizante, para verificar se na recristalizacdo anterior, havia se formado um cocristal
carvedilol:nicotinamida (1:1, mol/mol) ou um novo polimorfo do carvedilol. O po resultante
foi analisado por DRXP e o difratograma apresentou o mesmo padrdo de difracdo do
experimental apresentado na Figura 47. Esse resultado descartou a formacdo do cocristal e
apontou para a formacgdo de uma forma inédita do cavedilol. Assim, cristais de tamanho ideal
(entre 0,01 a 0,2 mm) foram separados para a resolucdo de sua estrutura por difracdo de raios-
X por monocristal (DRXM).

Medidas de DRXM foram realizadas em fevereiro de 2014 confirmando se tratar,
naquele momento, de uma fase cristalina inédita do carvedilol. Contudo, a0 mesmo tempo,
verificou-se a publicacdo dessa nova forma na literatura por Prado et al. (2014), deixando o

mesmo, de ser um resultado inédito desse trabalho de doutorado.
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Formas I, 111 e hidrato:

As formas cristalinas puras Il e Il e a forma hemidratada de carvedilol foram

comparadas com seus respectivos padrdes de DRXP calculados (Figura 49).
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Intensidade normalzada (u.a)

Figura 49- Difratogramas calculados e experimentais das formas Il, 111 e hemidratada.
Fonte: Da autora.

Como observado, as recristalizagcdes foram bem-sucedidas para essas formas, pois 0s
picos de Bragg experimentais se sobrepdem aos calculados. Observam-se algumas diferengas
de intensidade que sdo atribuidas a orientacdo preferencial dos cristais presentes no material
policristalino.

Ja na Figura 50, os espectros de FTIR-ATR das formas Il, Il e hemidratada foram
sobrepostos e verificou-se diferentes perfis de vibragdes para os polimorfos, principalmente
na regido das ligagGes de hidrogénio (~ 3300 cm'Y).

A forma Il apresenta vibracdes moleculares sobrepostas em 3342 cm™ com banda
alargada devido as interacdes de hidrogénio referentes ao estiramento da amina secundaria
(WH) ¢ ao estiramento da hidroxila (vOH). Estiramentos da ligagcdo de C-H (vsim € Vass de

CH3, CH2 e CHoarom e aiit.) €std0 sobrepostos entre 3074 e 2833 cm™.
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Ja a forma Il apresentou vibragdes com bandas alargadas em 3444 e 3398 cm™
referentes a0 grupamento amina (VNH) e hidroxila. Outra banda alargada em 3269 cm™
aparece devido as diferentes interagfes entre os grupos amina, hidroxila com as ligagdes C-C
e C-H da cadeia carbonica.

Para a forma hemidratada o espectro apresentou bandas caracteristicas de amina
secundaria em 3496 cm™ seguida da banda de estiramento de hidroxila (vOH) em 3399 cm™ a
qual sofreu um deslocamento em relagdo ao vVOH da molécula da forma II devido a presenca

de moléculas de agua.
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Figura 50- Espectro de FTIR-ATR do carvedilol forma Il (azul), forma Il (preto) e hemidrato
(vermelho).
Fonte: Da autora.

As analises térmicas realizadas para as formas Il, 111 e hemidratada de carvedilol estdo
apresentadas na Figura 51. Observa-se que a forma Il do carvedilol funde sem perda de massa
em 118°C e em 272°C tem-se o inicio da decomposi¢do (Figura 51A). A forma Il também
funde sem perda de massa (Figura 51B), mas na temperatura de 119,2°C, e sua decomposi¢éo
comeca em 305°C. Ja a forma hemidratada apresenta o evento relativo a perda de meio mol
de molécula de &gua (Amassa calculada: 2,17%; Amassa obtida: 2,2%) e a fusdo

concomitantemente em 108°C, com inicio de sua decomposi¢do em 250,5°C (Figura 51C).
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Figura 51- Analise térmica da Forma Il (a), Forma Il (b) e hemidratada do carvedilol (c).
Fonte: Da autora.

Cloreto de carvedilol monohidratado

O padrdo de DRXP experimental do material policristalino obtido por meio de
recristalizacio do carvedilol em &cido cloridrico 0,1 mol.L™? foi comparada ao reportado na
patente do cloreto de carvedilol monohidratado (Figura 52). A concordancia entre 0s
difratogramas permite concluir que houve éxito na sintese de um material policristalino puro

de cloreto de carvedilol monohidratado com o experimento realizado nesse trabalho.



125

a) 55 {
600 _] |
&z200_]
ss00_]
sano]
sooo] l

=

=  asoe] !

g az00. !

o ETTI N 'I

5 ETLI W |

-IE' LLT N

— 2800
azoo ]
a0
1000 l
1000
soo_] e U I
200 nru'\ -n-.ovl

.o !I“ t‘_t _':I.:I. =] -l.l.n 1.1:’.5 "E_n':ﬁ a5 w _' I
ﬁ“!
b)
O

3
[wn)
~
w
=
| —

L)

—

L)
=
L)
=l
‘o
| ==
[k
) ) ) UVU\)\MN\”

LA DL L L L DL DL DL DL DL B |
2 4 =] 8 m 12 14 16 18 A0 X2 M 36
Graus 26(CLK)

Figura 52- Difratogramas do cloreto de carvedilol: a) Adaptado da patente de

HILDESHEIM et al., 2006; b) Experimental.
Fonte: a) Adaptado de HILDESHEIM et al., 2006 e b) da autora

O espectro de FTIR-ATR experimental do cloreto de carvedilol monohidratado
(Figura 53), confirma a presenca de &gua na estrutura cristalina pela presenca de bandas
alargadas em 3250 cm™. A interagdo do cloreto com o NH da cadeia alifatica do carvedilol
desloca as bandas de NH para maiores frequéncias, de 3342 cm™ para 3529 cm™.
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Figura 53- Espectros de FTIR-ATR do cloreto de carvedilol monohidratado

(preto) e da forma Il (vermelho).
Fonte: Da autora.

Na Figura 54, sdo apresentados os resultados obtidos com a analise térmica do cloreto
de carvedilol. O primeiro evento (Ti 30 °C a Tf 103 °C) apresenta uma perda de 4,0 % (18,4
g. mol™) da massa total do composto (460,9 g. mol™?) equivalente a perda de um mol de
molécula de dgua (massa calculada= 3,9 %). E, a partir de 167 °C, tem-se 0 inicio do evento
referente a fusdo do carvedilol. Corroborando com os resultados de que a forma solida é

monohidratada.
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Figura 54- Anélise térmica do cloreto de carvedilol monohidratado.
Fonte: Da autora.
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Fosfato de carvedilol hemidratado:

Na caracterizagcdo do sal de fosfato de carvedilol, observa-se que o padrdo de DRXP
experimental da amostra obtida (Figura 55) coincide com o simulado a partir da estrutura
reportada na literatura (VOGT et al., 2010), indicando a reprodutibilidade e pureza na

obtencéo dessa forma sélida do carvedilol.
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Figura 55- Difratogramas calculado (CIF:X0OZJOMO1) e experimental do fosfato de carvedilol
hemidratado.
Fonte: Adaptado de Vogt et al., 2010 e da autora.

Ja a Figura 56 apresenta o espectro na regido do IR do fosfato de carvedilol
hemidratado. As bandas assinaladas se sobrepdem as bandas atribuidas ao fosfato de
carvedilol hemidratado descrita na patente US 8.344.59 B2 de Gorantla e colaboradores em
2013 (GORANTLA et al., 2013). A figura apresentada na patente ndo foi mostrada neste

trabalho devido sua baixa resolugéo.
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Figura 56- Espectro na regido do infravermelho do fosfato de carvedilol.
Fonte: Da autora.

A andlise TG/DTA do fosfato de carvedilol (Figura 57), (massa total = 513,474 g.
mol™?), mostra & perda de massa equivalente a meio mol de molécula de agua (massa
calculada= 1,8%; massa perdida= 2,3%), confirmando que a estrutura € um hemidrato. O

evento mostrado em 155°C refere-se a fusdo, seguido pela decomposicéo.
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Figura 57- Andlise térmica do fosfato de carvedilol hemidratado.
Fonte: Da autora.
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Sulfato de carvedilol dihidratado:

Como o sal sulfato de carvedilol ndo possui estrutura cristalina reportada até o
momento, e a patente que descreve sua obtencdo ndo apresenta um difratograma
experimental, ndo foi possivel realizar sua caracterizacdo por DRXP; entretanto o

difratograma obtido foi apresentado na Figura 58.
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Figura 58- Difratograma experimental obtido com a recristalizacéo do carvedilol em &cido
sulfdrico 0,5 mol.L™.
Fonte: Da autora.

Para identificar que o material policristalino apresentava o ion sulfato foram realizados
0s seguintes testes de identificacdo de tal ion de acordo com a Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2010):

a) Solucdo do material com cloreto de bario= formagdo de um precipitado branco

(BaS0a) insoltivel em 4cido cloridrico 1 mol.L e em &cido nitrico 1 mol.L;
b) Solucdo do material com &cido cloridrico= ndo houve formacdo de precipitado, o

que distingue o ion sulfato do ion tiossulfato.

Para melhor comparacdo com os dados reportados na literatura, o espectro FTIR-ATR

experimental de sulfato de carvedilol foi plotado no modo de absorbancia (Figura 59).
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Observa-se grande concordancia do espectro da amostra obtida com o repostado na literatura
que aponta par ao sucesso na sintese do sulfato de carvedilol dihidratado. Ambos os espectros

apresentam bandas alargadas devido a presenga de &gua na estrutura cristalina (~3000 a 3500

-1
cm™).
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Figura 59- Espectro na regido do infravermelho do sulfato de carvedilol: a) Fonte: Brook et al., 2005;

b) Experimental.
Fonte: a) Adaptado de Brook et al., 2005 e b) Da autora.

A Figura 60 apresenta os resultados das analises térmicas para o sulfato de carvedilol.
Observa-se que o sal apresenta trés eventos seguidos que correspondem a perda total de 7,3 %
em massa no intervalo de 32°C a 110°C, massa equivalente a duas moléculas de agua (massa
calculada = 7,2 %). Ja em 150°C observa-se o evento referente a fusdo do sulfato de
carvedilol sem perda de massa. A partir desse resultado podemos inferir que o sal sulfato de

carvedilol seja um dihidrato (massa total= 543,474 g. mol™).
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Figura 60- Analise térmica obtido com a amostra policristalina do carvedilol em &cido
sulfrico 0,5 mol.L™.
Fonte: Da autora.

Solvato metiletilcetona de carvedilol

A Figura 61 compara o padrdo de DRXP experimentalda amostra policristalina obtida
no experimento de recristalizacdo do carvedilol em metiletilcetona (MEC), com o padrédo
experimental apresentado na Patente US 6699997 B2 de autoria de Hildesheim e
colaboradores (HILDESHEIM et al., 2004). Observa-se que todos os picos de Bragg dos dois
difratogramas sdo equivalentes, 0 que permite afirmar que se trata da mesma substancia

cristalina sem a presenca de fases espurias.
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Figura 61- Difratogramas experimentais de policristais do solvato metiletilcetona do carvedilol.
Fonte: a) Adaptado de Hildesheim et al., 2004; b) Da autora.

O espectro de FTIR-ATR da amostra obtida é apresentado na Figura 62, juntamente
com o espectro da forma Il utilizado na recristalizacdo. As vibragbes referentes aos grupos
metil e etil estdo sobrepostas aos estiramentos de C-H aromatico e alifatico da molécula de
carvedilol. Ja o estiramento da carbonila do grupo cetona (da MEC) aparece como uma
vibracdo de forte intensidade em 1708 cm'?
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Figura 62- Espectro FTIR-ATR do solvato metiletilcetona de carvedilol (vermelho) e forma Il
(preto).

Fonte: Da autora.

Na Figura 63, é apresentada a andlise térmica do MEC de carvedilol. Observa-se um
evento (Ti= 54°C e Tf~ 80°C) correspondente a perda do radical metilcetona do solvato de
metiletilcetona (- 8%) e o segundo evento deve-se a perda do radical etil (Ti= 80,7°C e Tf=
163°C) (- 6,8% em massa); (total 14,8% (8% + 6,8%) equivalente a uma molécula de MEC
(calculado=15%).
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5.4 CONCLUSOES PARCIAIS

T00
Temperatura ("C)

150

Neste trabalho foram obtidas as formas I, 11l, hemidratada, os sais cloreto, fosfato e

sulfato e o solvato metiletilcetona de carvedilol. A caracterizacdo destas formas foi realizada
por DRXP, FTIR-ATR e TG/DTA. As formas cloreto, sulfato e MEC de carvedilol ainda ndo

apresentam estruturas determinadas. Como continuacdo desta tese sera realizada a

determinacdo estrutural

destas formas,

avaliacdo das solubilidades e estabilidades

comparativas e a produgdo de comprimidos contendo 25 mg de carvedilol com cada forma

para a realizacdo de seus perfis de dissolucéo.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho de doutorado foram desenvolvidas novas formas sélidas dos farmacos
de baixa solubilidade aquosa: doxiciclina, orbifloxacino e carvedilol. Além disso, foram
realizadas suas caracterizacdes pelas técnicas de DRXM, DRXP, FTIR-ATR e TG/DTA. As
andlises de solubilidade e estabilidade das novas formas aqui apresentadas em comparacao
com as formas existentes foram avaliadas e discutidas.

Os resultados obtidos atingiram as duas vertentes das formas solidas, a vertente das
oportunidades que consiste no desenvolvimento de novas formas para verificar a
possibilidade de melhorar as propriedades fisico-quimicas de farmacos ja existentes no
mercado e a segunda vertente, a dos desafios, a qual inclui apresentar ensaios de
caracterizacdo das formas cristalinas para auxiliar no controle de qualidade desses IFAs a fim

de se evitar problemas como toxicidade e/ou ineficécia terapéutica.
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