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[-]

Existe um outro tipo de tentag¢do, mais perigosa ainda. Essa é a doenga
da curiosidade (...) E ela que nos leva a tentar descobrir os segredos da
natureza, aqueles segredos que estdo além da nossa compreensdo, que
ndo nos podem trazer nada e que os homens ndo devem desejar
aprender (...) Nessa imensa selva, cheia de armadilhas e perigos, tenho
me afastado, e me mantido longe desses espinhos. No meio de todas
essas coisas que flutuam incessantemente a minha volta no dia a dia,
nada jamais me surpreende, e eu nunca sou tomado por um desejo

genuino de estuda-las (...) Eu ndo sonho mais com as estrelas.

Santo Agostinho de Hipona [cit. em Sagan, C. "The Dragons of Eden",
p. 247]
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RESUMO

O polimorfismo ¢ a habilidade de um material existir em mais de uma forma
cristalina. E bem estabelecido que os farmacos podem existir em diversas formas polimérficas
e estas propriedades possuem um impacto na qualidade/desempenho dos medicamentos, tais
como a estabilidade quimica, a dissoluc¢ao e a biodisponibilidade. A proposta desse trabalho
foi realizar uma caracterizagdo e monitoracdo das propriedades do estado solido de quatro
principios ativos farmacéuticos bastante utilizados no mercado brasileiro. Estes farmacos
foram escolhidos com o intuito de investigar alguns dos aspectos mais relevantes do
polimorfismo. O mebendazol foi utilizado para demonstrar o efeito da estrutura cristalina na
solubilidade e também o possivel comprometimento da biodisponibilidade de comprimidos do
mesmo. O estudo do benzonidazol confirma a necessidade de uma caracteriza¢ao cuidadosa
das formas so6lidas. Apos quase cinqilienta anos de uso no combate da doenga de Chagas, esse
trabalho mostrou que o benzonidazol exibe pelo menos trés polimorfos os quais podem ser
estabilizados a temperatura ambiente e poderiam afetar seu desempenho. Com o secnidazol
uma familia de formas so6lidas de uso muito freqiliente foi investigada, os hidratos. Este IFA ¢
ministrado na forma de um hemihidrato. A estabilidade desta estrutura foi averiguada e o
processo de desidratagao monitorado. A existéncia de polimorfos na fase anidra foi verificada.
Finalmente, a dietilcarbamazina foi eleita como exemplo de um farmaco utilizado na forma de
sal, neste caso um citrato. Tanto o sal como o composto base foram estudados por diversas
técnicas de caracterizagdo em estado so6lido e as propriedades fisico-quimicas de ambos foram
comparadas. Neste caso, quatro formas cristalinas do sal foram encontradas mostrando que o
polimorfismo ndo ¢ uma propriedade exclusiva de sistemas mono-componentes. Em geral, os
resultados desse trabalho demonstram como o uso combinado dos métodos da Fisica do
Estado Solido fornece uma descricdo detalhada de propriedades importantes para o
entendimento do fenomeno do polimorfismo em farmacos, dando suporte ao desenvolvimento

de medicamentos seguros e eficazes.

Palavras-chaves: polimorfismo, mebendazol, secnidazol, benzonidazol, dietilcarbamazina,

estrutura cristalina, espectroscopia vibracional, andlise térmica.



ABSTRACT

Polymorphism is the ability of a solid material to exist in more than one
crystalline structure. It is well established that pharmaceutical solids could exhibit diverse
polymorphic forms and these properties have a direct impact in the drug quality/performance,
such as chemical stability, dissolution and bioavailability. The proposal of this work was to
characterize and monitor the solid state properties of four active pharmaceutical ingredients
regularly used in the Brazilian market. These drugs had been chosen in order to investigate
some of the most significant aspects of polymorphism. Mebendazole was used to demonstrate
the effect of the crystal structure on the solubility and, therefore, the possible reduction of the
bioavailability of tablets. The study of benzonidazole has confirmed the necessity of a careful
characterization of the solid forms. After nearly fifty years of being used in the combat of
Chagas’ disease, our work showed that this compound exhibits at least three polymorphs,
which can be stabilized at room temperature and could affect its performance. With the
secnidazole we investigate a family of solid forms frequently used in formulations, the
hydrates. This drug is delivered in the form of a hemi-hydrate. The stability of this structure
was investigated and the process of dehydration was monitored. The existence of polymorphs
in the anhydrous phase was also confirmed. Finally, the diethylcarbamazine was chosen as an
example of a formularization based on a salt, in this case a citrate. Both the salt and the base
compound were studied by diverse solid state techniques and the corresponding
physicochemical properties were compared. In this case, four crystal forms of the salt had
been found showing that the polymorphism is not a property exclusive of mono-component
systems. In general, the results of this work demonstrated that by combining Solid State
Physics methods it is possible to obtain a detailed description of properties which are relevant
for the understanding of the polymorphism phenomenon providing additional support to the

development of safe and efficient medicines.

Keywords: polymorphism, mebendazole, benzonidazole, secnidazole, diethylcarbamazine,

crystal structure, vibrational spectroscopy, thermal analysis.
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1 Introducao

A Iniciativa de Medicamentos para Doencas Negligenciadas (Drugs for Neglected
Diseases initiative, DNDi) ¢ uma organizacdo de desenvolvimento de farmacos sem fins
lucrativos focada em melhorar a satide e a qualidade de vida de povos que sofrem com
doencas negligenciadas. Também chamadas frequentemente de doengas tropicais, sdo um
grupo de infecgcdes endémicas de populacdes de baixa renda em regides de paises em
desenvolvimento dos continentes Africano, Asiatico ¢ Americano. Incluem doencas como
malaria, tuberculose, tripanossomiase africana (doenga do sono), doenga de Chagas, dengue,
leishmaniose, esquistossomose, oncocerciase, filariose linfatica e algumas verminoses [1]. A
estimativa de mortes anualmente para as doencas negligenciadas ¢ de 500.000, equivalendo a
aproximadamente um quarto das mortes pelo virus HIV/AIDS e a um meio dos 6bitos por
malaria [2, 3].

Como as doengas negligenciadas afligem principalmente pessoas pobres, ndo existe
incentivo adequado para a Pesquisa ¢ o Desenvolvimento (P&D) de medicamentos para este
tipo de doengas. Por isso a DNDi foi fundada em 2003 pelos Médicos Sem Fronteiras e cinco
organizagdes de investigacdo do setor publico: Kenya Medical Research Institute, Indian
Council of Medical Research, Malaysian Ministry of Health, Fundagdo Oswaldo Cruz, o
Institut Pasteur da Franca e além disso o PNUD/Banco Mundial/Programa Especial de
Pesquisa e Treinamento em Doencas Tropicais da Organizagcdo Mundial de Saude
(OMS/TDR), que atua como observador permanente da iniciativa [4-8].

Os principais objetivos da DNDi s3o: desenvolvimento de novos tratamentos relevantes
para povos que sofrem com as doengas negligenciadas, pesquisar e desenvolver
medicamentos eficazes preenchendo as lacunas que existem em P&D de medicamentos para
essas doencas e reforcar a capacidade de pesquisa existente nos paises onde as doencas
negligenciadas sdao endémicas [9].

Em geral, os medicamentos para as doengas negligenciadas foram desenvolvidos ha
muitos anos, além da complicacdo de serem dificeis de administrar, com toxicidades

significativas, tornaram-se cada vez mais ineficazes devido ao surgimento de resisténcias. Dos
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1.556 farmacos aprovados entre 1975 e 2004, somente 21 (1,3%) foram desenvolvidos
especificamente para doencas negligenciadas, mesmo que estas doengas englobassem 11,4%
da carga total de doengas (Figura 1.1) [10, 11].

A P&D de medicamentos sempre requer grandes desafios tecnologicos, altos
investimentos de capital e ¢ conduzida basicamente pelos incentivos de mercado. Como as
pessoas afetadas por doencas negligenciadas nao tém poder de compra, a industria
farmacéutica e o setor publico dos paises ricos praticamente ndo investem na descoberta de
medicamentos para este tipo de enfermidade uma vez que ndo oferecem suficientes retornos
financeiros. Fatores adicionais que contribuem para a falta de interesse em P&D de
medicamentos para doengas negligenciadas ¢ a pobre infra-estrutura reguladora em muitos
paises e farmacos ineficazes.

Os medicamentos genéricos sdo uma alternativa para tornar acessivel o tratamento das
doencgas negligenciadas. Os genéricos sdo andlogos de produtos farmacéuticos inovadores
cujas patentes ja expiraram e que contém o mesmo principio ativo, dose e forma farmacéutica
e ¢ administrado pela mesma via que o medicamento de referéncia. No Brasil, o Ministério da
Satde mediante a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) avalia os estudos de
equivaléncia e bioequivaléncia (termo na farmacocinética usado para avaliar a equivaléncia
terapéutica in vivo prevista de duas preparagdes de um mesmo farmaco) e equivaléncia
farmacéutica (verifica se 0 medicamento cumpre com os testes farmacopéicos, destacando-se
os testes de identificacdo da substancia ativa e dos produtos secunddrios, verificacdo do teor
do farmaco, da dissolugdo e do perfil de dissolucdo) entre o genérico e o medicamento de
referéncia para comprovar a sua qualidade. Apesar de todas as exigéncias para se ratificar a
qualidade de um medicamento, tem-se encontrado frequentemente problemas nos testes de
dissolu¢do de farmacos que sdo de fundamental importancia na verificagdo da qualidade de
um medicamento e, assim, comprometem-se, desde o inicio, os testes de bioequivaléncia [12-
15].

@18

Ooencas
tropicais 1.3%
Tubarculose

93

Figura 1.1. Medicamentos em escala mundial desenvolvidos entre 1975 e 2004 [10, 11].
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Com todas as complicagdes vistas que podemos encontrar num medicamento ¢
essencial se estudar melhor os ingredientes farmaceuticamente ativos (IFAs), essencialmente
os voltados para as doengas negligenciadas, pois eles possuem uma boa caracteriza¢do quanto
a sua atividade bioldgica, mas carecem de investigacdes de suas propriedades de estado
solido. Embora novas vias de administracdo para IFAs continuem a ser desenvolvidas, a
maioria dos compostos ainda sdo administrados na forma de dosagem soélida [16]. Qualquer
caracteristica que possa afetar a estabilidade ou a disponibilidade do firmaco na forma de
dosagem solida deve ser monitorada e controlada. Portanto, a caracterizagdo fisico-quimica
dos solidos tornou-se uma area extremamente importante [17-26]. Uma questao relevante diz
respeito a reatividade quimica dos IFAs, onde a atengdo ¢ concentrada nas reagdes de estado
solido que ocorrem na grande maioria dos firmacos ou em suas formas de dosagem [27].
Outra area igualmente fundamental do estado sélido em produtos farmacéuticos ¢ o estudo
das propriedades cristalograficas que determina possiveis variagdes nos aspectos estruturais
dos farmacos [28-33].

Byrn e colaboradores [34] forneceram uma série de defini¢gdes uteis classificando em
grupos as caracteristicas das varias formas so6lidas que podem ser encontradas para um dado
farmaco. Compostos podem ser polimorfos (habilidade de uma substancia existir com duas ou
mais fases cristalinas que tém diferentes arranjos e/ou conformacdes das moléculas na
estrutura do cristal), solvatos ou pseudo-polimorfos (formas contendo moléculas de solventes
dentro da estrutura cristalina), dessolvatos (formas as quais o solvente ¢ removido de um
solvato especifico e que ainda retenha a estrutura cristalina original), amorfo (formas so6lidas
que nao tém nenhuma ordem molecular) (Figura 1.2). Uma detalhada avaliagdo de possiveis
variagdes na estrutura cristalina ¢ essencial para o desenvolvimento de um novo farmaco.
Assim, a FDA (Food and Drug Administration), 6rgdo americano que aprova e regula o uso
de medicamentos neste pais, exige que procedimentos analiticos sejam usados para detectar
formas polimérficas, hidratados ou amorfos de um farmaco [34]. Entdo, séries denominadas
“diagramas de fluxo” e “arvores de decisdo” devem ser usadas para caracterizar a estrutura
cristalina dos compostos em desenvolvimento para o registro com as autoridades reguladoras.
Pelo diagrama de fluxo tem-se uma visdo clara e simples dos passos envolvidos no processo
de desenvolvimento de um medicamento. Ele serve para indicar as etapas mais importantes no
processo e também ter um detalhamento suficiente para identificar possiveis perigos. Ja a
arvore de decisdes ¢ uma seqiiéncia de questdes que se agrupam semelhante ao diagrama e

que estabelece limites criticos para cada ponto critico de controle (PCC) [34].
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Polimario | Palimiodo 1|

Mokicula do T
principio ativa /'..——-.\ /'—-—-.\

Sistema mullicomponente

) Sal | C— | lan
| Solvato | ] = Solvenia
Hidraio [ | = Agua

Figura 1.2. Diagrama dos diferentes tipos de formas solidas.

O polimorfismo ¢ um fator importante na tecnologia farmacéutica uma vez que
aproximadamente 40% dos farmacos processados em comprimidos possuem mais de uma
forma polimorfica ou pseudo-polimoérfica. Portanto, o polimorfismo deve ser detectado,
quantificado e controlado durante todas as etapas de preparagdo de um medicamento, desde a
sintese do principio ativo até sua estocagem nas prateleiras. Ha a possibilidade de selecionar
uma forma com oOtimas propriedades para um problema especial, desde que diferentes
modificagcdes mostrem diferentes propriedades. Os problemas de estabilidade em um farmaco
acontecem freqiientemente, pois nem sempre a forma mais estdvel ¢ a adequada para
formulagdo. Entdo, nestas circunstancias, a forma metaestavel pode se transformar na de
menor energia [35-37].

Transigoes polimorficas sdo iniciadas freqlientemente por operagdes farmacéuticas,
tais como secagem, moagem, compressao, etc. [38-44]. Uma solubilidade completa, por
exemplo, ¢ uma condi¢do prévia para um bom efeito dentro do organismo de um dado
farmaco administrado por oral. Para se alcancar uma solubilidade satisfatoria, as vantagens de
polimorfos especificos ou amorfos devem ser usadas [24]. Como uma desvantagem, o0s
materiais amorfos freqlientemente se recristalizam em temperatura ambiente. Sua habilidade
de recristalizagdo ¢ aumentada por operacdes farmacé€uticas como a triturag¢do, a granulagdo e
a compressdo das quais os materiais obtém a energia necessaria para a ativagao [37]. O termo
transicdo polimorfica refere-se a interconversdo entre as formas polimoérficas. A relagdo da
estabilidade entre um par de polimorfos pode ser classificada como monotropica ou

enantiotropica. E isso vai depender se uma forma pode se transformar reversivelmente na

4
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outra ou ndo. Em um sistema enantiotropico, uma transi¢ao reversivel entre os polimorfos ¢
possivel desde que a temperatura de transi¢ao definida esteja abaixo do ponto de fusdo. Ja em
um sistema monotrdpico, uma transi¢ao irreversivel é observada entre os polimorfos abaixo
do ponto de fusdo. Quatro regras uteis foram desenvolvidas por Burger e Ramburger [45-47]
para determinar qualitativamente a natureza enantiotropica € monotrépica da relacdo entre os
polimorfos. Estas regras sao:

(1) regra do calor de transicdo: a transicdo entre duas formas enantiotrdpicas ¢
sempre endotérmica em temperaturas abaixo de seu ponto de fusdo e exotérmica se a
transicao for entre formas monotrdpicas ou a temperatura de transi¢do € maior que o ponto de
fusdo;

(2) regra do calor fusio: se a forma de maior ponto de fusdo possui o menor calor de
fusdo as formas sdo enantiotrdpicas, caso contrario, elas s3o monotrdpicas;

(3) regra da densidade: se uma modificacdo ¢ menos densa, ¢ menos estavel no zero
absoluto;

(4) regra do infravermelho: para ligacdes de hidrogénio em cristais, a modificacao
para que a primeira faixa de absor¢do no espectro infravermelho esteja em freqiiéncias mais
elevadas tem entropia maior.

Pelo uso das regras antecedentes € estabelecido se os polimorfos de um determinado
farmaco sdo enantiotrdpicos ou monotrdpicos. Depois o proximo passo € definir o dominio da
estabilidade termodinamica (ou metaestabilidade) de cada fase cristalina de uma substancia
em fungdo da temperatura. O grafico da diferenca da energia livre de Gibbs, AG, versus
temperatura absoluta, T, fornece a mais completa e quantitativa informagao sobre a relagdo de
estabilidade dos polimorfos [19], com o mais estavel polimorfo tendo a mais baixa energia
livre de Gibbs. A AG entre os polimorfos pode ser obtida usando diversas técnicas em
diferentes temperaturas, tal como solubilidade, taxa de dissolucdo intrinseca e calorimetria
[48]. Os diagramas de fase da energia livre de Gibbs versus temperatura para sistemas
polimorficos enantiotrépicos € monotropicos sao mostrados na Figura 1.3. Para um sistema
enantiotropico, um polimorfo € estavel abaixo da temperatura de transi¢do (Tt), enquanto o
outro ¢ estavel acima da Tt. Apenas um polimorfo ¢ estavel a temperaturas menores que o

ponto de fusdo para um sistema monotrépico [49].
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Energia Livre AG
Energia Livre AG

Temperatura Temperatura

Figura 1.3. Diagramas de fase de energia livre para sistemas polimoérficos. (a) sistema

enantiotropico; (b) sistema monotropico [49].

As conseqiiéncias farmacéuticas do polimorfismo e formacdo de solvatos sdo
conhecidas ha bastante tempo [26]. Sabe-se que diferentes estruturas cristalinas de uma dada
entidade quimica tém diferentes células unitarias e assim podem exibir diferentes graus de
solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade, propriedades fisicas, termodindmicas,
espectroscopicas, interfaciais, propriedades mecanicas, etc. [50]. A ocorréncia do
polimorfismo € bastante comum para moléculas organicas ¢ um grande niimero de compostos
polimorficos ja foram anotados e catalogados [35, 51-53]. Métodos complementares tém sido
desenvolvidos para o estudo de polimorfos e solvatos [17, 18, 54], porém os métodos
classicos de difragdo de raios X, espectroscopia vibracional, microscopia, andlise térmica e
estudos de solubilidade sdao os mais indicados. Deve-se enfatizar que o critério para a
existéncia de tipos polimorficos ¢ a nao equivaléncia das estruturas cristalinas. Para agentes
farmacéuticos, este critério exige que os testes padrdes de difracdo de raios X de p6 ndo sejam
equivalentes para as varias formas. No anexo no final deste trabalho sdo abordadas técnicas
que foram utilizadas para a caracterizagdo dos farmacos estudados.

Os métodos espectroscopicos sdo de grande valor para confirmar a existéncia do
polimorfismo (ou da formagao do solvato). A espectroscopia de absor¢do no infravermelho
(IR) e o espalhamento Raman contém informagdes sobre movimentos especificos dos grupos

funcionais no sélido. Se as vibragdes moleculares sdo afetadas pelas diferencas estruturais que
6
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caracterizam o polimorfismo, entdo estudos de vibragdes serdo Tteis para uma avaliacdo da
origem do efeito [55].

As propriedades de um material so6lido dependem nao somente da identidade de seus
componentes, mas também de seus arranjos moleculares. Os sélidos cristalinos sdo aqueles
em que os seus contituintes atomos, moléculas ou ions sdo arranjados em ordem regular,
repetindo o padrdo em trés dimensdes. E bastante comum que um sélido cristalino exista em
mais de um arranjo cristalino que é o polimorfismo ja mencionado [56].

Os cristais podem também conter mais de um tipo de atomo, composto idnico ou
molécula, caracterizando os co-cristais que terdo propriedades diferentes das dos cristais
feitos por um unico componente. H4 atualmente uma controvérsia na literatura a respeito das
convencdes de nomeacao para os cristais que contém mais de um componente (cristais multi-
componentes). Materiais deste tipo s@o os hidratos e os solvatos, os quais contém a molécula
do “anfitridao” (o IFA para farmacos) e agua ou solvente como um “convidado” [56]. A
maioria dos farmacos também sdo fracos eletrélitos capazes também de formar sais, o que
acontece com um principio ativo que € investigado nesta tese, a dietilcarbamazina. Para
facilitar o entendimento dessas estruturas foi montado o esquema da Figura 1.4. E importante
salientar que cristais de um Unico componente ou co-cristais podem ser polimoérficos, isto €,
cada um deles pode exibir mais de uma forma cristalina sem mudar sua composi¢ao quimica.
Na Figura 1.4, co-cristais consistem de dois ou mais componentes que formam uma Unica
estrutura cristalina tendo propriedades exclusivas. Essa definicdo exige esclarecimento do
significado de “componente”. Se um componente ¢ definido como sendo um atomo,
composto i0nico ou molécula, entdo um co-cristal transforma-se mais especificamente em um
ou outro: (1) um cristal que contém dois ou mais diferentes atomos ou moléculas ou (2) um
cristal que contém um composto idnico acrescido de atomos adicionais, compostos i6nicos ou
moléculas. Note que os sais podem igualmente existir em uma forma nao cristalina [56]. Um
sal contém compostos idnicos individuais, mas multiplos ions. A formagdo de sais em
compostos organicos envolve a transferéncia de protons de um acido para a base. Estudos de
estruturas cristalinas revelaram que se um proton ¢ transferido de um componente para outro
em um soélido cristalino ¢ dependente do ambiente cristalino e ndo pode ser previsto pelo valor

do ApK, apenas [57].
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FORMA

formas que podem apresentar polimorfismo

cristalina amorfa
multi-
componentes Unico componente
forma basica
(cristal)
co-cristal

guaniitativo nio quantitativo

complexos hidratos, clatratos,

complexos de inclusao, etc.

moleculares, solvatos,
outros outros

Figura 1.4. Esquema de classificacdo para solidos orgénicos.

As industrias farmacé€uticas reconheceram a importancia do polimorfismo apenas
recentemente. Um trabalho de revisdo publicado em 1969 pelo microscopista Walter
McCrone intitulado Pharmaceutical Applications of Polymorphism [26] ¢ identificado como o
inicio dos estudos sobre polimorfismo. Um evento culminante foi a remocao temporaria do
mercado do medicamento anti-retroviral Norvir em 1998, que ocorreu por causa do
aparecimento de um polimorfo previamente desconhecido do principio ativo ritonavir. A
forma de dosagem do Norvir consistia em cépsulas semi-s6lidas com uma solug¢do contendo
ritonavir [58]. A nova forma cristalina era mais estavel e conseqiientemente menos solivel
que a velha forma e cristalizava-se dentro das cédpsulas, tornando-se uma formulacdo ndo
manufaturavel.

A FDA publicou um guia para desenvolvimento de farmacos em 2000 que afirma:
“Alguns novos farmacos existem em diferentes formas cristalinas que diferem em suas
propriedades fisicas. Polimorfismo pode também incluir solvatos, hidratos ou formas amorfas.
Diferencas nessas formas podem, em alguns casos, afetar a qualidade ou a performance dos
novos farmacos. Nos casos os quais existem essas diferencas, a biodisponibilidade e a
estabilidade do farmaco devem ser especificadas” [59]. Essa provisdo, junto com o dano

comercial e humano que pode ocorrer como ilustrado com o Norvir, tem conduzido a maioria
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das companhias farmacé€uticas a incorporar processos para identificar e caracterizar formas
polimorficas de IFAs durante o desenvolvimento de um farmaco.

Entre os casos mais conhecidos de biodisponibilidade varidvel devido ao polimorfismo
envolvendo dosagem em humanos estdo aqueles do palmitato de cloranfenicol, acido
mefenamico, oxitetraciclina e carbamazepina. Aguiar ef al. [60] demonstraram que em seres
humanos a absor¢do do polimorfo B do palmitato de cloranfenicol foi significativamente
maior do que a do polimorfo A. O pico dos niveis séricos de cloranfenicol foi linearmente
proporcional a porcentagem da forma B em misturas das formas A e B (Figura 1.5). O
palmitato de cloranfenicol ¢ um pro-farmaco do cloranfenicol que foi preparado para
proporcionar um derivado sem sabor [61]. Glazko ef al. [62] relataram que o palmitato de
cloranfenicol seria hidrolisado no intestino antes do farmaco ser absorvido. Aguiar e
colaboradores provaram que a hidrdlise in vitro deste pro-farmaco pela pancreatina foi
dependente do polimorfo, com significativa hidrélise no caso da forma B e pouca hidrélise
para a forma A. Aguiar e Zelmer [63] demonstraram que a forma B se dissolve mais
rapidamente do que o polimorfo A, tendo uma maior solubilidade. Eles também relataram
sobre a absor¢do dos dois polimorfos do dcido mefenamico [63], mostrando que os mesmos
exibem quase idénticos niveis sanguineos (Figura 1.5). Pudipeddi e Serajuddin [64]
compararam as solubilidades de 81 pares de polimorfos de 55 principios ativos e verificaram
que em geral uma forma cristalina pode ser até 6 vezes mais soluvel que a outra (Figura 1.6).
Estes resultados mostram claramente que a biodisponibilidade de um principio ativo pode ser
fortemente influenciada pela presenca de diferentes formas cristalinas de um mesmo

composto.
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Figura 1.5. Concentracao no plasma do (a) cloranfenicol e (b) acido mefenamico em fungao

do tempo [63].

Solubilidade relativa

6
2 Ritonavir
Palmitato de cloranfenicol

4 - @ @ -

3 T -

2 1 Ta s o . . . " " . Tl

1 | -.'.- ] --.II -. '. ] - ll @ - '-I.. - -.- L 1] m ™ -

Acido mefenamico

0 T T T T

0 20 40 60 80
Composto

Figura 1.6. Solubilidade relativa entre 81 pares de polimorfos de 55 compostos [64].

Com base no exposto € possivel concluir que um grande desafio da industria

farmacéutica ¢ a escolha e o controle da forma cristalina de um principio ativo. Do ponto de

vista analitico ¢ necessario o desenvolvimento de melhores métodos qualitativos para

identificar um unico polimorfo em uma mistura de polimorfos e para determinar as

porcentagens do contetido amorfo ou cristalino de um farmaco. Um entendimento crescente
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do fendomeno do polimorfismo deve possibilitar o controle sobre o processo de cristalizagdo a
fim de obter seletivamente o polimorfo desejado ou suprimir o crescimento de um indesejado.
As mudancgas de fase durante o processamento sdo um problema que pode ser evitado por
estudos iniciais cuidadosos. A disponibilidade de dados estruturais detalhados combinados
com projetos estratégicos tem conduzido a significativos avangos no controle de polimorfos
obtidos em uma cristalizacdo. Com todas as informacgdes disponiveis destes estudos iniciais,
deve ser possivel projetar e selecionar as condicdes de processamento que gerard certo
polimorfo e manterd a forma desejada do comeco ao fim durante os varios estagios de
processamento ¢ de sintese do farmaco. E com esta finalidade que se estudou os quatro
farmacos investigados nesse trabalho que ndo foram selecionados ao acaso, pois cada um se
enquadra numa forma solida diferente e com importancia significativa em suas respectivas
profilaxias. Além de contribuir ao entendimento do polimorfismo em cada um dos farmacos
averiguados, os resultados apresentam uma visdo multidisciplinar do problema, combinando
métodos experimentais caracteristicos da fisica, quimica, farmacia e farmacologia.

Dentro dessa filosofia um antiparasitario de uso freqiiente foi investigado no Capitulo
2, o mebendazol. O mesmo possui formas polimorficas bem conhecidas para as quais a
dependéncia com a solubilidade foi analisada. Assim, nesse Capitulo abordou-se um dos
temas mais relevantes do ponto de vista de saude publica que ¢ o impacto do polimorfismo na
biodisponibilidade, avaliando a cinética de liberagao in vitro.

No Capitulo 3 o caso simples de um sistema mono-componente foi investigado através
do benzonidazol, farmaco empregado no tratamento da doenga de Chagas. Mesmo sendo um
farmaco utilizado ha muito tempo, existem grandes lacunas relacionadas as suas propriedades
de estado solido.

No Capitulo 4 a atencdo foi voltada para os hidratos. Este caso particular de um
solvato pode ser encontrado em varias etapas do processo de producao de um farmaco, sendo
também utilizado em algumas formulagdes e, as vezes, aparecendo como um produto
indesejado em conseqiiéncia da higroscopicidade de algumas formas cristalinas. O farmaco
escolhido para este estudo foi o secnidazol, o qual ¢ encontrado na forma de um hemi-hidrato.
Entre outras coisas, o processo de desidratacdo e rehidratacdo desta substincia foram
investigados.

No Capitulo 5 estudou-se a dietilcarbamazina que ¢ usualmente ministrada na forma
de um sal. A escolha desses tipos de formas cristalinas ¢ um dos caminhos mais

freqlientemente empregados para contornar problemas associados a formulagdo, tais como,
11
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solubilidade e estabilidade. As propriedades fisico-quimicas deste sal e sua base foram
comparadas com a finalidade de descrever as vantagens deste tipo de formulagao.
Finalmente, no Capitulo 6, um resumo dos principais resultados e as conclusdes gerais

deste trabalho foram apresentados.
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2 Mebendazol

2.1 Introducio

Infeccdes por ascaridiase, tricuriase, ancilostomiase e necatoriase sdo as doencgas
tropicais negligenciadas mais freqiientes [65]. Estimativas recentes indicam que um quarto da
populacdo mundial estd contaminada com um ou varios destes parasitas [66, 67], causando
epidemias que podem ser tdo graves quanto aquelas da malaria ou da tuberculose [68, 69].
Devido isso, a OMS e outros 6rgaos defenderam a execugdo de programas desparasitarios em
massa para atingir simultaneamente estas infecgdes. Recentemente, uma andlise detalhada dos
ensaios terapéuticos relatados na literatura apoiou a iniciativa da OMS [65]. Os programas
desparasitarios foram beneficiados pela expiragdo das patentes de diversos farmacos
(mebendazol, albendazol e praziquantel) cujas versdes genéricas e similares estdo agora
disponiveis a custos muito baixos [68, 70].

O Mebendazol (MBZ) (éster metilico do acido (5-benzoil-1H-benzimidazol-2-il)
carbamico) (Figura 2.1) é um farmaco vermifugo de amplo espectro que produz taxas
elevadas de cura nas infestagdes por ascaridiase, enterobiase, tricuriase, ancilostomiase e
necatoriase [65]. O largo espectro de atividade, elevada eficicia e facilidade de administragdo
exibida pelo MBZ motivou sua vasta utilizacdo em programas desparasitarios de grande
escala, a maioria deles direcionados a criancas em idade escolar em paises em
desenvolvimento [70, 71]. Devido ao impacto de tais programas na qualidade de vida destas
criangas, 0 MBZ foi incluido pela OMS na Lista Modelo de Medicamentos Essenciais como a
referéncia para o grupo terapéutico dentro da classe farmacologica de anti-helminticos

intestinais [72].

cpcwsy

Figura 2.1. Estrutura molecular do MBZ.
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O extenso uso do MBZ e do albendazol para tratar infecgdes por nematdides
intestinais em popula¢des humanas tem aumentado a preocupagdo com relacdo a necessidade
de procedimentos de monitoramento que sejam apropriados para identificar o surgimento de
resisténcia a farmacos [68, 73, 74]. Um fator que deve ser considerado com cautela neste
problema ¢ a qualidade dos farmacos anti-helminticos. Medicamentos de baixa qualidade
podem contribuir para a falha dos programas desparasitidrios, bem como também ao
aparecimento de resisténcia a fairmacos. Assim, a qualidade do farmaco ¢ critica, sobretudo
nos paises em desenvolvimento onde coexistem anti-helminticos genéricos importados e
produzidos localmente. Em face do exposto, percebe-se que os comprimidos podem ter
variagdes em propriedades tais como pureza, desintegrac¢do, dissolucdo e biodisponibilidade,
afetando a eficéacia terapéutica.

Outro fator que pode contribuir para a variagdo da eficacia de uma forma farmacéutica
¢ o polimorfismo do IFA. Considerando os carbamatos de benzimidazois usados geralmente
em programas desparasitarios, MBZ e albendazol, apenas o primeiro exibe polimorfismo. No
estado solido o MBZ cristaliza-se em trés formas polimorficas: A, B e C. Varios autores
indicam possiveis diferencas na biodisponibilidade dos polimorfos do MBZ [75, 76]. Mesmo
que algumas discrepancias sejam relatadas na literatura sobre as solubilidades relativas das
formas B e C, todos os autores concordam que a forma A ¢ a menos soltvel. Ja a forma C € a
preferida farmaceuticamente uma vez que sua solubilidade ¢ suficientemente adequada para
assegurar uma 6tima biodisponibilidade sem exibir a toxicidade associada a forma B [12, 75,
77, 78]. Além disso, ensaios terapéuticos executados em 958 criangas em idade escolar na
Taildndia usando um placebo e os polimorfos A e C do MBZ sugeriram que a forma A tem
eficacia similar a do placebo no controle de infec¢des por ancilostomiase, necatoriase e
tricuriase [75]. Outros autores também relataram sobre a influéncia do polimorfismo na
eficacia anti-helmintica do MBZ e propuseram que ao menos 30% da forma A na formulagdo
¢ suficiente para suprimir a atividade farmacoldgica desejavel [76, 79].

Com a finalidade de compreender os problemas associados a formulagdo do MBZ,
primeiramente ¢ necessario considerar as exigéncias do controle de qualidade para estes
comprimidos. A Anvisa, assim como muitas outras agéncias ao redor do mundo, publicou
uma monografia descrevendo os testes necessarios para garantir a qualidade do MBZ [80].
Devido a solubilidade muito limitada do MBZ na dgua e em solventes organicos, que afeta a

absor¢do e o comportamento no organismo, a farmacopéia brasileira ¢ a dos Estados Unidos
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preconizam o mesmo teste de dissolugdo [80, 81]. O meio de dissolugdo prescrito pela USP
30 ¢ 900 mL de acido cloridrico 0,1 M contendo 1% de lauril sulfato de sodio [81]. Meios de
dissolucdo para farmacos insoliveis em agua contém geralmente um surfactante (lauril sulfato
de s6dio) para ajudar no processo de dissolugdo [82]. Sob estas circunstancias, o lauril sulfato
de sédio melhora a solubilidade deste farmaco devido ao aumento da molhabilidade e a
solubilizacdo micelar. Diversos autores verificaram que o teste de dissolugcdo descrito pela
USP 30 ndo tem nenhuma seletividade para identificar as formas cristalinas [12, 76, 83].
Assim, a necessidade de modificar esse teste de dissolucdo a fim de adapta-lo para discriminar
os polimorfos do MBZ foi repetidamente questionada. Swanepoel et al. [12] investigaram a
influéncia do meio de dissolugdo na eficacia do teste da USP mostrando que as propriedades
de dissolugdo dos trés polimorfos sdo iguais (mais de 75% dissolvido ap6s 120 min). Sem
adicionar o surfactante ao meio os polimorfos exibiram perfis desiguais de dissolucdo. A
forma mais soluvel foi o polimorfo C (70% dissolvido apds 120 min), seguido pelo polimorfo
B (37% dissolvido apds 120 min) e pelo polimorfo A (20% dissolvido apds 120 min). Logo, o
meio de dissolucdo modificado fornece um método para distinguir entre os polimorfos do
MBZ.

Diante do que foi visto nota-se que as discrepancias nos testes de dissolugao ¢ um fato
e o estudo apurado destes experimentos ¢ de extrema acuidade. Porém, antes de se realizar
uma andlise comparativa destes testes, uma caracterizacdo fisico-quimica completa dos trés
polimorfos do MBZ ¢ necesséria para garantir a pureza das amostras a serem investigadas.
Além disso, o conhecimento preciso da estabilidade termodinamica dos polimorfos ¢ a relagao
entre as diferentes fases s6lidas de um farmaco € um pré-requisito para o entendimento do
processo de biodisponibilidade.

Me¢étodos analiticos como andlise térmica, difracdo de raios X de po, espalhamento
Raman, microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia no infravermelho
proximo (NIR) e médio (MIR) sdo recursos empregados na identificacdo e caracterizagao de
polimorfos com grande sensibilidade. Por conseguinte, algumas destas técnicas foram
utilizadas para estudar os polimorfos do MBZ, adquirindo um conhecimento vasto das
propriedades de estado sdlido do farmaco, diferenciando suas formas polimorficas e avaliando
sua estabilidade térmica.

O Brasil, bem como varios paises no mundo, adota um programa de medicamentos
genéricos a fim de garantir o acesso destes insumos de primeira necessidade por parte da

populacdo de baixa renda. Com o intuito de avaliar a incidéncia dos polimorfos do MBZ no
15



Capitulo 2 - Mebendazol

mercado brasileiro, e de posse da caracterizagdo completa dos polimorfos, foram analisados
nove comprimidos diferentes deste farmaco, incluindo o que ¢ indicado pela Anvisa como
medicamento de referéncia. Com o objetivo de realizar esta investigacdo, a forma cristalina
usada na formulagdo dos comprimidos foi determinada por difragdo de raios X de p6 e por
espectroscopia Raman. Identificada a forma polimoérfica, testes de dissolugdo oficiais
(farmacopéia) e com o meio modificado foram executados para definir a sensibilidade destes
métodos para a forma cristalina. Além disso, diferentes misturas fisicas da forma A e C foram

medidas a fim de analisar a influéncia da concentragao relativa no perfil de dissolucao.

2.2 Materiais e Métodos

A matéria-prima do MBZ cristalizado nas formas A e C foi fornecida pela Red Pharm
Commercial e comprimidos de 100 mg foram obtidos diretamente do mercado. Todos os
comprimidos estavam dentro das especificacdes permitidas de qualidade e tinham pelo menos
dois anos de validade.

Os estudos de dissolucdo apresentados neste trabalho foram executados usando o
método 2 (pa) da USP 30 [81]. A temperatura do meio foi mantida em 37,0 £ 0.5°C. As pas
foram giradas em 75 rpm e as amostras foram retiradas do meio de dissolugao em 5, 10, 15,
30, 60 e 120 min. Dois meios de dissolugdo foram usados nos testes de solubilidade: meio I (1
mL das amostras em 9 mL de 4cido cloridrico 0,1 N e lauril sulfato de s6dio 1%) e meio II (1
mL das amostras em 4 mL de 4cido cloridrico 0,1 N). As seguintes dilui¢des foram realizadas
em tubos de ensaio: 1:10 das amostras dissolvidas no meio I e 1:5 das amostras dissolvidas no
meio II. As solug¢des posteriormente foram analisadas com espectrofotometro UV-VIS em
248 nm.

Os testes de dissolucdo nas misturas de matérias-primas (distribuicdo de tamanho de
particulas) do MBZ na forma A e C foram executados comecando com suspensdes tendo
concentragdes variando de 100% da forma A a 100% da forma C (0, 10, 50, 90 ¢ 100% da
forma C correspondem respectivamente a 100, 90, 50, 10 e 0% da forma A). Adicionaram-se
50 mL do meio da solu¢do em cada estagio experimental (meio I e II). Agitou-se usando um
misturador vortex, sendo imediatamente colocada em uma cuba de dissolu¢do na qual havia

850 mL do meio de dissolu¢do em 37°C para realizar o teste de dissolug@o, de acordo com as
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condigdes experimentais. Neste caso, as amostras foram retiradas do meio de dissolugdo em 5,

10, 15, 30, 45, 60, 90 ¢ 120 min ¢ avaliadas.

2.3 Resultados

Como ponto de partida no estudo com o MBZ, realizou-se uma caracterizagao fisico-
quimica de seus trés polimorfos. Na Figura 2.2 sdo apresentados os resultados da analise
térmica, onde sdo mostradas as curvas de TG e DSC. Nas duas técnicas podem ser
observadas anomalias a aproximadamente 250°C e 320°C, as quais estdo associadas a dois
processos de decomposicao. No entanto, o evento mais relevante ¢ uma pequena anomalia
exibida pelas curvas de DSC das formas B e C por volta de 180°C. Estes eventos exotérmicos,
que ndo possuem uma correspondéncia na TG, podem ser classificados como transformagdes
solido-solido e evidenciam transi¢do desses polimorfos para a forma A.

A calorimetria ndo ¢ uma técnica que fornece informacao direta da forma cristalina de
uma substancia. Assim, utilizamos a difragdo de raios X e a espectroscopia vibracional que
sdo técnicas mais adequadas para realizar esta tarefa. A Figura 2.3 mostra os padrdes de
difracdo dos trés polimorfos, onde podem ser claramente observados picos caracteristicos de
cada uma das estruturas cristalinas. A mesma conclusdo pode ser obtida da analise dos
espectros Raman (Figura 2.4), infravermelho proximo (Figura 2.5) e infravermelho médio
(Figura 2.6). Cada uma destas técnicas tem vantagens e desvantagens, mas todas possuem a
especificidade necessaria para serem empregadas como técnicas de rotina para o estudo do

polimorfismo do MBZ.

17



Capitulo 2 - Mebendazol

Forma A

Forma B

100 |
Forma C

Massa (%)

1 1 1 1 1

TG

1 1 1 1 1

| Forma A

50 100 150 200

Tempe

250 300 350 400

ratura (°C)

50

100

150

200 250 300 350 400

Temperatura (°C)

Figura 2.2. (a) Curva de TG para os polimorfos do MBZ. (b) Curva de DSC para os

polimorfos do MBZ.
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Figura 2.3. Difratogramas de raios X dos polimorfos do MBZ.
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Figura 2.6. Espectro vibracional na regido do infravermelho médio dos polimorfos do MBZ.

Com o intuito de determinar a forma cristalina usada na formulacao dos comprimidos
comerciais, a difracdo de raios X em pd e medidas de espalhamento Raman (Figura 2.7) e
absorbancia no infravermelho proximo (Figura 2.8) foram realizadas nos comprimidos
investigados. E sabido que os métodos experimentais empregados tém bastante seletividade
para distinguir o polimorfismo do MBZ [84, 85]. De acordo com estes resultados, observou-se
que das nove marcas diferentes dos comprimidos usados neste estudo, oito foram formuladas
usando a forma A (amostras identificadas como MBZ 2 a MBZ 9) e apenas uma utilizando a

forma C (amostra identificada como MBZ 1).
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Figura 2.7. Comparagao dos espectros Raman dos polimorfos A e C do MBZ com espectros

representativos dos comprimidos investigados.
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Figura 2.8. Comparagdo dos espectros no infravermelho proximo dos polimorfos A e C do

MBZ com espectros representativos dos comprimidos investigados.
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Diversos autores relataram sobre a solubilidade variavel dos polimorfos do MBZ [12,
76, 83], focalizando principalmente em comparar as solubilidades dos polimorfos puros pelo
método da USP 30 [81] e pelos meios modificados [12]. No melhor de nosso conhecimento,
nenhuma investigacdo da influéncia do meio na solubilidade das misturas destes polimorfos
foi realizada. Por isso, amostras com concentragdes variando de 0 a 100% da forma C foram
submetidas aos testes de dissolugdo usando os meios I e II. Os perfis de dissolugdo
correspondentes sdo mostrados na Figura 2.9. Em geral, pode-se observar que estes perfis
seguem o comportamento previsto. No meio I todas as amostras dissolveram rapidamente
alcangando valores em torno de 80% depois de 120 min. Por outro lado, no meio II, a
porcentagem do farmaco dissolvido aumenta quando a quantidade do polimorfo A decresce.
Este efeito pode ser facilmente explicado considerando a baixa solubilidade da forma A
quando comparada com a forma C. Entretanto, uma inspe¢do detalhada da dependéncia da
concentragdo do perfil de dissolu¢dao no meio I revela um comportamento oposto. Neste meio,
a solubilidade das amostras diminui quando a concentragao da forma A decresce, sugerindo
que o efeito do agente tensoativo na dissolu¢do do polimorfo A ¢ mais forte do que no
polimorfo C. A Figura 2.10 mostra a dependéncia da concentracdo na porcentagem do
farmaco dissolvido ap6s 120 min. Mesmo exibindo comportamentos opostos, uma relagao
linear entre a quantidade da forma C e a solubilidade da amostra ¢ observada. Considerando
que pelo menos 30% da forma A nos comprimidos ¢ suficiente para suprimir a atividade
farmacoldgica desejavel [76, 79], poderia ser possivel usar esses resultados para elaborar um
modelo para determinar a concentragdo da forma C dos perfis de dissolucdo. Entretanto, ja
que o perfil de dissolucdo pode ser afetado pelos parametros relativos a formulagao e a
solubilidade ¢ diretamente determinada pelo empacotamento cristalino das moléculas do
farmaco nos diferentes polimorfos, técnicas experimentais sensiveis a estrutura cristalina,
como a espectroscopia vibracional ou a difracdo de raios X de pd, sdo aconselhaveis para

executar esse trabalho.
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Figura 2.9. Perfis de dissolu¢do do MBZ em fung¢ao da concentragdo do polimorfo C em HCl

0,1 N contendo 1% (meio I) e 0% (meio II) de lauril sulfato de sodio.
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Figura 2.10. Porcentagem de amostra dissolvida em 120 min em fun¢do da concentracdo do

polimorfo C do MBZ usando o método da USP 30 (meio I) e 0 método modificado (meio II).

O polimorfismo do MBZ e suas implicagdes na biodisponibilidade foram discutidos
por diversos autores, mas ndao ha quase nenhuma informagdo sobre sua incidéncia em
medicamentos comerciais. Além disso, o método de dissolu¢cao modificado (meio II) proposto
por Swanepoel et al. [12], que foi aplicado nesse trabalho as misturas da forma A e C, fornece
uma ferramenta para identificar formulagdes irregulares mas ndo foi testado em amostras
comerciais. No caso de produtos formulados o efeito dos excipientes nos testes de dissolugao
deve ser verificado antes de se fazer qualquer modificagdao da farmacopéia. Assim, os perfis
de dissolucdo das nove diferentes marcas de comprimidos do mebendazol selecionadas para
esse estudo usando os meios I e I sdo mostrados na Figura 2.11. Os comprimidos contendo
[FA/excipientes variando na proporc¢do de 1:1 até 1:2 foram investigados. Os resultados em
produtos formulados confirmam claramente a conclusdo obtida da analise das matérias-
primas. No meio I, todos os comprimidos exibiram perfis de solubilidade similares estando
em bom acordo com as especificagdes da farmacopéia (> de Q; 75%). Apesar da quantidade
de excipientes existentes nos comprimidos, o meio II confirmou ser eficaz para garantir a

forma cristalina no caso dos comprimidos formulados com polimorfos puros A ou C.
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Figura 2.11. Perfis de dissolugdo de comprimidos comerciais do MBZ em HCI 0,1N contendo

1% (meio I) e 0% (meio II) de lauril sulfato de sddio.

Observou-se que o unico comprimido formulado com a forma C poderia estar de
acordo com as especificagdes da farmacopéia, uma vez que ele se dissolveu mais de 75% apos
120 min. Entretanto, o método completo deve ser revisto a fim de estudar ndo somente a
forma A e C, mas também a forma B e misturas de polimorfos. Nenhuma das amostras
evidenciou a presenca de um segundo polimorfo, mas este efeito foi observado em
comprimidos ndo incluidos nos testes de dissolucdo. Conforme apresentado na Figura 2.9,

pode-se esperar uma dependéncia continua da solubilidade em fun¢do da concentracdo da
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forma C. Entdo, os comprimidos ndo deveriam ser avaliados por uma simples porcentagem de
dissolugdo como também deve ser estabelecido um limite da concentragao dos polimorfos
indesejados. Entretanto, como dito anteriormente, técnicas como a espectroscopia vibracional
ou a XRPD podem fornecer um método muito mais acurado para identificar os polimorfos do

MBZ em matérias-primas e produtos formulados.

Albonico et al. [73] relataram uma reducdao aparente da eficicia do MBZ no
tratamento de infecgdes por ancilostomiase e necatoriase nas populacdes submetidas a
programas desparasitarios periddicos. Esta observacdo sugere a possibilidade de uma
resisténcia emergente da infec¢do ao MBZ. Embora a forma cristalina usada nesse trabalho
ndo seja relatada explicitamente, os comprimidos usados nos experimentos pertencem as
companhias que somente formulam MBZ na forma C. Por outro lado, nenhuma informagao
estd disponivel sobre a forma cristalina nos comprimidos usados em diversos programas
desparasitarios. Bennett e Guyatt [68] sugeriram que a baixa eficacia de anti-helminticos na
Asia poderia originar ndo apenas variagdes genéticas nos parasitas, mas também na qualidade
dos farmacos. As diferencas na solubilidade entre as formas cristalinas do MBZ afetarao
provavelmente a biodisponibilidade desse IFA, caso contrario, como proposto, acarretard
diminuicdo da eficacia nos comprimidos formulados com a forma A. Como essas mudangas
na biodisponibilidade dos comprimidos podem afetar a eficiéncia dos programas de controle e
combate as paratitoses € o quanto contribuem ao aparecimento de resisténcia sdo ainda

questdes abertas.

2.4 Conclusoes

O polimorfismo do MBZ ¢ um assunto muito bem conhecido que pode ter impacto
direto na eficacia de medicamentos genéricos contendo este IFA. Os resultados confirmaram
claramente que o teste de dissolugdo prescrito em diversas farmacopéias ndo ¢ capaz de
distinguir o carater polimorfico do MBZ em comprimidos comerciais. Conseqilientemente, em
mercados com um programa de genéricos bastante difundido, a falta de especificacdes e
controle de qualidade precisos poderiam causar a difusdo das misturas polimorficas, cuja

atividade terapéutica ainda ndo ¢ bem compreendida. Uma alternativa ao método padrdo ¢
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fornecida pelo meio de dissolugdo modificado que ¢ potencializado quando combinado com
os métodos experimentais sensiveis a estrutura cristalina.

Além disso, a analise das misturas das formas A e C mostra uma dependéncia continua
da solubilidade na concentracdo relativa. Entretanto, comportamentos opostos foram
observados nos meios I e II, sugerindo que o surfactante usado no primeiro meio solubiliza
mais eficientemente a forma A do que a forma C. Posteriores investigacdes neste campo
precisam ser realizadas a fim de fornecer uma melhor descri¢ao desse processo.

A terapia oral das infecgdes helminticas, as mais prevalentes entre as doengas tropicais
negligenciadas, com amplos programas desparasitarios ¢ uma das principais iniciativas da
OMS. Entretanto, estes programas foram beneficiados com o aumento do mercado de
genéricos que pode fornecer farmacos a baixo custo, mas a boa qualidade das matérias-primas
¢ uma condicdo necessaria para assegurar a eficacia destes medicamentos. O MBZ ¢ um caso
interessante que mostra que pesquisadores ¢ administradores de programas devem estar
cientes do impacto do polimorfismo, ou mais geralmente, das propriedades de estado sélido

dos principios ativos a fim de garantir o sucesso de um programa de combate a paratitoses.
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3 Benzonidazol

3.1 Introducio

A doenca de Chagas (Tripanossomiase Americana) ¢ uma parasitose endémica em
algumas 4areas da América Latina [86]. A doenca ¢ causada pelo protozoario parasita
Trypanosoma cruzi [87]. E uma das mais sérias doengas parasitdrias na América Latina, onde
16 a 18 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo 7. cruzi [88]. Mais de 100 milhdes estdo
vivendo em risco de infeccdo [86]. Existem diferentes formas de contaminagdo: 1) Via
sanguinea, através da picada do inseto vetor infectado com 7. cruzi, que corresponde por 80-
90% da transmissdo da doenga; 2) Via transfusdo sanguinea ou transmissdes congénitas,
sendo responsavel por 0,5-8% da infecg@o; 3) Outras formas menos comuns, por exemplo:
através de alimentos ou bebidas contaminados ou por orgaos infectados usados em
transplantes [86]. Apesar de ser amplamente transmitida por insetos triatomineos, a transfusao
de sangue ¢ um relevante mecanismo de contragdo da doenga, sendo a violeta de genciana
usada como agente quimioprofilatico nos bancos de sangue das areas endémicas [89].

A doenca de Chagas ¢ caracterizada por uma fase aguda com parasitemia detectavel e
miocardite aguda em 8% dos casos [90]. A fase aguda dura de 6 a 8 semanas [91]. O indice de
mortalidade para pessoas nessa fase estd em torno de 10% [86]. O aumento do volume do
baco e crescimento de um ou mais linfonodos (também chamados de ganglios linfaticos),
especialmente dos situados no pescoco, axilas e virilhas sdo o diferencial da fase aguda da
infeccao [92].

Uma vez passada a fase aguda, parte dos pacientes infectados restabelece uma
aparéncia saudavel, onde danos em oOrgdos nao podem ser demonstrados pelos métodos
correntes de diagndsticos clinicos. A infecgdo pode ser verificada apenas por testes
soroldgicos ou parasitologicos. Essa forma de fase cronica da infeccao da doenga de Chagas ¢
chamada de forma indeterminada [90]. O tratamento geralmente envolve quimioterapia com
S-nitrofurano (Nifurtimox) e N-benzil-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-yl) acetamida (Benzonidazol)

(Figura 3.1) [87]. O benzonidazol (BZN) ¢ usado no tratamento da fase aguda da doenca, nos
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casos de infec¢dao congénita e infec¢ao acidental [88]. O uso dos dois farmacos tem mostrado

eficacia limitada e fortes efeitos colaterais [92].

H
Nv

O

Figura 3.1. Férmula estrutural do BZN.

O uso desses farmacos para o tratamento da fase aguda da doenga ¢ amplamente aceita
[86]. Permanecem controvérsias sobre a eficdcia da quimioterapia, especialmente para
individuos na fase crdnica e assintomaticos [91]. Os indesejaveis efeitos colaterais de ambos
os farmacos sdo os maiores obstaculos aos seus usos, freqiientemente forcando o médico a
interromper o tratamento [86]. Embora as bases bioquimicas para a atividade do BZN
permanecam nao completamente entendidas, estudos experimentais sugeriram que o BZN
pode interferir diretamente na sintese de macromoléculas, via ligacdo covalente ou outros
tipos de interag@o entre nitroredugdo de intermedidrios e varios componentes celulares, como
DNA, lipideos e proteinas do 7. cruzi [93].

Existe uma necessidade de encontrar farmacos apropriados ou regimes terapéuticos
com os farmacos existentes que possam ser usadas em individuos infectados por 7. cruzi para
prevenir o desenvolvimento de formas clinicas severas da doenga [91].

Os mais freqiientes efeitos adversos observados no uso do nifurtimox sdo anorexia,
perda de peso, alteracdes psiquicas, excitabilidade, sonoléncia, manifestacdes digestivas como
nauseas ou vOmitos e ocasionalmente coélicas intestinais e diarréia. No caso do BZN,
manifestagdes na pele sdo as mais notorias como, por exemplo, hipersensibilidade, dermatite e
edema generalizado. Os pacientes também tém febres constantes, dores musculares e nas
articulacdes e algumas alteracdes sanguineas como a reducdo do niimero de plaquetas e a falta
ou acentuada redugdo de leucéceitos granuldceitos (neutrédfilos, basodfilos e eosinodfilos), que sao
subtipos especificos de um tipo de célula sanguinea, os globulos brancos. Estes elementos sao
os principais agentes contra as infeccdes. A doenga apresenta um elevado risco do paciente
contrair infec¢des, contra as quais o organismo nao se encontra preparado para defender-se.

Estudos experimentais de toxicidade com nifurtimox evidenciaram neurotoxicidade, dano
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testicular, toxicidade ovariana e efeito deletério da glandula adrenal, colon, es6fago e tecido
mamario. Ambos os farmacos exibiram significativos efeitos mutagénicos € mostraram ser
tumorigénicos ou carcinogénicos em alguns estudos. [86].

Diferencas notdrias na eficicia da quimioterapia sdo observadas, especialmente
quando os esquemas terapéuticos sdo executados em dareas geograficas distintas [94]. As
estirpes de 7. cruzi apresentam diferentes suscetibilidades ao BZN e nifurtimox. Isto pode
explicar em parte as diferengas na eficacia da terapéutica [87]. Durante os Ultimos 20 anos, as
suscetibilidades a0 BZN e nifurtimox de varias estirpes isoladas de diferentes areas
geograficas tém sido determinadas [94]. Nesse contexto, 56% das estirpes de 7. cruzi t€ém sido
consideradas susceptiveis ao BZN, 16,82% tém sido consideradas parcialmente susceptiveis e
27,1% tém sido consideradas resistentes. Um fator que pode contribuir para essas diferengas
durante o tratamento da doenga de Chagas pode ser o tipo de estirpe predominante em cada
area geografica. Um fator bem conhecido envolvido na resisténcia a quimioterapia ¢ o alto
grau de diversidade genética das estirpes de 7. cruzi. O modelo de evolucao clonal postulado
para o T. cruzi prediz uma correlagdo entre a divergéncia filogenética dos gendtipos clonais de
T. cruzi e suas caracteristicas bioldgicas, incluindo suas suscetibilidades aos farmacos. Isto
tem sido verificado por varios parametros experimentais, incluindo a susceptibilidade aos
farmacos in vitro [94].

As estirpes de 7. cruzi sdo populacdes multiclonais complexas que diferem em suas
caracteristicas bioldgicas e genéticas, e em seu comportamento no hospedeiro vertebrado [95].
Estirpes de T.cruzi representam subespécies, baseadas em caracteristicas intrinsecas como
composi¢do genética, susceptibilidade a quimioterapia e amostras de enzimas. Estudos da
relacdo parasita-hospedeiro tém revelado marcantes diferencas na determinacdo de lesdes
teciduais, dependendo de tropismo, viruléncia e patogenicidade das estirpes de 7. cruzi. Um
extenso estudo das caracteristicas biologicas das estirpes e perfis histopatolégicos em animais
experimentais levou a agrupa-las desde 1970, em poucos tipos bem definidos: Tipos I, II e III.
Um possivel fundamento genético para o comportamento bioldgico das trés estirpes tem sido
investigado a nivel fenotipico, por andlise isoenzimdtica de prototipos e outras estirpes
representativas, isoladas de diferentes areas geograficas [95].

Apesar de um elevado numero de pacientes infectados com 7. cruzi, os farmacos
disponiveis na atualidade carecem de uma alta eficicia no tratamento clinico da doenga de
Chagas. Estratégias alternativas estdo sendo planejadas para identificar firmacos dentre os ja

disponiveis no mercado que possam ser usados em combinagdo para proporcionar um efeito
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sinérgico e melhorar a eficicia da quimioterapia. Segundo Araudjo et al. [96], foi investigado
um possivel efeito sinérgico de farmacos em camundongos inoculados com isolados de T.
cruzi susceptiveis (CL), moderadamente resistentes (Y) e naturalmente resistentes (cepa
Colombiana) contra BZN e nifurtimox [96]. Os dados demonstraram que a combinacdo do
BZN com cetoconazol induzem a um efeito sinérgico em camundongos infectados com as
cepas (CL) e (Y) isoladas. Nenhuma diferenca foi encontrada em animais infectados com a
cepa Colombiana isolada, sugerindo que o efeito sinérgico do BZN e do cetoconazol é
influenciado pelo parasita isolado e que isso pode ser importante em estudos adicionais para
combinac@es Uteis de farmacos. Além disso, foi observado que o rapido tratamento com
cetoconazol pode aumentar o indice de cura em animas infectados com a cepa (Y) isolada.
Nenhum efeito positivo em relacdo ao indice de cura foi observado com a combinacdo do
BZN e ofloxacin. Os resultados enfatizaram a importancia daqueles compostos ja existentes
no mercado com efeitos sinérgicos capazes de intensificar a cura de infecgbes por T. cruzi
[87, 96].

Mesmo com todas as iniciativas da atualidade em tentar desenvolver novos farmacos
ativos contra o T. Cruzi, 0 BZN é um dos farmacos de primeira escolha para o tratamento da
doenca de Chagas. No entanto, verificou-se que ndo existem informagdes sobre este principio

ativo na fase solida, apesar de este ser principalmente administrado na forma de comprimidos.

3.2 Preparacao dos cristais

O primeiro problema em cristalizacéo é com relacdo a escolha do solvente no qual o
material a ser cristalizado mostre um perfil de solubilidade desejado. Para um resultado
satisfatorio, o material deve ser moderadamente sollvel na temperatura ambiente e
completamente soltvel proximo ao ponto de ebulicdo do solvente escolhido. A polaridade
entre solvente e soluto é que determina a solubilidade dos compostos orgénicos. Se o soluto é
muito polar, sera necessario um solvente muito polar para dissolvé-lo. Se for apolar, serad
necessario um solvente apolar para dissolvé-lo. Geralmente compostos que tém grupos
funcionais capazes de formar pontes de hidrogénio serdo mais solUveis em solventes
hidroxilicos, como a &gua ou &lcoois, do que em hidrocarbonetos, como tolueno ou hexano.
Entdo, conhecer a solubilidade do material é algo indispensavel para se comecar qualquer

cristalizagdo. Assim, foram feitos ensaios do BZN (Tabela 3.1) com os solventes mais
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comuns em laboratério. O BZN utilizado neste trabalho foi fornecido pelo Instituto de
Tecnologia em Farmacos - Farmanguinhos/Fiocruz, do grupo de pesquisa da Dra. Nubia
Boechat. Observou-se a acdo dos solventes a frio e a temperatura de ebuli¢do, a formacao de
cristais durante o resfriamento e o volume necessario por grama da amostra a ser purificada.
Para minimizar as perdas do material para a 4gua-mae saturou-se o solvente em ebulicdo com

o soluto.

Tabela 3.1 - Solventes usados nos ensaios de solubilidade com o BZN.

Ponto de Temperatura ambiente
Solventes ‘ Aquecido
ebulicao (°C) (25°C)
Agua 100 Insoluvel Insoltvel
Acetona 56 Facilmente soluvel Completamente solavel
Acetato de etila 77 Parcialmente soluvel Completamente soluvel
Piridina 115 Facilmente soltivel Completamente soluvel
Etanol 78 Parcialmente soltivel Completamente soltvel
Metanol 65 Soluvel com agitacao Completamente soluvel
Hexano 69 Insolavel Insoluvel
Tolueno 111 Insoluavel Insolavel
Diclorometano 40 Insoluvel Soluvel com agitacao
Acido acético ,
' 118 Soluvel com agitagao Completamente solavel

glacial
Eter etilico 35 Insoluavel Insoluavel
Tetracloreto de

77 Insoluvel Insoluvel
carbono
N-N- _

153 Facilmente soltivel Completamente soluvel
dimetilformamida

A partir dos resultados obtidos com o ensaio de solubilidade do BZN, decidiu-se tentar
a cristalizacdo do mesmo em acetona, acetato de etila e etanol. Entdo, pesaram-se 50,0 mg do
material e adicionou-se o solvente em pequenas quantidades. Agitou-se em temperatura
ambiente e depois a solug¢ao supersaturada foi aquecida sempre com agitagdo até a completa

dissolugdo. Em seguida fez-se filtragdo a quente para eliminar eventuais impurezas no
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material. O erlenmeyer foi coberto com filme pléstico perfurado e armazenado em repouso
nas condi¢des: em torno de 5°C acondicionado num refrigerador e também numa temperatura
de 20°C sobre uma mesa anti-vibragdo. Conseguiu-se formagdo de pequenos cristais
utilizando o etanol como solvente a baixa temperatura. Posteriormente os cristais foram secos
em um vidro de relégio ao ar livre e analisados por MEV. Na Figura 3.2 podemos observar
que tanto a matéria prima quanto o resultado da recristalizagdo apresentam o mesmo habito
cristalino. O habito cristalino do BNZ ¢ acicular com dimensdes variando de dezenas de

microns (matéria prima) até alguns milimetros (recristalizacao).

Figura 3.2. (a) Imagens de MEV da matéria prima do BNZ. (b) Resultado da cristalizacao.

3.3 Estruturas Cristalinas

Uma investiga¢do experimental de um solido quase sempre comeca pelo estudo da
estrutura cristalina do material sob analise. De maneira geral, pode-se afirmar que todas as
propriedades de um solido cristalino se relacionam de um modo ou outro a sua estrutura
cristalina. A técnica mais comum usada para a determinacdo dessas estruturas ¢ a difracdo de

raios X em monocristais. Esta radiagdo possui um comprimento de onda da ordem de alguns
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angstrons, a mesma ordem do espacamento entre os atomos de um cristal [97], permitindo um
conhecimento completo da estrutura, da forma e tamanho da célula unitaria bem como as
respectivas posicoes atdmicas.

No caso do BZN, como nos outros compostos investigados neste trabalho, a
determinagdo da estrutura cristalina foi realizada em colabora¢ao com o grupo de pesquisa do
Prof. Dr. Javier Alcides Ellena do Instituto de Fisica de Sao Carlos. Os dados obtidos a partir
da difracdo de raios X foram coletados em um difratometro Nonius Kappa CCD a temperatura
de 150K. O BZN cristaliza em um sistema monoclinico niao-centrossimétrico com grupo
espacial P2, e Z = 2, com parametros de rede a = 4.687A, b = 10.994A, ¢ = 12.025A, B =
91.167°. A cela unitaria do BZN determinada a partir da difragdo de raios X em um
monocristal ¢ mostrada na Figura 3.3.

/ -

3

Figura 3.3. Cela unitaria do BNZ.

Pode-se observar através dos dados obtidos que o radical nitro ligado ao imidazol
(alcaloide heterociclico aromatico de 5 membros com 2 nitrogénios) na Figura 3.4 encontra-se
praticamente coplanar ao anel, apresentando uma pequena tor¢do de 6,22°. A andlise indica
uma ressonancia do grupo acetamida envolvendo os 4tomos N, O e C caraterizada pelas
distancias: O-C = 1,203A, C-N = 1,310A, e O-N = 1,215A. Isto pode ser justificado

observando-se que os angulos em torno do nitrogénio da cadeia principal sdo maiores (120°)
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do que os esperados para hibridizacdo sp’ (109,5°). Sugere-se, dessa maneira, que o par de
elétrons livres desse nitrogénio encontra-se deslocalizado, conferindo-lhe assim, um carater

2 1 .
sp” como observado na andlise da estrutura intramolecular.

Cle

018

Figura 3.4. Unidade assimétrica do BNZ na estrutura cristalina.

Os resultados mostram que as moléculas do BZN formam cadeias estabilizadas por 2
tipos de ligagdes de hidrogénio, sendo 3 intermoleculares (N4--H4...01, C8--H8A...O1, e
C13--H13...011) e uma intramolecular (C8--H8A..O11) (Tabela 3.2). Em adi¢do as ligagdes
de hidrogénio intermoleculares do tipo N-H...O que possibilitam a forma¢do de cadeias
infinitas ao longo do eixo a (Figura 3.5), também ¢é observada uma liga¢do de hidrogénio nio-
classica (CH...N) na qual ¢ baseada uma outra cadeia ao longo do eixo b, formando uma rede

bidimencional (Figura 3.6).
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Figura 3.5. Projecdo ao longo do eixo cristalografico a mostrando os arranjos de ligagdes de

hidrogénio do BZN.

Figura 3.6. Interagdes do tipo C-H...N e C-H...O observadas entre as moléculas do BZN ao

longo do eixo cristalografico b.
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Tabela 3.2 - Parametros geométricos das ligacdes de hidrogénio (distdncias em Ae angulos

em °) do cristal de BZN.
D-H..A D-H(A) H..A (A) D..A(A) D-H.A(°
Interacdes Intermoleculares
N4--H4...01 0,94 1,96 2,871 162
C8--H8A...O1 0,96 2,40 3,164 136
C13--H13...011 1,31 2,43 3,586 144
Interagao Intramolecular
C8--H8A...O11 0,96 2,29 2,785 111

Utilizando o programa Mercury 1.4.2 [98] distribuido pelo Cambridge

Crystallographic Data Centre (CCDC) foi visualizada, a partir de arquivos CIF

(Crystallographic Information File), a estrutura tridimensional do BZN e o arranjo da sua cela

unitaria mostrada anteriormente, bem como se obteve o difratograma de raios X de po teorico.

A Figura 3.7 mostra a sobreposi¢do dos difratogramas em po experimental e calculado do

BZN. Na comparagdo dos dois difratogramas podemos observar que todas as reflexdes do

padrdo experimental sdo reproduzidas pelo calculado, tanto nas posi¢cdes como nas

intensidades relativas. Ou seja, ndo foram observadas alteragdes significativas no padrdo dos

difratogramas, indicando que ndo ha mudanga de estrutura cristalina. Confirmando o que ja

tinha sido sugerido pela microscopia eletronica, a difracdo de raios X mostra que o BZN

como matéria prima se encontra na mesma estrutura cristalina que a determinada a partir de

sua recristalizacao.
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Figura 3.7. Comparagdo entre os difratogramas experimental e calculado do BZN.

3.4 Espectroscopia Vibracional

Com o intuito de fornecer uma caracterizagdo completa do BZN no estado s6lido que
pudesse ser empregada no controle de qualidade das matérias-primas, investigou-se este
principio ativo através da espectroscopia vibracional. As técnicas utilizadas neste trabalho
foram o espalhamento Raman e as espectroscopias no infravermelho médio e proximo. Os
espectros Raman e de infravermelho médio foram comparados na Figura 3.8 e a discussao foi
dividida em regides.

Regiio de Alta Energia (2800-3600 cm™): Nessa regiio de analise podem-se
verificar vibracdes de estiramentos do NH, CH e CH,; (Figura 3.8). O modo observado em
3272 cm’ é relativo ao estiramento simétrico do NH da amida priméria, enquanto que as
vibracdes em 2868-2981 cm™ estdo relacionadas com o estiramento do CH,. O modo
encontrado em 3115 cm™ e 3131 cm™ é uma vibragdo do tipo estiramento do CH do anel do
grupo imidazolico. Entre 3000-3092 cm™ encontram-se os modos de estiramento dos CH do

benzil.
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Figura 3.8. Espectros de espalhamento Raman e de absor¢do no infravermelho do BZN.

Regido de Média Energia (1150-1700 cm™): Pode-se observar um modo bem intenso
no infravermelho em 1662 cm™ correspondente ao estiramento C=0O da amida priméria. E
interessante ressalvar que existe um deslocamento importante para baixas energias devido o
grupo carbonila participar da ligagdo de hidrogénio NH...O que estabiliza a estrutura
cristalina. Nos espectros Raman podem ser identificados dois modos em 1588 cm™ e 1609
cm™ referentes ao estiramento C=C do anel benzilico. Uma vibracdo do tipo deformacéo do
NH no plano pode ser identificada em 1556 cm™; enquanto a banda observada em 1535 cm™ é
devida & vibracdo assimétrica do grupo nitro (NO,). Entre 1436-1514 cm™ encontram-se
deformacdes do grupo CH. Em 1310-1403 cm™ tém as deformacdes assimétricas do grupo
CHo,, as quais devem receber uma contribuicdo do estiramento simétrico do grupo NO,. Entre
1110-1170 cm™ existem as deformacdes axiais dos C=C do anel benzilico.

Regido de Baixa Energia (400-1100 cm™): Nessa regi&o os modos de estiramento
C-C e o restante das deformacdes e tor¢Ges devem ser identificados. Os modos fortes entre
890-1100 cm™ sdo referentes a respiracdo do anel benzénico. Um modo forte no
infravermelho em 698 cm™ é da deformac&o do NH fora do plano. Existem duas bandas em
768-810 cm™ referentes as deformacdes dos hidrogénios fora do plano do anel ligados ao

fenila mono-substituido.
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Regiao de Vibracao dos Modos da Rede (<200cm™): Algumas bandas observadas
abaixo de 200 cm™ podem ser assinaladas experimentalmente como deformagdes do esqueleto
molecular junto com outras bandas espectrais que podem ser originadas das liga¢des de
hidrogénio intermoleculares entre os grupos NH e C=0 de moléculas vizinhas (detalhe da
Figura 3.8). No entanto, uma classificagdo detalhada destes modos nao ¢ possivel sem a ajuda
de simula¢des computacionais.

Regiiio do infravermelho proximo (4000 a 10000 cm™): A teoria de modos normais
considera que as vibragdes dos atomos em determinadas freqiiéncias seguem uma lei de forca
harmonica a qual ¢ valida para amplitudes vibracionais infinitesimais em torno da posicao de
equilibrio. Para amplitudes finitas (movimentos vibracionais anarmonicos), entretanto, a
teoria de modos normais e coordenadas normais associadas encontra dificuldades para
descrever as transi¢cdes vibracionais de alta energia. Na espectroscopia do infravermelho
préximo (NIR), que corresponde a faixa espectral de 800 nm a 2.5 pm (12.500-4000 cm™), a
radiagdo possui energia suficiente para excitar os sobretons e combinac¢des das vibragdes
moleculares fundamentais, sendo observadas, principalmente, as vibra¢des associadas as
ligacdes de carbono, nitrogénio e oxigénio com hidrogénio.

Na Figura 3.9 na regido de 4000 a 5400 cm’ identificam-se grupos de bandas
associados com as combinagdes v(CH)+v(C=0), v(CH)+3(CH), e v(NH)+3(NH). Seguindo,
observa-se o primeiro sobretom dos estiramentos do CH (~6000 cm™) ¢ NH (~6500 cm™) e
suas combinagdes com as deformacgdes (CH) (~7200 cm™). Esta classificagio das bandas
NIR ¢ melhor entendida quando se considera que os estiramentos v(CH) sdo esperados na
regido de 2800-3000 cm™, 0o v(C=0) na regido de 1820 a 1680 cm™ e 8(CH) na regido de
1350-1470 cm™, tal que suas combinacdes (V(CH)+3(CH) e v(CH)+v(C=0)) e o primeiro
sobretom (2 v(CH)) correspondem, respectivamente, as regides de 4150-4470 cm™, 4425-
4725 cm™ e 5600-6000 cm™ no NIR. No caso das ligacdes NH, o v(NH) é observado a ~3400
cm” e S(NH) a ~1500 cm™ tal que a combinacio v(NH)+8(NH) e o sobretom 2 v(NH)

determinam as bandas NIR de ~4900 cm™ e ~6800 cm™, respectivamente.

40



Capitulo 3 - Benzonidazol

FT-NIR
0,7 I -
06 IR -
-g 0.5 1 2800 3000 3200 3400
=]
B
5
S 04 NIR -
38
<
0,3 .
5600 6000
0,2
L1 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 ]
4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

Numero de onda (cm'l)

Figura 3.9. Espectro vibracional na regido do infravermelho préximo do BZN.

3.5 Analise Térmica

Nas medidas de analise térmica usou-se um equipamento que combina em uma mesma
analise a Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG) acoplados a
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR). Com esses métodos
acoplados, os gases liberados de uma amostra, durante o experimento termoanalitico, sdo
detectados e identificados, obtendo-se, dessa forma, trés informagdes complementares na

mesma amostra em uma unica experiéncia.

3.5.1 Termogravimetria

O estudo da estabilidade térmica do BZN foi realizado na faixa de temperatura de 50 a
450°C usando uma razdo de aquecimento de 10K/min em atmosfera de nitrogénio. Pode-se
observar na Figura 3.10 a curva termogravimétrica do BZN com dois eventos. O BZN ¢
estavel até a temperatura de aproximadamente 273°C, onde o primeiro evento comeca € €
caracterizado pela decomposicdo. Este processo ¢ muito nitido, terminando em torno de

286°C e ¢ acompanhado por uma perda de massa de 25,6%. A andlise dos gases liberados
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pela espectroscopia de absor¢do no infravermelho (detalhe da Figura 3.10) revelou que a
decomposi¢do ¢ caracterizada pela liberagao de vapor de agua (H,O, faixa de 2000 - 1250
cm™), acompanhada de amoénia (NHj3, em torno de 900 cm™) e CO, (2400 - 2200 cm™).
Considerando-se que cada molécula ¢ liberada durante a decomposi¢do do BZN, elas
combinadas correspondem a 30% da massa do BZN, ou seja, estdo de acordo com o resultado
da TG. Um segundo processo de decomposi¢do, com onset em torno de 303°C evidencia uma

perda de massa de 30,6% em 450°C.
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Figura 3.10. Curva de TG para o BZN mostrando no detalhe os espectros de FT-IR dos gases

liberados durante a varredura de temperatura.

3.5.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial

A Figura 3.11 apresenta a curva de DSC para o BZN onde duas anomalias bem
definidas sdo observadas claramente. O primeiro evento ¢ endotérmico e estd associado a
fusdo do material com onset em torno de 190°C e AH de 138 J/g. Em seguida tem-se uma
anomalia exotérmica com onset em torno de 273°C e uma entalpia de decomposi¢do de 1138

J/g. Finalmente, um ultimo evento exotérmico muito fraco e longo com onset em 300°C pode
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ser observado e corresponde a um segundo processo de decomposi¢cdo. O detalhe da Figura
3.11 mostra processos de aquecimento/resfriamento, onde a temperatura mais alta foi limitada
a 200°C a fim de evitar a decomposi¢cdo do BZN. No processo de resfriamento um pico
exotérmico foi observado em aproximadamente 89,6°C, o qual estd associado a
recristalizacdo da fase fundida. Além disso, foi observado que no segundo aquecimento a
anomalia correspondente a fusao se desloca para menores temperaturas. Este resultado sugere
a existéncia de um processo mais complexo e por isso, medidas detalhadas do processo de

fusdo/recristalizagao do BNZ foram realizadas.
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Figura 3.11. Curva de DSC do BZN.

No intuito de investigar a existéncia de transi¢des de fase do BNZ, um grande nimero
de medidas DSC foram realizadas com diversas taxas de variacdo de temperatura, além de
uma mesma amostra ser submetida a vdrios ciclos de aquecimento/resfriamento. Pelas
medidas de TG foi possivel verificar que o processo de decomposicdo comeca acima dos
200°C, motivo pelo qual esta foi a temperatura limite estabelecida para o estudo das transi¢des
de fase. A taxa de aquecimento variou entre 1 e 10 K/min, enquanto que para o resfriamento

foram empregadas taxas entre 1 ¢ 100 K/min.
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Da andlise dos termogramas obtidos nas condigdes experimentais descritas
previamente, foi possivel observar que o BNZ exibe uma série de eventos os quais sao quase
independentes das taxas de temperatura usadas. Como ja foi mostrado, num primeiro
aquecimento o BNZ funde a 190°C (Figura 3.11) e se recristaliza no resfriamento. O processo
de cristalizagdo ¢ o fendmeno mais dependente das condi¢cdes experimentais, podendo ser
caracterizado por um ou varios eventos exotérmicos entre 90°C e 140°C. Ja no segundo
aquecimento, um evento exotérmico muito fraco foi identificado sistematicamente a
aproximadamente 105°C, sendo caracterizado por uma entalpia de -8 J/g. A fase resultante
desta transi¢do funde a 188°C com AH = 113 J/g. Termogramas representativos destes
processos sdo apresentados na Figura 3.12. E importante corroborar que apds o primeiro ciclo,
aquecimentos consecutivos sempre levaram ao comportamento descrito no segundo
aquecimento. Variagdes da taxa de resfriamento de 1 a 100 K/min ndo foram capazes de
mudar este comportamento. No entanto, num segundo aquecimento realizado numa amostra
apods aproximadamente 30 dias do primeiro tratamento foi observado novamente o ponto de
fusdo de 190°C. Assim, pode-se inferir que a fase com ponto de fusdo em 188°C ¢é

metaestdvel e sua interconversao para a forma original ¢ um processo muito lento.

3.6 Termomicroscopia polarizada

As anomalias observadas nos termogramas de DSC foram também monitoradas
através da técnica de termomicroscopia. Um conjunto de imagens representativas das medidas
¢ apresentado na Figura 3.13. Como j4 foi discutido previamente, 0 BNZ como matéria prima
ou apos a recristalizacdo exibe um habito acicular (Figura 3.13a), o qual ¢ mantido no
aquecimento até a fusdo. Este resultado estd em bom acordo com o DSC, ja que nenhum
evento ¢ identificado no primeiro aquecimento. Além disso, cristais com o mesmo hébito
cristalino sdo obtidos se a recristalizacdo ap6s a fusdo acontece na presenga de sementes dessa
forma cristalina (Figura 3.13b). Diante das evidéncias encontradas a favor da existéncia de
polimorfos do BZN, esta fase foi identificada como Forma I.

Do mesmo modo que no DSC, diferentes taxas de resfriamento apds a fusdo do BZN
foram empregadas, sendo que em todos os casos cristais com habito de esferulita foram
observados na auséncia de sementes da Forma I (Figura 3.13c). Num resfriamento rapido

alguns cristais isolados deste tipo podem ser facilmente identificados dentro de uma fase
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amorfa correspondente ao liquido sub-resfriado. Todavia, no aquecimento, todo o BZN
transforma-se para a fase com habito de esferulita (Figura 3.13d), a qual foi identificada como
Forma II. Continuando com o aquecimento, uma nova mudanga no habito cristalino ¢
observada a aproximadamente 100°C (Figura 3.13¢). O novo habito cristalino se difunde
rapidamente ao longo de toda a amostra completando a transformagio acima de 130°C (Figura
3.13e). A nova fase ¢ mantida até a fusdo do material. De acordo com o DSC esta fase deve
ser aquela de ponto de fusdo em 188°C. Lamentavelmente, a precisdo do sistema de
termomicroscopia ndo permite distinguir essa pequena diferenca de temperaturas. Entretanto,
jé foi mostrado que cristais aciculares sé sao obtidos na presenga de sementes da Forma I. No
segundo aquecimento, na auséncia de sementes, nenhum dos habitos observados pode ser
correlacionado com o da Forma I, j& que a recristalizagdo da fusdo leva as esferulitas da
Figura 3.13c. Deste modo, a fase intermediaria entre a Forma II e a fusdo possui as

caracteristicas de um novo polimorfo e serd identificada como Forma III.
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Figura 3.12. Termogramas de ciclos sucessivos de aquecimento resfriamento no BNZ.

45



Capitulo 3 - Benzonidazol

Figura 3.13. Termomicroscopia polarizada do BZN. (a) amostra recristalizada; (b) fundida e
recristalizada com sementes da forma I; (¢) fundida e resfriada rapidamente; (d) 60°C;

(e) 100 °C e (f) 160°C.

3.7 Difracao de raios X de po

A existéncia de pelo menos um segundo polimorfo na temperatura ambiente também
foi confirmada através de difragdo de raios X de p6. Por isso, a matéria prima foi aquecida a
200°C para obter BNZ na fase liquida, a qual foi resfriada novamente a temperatura ambiente.
Os padroes de difragdo da amostra original e da recristalizada sdo apresentados na Figura

3.14, onde também foi incluido o padrao calculado a partir da estrutura cristalina resolvida em
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monocristais. Nesta figura pode ser claramente observado que o padrao da matéria prima ¢
exatamente descrito pela estrutura previamente resolvida. Por outro lado, na amostra fundida
podem ser identificadas diferengas que a caracterizam como uma nova forma cristalina.
Portanto, além dos pequenos deslocamentos observados nas reflexdes por volta de 16,5° e 22°,
as evidéncias mais relevantes da mudanca estrutural estdo no desaparecimento da reflexdo em
20,6° € 26,0°. Estes resultados demonstram que apds a fusdo o BZN se recristaliza numa nova

forma, confirmando o carater polimoérfico desse composto.

Forma ll

4//\\¥, e N

Forma |

Intensidade

Calculado

16 18 20 22 24 26 28
20

Figura 3.14. Detalhe do espectro de difragao de raios X em p6 do BNZ comparando o padrao

calculado com a matéria prima e a recristalizagcdo apos a fusao da mesma.

3.8 Diagrama de energia/temperatura

No estudo de sistemas polimorficos, conhecer a relagdo entre as energias livres das
diferentes formas ¢ de grande importancia para entender a estabilidade termodinamica das
mesmas. Como ja foi descrito, as informagdes obtidas das medidas de analise térmica podem
ser usadas para construir diagramas de energia relacionando os polimorfos.

As relagdes entre as estabilidades termodinamicas dos polimorfos podem ser
determinadas através das regras do calor de fusao (HFR), do calor de transicao (HTR) [45, 46,

47



Capitulo 3 - Benzonidazol

99] e dos pontos de fusdo. Trés polimorfos (n = 3) foram identificados dando origem a (n-1)
n/2 = 3 pares que podem estar relacionados monotropicamente ou enantiotropicamente. Logo,
a construcdo de diagramas energia/temperatura sera de grande ajuda para descrever o
comportamento desse sistema polimorfico.

De acordo com a regra HFR ¢é bem evidente que o polimorfo de maior ponto de fusdo
(I) estd monotropicamente relacionado com o polimorfo III, ja que sua entalpia de fusdo ¢
maior. Embora ndo seja possivel medir o ponto de fusdo da forma II, pode-se concluir que
estd monotropicamente relacionada a forma III devido haver uma transi¢do exotérmica. Isso
sugere que o ponto de fusdo da forma II deve ser superior ao da forma III. Foi calculado o
calor de fusdo da forma II Usando a lei de Hess como a soma dos calores de transi¢ao II->111
e de fusdo da forma III. Assim, o calor de fusdo da forma II ¢ aproximadamente 105 J/g. O
fato de essa ser a menor entalpia de fusdo sugere que a forma II ¢ a menos estavel, e, portanto,
deve existir uma relacdo monotrdpica com as outras duas formas. Em virtude disso, a curva
de energia livre isobdrica que representa a forma Il ndo deve ter interse¢do com as das formas
I e III, como mostrado na Figura 3.15.

Com base nos valores dos pontos de fusdo e entalpias de fusdo € possivel estimar a
ordem das transigdes [45, 46, 99]. Estes calculos permitem confirmar as conclusdes obtidas
dos diagramas de energia/temperatura (Figura 3.15) e verificar as relagdes entre pares de
polimorfos (monotropica: Tys > Tgys € enantiotropica: Ty < Trys). Os célculos sdo baseados na

seguinte equagao:

— AfusHZ - Afus[_ll + (Cp,liq - Cp,l )(Tﬁu,l - Tfus,Z)

A, H A, H T,
SJus™72 T fusT 71 + (C iy Cp,l)h’l( fus,l}

p
Tfus,Z Tfus,l Sfus,2

(1)

irs

onde Ty € o ponto de transi¢do termodindmico (em K), AgH o calor de fusdo (J/g) e C, o
calor especifico (J/g.K). Os sub-indices 1 e 2 correspondem as formas de maior € menor ponto
de fusdo, respectivamente. Como os calores especificos do liquido (Cpq) € da forma de alto

ponto de fusdo (Cp;) usualmente ndo estdo disponiveis, a corregdo empirica

Cpliq~Cp,1 = KAgsHy pode ser empregada. Os valores tipicos de x vdo de 0.001 a 0.007 K,

pliq”

com um valor médio de k~0.003/K [100]. Assim, obtendo-se:
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A

trs

fus asH, + KA
AfusHZ N Afus]—Il

T
fus,1
T T + K‘Aﬁ”Hl In| Ti
Sfus,2 fus,1 Sus,2

Usando esta relagdo, a temperatura de transi¢do I-III em 200°C foi calculada. Como

Hz -A fusHl (T/us,l - T/us,z)

2)

este valor ¢ superior aos pontos de fusdo dos dois polimorfos, pode-se confirmar que os
mesmos estdo relacionados monotropicamente. Por outro lado, ndo se tem conhecimento dos
valores do calor de fusdo e do ponto de fusdo da forma II para aplicar a equacao (2) aos pares
II-1II e II-I. No entanto, esta equacdo foi adaptada por Henck [101] para determinar o ponto

de fusdo a partir da temperatura de transicao:

AmeZTfuv thrv
Tfus,z = -~ ~ A (3)
Tﬁls,lAﬁlsH2 + T'trsA_ﬁts Hl - Tﬁ/S,lA_ﬁlSHl

Considerando o calor de fusdo da forma II estimado através da lei de Hess, o valor
estimado para o ponto de fusdo da forma II é 194°C. De acordo com as regras de Burger [45,
46] seria esperado que o ponto de fusdo da forma II fosse o menor entre todos os polimorfos.
No entanto, o valor estimado ¢ levemente superior ao da forma I. Considerando que as
equacdes empregadas sdo baseadas em diversas aproximacdes, pode-se esperar que os valores
obtidos tenham um erro experimental consideravel. Assim, como as duas temperaturas
medidas experimentalmente e a calculada estdo distribuidas num intervalo de ~3% do valor
médio, pode-se considerar que os resultados dos célculos nao t€ém precisdo suficiente para
confirmar ou refutar as conclusdes apresentadas previamente. O fato de os valores serem
muito proximos sugere que as diferengas de energia entre os polimorfos sejam pequenas. Isso
esta em boa concordancia com a observacao de que as diferentes formas cristalinas podem ser
facilmente estabilizadas na temperatura ambiente. Também foi verificado que a forma II, e
provavelmente a III, ¢ metaestavel na temperatura ambiente com uma taxa de conversao
relativamente lenta. Devido a isso, ndo pode ser descartada a possibilidade que estas fases
sejam obtidas em alguma etapa do processo de producdo do BZN. Investigagdes adicionais
devem ser realizadas para verificar se estes polimorfos sdo bioequivalentes e seu possivel

impacto na eficacia do BZN.
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Figura 3.15. Diagrama Energia/temperatura dos polimorfos do BZN.

3.9 Conclusoes

Uma caracterizagdo fisico-quimica detalhada do BZN foi realizada nesse capitulo. A
estrutura cristalina desse composto foi discutida em detalhes baseados nos dados da difra¢ao
de raios X em monocristal, que permitiram a compara¢do do difratograma padrao tedrico do
p6 com o da matéria-prima. Obteve-se a impressdo digital vibracional do BZN por
espalhamento Raman e por espectroscopia de absor¢ao no infravermelho (médio e proximo),
fornecendo, destarte, informag¢des valiosas para o desenvolvimento de novas rotas de sintese
do BZN e para o aprimoramento de procedimentos de controle de qualidade a serem aplicados
na validac¢ao de matérias-primas e de produtos formulados.

A contribui¢do mais relevante desse estudo do BZN foi ter demonstrado que esse
principio ativo exibe polimorfismo. Mesmo sendo empregado no tratamento da doenga de
Chagas h4 quase 50 anos, ndo existem reportes na literatura que sugerem essa propriedade.
Além disso, ¢ importante levar em consideragdo que a forma II ¢ metaestavel e possui uma
taxa de conversao muito lenta para a forma I. Como esta tltima ¢ empregada na formulagao
do BNZ, cuidados adicionais devem ser aplicados para garantir a pureza polimorfica das

matérias-primas.
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4 Secnidazol

4.1 Introducio

O secnidazol (SNZ) ¢ um principio ativo pertencente a classe dos 5-nitroimidazdis e
estd estruturalmente relacionado aos comumente usados: metronidazol e tinidazol. Esses
farmacos mostram um espectro comum de atividade agindo contra microorganismos
anaerdbios, sendo que parecem ser particularmente mais eficazes no tratamento da amebiase,
giardiase, tricomoniase e infec¢des bacterianas da vagina [102]. O SNZ corresponde ao 1-(2-
hidroxipropil)-2-metil-5-nitroimidazol segundo a nomenclatura da IUPAC, com a férmula
estrutural representada na Figura 4.1. Ele pode ser administrado no tratamento a pacientes
atingidas por infecgdes bacterianas da vagina, apresentando eficacia semelhante ao realizado
com o metronidazol, sendo este administrado em multiplas doses [103]. Os agentes da classe
dos nitroimidazéis usados no tratamento da giardiase incluem metronidazol, tinidazol,
ornidazol ¢ SNZ. Essa classe foi descoberta em 1955, sendo altamente eficaz contra varias

infecgdes causadas por protozoarios [104].

OH

%

OZN\CY

N

Figura 4.1. Formula estrutural do SNZ.

O SNZ possui longa agdo e normalmente administra-se em uma tnica dose. O regime
mais comum ¢ de 2g para adultos e 30 mg/kg para criangas. Doses de 2g administradas uma
unica vez produzem picos de concentracao que variam de 35,7 a 46,3 mg/L, sendo alcancados
entre 1,2 - 3,0 horas [105]. Estudos clinicos demonstraram uma taxa de eficacia acima de 85%
com doses unicas em adultos, e em criancas sua dosagem ¢ tao efetiva como num tratamento

de 7-10 dias com metronidazol. O fairmaco ¢ rapidamente e completamente absorvido, tendo
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uma meia vida de eliminagdo de 17 - 29 horas, sendo metabolizado via oxidativa no figado
[104, 106]. Os efeitos adversos relatados sdo mais notadamente distirbios gastrointestinais
(ndusea, anorexia, dor abdominal), porém ndo requerem descontinuagdo do uso. A
conveniéncia e a facilidade de administragdo numa dose Unica combinadas ao bom perfil de
tolerancia faz do SNZ uma opg¢do adequada a outros tratamentos de dose Unica ¢ uma
alternativa atrativa aos regimes de doses multiplas de outros fArmacos da classe.

O SNZ possui significativa degradacdo em condi¢des alcalinas e na presenga de luz,
sendo mais suave em meio acido e neutro. Varios procedimentos analiticos tém sido relatados
para a determinacdo do SNZ em preparacdes farmacéuticas, tanto isoladamente como em
combinagdo com outros farmacos. Os métodos relatados incluem potenciometria,
polarografia, cromatografia com fluido supercritico, CLAE, voltametria e espectrofotometria.
A maior parte dos métodos espectrofotométricos sofre desvantagens, como escala estreita de
determinagdo, requerem aquecimento ou extracdo, longo tempo para a reagdo se completar e
uso de sistemas nao aquosos [107, 108].

Duas formas cristalinas sdo atribuidas ao SNZ: uma anidra (SNZa) e um hemihidrato
(SNZh), contudo apenas o hidrato ¢ estdvel a temperatura ambiente. Neste capitulo, a
estabilidade das formas do SNZ serd estudada de forma singular, combinando diferentes

técnicas da Fisica do Estado Solido com os célculos quanticos de primeiros principios.

4.2 Detalhes experimentais

Amostras de SNZ foram caracterizadas por difragdo de raios X de pd a fim de
identificar a correspondente forma sélida. Os padrdes de difragdo experimental e simulado do
SNZ sdao mostrados na Figura 4.2. O programa FULLPROF [109] foi usado para ajustar o
padrao simulado ao experimental, junto com alguns pardmetros instrumentais (intensidade
total, linha de base, formas de linha, deslocamento do zero, etc.). Uma excelente concordancia
entre o padrdo simulado baseado na estrutura cristalina reportada e os dados experimentais
mostra claramente que as amostras estao na forma do SNZh.

Imagens obtidas através de microscopia eletronica e microscopia Optica polarizada em
amostras recristalizadas mostram que o SNZh exibe um habito cristalino de laminas, sendo

este muitas vezes confundido com um habito acicular (Figura 4.3).
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Secnidazol (hemihidrato)

Experimental
—— Calculado

Intensidade (u. a.)

YT

5 10 15 20 25 30 35
20 (graus)

Figura 4.2. Comparagdo do padrdo de raios X experimental e calculado (estrutura cristalina do

hemihidrato de SNZ).

Figura 4.3. (a) Imagem de microscopias eletronica e (b) dptica polarizada do SZNh.
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4.3 Estrutura Cristalina e Difracao de raios X

A estrutura cristalina do SNZh foi resolvida por Novoa de Armas et al. [110]. A
mesma possui simetria monoclinica com parametros de rede a = 12.424 A, b=12.187 A, c =
6.6621 A e B = 100.9°, pertencendo ao grupo espacial P2;/c. Os principais dados
cristalograficos sdo apresentados na Tabela 4.1. Embora a estrutura cristalina do SNZa nao
tenha sido resolvida, os parametros de rede obtidos por Novoa de Armas et. al. [110] de
medidas de difragdo de raios X de p6 estdo enumerados na Tabela 4.1. Pela comparagdo das
estruturas do SNZh e do SNZa foi observado que os dois compostos possuem 0 mesmo
numero de moléculas por cela unitaria, ou seja, Z = 4. No SNZh as moléculas de 4gua ocupam
apenas 50% dos sitios permitidos (ocupagdo 0,5), formam cadeias ao longo do eixo a (Figura

4.4) e facilitando seu deslocamento dentro da rede cristalina.

Figura 4.4. Empacotamento das celas unitarias do SNZh ao longo do eixo a.
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Tabela 4.1 - Dados cristalograficos para o SNZa e o SNZh [110].

Formula molecular C7H1N;03 C;H1N3;0O3 Y2 H,O
Massa molar 185,18 g/mol 203 g/mol
a=12.426 A 12.424 A
b=12.187 A 12.187 A
Parametros de rede
c=6.662 A 6.662 A
= 100.9° 100.9°
Volume da cela V =990.66 A° 990.5 A’
Grupo espacial P2,/c
Numeros de moléculas
Z=4 Z=4
por cela unitaria

Na Figura 4.5 estd representada a unidade assimétrica do composto SNZh com a
identificagdo de seus respectivos atomos. A representagdo ¢ feita pelo ORTEP [111]. A

numerag¢do dos adtomos de hidrogénio foi omitida para melhor visualiza¢do. Os elipsodides

foram desenhados com 50% de probabilidade.

O
04
O

C{ C4
L& f
c3
N

2

02 @NS = g2

<D

Figura 4.5. Unidade assimétrica da estrutura cristalina do SNZh.
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A estrutura cristalina do SNZh mostra a presenca de quatro moléculas de SNZ por
c€lula unitdria com Z = 4 e confirma a existéncia de um hidrato. Na cela unitiria existem
quatro moléculas de 4gua formando liga¢des de hidrogénio fortes com as moléculas do SNZ
[112]. A presenga dessas ligagdes de hidrogénio do tipo 2*04--H4A...O3 e 2*¥*04--H4B...03
(Tabela 4.2) funcionam como forte agente estabilizador do arranjo cristalino. Estas interacdes
sdo promovidas pelas moléculas de 4gua que se encontram entre os SNZ e se ligam pela
hidroxila do radical propil (Figura 4.6). O atomo H4A age como o agente doador da ligacao
de hidrogénio ao atomo O3. Enquanto que o atomo H3 em (1 O3--H3...N2) age como doador
ao N2 constituindo a mais fraca ligacao de hidrogénio. Isso ¢ justificado pelo fato do N2 estar
estabilizado pela ressonancia do anel imidazolico, sendo dificil a interagdo dos seus pares de
elétrons m livres (Figura 4.6). As ligagdes de hidrogénio nao-classicas deste composto
encontram-se representadas na Figura 4.7. Dois tipos de ligacdes de hidrogénio sdo mostradas
na Figura 4.7: uma intermolecular, C2--H2..02, e a outra intramolecular, C5--H5B...02,

sendo a mais forte do composto (Tabela 4.2).

Figura 4.6. Representacao das ligagdes de hidrogénio classicas do composto SNZh.
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Figura 4.7. Representacdo das ligagdes de hidrogénio ndo-classicas do composto SNZh.

Tabela 4.2 - Distancias e angulos para as ligagdes de hidrogénio do composto SNZh.

D-H..A H..A (A) D..A (A) D-H..A(°
2*%04--H4A...03 2,20 2,7184 119
2*%04--H4B...03 2,17 2,8478 137
1 03--H3..N2 1,97 2,7907 174
1 C2--H2...02 2,49 3,3444 152
1 C4--H4B...04 2,60 3,3876 140
1 C5--H5A...04 2,52 3,4427 158
1 C5--H5B...02 2,42 2,8680 108
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4.4 Espectroscopia Vibracional

4.4.1 Detalhes Computacionais

A estrutura eletronica e a geometria otimizada da molécula do SNZ foram computadas
pela teoria do funcional da densidade (DFT) [113] usando o programa Gaussian 03 [114].
Utilizamos o funcional de troca hibrido de Becke e os funcionais de correlagdao de Lee-Yang-
Parr (B3LYP) [115-117]. A base utilizada foi a 6-31++G(d,p), com as fung¢des de polarizagdao
d para 4tomos pesados e p para atomos de hidrogénio. Para complementar, também utilizamos
funcdes difusas tanto para os atomos pesados quanto para o hidrogénio [118, 119]. As
intensidades absolutas de espalhamento Raman e absorc¢ao no infravermelho foram calculadas
considerando uma aproximagao harmodnica, no mesmo nivel da teoria como foi usado para
otimizar a geometria. A andlise dos modos normais de vibragdo foi efetuada em termos da
distribuicdo de energia potencial (PED) e foi calculada para cada coordenada interna usando
simetrias localizadas [120, 121]. Para esta finalidade uma série completa de 66 coordenadas
internas foram definidas usando as recomendac¢des de Pulay [120, 121]. As atribuicdes
vibracionais dos modos normais foram propostas com base na PED calculada usando o
programa GAR2PED [122]. Os espectros Raman e infravermelho foram simulados usando
uma forma de linha Lorentziana pura (fwhm = 8 cm™). A visualizagio e confirmagdo dos

modos normais de vibragao foram feitas usando o programa CHEMCRAFT [123].

4.4.2 Otimizacao da Geometria

Os calculos da otimizacdo da geometria foram realizados adotando a conformag¢do do
SNZ determinada por difracdo de raios X em monocristal [124] como a geometria inicial. A
otimizacdo da geometria produziu uma molécula que é extraordinariamente semelhante a da
unidade assimétrica cristalografica. As estruturas otimizada e experimental da molécula foram
comparadas por sobreposi¢cdo usando o método dos minimos quadrados que minimiza as
distancias entre os atomos (ndo hidrogénios) (Figura 4.8). O consenso entre a geometria
otimizada e a experimental é excelente mostrando que a otimizagdo da geometria reproduz
quase exatamente a conformagio experimental (desvio médio total 0,078 A). As principais
diferencas encontram-se na orientagdo dos grupos metil e hidroxil. O ultimo exibe o maior
desvio dos resultados experimentais, mas este efeito pode ser associado com as ligacdes de
hidrogénio O13H:-Ow e O13H: ‘N4, que estabilizam a estrutura cristalina.
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Figura 4.8. Comparagdo entre as geometrias das conformagdes experimental ¢ otimizada do

SNZ.

4.4.3 Espectro vibracional

O numero total de 4&tomos na molécula do SNZ ¢ 24, dai, 66 modos normais (3n - 6)
devem ser observados. A conformagao molecular obtida da estrutura cristalina, assim como a
resultada pela otimizagdo da geometria, ndo exibem nenhuma simetria especial, sendo assim a
molécula pertence ao grupo pontual C;.

Como um solido cristalino, o SNZ e as moléculas de agua estdo localizados em sitios
gerais (4e na notacdo de Wickoff) no grupo espacial centrossimétrico P2,/c (Can’).
Considerando que cada estrutura cristalina tem quatro moléculas de SNZ e quatro moléculas
de agua por célula unitaria (os sitios da H,O tém ocupacao 0.5), isto da 3N — 3 =321, [N =4
X (24+3) =108] modos vibracionais (rotagdes da molécula livre se transformam em fonons
libracionais; as translagdes tornam-se fonons acusticos, que t€ém freqiiéncia zero no ponto
gama). Usando o método dos sitios de simetria proposto por Rousseau ef al. [125], os modos
vibracionais do SNZh sdo distribuidos nas representagdes irredutiveis do grupo pontual Csy

como mostrado a seguir:

[in(321) = 814, + 81B, + 804, + 79B, 4)
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De acordo com o principio de exclusdo mutua, no caso de uma estrutura
centrossimétrica, as representacdes ativas no Raman ndo sdo ativas no infravermelho, e vice-
versa. Assim, 156 e 153 modos vibracionais exibem Raman (4, € B,) e infravermelho (4, ¢
B,), respectivamente. Entretanto, em um cristal organico, o campo cristalino ndo ¢ geralmente
forte bastante para separar as componentes (representagdes irredutiveis) dos modos internos
da molécula, que se tornam acidentalmente degenerados. Assim, o espectro vibracional ¢
determinado principalmente pelos modos da molécula livre observados em freqiiéncias mais
elevadas, junto com os modos da rede cristalina (translacionais e libracionais) na regido
espectral de baixa freqiiéncia.

As se¢des de choque de espalhamento Raman, 0cj/0Q, que sdo proporcionais as
intensidades Raman, podem ser calculadas através da amplitude do espalhamento Raman e

nimeros de onda previstos para cada modo normal usando a relagdo [126, 127]:

80'j _ 24 1 (\/O—Vj)4 h g )
02 —hev, 8xlcv. |’
1—exp / J
kT

onde S; e v; sdo as atividades de espalhamento e as freqii€ncias previstas (cm™),
respectivamente do modo normal /”. A freqiiéncia de excitagdo Raman é vy (cm™) e h, ¢, e k
sdo constantes universais.

As intensidades calculadas no Raman e infravermelho foram convolucionadas
conforme cada modo vibracional previsto com uma forma de linha Lorentziana (fwhm = 8
cm™) para produzir espectros simulados. As atribuigdes foram feitas com base nas
intensidades relativas, forma de linha e PED. Os numeros de onda atribuidos para o

conformero mais estavel junto com a PED para cada modo normal ¢ dado na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3 - Nimeros de onda tedricos e experimentais (cm™) do SNZh.

DFT

Sem Escalado Raman IR PED"

Escala

3842 3667 -- 3452 OH[v(OH)](100)

3262 3114 3137 3133 R[v(C3H)]( 99)

3158 3014 3015 3015 CH2[v, (CH,)](99)

3145 3002 3003 2998 Mel[v, (CH3)]1(97)

3101 2960 2984 2984 Me2[v, (CH3)](96)

3097 2956 2975 2974 Mel[v, (CH3)](74)+ Me2[v, (CHy)](15) +
CH2[v(CH)](7)

3096 2955 2934 2937 Me2[v, (CH3)](71) + Mel[v, (CH3)](22)

3090 2949 -- 2918 CH2[v, (CH,)](83) + Me2[v, (CH3)](14)

3037 2899 2906 2896 CH[v(C7H)](94)

3032 2894 2878 2871 Mel[v, (CH3)](99)

3028 2890 2849 2850 Me2[v, (CH;)](100)

1562 1538 1536 1529 NO2[ v, (NO)+S(N10C2)+5 (NO,)](63)+ R[v(CC)+
V(NC)] (26)

1540 1516 -- -- R[v, (NC)+3(C3H)](34)+NO2[v, (NO)](22)+Mel[s,
(CH3) +v (CO)](14)

1504 1481 1489 1489 R[V(NC)+ 84ing  T0(CC)](36) +Mel[v(CC)+3, (CH3)]
(27) +CH2[3 (CH»)](8) +Me2[5(CH3)](6)

1499 1476 1489 1488 R[v(CC)+0ing 1(36)+NO2[v, (NO)](24)+Mel[3, (CHs)
(16)]

1496 1474 - - Me2[8, (CHs)*+p (CH3)](80)

1493 1470 -- -- Me2[3, (CH;)+p(CH;)](81)+Mel[6(CH3)1(5)

1484 1462 1471 1468 Mel[d, (CH;) +3(CH3)](89)

1472 1450 1461 1448 CH2[3(CH,)](54) +Mel[8, (CH3)](21)

1454 1432 1437 1430 R[v(NC)](32)+CH2[8(CH,)+ V(NC)](25)+Mel [,
(CH;)] (15)+ NO2[8(N10C2)+ v(CN)+v(NO)](12)

1421 1400 1408 -- CH2[w(CH,)+8(CH,)](34)+CH[p(CH)+v(CC)](32)+
Me2[8; (CH3)](19) + OH[3(OH)] (7)

1415 1395 1390 1392 Mel[ds (CH;3)(49)]+CH2[y (CH,)](6)+CH[p(CH)] (5)
+Me2[3, (CH3)](5)+R[v,(CN)](5)+NO2[v(C2N10)](5)

1411 1390 - -- Me2[8s (CH3)](70) + v(CC)(9)+ CH[p(CH)](5)

1391 1371 -- 1379 NO2[v(C2N10)+v, (NO)+ 3(NO,)](25) + CH[p(CH)]
(20) +R[v(CN)+3(C3H)] (25) + CH2[y(CH,)](15)

1387 1367 1369 1357 NO2[v(NO)+v(C2N10)+ 3(NO,)](31)+Mel[6; (CHs)

(29)]+CH[p(CH)](16)+CH2[w(CH2)](7)*R[v(CN)(5)]
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1379

1350

1297

1292

1226

1216

1176

1136

1117

1074

1065

1018

983

940
902

890
849

840
783

736

697

681

607

574

481

1360

1331

1279

1275

1210

1201

1164

1124

1105

1063

1054

1008

975

932
896

884
844

835
780

733

695

681

609

576

486

1345
1307
1272

1265

1192

1155

1138

1111

1086

1044

1007

983

937
906

879
842

829
775

743

691

675

609

572

495

1333

1305

1271

1264

1196

1184

1151

1138

1110

1085

1039

1008

981

935
904

878
842

827
777

742

691

675

609

569

495

R[v(NC)](36) +CH2[y(CH,)] (22) +CH[p(CH)](11)
CH[p (CH)](49) + CH2[(CH,)](32)
R[v(NC)+8,ine](28)  +CH2  [y(CHp)] (21) +
OH[8(OH)](20) +CH[p(CH)](7)

R[(CN)+ S(C3H)+ 8 iy FO(NC)](53)+ NO2[v(NC)
+v, (NO)+ 3(NO2)](37)

CH2[p(CH,)](21) +OH[3(OH)](20) + R[u(NC) +
S(C3H)+ 8,10 1(20) +CH[ p(CH)](17)

R[V(CN)+ 0(CC)t 8,1, t0(NC)+3(C3H)] (55)+ CH2
[L(NC)] (19) + NO2[u(NO)](11)+ Mel[v (CC)](5)
R[8,g +0(C3H)+ 1,(CN)](68)+NO2[v(C2N10)](9) +
CH2[v(NO)](5)

Me2[p(CH;)](30)+OH[v(CO)](22)+  S(C8OCT)(14)+
v(CC) (7)+CH2[p(CH,)] (8)

V(CC)(28)+ Me2[p(CH3)](25)+OH[v, (CO)+ 3(OH)]
(197+3(CCO)(11)+ CH2[3(NCT7C6)](6)

v(CC)(32)+ OH[3(OH) +v, (CO)](24)+ CH2 [p(CH2)]
(12)+ 8(CCO) (6)+ Me2[p (CH3)] (5)

Mel[p(CH3)+8, (CH3)+800p(CICS)J(85)HR T 1ing 1(5)
Mel[p (CH3)](46)+R[v(NC)](20)

R[sing T0(NC)+6(C3H)](50)tMel[p (CH;) + v(CC)]
(20) +CH2[p(CH,)+3(C6N1)](7)

Me2[p(CH;)](37)+ v(CC) (30)+OH[v, (CO)](20)
CH2[p(CH,)](40)+ Me2[3(CHs)] (14)+ v(CC)(9)+
R[v(NCO)J(11)

R[8o0p (C3H)* T 1ing 1(94)

OH[W(CO)](31)+ v(CC)(27) + Me2[p (CH;)] (12)+
CH2[3(NC7C6)+p(CH2)](12)+ CH[p(CH)](5)
NO2[3(NO,)+0(NC)+v(NO,)](71)+R 8,10 1(15)
CH2[u(NC)+3(NCTC6)](35) R[S + V(NC)](19)+
Mel[v(CC)](13)+ 5(C6CSCT) (5)

NO2[B0p (NO,)+800p (N10C2)](92)+R[T 1ing 1(6)

R[T sing 8 1ing] (50)+Me1[80p (CICS) +v (CC)](26)

R[T ting T0ring(57)+Me1[800p (CICS)+0(CC)](24)

R[T g J(70)+ NO2[ 8o0p (N10C2)](14)+CH2[S,0,
(C6N1)] (8)

NO2[p( NO, }+3(N10C2)](52)+CH2[8(C6N1)](12) +
Mel[8(C5C9)](12)+ R[v(CC)](5)

§ (CCOY25)+CH2[S(NCTCE)](11)+ Mel[3(C5C9)]
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(10)+NO2[v(C2N10)](7) +v(CC) (6)+R[T ring 1(5)

463 468 476 475 d (CCO)(59) +CH2[t (N1C6) + p(CHp)] (19) +
3(C6C8CT) (8)

423 429 428 432 NO2[v(C2N10)+3(NO2)+p( NO2 )] (31)+ & (CCO)
(24)+R[8ying 1(10)+ CH2[S(CON1)](9)

391 398 395 -- NO2[3(OC2N10)+v(C2N10)](28)+  Mel[3(C5C9)]
(24)+ CH2[8(C6N1)](16)+ R[v(N1C2)](8)

336 344 351 -- CH2[3(C6N1)+ 8(CHo)*d00p (COND)](32)+ Mel
[6(C5C9)] (22)+ 6(C6CBCT) (18)

309 318 331 -- CH2[3(C6N1)+u(N1C6)] (16)+3(C6C8CT)(15)+
3(CCO)(12)+ Mel[dep (CIC5)](12)+NO2[p(NO, )]
(10)

284 284 298 - Me1[8,0,(CIC5)](32)+NO2[8,,,(N10C2)](28)+CH2
[t(NICO)1(8)+R[T ring] (7)

260 271 278 -- CH2 [8,, (CON1) + 8(CO6NI1)+ S(NC7C6)](30)+
NO2[3,,, (N10C2)](20)+ 3(C6C8CT)(18) +5(CCO)
(13) +Mel[3(C5C9)](5)

232 243 -- -- OH[t (CO)](83)

226 237 234 -- Me2[t(C7C8)](59)+NO2[3(N10C2)](15)+OH [t(CO)]
(10) +Mel[8(C5C9)](5)

211 223 221 - NO2[3(N10C2)+p( NO; )](43)+ Me2[t (C7C8)] (33)+
Mel[8(C5C9)](6)+ d(C6CRCT)(5)

147 161 169 -- Mel[t (C5C9)](86)

136 150 147 -- NO2[3,,p, (N10C2)](41)+CH2[S(NC7C6)+800p (CON1)
+1 (N1C6)](30) +Mel[doop (CIC5)](8) + R[T ringl(5)

101 117 123 -- CH2[t (N1C6)+8,0, (CON1)+ 3(NC7C6)](42)+ NO2[t
(C2N10)]1(39)

77 93 92 - CH2[t (N1C6) + 8o (CONI1) + S(NCTC6)](77) +
NO2[800p (N10C2)](8)

60 76 75 -- T (C6C7) (55)+ NO2[t (C2N10)](14)+CH2[t (N1C6)
+3(C6N1)](14)

43 60 60 -- CH2[t (N1C6)+3,0,,(C6N1)](47)+ NO2[t (C2N10)+
800p(N10C2)](31) + 1(C6CT) (9)

-- -- 43 -- Lattice

*Atribui¢do dos modos normais de vibragdo em termos da distribuigdo de energia potencial
(PED). Tipos de vibragdes: v, estiramento; 6, deformagao; oop, dobramento fora do plano;
w,waging; vy, twisting; p, rocking; T, tor¢do [128]. °Distribui¢do de energia potencial
(contribuig¢do > 5).
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A comparacao dos numeros de onda calculados com os valores experimentais da
Tabela 4.3 revela uma superestimacao dos numeros de onda dos modos vibracionais. Isto se
da devido desconsiderar a anarmonicidade presente no sistema real. Os nimeros de onda
vibracionais foram obtidos dos céalculos de DFT usando um procedimento de duplo
escalonamento para a regido de impressio digital (abaixo de 1800 cm™) e estiramento X-H
(acima de 1800 cm™), respectivamente [129, 130]. Todos os numeros de onda vibracionais
calculados relatados neste trabalho estdo escalados. Os espectros Raman e de absor¢do no
infravermelho experimental e calculado sdo mostrados nas Figura 4.9 e Figura 4.10,

respectivamente.

Vibrag¢oes C-OH: No espectro de FT-IR do SNZ (Figura 4.10), o pico caracteristico
que corresponde ao modo de estiramento do grupo OH ¢é identificado em 3452 cm™, enquanto
que o calculado esta em 3667 cm™. Nos espectros Raman esta banda est4 presente e ¢é larga e
fraca ao redor de 3460 cm™. Os modos de deformacio do OH foram calculados para estarem
em 1279 ¢ 1210 cm™, mas eles sdo observados em 1271 ¢ 1196 cm™ nos espectros de IR e em
1272 e¢m™ nos espectros Raman. Os modos de estiramento v(CO) nos numeros de onda
calculados 1124 ¢ 932 cm™ correspondem as bandas observadas em 1138 e 935 cm™ nos
espectros de IR ¢ em 1138 e 937 cm™ nos espectros Raman. Estes dois modos tém uma
contribui¢do de quase 20% de v(CO), embora a contribui¢do de p(CH3) seja de quase 30%.
Isso ¢ por causa de um intenso acoplamento entre estes modos. Os modos vibracionais
calculados para estarem em 486 e 468 cm™ tém uma importante contribuigdo das coordenadas
internas correspondendo a deformagdo 3(CO). Estes modos sdo observados em 495 e 476
cm™ nos espectros Raman e aproximadamente nas mesmas posigdes nos espectros de IR. A

torsdo em torno do CO ¢ calculada a 243 cm™.

Vibrac¢ées CC e CH: Os estiramentos CC sao calculados para estarem em 1105, 1063
e 844 cm'l, e as bandas correspondentes sdo observadas em 1111, 1086 e 842 cm™! nos
espectros de IR e Raman. O estiramento do C7-H previsto em 2899 cm™ pelo céalculo com
DFT esta em excelente acordo com as bandas experimentais em 2906 cm™ nos espectros
Raman e em 2896 cm™' nos espectros de IR. O modo rocking do CH é calculado em 1331
cm™. A banda correspondente é observada em 1305 cm™ nos espectros de IR e em 1307 cm™

nos espectros Raman.

64



Capitulo 4 - Secnidazol

Intensidade (u.a.)

=

|
50 100 150 200 250 300 v
x10
Experimental h
M U U \M
| , | A | , | , | | L J | ;

400 600 800 1000 1200 1400 1600 3000 3500

Numero de Onda (cm’l)

Figura 4.9. Espectros Raman experimental e calculado do SNZ na regido de 300-1650 cm™ e

em 2600-3900 cm™ (O detalhe mostra os espectros Raman na regido de 30-300 cm™).
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Figura 4.10. Espectros de absor¢do no infravermelho experimental e calculado do SNZ nas

regides 400-1650 cm™ e 2700-3900 cm'.
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Vibracoes do grupo N-CH;: A molécula contém um grupo CH; conectado ao anel. A
vibragao de estiramento assimétrico do CH; ¢ prevista em 3014 cm’' e combina bem com os
nimeros de onda do IR e Raman. O modo de estiramento simétrico do CH; ¢ calculado para
estar em 2949 cm™, e ¢ atribuido 4 banda em 2918 cm™ nos espectros de IR. O modo de
deformagio CH, é calculado em 1450 cm™, e o pico correspondente é observado em 1461
cm’ nos espectros Raman e em 1448 cm” nos espectros de IR. O modo wagging do CH,
ocorre em 1305 cm™ nos espectros de IR e em 1408 e 1307 cm™ nos espectros Raman. Os
valores calculados sdo 1400 e 1331 cm™. Os modos rocking do grupo CH, correspondem a
bandas de médias intensidades em 1196 e 904 cm™ nos espectros de IR, ¢ somente uma banda
Raman em 906 cm™ ¢ observada. Os nimeros de onda calculados correspondentes estio em

1210 e 896 cm'l, como mostrado na Tabela 4.3.

Vibracées do grupo C-CHj: Dois grupos metilicos (CHj;) estdo presentes na
molécula. Um deles esta conectado diretamente ao anel, € o outro estd conectado ao grupo do
CH. O grupo CHj; tem diversos modos associados a ele, como estiramentos simétricos e
assimétricos, bends, rocks e modos de tor¢ao. As atribui¢des de todos estes fundamentos estdo
na Tabela 4.3. Os primeiros modos do grupo metila vy(CH3) estdo em 2878 cm™! e os modos
va(CHs) sdo observados em 3003 e 2975 cm™ nos espectros Raman. O modo de estiramento
calculado do v4(CH3) ¢ prevista em 2894 cm'l, e dois modos calculados de estiramento
assimétrico v,(CHs3) devem ser observados em 3002 e 2956 cm™’. Nos espectros de IR, modos
vo(CHs) estdo em 2998 ¢ 2974 cm™ e um modo vy(CHs) é observado em 2871 cm™. O pico
correspondente ao modo de estiramento simétrico ¢ relativamente forte. Foram identificados
modos de deformagio assimétricos Me1[3, (CH3)] em 1468 ¢ 1448 cm™ nos espectros de IR e
em 1471 e 1461 cm™ nos espectros Raman. Estes modos estdo calculados para serem em 1462
e 1450 cm”. Os modos simétricos Mel [8,(CH;3)] sdo atribuidos aos picos observados em
1390 e 1369 cm™ nos espectros Raman e em 1392 e 1357 cm™ nos espectros de IR. Os
valores calculados correspondentes sio 1395 e 1367 cm™. Os modos rocking do CHj sdo
atribuidos aos picos fracos Raman em 1044 ¢ 1007 cm™ e os picos de IR em 1039 e 1008 cm™
para o primeiro grupo metila. Os valores calculados do modo rocking do CH3 sdo obtidos em
1054 ¢ em 1008 cm”. O numero de onda calculado em 161 cm” mostra uma maior
contribuicdo da torsdo do CH3 em torno da ligagdo C5-C9, e isto combina bem com o niimero

de onda observado (169 cm™) nos espectros Raman. O valor comparativamente baixo deste
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modo ¢ devido a forte unido do anel imidazdlico com o grupo metila por meio da ligagao C5-
C9. Calculou-se a deformagio para fora do plano em 284 cm™, ¢ esta ¢ observada em 298
cm™ nos espectros Raman. O modo de estiramento assimétrico do segundo grupo metila ¢
calculado em 2955 cm™ e coincide bem com o pico observado em 2934 cm™ nos espectros
Raman e esta aproximadamente na mesma posicdo nos espectros de IR. O estiramento
simétrico do grupo metila foi calculado para estar em 2890 cm™ e corresponde bem a banda
em 2849 cm™ observada em ambos espectros Raman e IR. O modo de deformagio simétrico
do metila calculado Me2[8(CHs)] estd em 1390 cm™ e os assimétricos calculados
Me2[8.(CHs)] estio em 1474 ¢ 1470 cm™. O modo rocking do CHj é atribuido aos fracos
picos Raman em 1138 e¢ 1111 cm™ e picos de IR fortes em 1138 e 1110 cm™. Estes dois
modos rocking sdo calculados para estar em 1124 e 1105 cm™. O modo de tor¢io calculado
do C7-C8 para o segundo grupo metila esta em 237 cm™, e coincide com a banda observada

nos espectros Raman.

Vibragdes C-NO;: A molécula de SNZ possui somente um grupo NO,, o qual origina
uma vibragdo de estiramento simétrico e assimétrico. Os modos de estiramento simétrico e
assimétrico aparecem em 1367 e 1538 cm’', respectivamente, ¢ ambos os modos sio
altamente acoplados. As deformagdes simétricas e assimétricas do grupo NO, aparecem em
827/829 cm™ e 742/743 cm™ nos espectros de IR e Raman. Estes modos foram calculados
para estarem em 835/733 cm’', respectivamente. O modo rocking do grupo NO, é observado
em 572 cm’' nos espectros Raman. Ele foi calculado em 576 cm™ ¢ ¢ atribuido ao pico em
569 cm™ nos espectros de IR. E igualmente um modo misturado que contém a contribui¢do da
deformagdo do C-N. O modo de estiramento calculado da banda C-N (grupo NO, conectado
ao anel) em 1371 cm™ e foi atribuido & banda em 1379 cm™ nos espectros de IR. As
deformagdes calculadas do C-N estio em 223 cm™. A deformagio fora do plano calculada do
C-N estd em 150 cm™ e ¢ atribuida a uma banda em 147 cm™ nos espectros Raman. O modo
com o mais baixo nimero de onda ¢ o modo da tor¢ao do C-N. As tor¢des calculadas do C-N

estio em 117 e 60 cm™, e elas sdo observadas em 123 e 60 cm™' nos espectros Raman.

Vibracoes do anel: A vibracao de estiramento C-H do anel ¢ geralmente forte nos
espectros de IR e Raman. O numero de onda do v(CH) do anel é previsto em 3137 cm™ nos

espectros Raman e em 3133 cm™ nos espectros de IR. Ele ¢ calculado em 3114 cm™, e assim,
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coincide bem com as observacdes experimentais. O numero de onda calculado em 1516 cm™
tem uma maior contribuicdo do estiramento do CN no anel imidazdlico. A principal
contribuicdo do modo de estiramento do CN no anel imidazolico ¢ obtida dos modos
vibracionais em 1432 ¢ 1360 cm™, e estes sdo observados em 1430 e 1333 cm™ nos espectros
de IR e em 1437 ¢ 1345 cm™ nos espectros Raman. Os modos de estiramento calculado
R[V(CN)] em 1275 e 1201 cm™ estdo acoplados com o estiramento R[v(CC)] e outros modos.
Este modo de estiramento corresponde aos picos em 1265 ¢ 1192 cm™ nos espectros Raman e
em 1264 ¢ 1184 cm™ nos espectros de IR. Os estiramentos calculados R[v (CC)] estdo em
1538 e 1476 cm™ ¢ sdo atribuidos as bandas em 1529 ¢ 1488 cm™ nos espectros de IR e em
1536 ¢ 1489 cm™ nos espectros Raman.

As deformagdes calculadas do anel estdo em 1164 e 975 cm™, e estas sdo observadas
em 1155 ¢ 983 cm™ nos espectros Raman ¢ em 1151 e 981 cm™ nos espectros de IR. A
deformacgdo fora do plano calculada do R[0,0p(C3H)] em 884 cm” coincide bem com os
espectros de IR e Raman. As tor¢des calculadas do anel estdo em 695, 681 ¢ 609 cm™. Estas
possuem também excelente acordo com os valores experimentais observados de IR e Raman.

Usando um espectrometro triplo em configuracao subtrativa, a regido de baixa energia
do espectro de Raman ¢ facilmente obtida (detalhe da Figura 4.9) [131]. Este equipamento
fornece uma 6tima rejeicdo da intensa dispersdo Rayleigh que baixa a linha de excitacdo do
limite espectral para além de 30 cm” quando comparada com espectrdmetros simples e
espectrometros por transformada de Fourier. A extensdo da faixa espectral nos permite
observar os modos vibracionais da rede cristalina e os do esqueleto molecular. Nossos
resultados mostraram um excelente acordo entre os valores calculados e experimentais nessa
regido espectral, permitindo-nos estabelecer uma atribuicdo detalhada de todas estas bandas.
Apenas uma banda, localizada em 43 cm’!, ndo pode ser associada com nenhum modo
vibracional da molécula simples, e esta foi classificada como uma vibragdo da rede. E
interessante observar que as vibragdes da rede sdo esperadas geralmente abaixo de 200 cm™.
Entretanto, nossos resultados mostram que estes tipos de modos estdo numa regido de nimero
de onda muito baixo, provavelmente abaixo de 50 cm™. Todos os modos acima de 50 cm™
foram classificados como deformacoes e tor¢cdes da molécula do SNZ. Assim, os modos da
estrutura associados com as translacoes e libragdes da molécula encontram-se abaixo de 50
cm” e podem ser apenas observados usando espectroscopia Raman dispersiva (espectrémetro

subtrativo), espectroscopia de infravermelho distante (FAR), ou espectroscopia de terahertz.
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4.4.4 Transicoes de fase

Mesmo que os espectros calculados reproduzam muito bem os experimentais, deve-se
levar em consideracdo que estes ultimos foram realizados numa fase solida: o hemihidrato de
secnidazol. Como sera mostrada nas proximas segoes, esta forma cristalina passa para sua
forma anidra e funde a aproximadamente 70°C. Com o intuito de discutir o efeito da estrutura
cristalina no espectro vibracional, na Figura 4.11 o espectro Raman do SNZ calculado foi
comparado com os dados experimentais obtidos em 30 e 90°C, correspondendo este tltimo a
fase liquida da molécula. Como observado anteriormente, os resultados de DFT reproduzem
muito bem os dados experimentais, porém caracteristicas interessantes podem ser
identificadas entre os espectros experimentais nos estados sélido e liquido. Primeiramente,
observou-se que a banda em 1192 cm™ permanece aproximadamente inalterada no estado
fundido. Esta banda esté associada a respiracdo do anel imidazélico. Na forma sélida este anel
participa da liga¢ao de hidrogénio OH...N que estabiliza a estrutura cristalina. Entretanto, esta
interacdo ndo parece ser forte bastante para afetar a freqiiéncia de respiracdo do anel. As
bandas vizinhas, localizadas em 1265 ¢ 1272 cm™ exibem um comportamento diferente. Na
temperatura ambiente elas sio divididas em duas bandas (1265 e 1272 cm™) e fundem em
apenas uma banda (1265 cm™) a 90°C. De acordo com a Tabela 4.3, a primeira banda em
1265 cm™ esté relacionada & deformacdo do anel imidazolico do grupo nitro, enquanto que a
segunda em 1272 cm’ tem contribuicdes tanto das deformacdes do anel assim como dos
grupos metileno e hidroxil. Embora os calculos de DFT previssem uma insignificante
intensidade Raman para estes ultimos, esta ¢ uma das bandas mais intensas no espectro
Raman. Este comportamento andmalo pode ser explicado considerando que o grupo hidroxil
participa de todas as principais interagdes intermoleculares do SNZh. A mudanca na
polarizabilidade do modo vibracional devido a estas interacdes pode facilmente afetar a
seccdo de espalhamento Raman. Nao obstante, a perda das ligacdes de hidrogénio
intermoleculares na forma fundida reduz a intensidade desta banda ja que a molécula adquire
agora uma configuracdo similar a conformacao da molécula usada para o modelo tedrico. As
bandas restantes observadas na regido espectral apresentada na Figura 4.11 ndo indicam
nenhuma evidéncia de outros efeitos que produzam mudanga ou alargamento das bandas, que

sao esperados em um liquido completamente desordenado.
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Figura 4.11. Comparacdo dos espectros Raman do SNZh (30°C) e na forma fundida (90°C)

com uma forma obtida com calculos de DFT.

4.5 Analise térmica

No caso dos solvatos, e particularmente dos hidratos, determinar a estabilidade térmica
¢ um fator delimitante para poder definir se estas formas solidas sdo adequadas para serem
usadas em formulagdes farmacéuticas. Os processos de producdo de uma droga podem
envolver a presenca de agua durante sua cristalizacdo, na fabricacdo ou na formulagdao do
produto final pela adi¢do dos excipientes. Com as discussdes ao longo do texto sabe-se que as
novas fases onde a dgua ¢ uma parte do cristal sdo chamadas de hidratos e normalmente
possuem propriedades completamente novas no estado solido, como ¢ no caso a do objeto
desse estudo: o SNZh. Em hidratos a combinacdo de forgas intermoleculares (ligagdes de
hidrogénio) e o empacotamento cristalino produzem interacdes no estado s6lido muito fortes
que estabilizam novas estruturas cristalinas. A hidratacdo e desidratagdo dos cristais ocorrem
facilmente com o efeito da temperatura. O comportamento de uma forma anidra de uma droga
com a agua depende dos diagramas de fase especificos para cada substancia. Dentro desse

contexto, nessa se¢ao apresentaremos um estudo da estabilidade térmica do SNZh.
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4.5.1 Termogravimetria

Como ponto de partida para investigar o efeito da temperatura no SNZh foi registrada
a perda de massa em funcdo da temperatura através de medidas termogravimétricas. A curva
TG (Figura 4.12) mostra trés processos de perda de massa. O de maior variacdo de massa
ocorreu entre 232 e 270°C e correspondeu a um decréscimo de 56%. Este processo é seguido
por uma queda menor entre 275 e 320°C, onde ¢ liberada 9% da massa. Analisando a curva de
DTA obtida simultaneamente com a TG (Figura 4.12) podemos observar que o processo
descrito ¢ fortemente exotérmico e pode ser associado a decomposi¢cdo da molécula de SNZ.
Isto ¢ confirmado pela medida do espectro IR dos gases liberados durante o aquecimento
(Figura 4.13). Nessa figura podemos identificar que durante o evento exotérmico sao
liberados CO,, agua e outros compostos organicos caracterizando univocamente um processo
de decomposig¢ao.

O evento na TG mais relevante para o estudo é observado em aproximadamente 66°C,
como mostra o detalhe da Figura 4.12. Na mesma pode ser observado que um decréscimo de
1% corresponde a um evento endotérmico na DTA. Este processo ¢ indubitavelmente
associado a perda de 4gua como confirmam os espectros IR dos gases liberados. Assim, os
gases desprendidos apresentam a assinatura caracteristica do espectro rotacional do vapor de
agua como observado em torno de 3450 cm™ (Figura 4.13). Com base nestes resultados
podemos concluir que o SNZh ¢ estavel até cerca de 66°C, quando acontece o processo de

desidratacgdo e fusdao do material.

71



Capitulo 4 - Secnidazol

110
100
90
80-
70
60

50

TG Perda Massa (%)

40

T T T T T 1
30 100 150 200

20 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 _1,5
50 100 150 200 250 300 350 400

Temperatura (°C)

Figura 4.12. Anélise térmica diferencial e termogravimétrica do SNZh.
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4.5.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial

As curvas de DSC para o SNZh estdo mostradas na Figura 4.14. Foram feitos trés
ciclos de aquecimento e resfriamento em atmosfera de nitrogénio numa taxa de 10K/min de
0°C a 100°C. Observamos que com o primeiro aquecimento ha um pico endotérmico intenso
com temperatura de onset de 67,0°C que se corresponde com o previamente observado nas
medidas TG/DTA. O mesmo ja foi associado a liberagao de dgua pelo SNZh. Levando em
consideracdo estes resultados, poderiamos associar este pico a desidratagdo e fusdo do SNZh.
No entanto, pode ser observado que este pico ¢ largo e possui uma certa estrutura,
apresentando pelo menos um ombro. Assim, um segundo ciclo de aquecimento foi realizado
usando a mesma amostra. Nesse ponto ¢ importante salientar que nenhum evento foi
observado nos processos de resfriamento da amostra. Além disso, como todo o tratamento
térmico ¢ realizado em atmosfera de N, seco, a recristalizacdo desta amostra somente pode
induzir para a fase anidra. No novo aquecimento, tem-se o aparecimento de um pico
exotérmico com onset em 53,8°C, o qual ¢ também observado num terceiro aquecimento com
aproximadamente os mesmos parametros termodindmicos. O fato desse evento ser repetitivo
sugere a existéncia de dois polimorfos da forma anidra. Estes polimorfos deveriam estar
relacionados monotropicamente, uma vez que a transformagao entre eles estd associada a um
evento exotérmico. Identificando a forma mais estavel como o polimorfo I, podemos sugerir
que o evento exotérmico observado a 53,8°C ¢ a transformagdo monotropica entre os
polimorfos Il e I. A fusdo do polimorfo I ¢ observada através de um pico endotérmico agudo,
caracteristico desse tipo de processo, em 73,8°C. Ja no terceiro aquecimento, um novo evento
exotérmico é observado em 22,2°C. No entanto, devido as medidas serem dinamicas,
usualmente ¢ observado que as amostras ndo recristalizam completamente na temperatura
ambiente. Como conseqii€éncia, um evento exotérmico associado a recristalizacdo das mesmas
¢ esperado no novo aquecimento. Este fendmeno descreveria muito bem o termograma
registrado no terceiro aquecimento, isto ¢, a transformagdo da forma amorfa ao polimorfo II,
que logo se transformara na I em 54,1°C e fundira em 74,0°C. O pardmetros termodindmicos
caracteristicos das fases descritas sdo apresentado na Tabela 4.4. Baseados nestes resultados e
aplicando as regras de Burger [45, 46, 99] construimos o diagrama energia/temperatura
correspondente aos polimorfos do SNZa (Figura 4.15). Nesse diagrama ¢ claramente

evidenciado o carater monotrépico da transi¢do II-1.
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Figura 4.14. Curvas de DSC dos trés aquecimentos sucessivos realizados no SNZh. As

temperaturas indicadas correspondem aos onsets dos picos.

Tabela 4.4 - Parametros termodindmicos dos picos observados nas curvas de DSC do SNZh e

SNZa.
Pico I II I
Onset  Entalpia onset Entalpia onset Entalpia
Aquecimento O dg | O ‘0 (g
I - - - - 67,6 128,1
II - - 53,8 -8.,3 73,8 89,0
I 22,2 -16,1 54,1 -6,5 74,0 96,3
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Figura 4.15. Diagrama energia/temperatura dos polimorfos do SZNa

4.6 Termomicroscopia polarizada

Imagens de termomicroscopia polarizada foram registradas com o objetivo de
investigar as transicdes de fase descritas previamente. Numa primeira experiéncia, uma
amostra de SNZ foi submersa em 6leo de silicone e aquecida até a fusdo (Figura 4.16a). O uso
desse dleo ¢ uma ferramenta muito util no estudo de solvatos. Sendo esse 6leo estavel até no
minimo 250°C, o processo de desolvatagdo pode, em geral, ser estudado num meio inerte. No
caso do SNZh, os resultados de TG e DSC sugerem que a agua ¢ liberada antes da fusdo. Isto
¢ verificado na Figura 4.16b, onde o cristal ainda ndo fundiu, mas diversas bolhas de agua
podem ser identificadas sobre o mesmo (areas circuladas na Figura 4.16b). Essas bolhas sao
originadas da agua liberada pelo SNZh, a qual ndo pode ser eliminada como vapor devido a
presenca do oOleo de silicone. Nota-se também que nem o hdabito cristalino, nem a
cristalinidade mudam apos a desidratacdo. Esta observa¢ao nao é usual num hidrato, ja que a
saida de agua produz normalmente um grande nimero de defeitos no cristal. A segunda

experiéncia realizada teve como ponto da partida uma amostra de SNZ fundida e
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recristalizada a temperatura ambiente (Figura 4.16c). Estas condi¢des correspondem a fase
que identificamos como Forma II. Num segundo aquecimento, em bom acordo com o
observado no DSC, a Forma II sofre uma transformacao estrutural evidenciada pela mudanca
abrupta do habito cristalino (Figura 4.16d). A nova fase, que funde a uma temperatura
levemente superior, pode ser associada a Forma I. Deste modo, a dindmica de transi¢cdes de
fase proposta a partir de resultados calorimétricos pode ser confirmada pela observagdo direta

das transformagdes na morfologia do SNZ.

Figura 4.16. Imagens de microscopia Optica polarizada do SNZ em 6leo de silicone. (a) 20°C

e (b) 70°C; recristalizagdo apos a fusdo (c) 20°C e (d) 70°C.

4.7 Transicoes de fase

As transformacdes estruturais observadas foram investigadas in sifu usando
espectroscopia Raman em fungdo da temperatura. No intuito de comparar estas medidas com

os resultados de DSC, dois ciclos de aquecimento-resfriamento foram realizados com a
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mesma amostra em condigdes de baixa umidade para nao permitir a transformacao do SNZa
para o SNZh. Da analise destes resultados deve-se levar em consideragdo que os espectros
Raman sdo medidos a temperatura constante, uma vez que o aquecimento ¢ realizado em
degraus. Ja nos termogramas de DSC uma rampa de aquecimento ¢ empregada. Devido a isso,
fenomenos dependentes da historia térmica da amostra podem ter comportamentos diferentes
em ambas as técnicas.

A Figura 4.17 apresenta os espectros Raman em funcdo da temperatura de uma
amostra de SNZh em dois aquecimentos sucessivos. No primeiro aquecimento pode ser
observado que existe um desdobramento a partir de 60°C da banda por volta de 50 cm™. Os
resultados dos calculos de DFT permitiram associar esta banda a um modo da rede cristalina,
uma vez que a mudanca observada ¢ uma evidéncia clara da existéncia de uma transicao de
fase estrutural. J& a 80°C o desaparecimento destes modos estd associado a desordem
caracteristica da fase liquida no SNZ fundido. Por outro lado, analisando o comportamento
das bandas caracteristicas da 4gua, como por exemplo, o estiramento do OH a 3450 cm’
(Figura 4.18), onde o desaparecimento desta banda na temperatura de 60°C evidencia o
processo de desidratacdo. Estes resultados mostram claramente que o SNZh ndo desidrata e
funde num unico processo, sendo que ele passa por uma fase intermediaria anidra antes da
fusdo. Assim, o pico largo e com pelo menos um ombro observado na primeira curva de DSC,
corresponde a superposicdo dos dois processos identificados pela espectroscopia Raman. No
segundo aquecimento podemos observar que ndo ha variagdes importantes do espectro Raman
entre a temperatura ambiente e a fusdo. Além disso, o espectro caracteristico do segundo
aquecimento ¢ similar aquele da fase anidra intermediaria entre a desidratacdo e a fusdo.
Desse modo percebe-se que apos a fusdo o SNZ recristaliza numa fase anidra a qual ¢ mantida
em ciclos sucessivos de fusdo/cristalizagdo. Como foi comentado no comeco dessa secdo, as
diferengas na dinamica das medidas espectroscOpicas e térmicas levam a que as fases
metaestaveis sO sejam observadas no DSC. Nestes experimentos variacdes rapidas de
temperatura podem estabilizar fases metaestaveis o que nao seria possivel no caso de

variagdes quase-estaticas, como acontece na espectroscopia Raman.
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Figura 4.17. Espectros Raman na regido de baixa energia do SNZh no primeiro e segundo

aquecimentos.
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Figura 4.18. Espectros Raman do SNZh na regido de alta energia no primeiro aquecimento.
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4.8 Conclusoes

O SNZh foi caracterizado por difracao de raios X, analise térmica e espectroscopia
vibracional. No intuito de facilitar a interpretacio dos resultados experimentais, a
conforma¢ao molecular foi otimizada através de calculos ab initio € os modos de vibragao
calculados. Espectros de infravermelho ¢ Raman foram registrados e as bandas vibracionais
foram atribuidas com base na PED obtida dos calculos de DFT. No geral, uma boa
concordancia entre os modos experimentais e calculados foi observada. Quanto a estabilidade
térmica deste solido, observou-se que o SNZh sofre um processo de desidratagdo a 67°C,
passando para uma fase anidra a qual funde a 74°C. Isso foi confirmado por medidas de
espectroscopia Raman em func¢do da temperatura. Os resultados sugerem a existéncia de mais

de uma forma anidra, todavia estudos adicionais sdo necessarios para confirmar esta hipotese.
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5 Dietilcarbamazina

5.1 Introducao

Filariose linfatica, uma doenga parasitdria transmitida por um mosquito, ¢ endémica
em mais de 80 paises. Afeta pessoas em dreas tropicais, estimando-se que mais de 120
milhdes de pessoas estdo infectadas no mundo [132-134]. O parasita infectante ¢ normalmente
Wuchereria bancrofti, ainda que Brugia malayi ou Brugia timori possam ser responsaveis
pela doenga no sudeste da Asia e Indonésia [135]. A transmissdo do parasita filarial ao
homem se d4 mediante a picada do mosquito infectado com microfilarias. O Culex
quinquefasciatus, geralmente vetor da filariose, se reproduz em aguas poluidas e estagnadas.
No vetor, as microfilarias passam por uma metamorfose de aproximadamente 7 a 21 dias até
se transformarem em larvas infectantes que através da hematofagia do mosquito fémea ¢
transmitida ao homem [136].

Os parasitas adultos habitam os vasos linfaticos humanos, onde provocam
manifestagdes agudas e cronicas. As manifestagdes cronicas da doenga incluem hidrocele,
linfoedema e elefantiase, a qual pode afetar mais de 50% da populagdo adulta das areas
atingidas. As parasitas fémeas adultas produzem microfilarias que circulam no sangue
periférico. No entanto, a periodicidade de circulacdo de microfilarias varia geograficamente e
pode ser subperiddica (constantemente circulantes no sangue com picos em certos horarios do
dia ou da noite) ou ndo periddica (circulagdao constante sem picos) [137].

As larvas migram dos linfonodos e se tornam vermes adultos em torno de seis meses.
Durante esse periodo nenhuma microfilaria ¢ encontrada no sangue, embora sintomas
subclinicos e danos linfaticos possam ocorrer. Os maiores sintomas resultam da resposta
imune a infec¢do e o tipo de resposta imune varia de acordo com cada individuo. A maioria
dos pacientes apresenta-se com ataques agudos de “febre filarial” em torno de 15 meses apos
a infeccdo. Dor de cabeca e mal-estar sdo acompanhados de inchago, eritema e dores na regiao
dos vasos linfaticos. Esses “ataques” duram tipicamente de 3 a 15 dias e sdo acompanhados de

aumento da taxa de eosinodfilos no sangue [135].
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A filariose linfatica tem particularidades importantes e distintas caracteristicas com
relagdo a sua transmissao: (1) A doenca permanece em uma populagdo porque os parasitas
adultos em pessoas infectadas produzem microfilarias, as quais sdo transmitidas a outros
individuos da populagdo por uma variedade de espécies de mosquitos; (2) Os humanos sdo os
unicos reservatorios da infec¢do por Wuchereria bancrofti, o mais comum parasita causador
da filariose linfatica, que acomete 90% das infeccdes humanas e existe apenas um pequeno
nimero de reservatorios ndo humanos para os parasitas da espécie Brugia malayi. [138].

O classico e melhor farmaco antifilarial conhecido € a dietilcarbamazina (DEC), que
reduz efetivamente a carga de microfilarias, mas possui uma agdo limitada sobre os vermes
adultos. A atividade da DEC pode se estender até 18 meses apos o tratamento e, em geral,
doses do farmaco administradas anualmente sdo necessarias para interromper a transmissao da
doenga.

A DEC (Figura 5.1), 1-dietilcarbamil-4-metilpiperazina, ¢ um derivado da piperazina e
normalmente pode ser preparada na forma de cloridrato, citrato e fosfato. Desde 1947 ¢
distribuida como sal de citrato por inimeras companhias farmacéuticas sob diferentes nomes.
E um p6 branco, muito soluvel em 4gua, estavel, mesmo em condi¢cdes de umidade e
temperatura muito elevadas, e resiste, inclusive, a autoclavagem. Deve, contudo, ser
acondicionada protegida da luz e do contato com o ar. A denominacao dietilcarbamazina
genericamente se refere a sua forma de citrato, uma vez que ¢ a mais comumente utilizada
[139, 140].

O

i

/NQ k

Figura 5.1. Férmula estrutural da dietilcarbamazina.

A meia vida sangiiinea do citrato de dietilcarbamazina (DEC-CIT) ndo ¢ uniforme na
literatura. Pode variar de 5 a 13 horas e sua concentragdo cai gradativamente a zero dentro de
aproximadamente quarenta e oito horas. A excrecdo da DEC ¢ predominantemente urinaria e
pH dependente, ou seja, quanto mais 4cida for a urina, mais rapida serd a sua eliminagdo e,
conseqiientemente, menor a sua meia vida no sangue. Uma vez ingerida, a DEC se distribui

rapidamente e de maneira quase uniforme em todos os compartimentos do organismo,
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inclusive no liquido hidrocélico e, presumivelmente, em outros liquidos do corpo. Ha
referéncia de que o tecido gorduroso constitui uma exceg¢do, parecendo haver uma pequena
tendéncia a acumulacdo, quando o firmaco ¢ administrado em doses repetidas. A literatura
ndo ¢ explicita com respeito a concentragdo da DEC na linfa o que representa uma importante
lacuna, que precisa ser preenchida, uma vez que o verme adulto se localiza no sistema
linfatico [141].

A disponibilidade de novos agentes para o controle parasitario e testes de diagndsticos
para a filariose linfatica tém alterado a perspectiva de controle da doenca. Essa mudancga foi
anunciada pela descoberta da Ivermectina. Recentes estudos tém mostrado que a combinagao
de DEC e Ivermectina administradas em uma tnica dose foram mais eficazes na reducao da
microfilaremia que a administracdo isolada de qualquer um dos farmacos [134, 141, 142].
Doses diarias de 6mg/kg de peso corporeo durante 12 dias de DEC foi por muitos anos o
tratamento padrao da filariose. Estratégias diferentes de doses unicas administradas em
determinados intervalos de tempo tém se mostrado tanto quanto ou mais eficazes na
eliminagdo de microfilarias do que o tratamento padrdo de 12 dias.

E importante salientar que a DEC tem sido usada como um eficaz agente no
tratamento de pacientes com filariose linfatica durante as ultimas seis décadas, através do
emprego da sua forma citratada, o DEC-CIT. Entretanto, apesar do seu longo periodo de uso,
o modo de a¢do da DEC e do DEC-CIT, assim como o impacto destas formas solidas na
eficacia farmacéutica, continua sendo pouco conhecido. Dai o motivo da caracterizagao fisico-

quimica desses materiais.

5.2 Preparacio dos cristais

A DEC e o DEC-CIT empregados como matérias-primas para a formulacdo de
comprimidos foram fornecidos pelo Instituto de Tecnologia em Farmacos (Farmanguinhos)

da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) do grupo de pesquisa da Dra. Nubia Boechat.
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5.2.1 Ciristaliza¢do da DEC

O processo de cristalizacdo da DEC foi precedido pelo isolamento deste farmaco a
partir do DEC-CIT. Em um béquer de 500 mL pesaram-se 4,13 g do DEC-CIT e 100 mL de
agua destilada foram adicionados. O pH medido para esta solug¢ao foi de 4,0. A seguir e sob
agitacdo magnética foi adicionada, gota a gota, uma solugdo de NaOH 0,1 M até a
neutralizacao da solu¢ao em pH 7. A DEC foi extraida da solu¢ao aquosa com diclorometano
(3 x 25 mL), seca com sulfato de magnésio anidro e concentratada em rotaevaporador a
vacuo. Obteve-se um 6leo amarelo claro que foi deixado em freezer por 24 horas e germinado
com cristais de DEC, formou um sélido branco com ponto de fusdo na faixa de 47-48°C com
83% de rendimento (1,76 g). Os cristais de DEC obtidos possuiam diferentes tamanhos,

alguns dos quais foram selecionados para a determinacdo da estrutura cristalina (Figura 5.2).

Figura 5.2. Cristais de DEC.

5.2.2 Ciristaliza¢do do DEC-CIT

O DEC-CIT foi submetido a ensaios de solubilidade com varios solventes (0s mesmos
usados nos ensaios com o BZN), e posteriormente cresceram-se cristais seguindo o método
experimental descrito para o BZN. Os cristais do DEC-CIT foram obtidos com o solvente
etanol absoluto a uma temperatura em torno de 5°C. Os cristais do DEC-CIT possuem um

habito cristalino de prisma com base losangular, como pode ser observado na Figura 5.3.
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Figura 5.3. Cristais do DEC-CIT crescidos em etanol.

5.3 Estruturas Cristalinas

Os cristais obtidos tanto da DEC como do DEC-CIT tiveram suas estruturas cristalinas
determinadas em colaboragdo com o grupo de Cristalografia do Instituto de Fisica de S&o
Carlos. No caso da DEC observou-se que cristaliza com quatro moléculas por cela unitaria
(Z = 4), num sistema monoclinico e grupo espacial P2;/n. A cela unitaria pode ser observada
na Figura 5.4, cujos parametros de rede sdo a = 11,5392A, b =7,9779A, ¢ = 13,5853A ¢
B = 112,964°. A conformacdo molecular da DEC, na estrutura cristalina, esta demonstrada na
Figura 5.5. A analise estrutural da DEC revela que o cristal ndo apresenta ligacGes de
hidrogénio classicas, mas que esta estabilizado por trés interacdes intermoleculares fracas:
01-H9C (2,55A), O1-H13B (2,70A) e N4-H5A (2,70A). Assim, o grupo carbonila se liga
com dois grupos metila de duas moléculas diferentes, um pertencente ao piperazinil e outro a
um dos grupos etila. Estas duas moléculas, por sua vez, sdo ligadas por meio de uma interagdo
CH---N entre os grupos etila e piperazinil (Figura 5.6). Este empacotamento leva a um
arranjo de baixa densidade (Figura 5.7a) que, como sera mostrado mais adiante, tem

consequéncias diretas na estabilidade térmica da estrutura cristalina da DEC.
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Figura 5.4. Cela unitaria da estrutura cristalina da DEC.

Cl4

Figura 5.5. Unidade assimétrica da estrutura cristalina da DEC.
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Figura 5.6. Interagdes intermoleculares da DEC.

Figura 5.7. (a) Arranjo cristalino da DEC. (b) Arranjo cristalino do DEC CIT.
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Utilizando o programa Mercury 1.4.2 distribuido pelo Cambridge Crystallographic
Data Centre (CCDC) visualizou-se, a partir de arquivos CIF (Crystallographic Information
File), a estrutura tridimensional da DEC e o arranjo da sua cela unitdria mostrada
anteriormente, bem como se obteve o difratograma de raios X de p6 tedrico. A Figura 5.8
mostra a sobreposicdo dos difratogramas em po6 experimental e calculado da DEC. Na
comparacdo dos dois difratogramas ¢ observado um bom acordo entre os padroes
experimental e calculado. A grande maioria das reflexdes podem ser indexadas tanto pelas
posicdes como pelas intensidades relativas. Isto mostra claramente que ambos os padrdes de
difracdo correspondem a mesma estrutura cristalina. Todavia, uma analise mais detalhada
revela um pequeno deslocamento das reflexdes devido a estrutura cristalina ter sido
determinada a 250K. Além disso, também se observou a presenca de uma fase amorfa,
evidenciada pela banda larga em ~12,5° que ¢ condizente com a baixa estabilidade térmica

deste composto.

Experimental
Teorico
©
2
(o)
©
©
o
‘®»
C
o
: i
1 i | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
N I N I N | N | N U N U
5 10 15 20 25 30 35

20 (graus)

Figura 5.8. Comparagdo entre os difratogramas experimental e calculado da DEC.
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O estudo da estrutura cristalina do DEC-CIT foi realizado tanto a temperatura
ambiente como a baixas temperaturas. Isso sera discutido num tdpico mais a frente. No que
diz respeito a estrutura cristalina na temperatura ambiente, os resultados obtidos confirmaram
que o DEC-CIT, assim como a DEC, cristaliza-se num sistema cristalino monoclinico com
quatro moléculas por célula unitaria (Z = 4). Porém o cristal do DEC-CIT difere da DEC
porque pertence ao grupo espacial P2,/c (Figura 5.9). Os parametros de rede da cela unitéaria
do DEC-CIT na temperatura ambiente sdo: a = 13,8051A, b = 10,2580A, ¢ = 13,9894A ¢
B = 93,689°. A unidade assimétrica do DEC-CIT ¢é mostrada na Figura 5.10, onde pode ser
observado que um dos grupos etila exibe uma leve desordem ocupacional provavelmente
induzido pela agitagdo térmica. Outro ponto importante que deve ser observado ¢é a presenga
de um hidrogénio adicional no N3 do grupo piperazinil. O mesmo ¢ originado da transferéncia
de carga entre o grupo citrato (note a falta de um hidrogénio no O5 ou O6) que caracteriza o
DEC-CIT como um sal.

A célula unitaria do DEC-CIT também foi visualizada pelo programa Mercury e de
posse do arquivo CIF foi feito o célculo tedrico do difratograma de raios X de p6. Constatou-
se que as posicoes das reflexdes dos difratogramas do DEC-CIT tedrico e experimental sdo

similares, indicando que correspondem a mesma estrutura cristalina (Figura 5.11).

Figura 5.9. Cela unitéria do cristal do DEC-CIT.
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Figura 5.10. Unidade assimétrica da estrutura cristalina do DEC-CIT.

Intensidade (u.a.)

Experimental
Tedrico
' ' 1 I 1 l ' 1 l 1 l
10 15 20 30 35
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Figura 5.11. Comparacgdo entre os difratogramas experimental e calculado do DEC-CIT.
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O DEC-CIT mostra interagdes inter- e intra-moleculares mais fortes que as da DEC,
especialmente aquelas associadas as ligagdes de hidrogénio entre o principio ativo € o anion
(Figura 5.12). Isso leva a um arranjo tridimensional mais denso como demonstrado na Figura
5.7b, aumentando a estabilidade se comparada com a DEC. As quatro ligacdes de hidrogénio
intermoleculares mais fortes do DEC-CIT, levando-se em conta a distdncia do doador para o
receptor estdo na Tabela 5.1. Os grupos citrato formam uma rede através de ligagdes de
hidrogénio entre as hidroxilas e carbonilas terminais. Essa rede serve como suporte para as
moléculas da DEC, as quais estdo ligadas através de dois pontos. O primeiro ponto ¢ dado
pelo grupo carbonila da DEC que se liga a hidroxila central do citrato (02--H2...01). Uma
segunda interacao ¢ determinada pelo nitrogénio que recebe a transferéncia de carga, N3, o
qual forma duas ligagdes de hidrogénio com uma carbonila (N3--H3...06) e uma hidroxila
(N3--H3...02) de uma molécula do citrato. Os dois conjuntos de interacdes da DEC com a
rede do citrato estdo orientados em sentidos opostos com relagdo a seu esqueleto molecular
dando origem a dois pontos de fixacdo muito estaveis que fornecem uma grande estabilidade

a esta estrutura cristalina.

Tabela 5.1 - ParAmetros geométricos das ligagdes de hidrogénio (distAncias em A e angulos

em °) do cristal do DEC-CIT.

D-H..A D-H H..A (A) D..A(A) D-H..A()
2 02--H2...01 0,82 2,15 2,861 146
1 N3--H3...02 0,91 2,33 2,933 123
1 N3--H3...06 0,91 1,97 2,797 150
2 04--H4...05 0,82 1,73 2,537 170
2 08--H8...05 0,82 1,82 2,643 176
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Figura 5.12. Interagdes intermoleculares do DEC-CIT.

A Figura 5.7 compara os arranjos cristalinos da DEC e do DEC-CIT. E bem
interessante observar que os planos do cristal no DEC-CIT se dispdem longitudinalmente na
linha central do eixo cristalografico e que forma um arranjo 3D com camadas de citrato
intercaladas com camadas de DEC. As camadas de citrato constituem uma estrutura corrugada
em cujas cavidades se ligam as moléculas da DEC. Por outro lado, no caso da DEC, as
moléculas exibem um empacotamento muito menos compacto, o que, como serda mostrado na
continuagdo, tem um impacto direto na estabilidade de sua estrutura cristalina. As diferencas
no empacotamento cristalino levam também a mudancas conformacionais na molécula da
DEC. As conformag¢des moleculares encontradas nas estruturas cristalinas da DEC e do DEC-
CIT foram comparadas na Figura 5.13. As principais diferencas observadas nessa figura estdo
nas orienta¢des de um dos grupos etila, possivelmente devido a otimizacdo do empacotamento
cristalino e da conformacdo do grupo piperazinil. A deformagdo deste grupo pode ser
entendida se considerarmos que ¢ num dos seus nitrogénios que se liga o hidrogénio
transferido pelo citrato. Logo, o processo de formacdo do sal ndo ¢ exclusivamente
comandado pela otimizagdo do empacotamento cristalino, mas também pelas mudangas
conformacionais que sdao necessdrias para maximizar as interagdes intermoleculares que

aumentam a estabilidade da estrutura do DEC-CIT quando comparada a da DEC.
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Figura 5.13. Superposi¢ao das conformagdes moleculares da DEC encontradas nas estruturas

cristalinas da DEC base (azul) e DEC-CIT (laranja).

5.4 Analise Térmica

Com o conhecimento da importancia das técnicas de analise térmica no estudo de
formulacdes farmacéuticas, neste capitulo foi investigado o comportamento térmico da DEC e

do DEC-CIT usando as técnicas de TG e DSC acopladas ao infravermelho.

5.4.1 Termogravimetria

A curva de TG da DEC com um unico evento de perda de massa ¢ mostrada na Figura
5.14, onde se verifica que a temperatura do inicio do processo ¢ em torno de 247,7°C. O uso
da atmosfera de nitrogénio forneceu uma curva sem residuo, indicando saida total do material
a 275,4°C com perda de massa de 94,3%. A massa residual em 502,2°C ¢ de 6,2%. A Figura
5.14b representa o espectro de IR dos gases liberados pela DEC em fun¢do da temperatura,
onde observamos uma saida maxima dos gases liberados na temperatura do ponto de inflexao
do termograma de TG em 274,9°C. Pela comparagao do espectro IR do gas liberado com o da
DEC no estado solido, percebeu-se que ndo havia produtos organicos de decomposi¢ao e que
o processo observado na TG corresponde simplesmente a ebuligdo da DEC mudando seu

estado fisico para vapor Figura 5.15.
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Analisando as curvas de TG/DTG do DEC-CIT da Figura 5.16a, verificou-se perda de
massa em duas temperaturas diferentes. O primeiro estagio com onset em 176,5°C resultou
numa perda de massa de 44,76%, e o segundo estdgio com onset em 244,3°C teve uma perda
de massa até a temperatura de 284,7°C de 47,77%. Comparando novamente os espectros IR
dos gases liberados pela DEC e DEC-CIT (Figura 5.17), verificou-se que o segundo estagio
corresponde a liberacao de vapor da DEC uma vez que a temperatura de saida dos gases do
DEC-CIT ¢ 273,2°C coincidindo praticamente com o valor encontrado na DEC. Logo pode-se
propor que o primeiro estagio deve ser associado a decomposi¢do do citrato, que ¢
caracterizada por uma grande liberacdo de didoxido de carbono. No entanto, pode ser
verificado que este processo também ¢ acompanhado pela liberagdo de vapor de DEC. Além
da confirmacao pelo infravermelho, célculos relativos a massa molar do DEC-CIT e da DEC

também ajudaram nesta conclusao.
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Figura 5.14. (a) Curva de TG/DTG para a DEC. (b) Espectros de IR dos gases liberados
durante a TG da DEC.
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Figura 5.15. Comparacao dos espectros de Infravermelho da DEC pura e da DEC gés.
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Figura 5.16. (a) Curva de TG/DTG para o DEC-CIT. (b) Espectros de IR dos gases liberados
durante a TG do DEC-CIT.
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Figura 5.17. Comparagdo dos espectros de Infravermelho dos gases liberados pela DEC e

DEC-CIT.

5.4.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial

No experimento de DSC realizado com a DEC (Figura 5.18) a amostra apresentou
dois eventos endotérmicos, sendo um em 55,2°C com entalpia de fusdo de 172,8 J/g e outro
evento em 248,3°C correspondendo a liberagdo da DEC na forma de vapor como ja foi
mencionado. Ainda na Figura 5.18 visualiza-se o perfil da curva de DSC do DEC-CIT, onde
ha trés eventos endotérmicos acoplados. O primeiro evento por volta de 140,8°C ¢
caracterizado pela fusdao do DEC-CIT com valor de energia de ativacdo de 140,5 J/g. O
segundo evento em 152,5°C (209,7 J/g) ¢ devido a decomposicao do citrato. E o terceiro

evento em 231,8°C (90,09 J/g) ¢ referente ao vapor da DEC.
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Figura 5.18. Curva de DSC da DEC e do DEC-CIT.

5.5 Espectroscopia Vibracional

Os espectros vibracionais da DEC e do DEC-CIT foram investigados através das
espectroscopias Raman e infravermelho (médio e proximo). Os espectros Raman e no
infravermelho médio destes compostos sdo comparados na Figura 5.19 e Figura 5.20. Dentre
os principais modos vibracionais atribuidos para a DEC podem-se destacar os estiramentos do
grupamento O-H em torno de 3410 cm™, que s6 sdo observados no espectro do DEC-CIT e
devem esta associados as hidroxilas do citrato. O mesmo argumento pode ser empregado para
a banda em 1760 cm™ ¢ o conjunto de bandas entre 2300 e 2700 cm™', os quais correspondem
ao estiramento C=0 do citrato e suas combina¢des com modos de menor energia. J& o modo
de 1630 cm™ deve corresponder ao grupo carbonila da molécula de DEC. Por outro lado, os
estiramentos CH dos agrupamentos CH3; ¢ CH,, devidos a DEC, sdo observados entre 2850 e
3000 cm™', enquanto que as deformagdes desses grupos devem ser responsaveis por boa parte
1

das bandas presentes nos espectros Raman e infravermelho entre 700 e 1500 cm™.

Contrariamente as claras diferencas identificadas entre os espectros Raman e infravermelho
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da DEC e DEC-CIT, o infravermelho proximo € pouco sensivel a presenga do grupo citrato na
estrutura cristalina (Figura 5.21). Isso se deve ao fato de que esta regido espectral esta
determinada pelas combinagdes e sobretons dos estiramentos CH, NH e OH, os quais estdo
presentes em menor numero no citrato. A evidéncia mais clara deste grupo molecular estd na
banda de 6600 cm™ que ¢ originada no primeiro sobretom do estiramento OH observado a

3400 cm™' no espectro infravermelho.
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Figura 5.19. Espectros Raman da DEC e do DEC-CIT na regido de 30 - 3500 cm™.
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Figura 5.20. Espectros infravermelho da DEC e do DEC-CIT na regido de 400 - 4000 cm ™.
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5.6 Transicoes de fase

A DEC nao apresentou mudangas significativas nos parametros de rede nas
temperaturas estudadas, pois nenhuma evidéncia de uma transformagdo estrutural foi
encontrada. Por outro lado, descobriu-se que o DEC-CIT exibe um aumento anémalo do
volume da cela unitaria que estd associado a uma mudanga conformacional da molécula da
DEC. Foram observadas quatro transi¢des estruturais do DEC-CIT por difracao de raios X em
monocristal que sdo elas: fase [ (293K), fase II (235K), fase III (150K) e fase IV (100K). Pela

Tabela 5.2 podemos observar as fases cristalinas do DEC-CIT em diferentes temperaturas.

Tabela 5.2 - Parametros de cela do DEC-CIT em funcao da temperatura.

100 K/fase IV 150 K/fase 111 235 K/fase 11 293 K/fase 1
grupo espacial grupo espacial grupo espacial grupo espacial
P1 P2y/c P2i/c P2i/c

a=13.656(5) A
b=10.259(5) A
c=13.902(6) A
o = 90.140(3)°
B =95.389(3)°
y=92.677(3)°
V=1937(1) A®
Z=4

a=13.9152) A
b=10.096(2) A
c=14.089(3) A

o =90°
B=103.56(1)°
y=90°
V=1924.1(6) A’
Z=4

a=27.4386(7) A
b=10.1644(2) A
c=14.0536(3) A

o =90°
B =95.033(1)°
y =90°
V'=13904.4(2) A’
Z=38

a=13.8050(3) A
b=10.2581(2) A
¢ =13.9890(3) A

o= 90°
B =93.689(2)°
y=90°
V=1976.9(1) A°
Z=4

5.6.1 Analise Térmica

O comportamento térmico do DEC-CIT por DSC foi investigado para melhor
compreender as complexas mudangas de energia envolvidas nas transformagdes estruturais.

Duas transi¢des estruturais foram observadas com o resfriamento de uma amostra de
DEC-CIT a partir da temperatura ambiente. As mesmas foram caracterizadas por picos
exotérmicos com onset em 224K e 213K (Figura 5.22). Estes eventos sdo reversiveis,
independentes da taxa de aquecimento/resfriamento e exibem uma histerese
consideravelmente grande (23K e 13K, respectivamente). A presenca de aproximadamente
20K de histerese nas temperaturas das transi¢oes de fase e as nitidas anomalias do fluxo de
calor sugerem que essas duas transicoes de fase t€ém um carater de primeira ordem.
Contrariamente ao bem definido comportamento destas duas transi¢des, um terceiro evento

endotérmico foi observado apenas no aquecimento. Pelo resfriamento da amostra a 10 K/min,
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um pico endotérmico fraco e largo em 108K foi observado no aquecimento. Esta transi¢ao
ndo ¢ observada em taxas de resfriamento mais lentas, porém ela ¢ muito bem definida, se a
amostra ¢ aquecida a ~80K/min. Estes resultados sugerem que a fase IV de baixa temperatura
¢ parcialmente estabilizada com taxas de resfriamento lentas. Como conseqiiéncia, a transi¢ao
de fase solido-solido em 108K depende da historia térmica da amostra. Da mesma forma, esta
transi¢ao foi observada por difratometria de raios X em monocristal somente mediante o
resfriamento rapido do cristal a 100K. Os dados cristalograficos e calorimétricos inferem que
uma das trés transi¢des ¢ sensivel a taxa de temperatura, sugerindo que a baixa temperatura a

fase IV € metaestavel e transforma-se em uma fase estavel em 108K.
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8 o6l T,=226K )
i AH =1.26 kJ/mol
I~ T,=108K
E 4L © AH = 5.38 kJimol
2
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5 o2 AH = 2.25 kJ/mol
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o

>
=
= 00
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l 02| AH = -1.36 kJ/mol AH = -1.34 kJ/mol
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Figura 5.22. DSC do DEC-CIT em varios ciclos: (a) resfriamento (b) aquecimento a 10K/min

e rapido resfriamento (~80K/min) e (c) aquecimento a 10K/min.

5.6.2 Relacgoes termodinamicas entre as fases do DEC-CIT

Os valores das entalpias de transi¢do (4H) para as duas transformagdes estruturais em
T, e T; (no aquecimento) estdo de acordo com a mudanga gradual de uma primeira estrutura
ordenada (fase III) para uma estrutura parcialmente desordenada (fase II) e depois para um
sistema totalmente desordenado (fase I) (Figura 5.22). No entanto, ¢ interessante observar que
o valor medido do 4H associado a transi¢do da fase III para a fase II ap6s o aquecimento de
150K a 235K ¢ menor do que para a completa transformacao para um sistema da fase Il para a

fase III. Da mesma forma, o valor do médulo do 4H para a transi¢ao da fase I para a fase II
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por aquecimento do cristal € menor do que a transformacao completa do sistema (da fase II
para a fase III) sob a diminuicao da temperatura de 215K a 150K (Figura 5.22). Este efeito
estd diretamente relacionado com as entropias de transi¢do correspondentes (4S = A4H/T), que,
no aquecimento sdo: 4S5; = 7,23 J/(mol K) e 45, = 5,56 J/(mol K), enquanto as medidas em
refrigeragdo sdo: 45, =- 5,98 J/(mol K) e 4S,” = - 6,42 J/(mol K).

O mecanismo molecular das transformagdes de fase reversiveis envolve dois
processos: (i) o surgimento de uma ligacdo de hidrogénio intermolecular ndo-classica
associada a uma mudanga conformacional e um deslocamento molecular; (ii) a ordenagdo de
um dos grupos alquila também relacionados com a formagdo de ligagdes de hidrogénio.
Medidas calorimétricas sdao héabeis para determinar se mecanismos de ordem-desordem ou
displacivos estdo envolvidos na transi¢do. Se em um caso displacivo a transi¢dao ocorre entre
duas estruturas ordenadas, entdo as entropias e entalpias de transi¢do sdo pequenas. Tais
transformagdes devem ser seguidas por uma mudanca relativamente pequena da entropia (4S5
~ 0.IR, R: constante universal dos gases). Por outro lado, no caso de uma transi¢ao tipo
ordem-desordem, desde que a transi¢do ocorra de uma fase de baixa temperatura ordenada
para uma fase de alta temperatura desordenada, a contribui¢do da conformacao para a entropia
¢ o termo dominante. Se nas fases ordenada e desordenada o numero total de configuragdes ¢
N; e N,, respectivamente, entdo o A4S = R In (N2/N;) [143]. No caso, na primeira transi¢ao de
fase, uma coluna de (DEC)" ¢ ordenada dando origem a uma organizagdo de 1:1 de colunas de
ordem e desordem ao longo do eixo a (fase II). As moléculas restantes desordenadas sdao
ordenadas apos a segunda transicdo (fase III). Lembrando que grupos alquila estdo
desordenados entre duas orientagdes (N, = 2 e N; = [), a estatistica da entropia molar para
uma completa desordem de um sistema com dois estados energeticamente equivalentes deve
ser R [n 2. De acordo com os resultados de DSC, as entropias de transicdo que acompanham
as transformagdes de primeira e segunda ordem podem ser reescritas como AS;” = R In 2,05 ¢
AS>’= R In 2,16 no resfriamento e AS; = R In 2,39 e AS> = R In 1,96 no aquecimento. Estes
valores estdo em excelente concordancia com o previsto pela estrutura cristalina que mostram
que cada transi¢ao de fase ¢ conduzida pelo congelamento dos dois estados desordenados em
outro ordenado. No entanto, uma andlise detalhada das entropias de transi¢do mostra que as
transformagdes que induzem a fase II (7;" e T,) apresentam temperaturas de transi¢ao
similares de ~ 225K e entropias de transi¢do |4S| ~ R /n 2. Por outro lado, as transi¢des que
resultam na fase II (7 e 7>’) tém em ambos os casos |4S| superior a R /n 2. O excesso de

entropia em relagdo ao valor teérico € |4S| ~ 0,15 R In 2, sugerindo que um efeito displacivo
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também contribui para o mecanismo de transi¢ao. Este fendmeno poderia ser resolvido com o
deslocamento dos ions (DEC)" e (citrato), mas novas investigacdes precisam ser realizadas a
fim de esclarecer este processo.

Da fase IV para a fase III, os tracos de DSC mostram largos picos endotérmicos
associados a esta fase de transi¢do, a qual ¢ caracterizada pela grande variagdo da entropia
(= 44,0 J/(mol K) da curva (c) na Figura 5.22). Estes valores de entropia em excesso suportam
um processo de ordem-desordem, mas a transformacdo estendida sob uma ampla faixa de
temperatura ¢ em funcdo da pré-histéria térmica da amostra pode ser interpretada como
mudangas ndo simultaneas na dindmica e orientacdo do grupo alquila na estrutura [143]. A
natureza metaestavel da fase IV de baixa temperatura combinada com uma complexa relagao

estrutural ndo permite definir claramente o mecanismo principal desta transicao de fase.

5.6.3 Espectroscopia Raman dependente da temperatura

Uma vez que as estruturas cristalinas do DEC-CIT em baixas temperaturas foram
investigadas por DSC e difragdo de raios X em monocristal, resultando na observagiao de
varias transi¢des de fase, este composto também foi investigado por espectroscopia Raman
em funcdo da temperatura sob resfriamento. Na Figura 5.23 ¢ mostrada a dependéncia da
temperatura dos espectros Raman. A partir da analise desses espectros as duas primeiras
transicoes de fase foram identificadas. Assim, duas alteracdes relativamente abruptas em
torno de 220K e 200K podem ser facilmente identificadas caracterizando as transformagdes
em 224K e 213K. Infelizmente, essas medidas experimentais ndo foram capazes de atingir
taxas de resfriamento rapidas o suficiente para estabilizar a baixa temperatura a fase IV, mas
os espectros Raman das fases I, II e III foram registrados. Comparando estes espectros, as
principais mudangas correspondem as bandas em aproximadamente 1400 cm™ e 2900 cm™.
Estas bandas estdo associadas com as vibra¢des dos grupos alquila, (CH) em ~ 1400 cm™ ¢
v(CH) em torno de 2950 cm™. Essas observacdes estdo em excelente concordancia com os
resultados de difragao de raios X. Como discutido anteriormente, as estruturas cristalinas em
temperatura ambiente e a baixas temperaturas diferem no que diz respeito a orienta¢do desses
grupos alquila. Além disso, os resultados confirmam que as mudangas observadas pela
difrag¢do de raios X nao estavam associadas com um simples congelamento de uma desordem

termicamente ativada, mas correspondem a transicdes de fase estruturais bem definidas.
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Dois modos vibracionais relacionados ao estiramento de grupos carbonila podem ser
identificados nos espectros Raman do DEC-CIT em aproximadamente 1724 cm™ e 1630 cm™.
A grande diferenca entre os modos de estiramento da carbonila destas moléculas pode ser
devido as diferengas no meio intramolecular e nas interagdes intermoleculares. O primeiro
mais intenso modo pode ser associado ao grupo carbonila que ndo participa da ligacdo de
hidrogénio do anion citrato. O segundo modo de estiramento ¢ uma banda muito fraca devido
ao grupo carbonila da molécula da DEC. Esta atribuicdo ¢ suportada pelos espectros de
infravermelho e Raman da DEC. Este estiramento da carbonila ¢ particularmente baixo
porque os nitrogénios vizinhos induzem um relevante efeito mesomérico, que ¢ combinado
com uma ligagdo de hidrogénio moderada com o citrato. A baixas temperaturas o estiramento
carbonila da DEC divide-se na fase II (220K) e ¢ observado sozinho mas deslocado na fase I1I
(1615 cm™). Esta dependéncia da temperatura esta diretamente relacionada a duplicagdo do
numero de moléculas de DEC por célula unitaria na fase II. As bandas abaixo de 1200 cm™
apresentam quase nenhuma influéncia das mudangas estruturais. Este efeito pode ser
entendido em termos de estruturas cristalinas, visto que esta regido espectral ¢ dominada pelos
estiramentos e deformacdes do anel de piperazina e do esqueleto molecular, que sdo menos
sensiveis as transformacdes de fase. As transi¢des de fase estruturais também sdo
evidenciadas pela analise da regido de baixa energia do espectro Raman a qual também sofre
mudangas repentinas em torno de 220K e 200K. Abaixo de 200 cm™', uma clara visdo sobre as
interagdes intermoleculares e conformagdes moleculares ¢ fornecida pelos modos vibracionais
associados a rede cristalina e tor¢des moleculares, como aqueles que determinam a orientagao
do grupo metila e que desempenham um papel determinante no mecanismo de transi¢ao de

fase do DEC-CIT.
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Figura 5.23. Espectros Raman do DEC-CIT a baixa temperatura.

5.7 Conclusoes

No que diz respeito ao estudo da DEC e do DEC-CIT, nesse trabalho foram
pesquisados diferentes métodos para a cristalizagdo da dietilcarbamazina que forneceram
cristais de boa qualidade para levar adiante investigacdes estruturais. Nos dois compostos
investigados, DEC e DEC-CIT, foram determinadas as correspondentes estruturas cristalinas
a diferentes temperaturas. Constatou-se que a DEC ndo apresenta transi¢des de fase a baixas
temperaturas, no entanto, quatro formas cristalinas foram identificadas para o DEC-CIT.
Ambos os compostos foram cuidadosamente caracterizados através de medidas de andlise

térmica, microscopia, espectroscopia vibracional e difragao de raios X.
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6 Consideracoes Finais

Nos ultimos anos, o fendmeno do polimorfismo exibido pelos farmacos tem chamado
a aten¢do dos pesquisadores tanto pelo seu impacto na qualidade e eficacia dos medicamentos
quanto pelas suas implicacdes na area da propriedade intelectual. As caracteristicas fisico-
quimicas afetam principalmente os fairmacos pouco soliveis que, submetidos a formula¢des
farmacéuticas solidas, apresentam diferentes velocidades de solubilizagdo in vivo o que,
conseqlientemente, compromete sua biodisponibilidade. Devido a estes fatores pode-se
concluir que as caracteristicas estruturais e morfologicas de estado sélido dos farmacos pouco
soluveis sdo fatores condicionantes para a qualidade dos medicamentos. A existéncia de
polimorfismo pode influenciar na biodisponibilidade, estabilidade quimica e fisica do farmaco
e ter implicagdes no desenvolvimento e equilibrio da forma farmacéutica. Portanto, podem
ser esperadas diferencas na acdo do farmaco em termos farmacologicos e terapéuticos devido
a presenca de polimorfos em formas farmacéuticas solidas, assim como em suspensdes
liquidas. Difracdo de raios X em monocristal e pod, espectroscopia no infravermelho,
espalhamento Raman, termomicroscopia e andlise térmica sdo técnicas que tém sido
amplamente aplicadas na determinacdo das vérias estruturas de um cristal e nas origens do
polimorfismo e pseudo-polimorfismo de um farmaco especifico.

Dentro desse contexto esse trabalho se concentrou em investigar quatro farmacos
bastante utilizados no sistema de saude brasileiro. Os principios ativos analisados possuem
suas patentes vencidas e se encontram no mercado na forma de medicamentos genéricos e
similares. Entretanto, a informacao relativa a suas propriedades de estado solido ¢ limitada ou
inexistente. Em face do exposto, uma caracterizagdo cuidadosa destes farmacos foi realizada
por varias técnicas experimentais. Embora cada um desses estudos tenham sido relevantes
pela contribui¢do ao entendimento da fisico-quimica destes farmacos, num contexto mais
geral, os problemas foram escolhidos no intuito de investigar diferentes aspectos do
polimorfismo. Assim, numa visdo multidisciplinar do problema, foi estudado o impacto do

polimorfismo nos perfis de dissolu¢do de medicamentos e nas principais formas cristalinas
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empregadas na formulacdo de medicamentos: formas basica, hidratos e sais. Os resultados
obtidos sdo descritos na continuagao.

Dois dos farmacos estudados sdo antiparasitarios de uso corrente, o mebendazol e o
secnidazol. Com relagdo ao mebendazol, o seu polimorfismo j& ¢ bem estabelecido: possui
trés formas polimorficas A, B e C, sendo que a A ¢ a menos soluvel, a B é toxicaea C ¢ a
preferida farmaceuticamente. A intencdo com relacao ao estudo do mebendazol foi investigar
sua bioequivaléncia pelos testes de dissolugdo in vitro. Como existem bastantes controvérsias
sobre a seletividade dos testes de dissolu¢do na identificacdo de estruturas cristalinas, dois
meios de dissolucdo foram empregados: o prescrito nas farmacopéias (meio I) e uma
modificagao proposta na literatura (meio II). Testes de dissolu¢do nas misturas de matérias-
primas do mebendazol das formas A e C foram realizados e observou-se que no meio I todas
as amostras se dissolveram rapidamente atingindo os valores necessarios para serem
aprovadas nestes testes. Ja no meio II a porcentagem do farmaco dissolvido aumenta quando a
quantidade de polimorfo A decresce. Pelos resultados seria possivel projetar um modelo para
determinar a concentragdo da forma C dos perfis de dissolu¢do, uma vez que o meio
modificado distingue os polimorfos do mebendazol. O mesmo procedimento foi aplicado para
identificar amostras comerciais, entre elas a escolhida como medicamento de referéncia para
os genéricos. Com base nos resultados da caracterizagdo de estado solido, foi confirmado que
dos nove comprimidos analisados, apenas um estava na forma C. Além disso, o teste de
dissolucdo aplicando o meio padrdo ndo foi capaz de distinguir as formas cristalinas. Por
outro lado, usando o meio modificado, dois grupos de comprimidos foram claramente
identificados, aqueles formulados com o polimorfo A e a amostra que continha o polimorfo C.
Deste modo, foi verificado que em amostras comerciais o teste padrao aplicado para o
mebendazol ndo possui especificidade quanto a forma polimorfica. Sugere-se que as
monografias farmacopéicas descrevendo o mebendazol deveriam ser revistas para incluir
métodos de avaliacdo de polimorfismo que garantam que os comprimidos sejam formulados
com o polimorfo recomendado. Como no caso dos outros farmacos investigados nesse
trabalho, uma caracterizagdo fisico-quimica completa foi realizada e os resultados estdo

resumidos no seguinte esquema:
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Mebendazol

139\ ‘Azoc

l 240°C

[Deconwpoggéo]

320°C

Fusao

Do ponto de vista das propriedades de estado solido do secnidazol, duas formas
cristalinas foram reportadas: uma anidra e um hemi-hidrato, sendo que a forma anidra ¢ a
mais estavel a temperatura ambiente. Como foi discutido no Capitulo 1, os hidratos sdo uma
importante classe de soélidos farmac€uticos muito empregados em formulagdes. Com este
objetivo, a estrutura cristalina foi discutida a temperatura ambiente € o espectro vibracional
foi investigado. Para auxiliar na interpretacao desses resultados, a geometria mais estavel e os
modos normais de vibragdo da molécula do secnidazol foram investigados através de calculos
quanticos de primeiros principios. A analise térmica foi utilizada para averiguar a estabilidade
térmica do hemi-hidrato e sua relagdo com a forma anidra. Estes estudos foram
complementados com medidas de IR e Raman em funcao da temperatura para identificar as
transformagdes de fase caracteristicas desse composto. Assim, foi observado que o
hemihidrato se transforma para uma forma anidra (Forma I) antes da fusdo. No resfriamento,
o secnidazol recristaliza-se numa segunda forma anidra (Forma II), a qual esta relacionada
monotropicamente com a primeira. Estes resultados mostram que o secnidazol possui uma

dindmica de transformacdes estruturais muito interessantes, a qual é resumida a seguir:
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Secnidazol
[ Hidrato ]
[ Forma | ] ~24hr
54°C
74°C
Recrist.
[ Fusao ] > [ Fornﬂall]

Os outros dois farmacos estudados nesse trabalho sdo usados na profilaxia de doencgas
negligenciadas, o benzonidazol para a doenga de Chagas e a dietilcarbamazina para a filariose
linfatica. Por mais que os mesmos sejam objeto de pesquisa hé varios anos, ndo se encontrou
até hoje uma forma de minimizar os varios efeitos adversos em pacientes submetidos a
tratamentos com estes farmacos. Estudos biologicos dos parasitas causadores dessas
enfermidades sdo excelentes, mas investigacoes no estado solido desses farmacos sdo
escassos e pouco esclarecedores.

O principio ativo utilizado para o combate a filariose linfatica ¢ a dietilcarbamazina,
porém a forma de sal de citrato (DEC-CIT) ¢ a escolhida para a formula¢do. Dai o motivo da
investigacao destes dois compostos. As estruturas cristalinas da dietilcarbamazina e DEC-CIT
foram estudadas por difragdo de raios X em monocristais a varias temperaturas. Estes
resultados foram complementados com medidas de espectroscopia vibracional, analise
térmica e microscopia. Um resultado interessante foi observado nas medidas
termogravimétricas dos dois compostos, a dietilcarbamazina ¢ o DEC-CIT, analisando os
gases liberados através dos correspondentes espectros no infravermelho. Em ambos uma
grande perda de massa foi registrada em aproximadamente 244°C, a qual poderia ser
associada a decomposicdo da dietilcarbamazina. No entanto, foi verificado que este composto

ndo decompde a essa temperatura sendo que € liberado na forma de vapor. Por outro lado, a
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baixas temperaturas a dietilcarbamazina nao apresentou mudancgas significativas nos
parametros de rede, uma vez que nenhuma evidéncia de uma transformacao estrutural foi
encontrada. No entanto, o0 DEC-CIT exibiu um aumento andmalo do volume da cela unitaria
que esta associado a uma mudanga conformacional da molécula da dietilcarbamazina. A
temperatura ambiente o citrato exibiu uma desordem orientacional de um dos grupos etila
pertencentes @ molécula da dietilcarbamazina, mas ao conferir os parametros de cela em baixa
temperatura observou-se que o grupo etila ocupa sitios bem definidos. Para confirmar se esse
comportamento da forma de citrato tinha sua origem numa transi¢do de fase estrutural ou no
congelamento de uma desordem termicamente ativada, este processo foi investigado por
espalhamento Raman em fun¢do da temperatura. Encontrou-se uma variacdo abrupta dos
espectros, em torno de 220K, nas bandas associadas as vibragdes dos grupos metila e modos
da rede cristalina, confirmando, desta forma, o carater de uma transi¢do de fase estrutural.
Além disso, uma terceira e quarta formas cristalinas foram identificadas a baixas temperaturas
mostrando que o DEC-CIT exibe um rico diagrama de fases. E interessante notar que DEC-
CIT nao deve ser confundido com um polimorfo da dietilcarbamazina, j& que o primeiro ¢ um
sal e 0 segundo a substancia base. No entanto, o sal ¢ por si mesmo um composto polimorfico
apresentando pelo menos quatro formas cristalinas. As diferentes fases observadas no caso da

dietilcarbamazina sdo apresentadas no seguinte diagrama:

Dietilcarbamazina

Base Citrato
[ Forma | ] [ Forma | ]
14‘00(3/ '&ic
55 °C "25°C
[ Fusao ] é [ Forma ll ]
[ Fusao ] 152°C l § -47°cT l-sooc
Jagoc [ Decomposicao ] % [ Forma lll ]
244.°C l N I -165°C
[ Ebulicao ] [ Ebulicao ] —)[ Forma IV]
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No caso do benzonidazol, a estrutura cristalina foi determinada por difragdo de raios X
em monocristal. Descobriu-se que o benzonidazol cristaliza em um sistema monoclinico ndo-
centrossimétrico com grupo espacial P2; e Z=2, com parimetros de rede a=4,687A,
b=10,994A, c = 12,025A, B = 91,167°. A molécula é estabilizada por ligagcdes de hidrogénio
intermoleculares e uma intramolecular, sendo que duas, em especial a intermolecular N-H...O
causa a formag@o de cadeias infinitas ao longo do eixo a e a ndo-classica CH...N promove
uma outra cadeia ao longo do eixo b, formando uma rede bidimensional. A investigagédo
estrutural foi complementada por estudos detalhados de espectroscopia vibracional, analise
térmica e microscopia fornecendo uma caracterizagcdo do benzonidazol no seu estado sélido.
Termogramas realizados com varios ciclos de aquecimento/resfriamento antes da temperatura
de decomposicao do benzonidazol sugeriram o aparecimento de um segundo polimorfo que
foi confirmado posteriormente pela termomicroscopia associada a medidas de difracdo de
raios X de pd. Pela termomicroscopia polarizada observou-se que o benzonidazol apos sua
recristalizacdo num primeiro aquecimento exibe um habito acicular denominado de Forma I
mantida até a fusdo. Num segundo aquecimento o benzonidazol tem o habito cristalino de
esferulita, cognominado como Forma II. Identificou-se também outra fase com menor ponto
de fusdo, Forma III. Um diagrama de fase também foi feito para determinar a estabilidade
termodindmica dos trés polimorfos relacionando suas energias. O polimorfo I, que € o de
maior ponto de fusdo, estd monotropicamente relacionado com os polimorfos II e III. Ja o
polimorfo II estd monotropicamente relacionado ao polimorfo III, pois a transi¢do €
exotérmica. E importante salientar que o benzonidazol ¢ empregado no combate da doenga de
Chagas ha quase 50 anos, e que, no entanto, sempre foi considerada como um farmaco que
ndo exibe polimorfismo. As analises demonstram que o benzonidazol é um composto
polimérfico, com mais de uma forma cristalina que pode ser estabilizada a temperatura
ambiente. As implicagdes destes polimorfos na formulacdo do benzonidazol devem ser
levadas em consideracdo. O diagrama a seguir resume os resultados obtidos para este

principio ativo:
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Benzonidazol

[ Forma l ]
190°C
~ 30 dias
[ Fusao ]
Recrist.
188°C
115°C

[ Formalil | «——— [ Formal |

Percebeu-se ao longo do texto a importancia de se escolher a forma mais apropriada de
um farmaco nos seus estagios iniciais de desenvolvimento, poupando assim, tempo e custo.
Bastante pesquisa tem sido dirigida nos ultimos anos para a realizacdo desse objetivo.
Isolamento sistematico e adiantada caracterizacdo do maior nimero de formas possiveis de
um farmaco reduzem as possibilidades de surpresas nos estagios de produgdo devido a
identificacao de uma nova forma cristalina ou mudangas de fase. Compreender as origens das
multiplas formas sdlidas de um farmaco devido as diferengas no arranjo do empacotamento
ou na conformagdo das moléculas transformou-se numa etapa fundamental no

desenvolvimento de novos principios ativos.

De um modo geral, este trabalho teve como objetivo contribuir ao entendimento das
propriedades de estado s6lido dos fArmacos, em especial no que diz respeito ao fendmeno do
polimorfismo. Almeja-se que os resultados obtidos possam fornecer aos programas de
combate as doengas negligenciadas suporte na procura de novas formas cristalinas que
possuam propriedades melhoradas. Os avangos nas pesquisas na area desta Tese certamente
permitirdo melhorar a biodisponibilidade dos medicamentos, diminuir a toxicidade, facilitar a
adesdo, dentre outras caracteristicas que tenham impacto direto na qualidade do tratamento

das populacdes de risco.
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8 Anexo A

O trabalho de pesquisa desenvolvido durante esta tese foi baseado na aplicagdo de
diversas técnicas experimentais ao estudo das propriedades de estado soélido de varios
farmacos. Cada uma destas técnicas fornece informacgdes relevantes para o entendimento do
fendmeno do polimorfismo. Neste anexo, descrevemos brevemente os métodos utilizados e

seus correspondentes arranjos experimentais.

Analise Térmica

As técnicas de andlise térmica podem ser vantajosamente usadas no controle de
qualidade de farmacos. Estas técnicas sdo comumente utilizadas durante a pré-formulagao
para estudo de polimorfismo e para estudo de interacdes do fairmaco com os excipientes,
desde que as interagdes fisicas possam ser base do desempenho da dosagem do farmaco. Para
o controle rotineiro dos produtos de um farmaco, os métodos de termogravimetria (TG),
analise térmica diferencial (DTA) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC) sdo rapidos,
exigindo apenas poucos miligramas das amostras e também sdo automatizados. Uma Unica

varredura pode dar diversas informagdes qualitativas e quantitativas.

Termogravimetria

A TG ¢ uma técnica analitica usada para determinar a estabilidade térmica de
materiais monitorando a mudanga de massa que ocorre enquanto ¢ aquecido. A atmosfera da
medida pode variar dependendo do objetivo da analise e a massa ¢ registrada em funcdo do
aumento da temperatura. Esta técnica ¢ potencializada quando combinada com outros
métodos de analise térmica como, por exemplo, acoplada a medidas de DSC ou DTA.

No nosso trabalho as medidas de TG foram feitas em atmosfera de nitrogénio num
modelo Netzsch de andlise térmica simultinea STA 409 PC Luxx acoplado a um
espectrometro no infravermelho Bruker Tensor 27 (Figura A.l1). O STA 409 PC Luxx ¢
projetado para medidas simultaneas de TG-DTA ou TG-DSC. O espectrometro FT-IR permite
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medir os gases liberados durante o tratamento térmico facilitando o entendimento dos
processos de decomposicdo caracteristicos de cada amostra. A escala de temperatura desse
equipamento pode variar de 0°C a 1500°C. O STA 409 PC Luxx opera com o software

Proteus que inclui todas as rotinas necessarias avaliar dados resultantes.

Analise Térmica Diferencial e Calorimetria Exploratoria Diferencial

Ha dois tipos principais de instrumentos térmicos diferenciais disponiveis: andlise
térmica diferencial (DTA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Estes instrumentos
fornecem informagdo quantitativa sobre eventos exotérmicos, endotérmicos ¢ mudangas da
capacidade calorifica em funcdo da temperatura e do tempo (tal como temperatura de fusdo,
pureza, transicdo de vitrea, etc). Ambas as técnicas se baseiam na compara¢do da amostra
com uma referéncia. A diferenca basica entre DTA e DSC ¢é que o primeiro mede diferencas
de temperatura entre a amostra ¢ a referéncia enquanto que o DSC mede diferengas de
energia.

Na DTA a diferenca da temperatura entre uma amostra e um material de referéncia ¢
medida em fun¢do de um ciclo de temperatura pré-programada. Os termopares da amostra e
da referéncia estdo localizados abaixo dos cadinhos em um forno eletricamente aquecido. O
termopar da amostra ¢ usado pelo microcomputador para controlar a temperatura do forno de
modo que a temperatura da amostra aumente linearmente. A diferenca de temperatura entre a
amostra ¢ a referéncia ¢ registrada contra a temperatura da amostra. O modelo utilizado nas
medidas de DTA foi o STA 409 PC Luxx acoplado ao FTIR da Bruker Tensor 27 (Figura
A.l).

O DSC ¢ freqlientemente a técnica analitica térmica preferida por causa de sua
habilidade em fornecer informagdes detalhadas sobre as propriedades fisicas e energéticas de
uma substancia. Estas informagdes freqlientemente ndo podem ser obtidas com precisao,
facilmente, ou rapidamente usando alguma outra técnica. Existem dois tipos de
instrumentagdo possiveis para aparelhos de DSC: com compensacdo de poténcia e com fluxo
de calor. No DSC com compensagdo de poténcia as temperaturas da amostra e da referéncia
sdao controladas independentemente usando fornos separados. As temperaturas da amostra e
da referéncia sdo mantidas idénticas variando a entrada de energia nos dois fornos. Um

sistema de controle aumenta imediatamente a energia fornecida para a amostra quando o
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processo ¢ endotérmico, € aumenta a energia fornecida para a referéncia quando o processo ¢
exotérmico. No DSC com fluxo de calor apenas um forno ¢ utilizado. A amostra ¢ a
referéncia sdo conectadas por um disco de metal e as mudancas da capacidade calorifica ou da
entalpia na amostra causam uma diferenga na temperatura relativa a referéncia.

Todas as curvas de DSC deste trabalho foram obtidas em um DSC com fluxo de calor
da Netzsch modelo 204 F1 Phoenix (Figura A.2), usando um porta amostra de aluminio no
qual uma amostra com massa em torno de 5 mg foi mantida numa atmosfera de nitrogénio. A
faixa de temperatura suportada por esse método vai desde -195°C até 600°C. Dependendo da
amostra diversos ciclos térmicos envolvendo aquecimentos (taxas de 1 a 10 K/min),

resfriamentos (taxas de 1 a 100 K/min) e isotermas foram realizados.
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Figura A.1. Equipamento de andlise térmica simultanea modelo STA 409 PC Luxx da

Netzsch e infravermelho por transformada de Fourier Tensor 27 da Bruker.

Figura A.2. Equipamento de calorimetria exploratoria diferencial modelo 204 F1 Phoenix da

Netzsch.
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Microscopia Eletronica de Varredura

O microscopio eletronico de varredura (MEV) ¢ um tipo de microscopio eletronico
que obtém imagens de superficies das amostras varrendo-as com um feixe de elétrons de alta
energia disposto segundo um padrdo de linhas paralelas horizontais. Os elétrons interagem
com 0s atomos que compdem a amostra produzindo sinais que contém informagdo sobre a
topografia de superficie, composicdo e outras propriedades tais como a condutibilidade
elétrica. Os tipos de sinais produzidos pelo MEV incluem elétrons secundarios (SE,
secondary electrons), elétrons dispersados frontalmente (EBS, back scattered electrons), raios
X caracteristicos, luz (catodoluminescéncia), etc. Estes tipos de sinais exigem detectores
especializados que nao estdo geralmente presentes em uma Unica maquina. Os sinais resultam
das interacdes do feixe de elétrons com os atomos que se encontram proximos da superficie
da amostra ou na propria superficie da mesma.

As nossas medidas no MEV tiveram apenas o objetivo de caracterizagdo morfoldgica e
foram realizadas no MEV da marca Tescan USA modelo VEGA-II XMU (Figura A.3),
usando um detector SE capaz de efetuar analises de caracterizagdo morfologica de materiais
metalicos e ndo-metalicos, com ampliacdes de até 500.000 vezes, bem como realizar andlises
elementares semi-quantitativas utilizando detector de energia dispersiva de raios X EDX,
marca Bruker AXS. Ha um sistema de preparo de amostras por metalizagao quando da analise

de amostras ndo-metalicas.

Microscopia Optica

A microscopia Optica ¢ uma técnica muito poderosa para o estudo do polimorfismo em
farmacos. A combinagdo da microscopia polarizada com a termomicroscopia permite
identificar novas formas cristalinas bem como estabelecer a relagdo entre os diferentes
polimorfos. O microscopio Optico € um tipo de microscopio que usa a luz visivel e um
sistema de lentes para ampliar imagens de amostras. Nesse trabalho utilizamos um
microscopio Optico Leica DM2500P equipado com polarizadores e objetivas corrigidas para
medidas polarizadas (Figura A.4). Um sistema de aquecimento desenvolvido em nosso

laboratorio foi empregado para realizar estudos desde a temperatura ambiente até 400°C.

Imagens das amostras foram registradas com uma camera digital acoplada ao microscopio.
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Figura A.3. Microscopio eletronico de varredura modelo VEGA-II XMU da Tescan.

Figura A.4. Microscopio optico Leica DM2500 P.
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Espectroscopia Vibracional

A diferenga das técnicas de difragdo de raios X que sdo sensiveis a ordem de longo
alcance, a espectroscopia vibracional (IR e Raman) € sensivel a estrutura de curto alcance de
solidos moleculares. Conseqlientemente, estas duas técnicas complementam-se na
caracterizagdo dos solidos farmacéuticos. As espectroscopias no infravermelho (IR) e Raman
sdao usadas no estudo das vibragdes moleculares fundamentais, fornecendo uma impressao
digital do solido molecular. Os espectros de Raman sdo coletados facilmente na regido
espectral de 40 a 400 cm™ (tipicamente ndo acessivel num espectrometro IR), onde as
vibragdes que caracterizam a estrutura cristalina, e, portanto, os diferentes polimorfismos, sdo
observados. A especificidade intrinseca da espectroscopia vibracional faz com que estas
técnicas sejam adequadas para realizar analises quantitativas com uma excelente taxa de
confiabilidade e repetitividade, motivo pelo qual ja estdo sendo aceitas como um
procedimento de rotina para estas tarefas.

Neste trabalho um espectrometro infravermelho de transformada de Fourier FT-IR
VERTEX 70/Bruker foi utilizado para realizar medidas no infravermelho médio e proximo
(Figura A.5). Os espectros IR foram obtidos através dos métodos de pastilhamento com KBr,
refletancia difusa ou refletancia total atenuada (ATR). As medidas Raman em temperatura
ambiente foram realizadas no médulo Raman II acoplado ao espectrometro FT-IR, o qual
permite realizar medidas FT-Raman usando como fonte de excitagdo um laser no
infravermelho préximo (1064 cm™). Ja nos experimentos de transi¢des de fase usamos o
espectrometro Raman dispersivo da marca Jobin Yvon T64000 (Figura A.6) equipado com
um microscopio Olympus e um detector CCD (Charge Coupled Device) resfriado a N; liquido
para detectar a luz espalhada. Os espectros foram excitados com um laser de argonio
(A= 514,5 nm) da Coherent modelo 70c. As medidas a baixa temperatura foram feitas usando
um criostato de ciclo fechado de He que fornece temperaturas que variam de 7 a 300K. Foi
usado também um controlador de temperatura Lakeshore com precisdo de ~0.1K. Os estudos
em alta temperatura (T>300 K) foram executados usando um forno resistivo de fabricacao

caseira.
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Figura A.5. Espectrometro FTIR e modulo Raman III — FTIR VERTEX 70/Bruker.

Figura A.6. Espectrometro Raman Jobin Yvon T64000.
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Difracio de raios X em monocristal

Na caracterizagao de novas formas cristalinas a difracao de raios X em monocristais ¢
provavelmente uma das técnicas experimentais mais importantes, ja que determina
diretamente o empacotamento e a conformacdo das moléculas. Além disso, as interagdes
intermoleculares no s6lido podem ser investigadas com resolugdo atomica. O sucesso da
determinagdo da estrutura de um farmaco através da difragdo de raios X esta fortemente
condicionado a qualidade dos cristais. Devido a isso, um grande esfor¢co foi realizado na
obten¢do de monocristais. No entanto, na falta de monocristais de boa qualidade, a técnica de
difracdo de raios X de po6 tem se mostrado uma excelente alternativa. A mesma foi empregada
para monitorar transformacdes polimorficas e de uso rotineiro para a caracterizagdo de
matérias primas.

As medidas de raios X em monocristal das amostras foram feitas variando a
temperatura desde a ambiente até baixas temperaturas (~100K). Para as experiéncias em
baixas temperaturas utilizou-se um soprador de Nitrogénio liquido Oxford Cryosystem. Um
difratometro Enraf-Nonius Kappa-CCD (Figura A.7) foi empregado com radiagdo de Moxa
(L = 0.71073 A), monocromador de grafite, um goniostato kappa e um detector de area tipo
CCD (“Charge Couple Device”). O goniostato kappa possui um sistema de quatro graus de
liberdade: 0 (theta), ® (6mega), « (kappa) e ¢ (phi). A cabega goniométrica ¢ montada na
direcdo do eixo phi, que se apoia sobre o bloco kappa. O terceiro movimento de rotacdo do
cristal ¢ efetuado pelo bloco 6mega, que estd conectado ao bloco kappa e a base do
difratdmetro. Existe um quarto eixo rotacional, 20, que realiza o movimento do detector.
Assim, ha trés possibilidades de rotagcdo para a amostra e uma para o detector. O angulo entre
os eixos kappa e Omega e entre os eixos kappa e phi é aproximadamente 50°. O detector
também pode movimentar-se através do eixo translacional DX, que determina a sua distancia
ao cristal. Esta distancia corresponde a um determinado limite de resolugao.

A coleta dos dados foi realizada com o programa COLLECT e a integracdo das
reflexdes com o programa HKL Denzo-Scalepack. As corre¢des de absor¢do foram feitas
usando-se um método de multi-varredura. A estrutura foi resolvida pelo método direto com o
programa SHELXS-97 e o modelo foi refinado pela matriz total de minimos quadrados F?
com o programa SHELXL-97. Todos os hidrogénios foram estereoquimicamente
posicionados e refinados como modelos rigidos. Depois que o refinamento foi concluido, a
analise da estrutura e algumas visualizagdes foram feitas com os softwares MERCURY?2S5 e

ORTEP-326.
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As medidas de difracdo de raios X de pé a temperatura ambiente foram realizadas
utilizando um difratdmetro de raios X modelo Rigaku DMAXB (Figura A.8) constituido de

um gerador de raios X com poténcia maxima de 2kW. Todas as medidas foram feitas

utilizando radiacdo CuK em modo continuo com velocidade de varredura de 1°/min.

M

Figura A.8. Difratdmetro Kappa-CCD da Enraf-Nonius.
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Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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