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1. Introdugao

1.1 Interesse no tema

Em trabalhos de investigacdo e de controlo de qualidade e na actividade quimica ligada a industria em laborat6-
rios, torna-se necessatio caracterizar compostos sélidos, no sé sob o ponto de vista quimico, mas também sob
o ponto de vista estrutural.

As propriedades manifestadas por uma dada forma estrutural podem ser muito diferentes das apresentadas por
outras formas do mesmo composto. Assim, existe a necessidade de investigacdo da estrutura de um dado com-
posto, no sentido de obter os arranjos estruturais desejados e de os caracterizar. A actividade cientifica dirigida
nesse sentido ¢ assinalavel em muitas industrias, nomeadamente na industria farmacéutica e alimentar. No que
respeita a industria farmacéutica é de salientar o interesse despertado pelo polimorfismo, apds ter sido desco-
berto que diferentes polimorfos podem ter diferente actividade bioldgica. Mas nio ¢ somente a biodisponibili-
dade que interessa considerar no medicamento. As propriedades relacionadas com o modo de preparagio, com
a estabilidade térmica e estrutural sio aspectos a ter em conta na tecnologia farmacéutica. Por exemplo, o habito
cristalino, as dimensoes dos cristais, o grau de cristalinidade facilitam ou dificultam as diferentes formulagoes
com que o produto ¢é lancado no mercado.

Pesquisar polimorfos e identificar a sua estabilidade relativa s3o um ponto muito importante em pré-formulagio

farmacéutica.

1.2 Caracterizagao Estrutural do Estado Sélido

A nocao intuitiva de sélido é a de um corpo rigido em que a separacio média entre atomos é pequena, quando
comparada a separacdo média entre atomos em gases ¢ onde as posi¢Oes relativas entre dtomos nao mudam
com o tempo. Num liquido, as distincias médias entre os dtomos sdo da mesma ordem de grandeza que nos
solidos, mas as posi¢oes relativas entre os atomos nio sao fixas.

Os soélidos podem ser classificados como amorfos ou cristalinos, de acordo com o grau de ordem encontrado
na sua estrutura. Nos solidos amorfos, as moléculas estio dispostas mais ou menos ao acaso; nos solidos crista-
linos, para além da ordem posicional, a estrutura é ainda determinada pela orientacdo das unidades constituintes,
umas relativamente as outras. Como consequéncia, o cristal tem uma estrutura caracterizada por uma repeti¢ao
regular dos componentes, apresentando propriedades de sistemas homogéneos, simétricos e anisotrépicos. Os
solidos amorfos sao homogéneos e isotropicos e nio apresentam simettia.

As estruturas cristalinas sdo formadas por unidades basicas e repetitivas denominadas células unitarias (menor
arranjo de atomos, ides ou moléculas que pode representar um soélido cristalino). Estas células sdo a menor

unidade paralelepipédica que representa a simetria da estrutura cristalina.



A partir das células unitarias, e levando em conta os eixos de simetria ¢ a posigdo do centro geométrico de cada
elemento do cristal, ¢ possivel descrever qualquer cristal com base em diagramas designados por redes de Bravais,
nome que homenageia Auguste Bravais (1811-1863), um dos pioneiros do seu estudo. Por sua vez, em fun¢io
das possiveis localizagdes das particulas (atomos, ides ou moléculas) na célula unitaria, estabelecem-se 14 estru-

turas cristalinas basicas, as denominadas redes de Bravais (ver Tabela 1.1).[1, 2]

Tabela 1.1 - Distribui¢do das redes de Bravais pelos sistemas cristalinos

| Tipos de rede
Parimetros Simples (P) Base Corpo Face
da célula centrada (C)  centrado (I)  centrada (F)
N
o aFBFyF0°
Triclinico
afb#c
: «=y=90°#8 .'I:?_:r |
Monoclinico 4b 4 4| | { I|' I|'
a c | | Vg H
=B =v=90°
Ortorrémbico b=y A ¢ i ) i
aZb#c . b h h
pS|
g =B=y=90°
kS Tetragonal e i ,
: 5 a=b#c a ¥
N a al
g a
& . [
) a=b=c [ |
Trigonal | e
a=B=y#90° T
o= s = 9(° v = C
Hexagonal 120°
a=b#c ‘
x=R=v=090°
Cubico Py 3 “ o a
a=b=c . a a

Todos os materiais cristalinos, até agora identificados, pertencem a um dos 14 arranjos tridimensionais corres-
pondentes as estruturas cristalinas basicas de Bravais. A estrutura de cada cristal pode ser representada por uma
das estruturas constantes da Tabela 1.1, agrupando-se depois num dos sete sistemas de cristalizagdo. Cada uma
das estruturas agrega uma célula unitaria, contendo atomos em coordenadas especificas de cada ponto da malha

cristalina.



A simetria apresentada pelos sélidos cristalinos esta relacionada com a simetria molecular. Entre os compostos
inorganicos e organicos existe uma grande diferenca em relagéo as simetrias encontradas nos respectivos cris-
tais. Nos cristais inorganicos encontram-se, predominantemente, simetrias cubica, hexagonal, tetragonal ou
trigonal, enquanto os cristais organicos se apresentam, essencialmente, com simetria monoclinica ou ortorrém-
bica. S6 em casos muitos especiais, por exemplo, em moléculas globulares, se encontram cristais organicos com
simetria cubica. Ha também diferenca em relagdo ao tipo de células encontradas num e noutro caso. Enquanto
nos cristais de compostos inorganicos se podem encontrar todos os tipos de células, nos organicos a célula

primitiva de Bravais é predominante.|3]

1.3 Polimorfismo

1.3.1 — Definicao

De acordo com a defini¢do de McCrone’s “O polimorfismo de qualquer composto € a sua habilidade pata cris-
talizar em varias estruturas distintas”.[4] Quando diferentes conférmeros da mesma molécula surgem em dife-
rentes formas cristalinas, o fenémeno é chamado de polimorfismo conformacional. Ocasionalmente, a mesma
estrutura cristalina apresenta mais do que um conférmero. [5,6]

Os diferentes cristais formados sdo designados de polimorfos. No caso de substincias elementares, a designa-
¢do comum ¢ a de alétropos. O exemplo mais conhecido de polimotfismo/ alotropia é o do carbono, que pode
existir na forma de grafite ou como diamante.[4] E importante distinguir estas formas, e pseudopolimorfos, nos
quais hd inclusdo de moléculas de solvente na estrutura cristalina. Diferentes interac¢Ges inter e intramolecula-
res, tais como as interac¢Oes de van der Waals e ligacdes de hidrogénio, estardo presentes nas diferentes estrutu-

ras polimorficas.

1.3.2 — Aspectos gerais e importancia na Industria Farmacéutica

Muitas substincias sdo capazes de adoptar uma ou mais formas cristalinas puras de forma identificavel e defini-
da ou uma forma amorfa sem estrutura definida, dependendo das condi¢des (temperatura, solvente, tempo),
sob as quais a cristalizacio é induzida.[0]

Os polimorfos tém assim as mesmas propriedades no estado liquido e gasoso, mas comportam-se de maneira
diferente no estado sélido. Apesar de serem idénticos na sua composicio quimica, os polimorfos de uma dada
substancia diferem na solubilidade, velocidade de dissoluc¢do, biodisponibilidade, estabilidade quimica, estabili-
dade fisica, ponto de fusio, cor, densidade e muitas outras propriedades.[7] Vale a pena realgar que diferengas
morfolégicas ou macroscopicas nos cristais nao revelam, necessariamente, a ocorréncia de polimorfismo. Estas
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alteracoes morfoldgicas podem ser geradas por diferentes direcgdes no crescimento do cristal durante o proces-
so de cristalizacio. [8]

O polimorfismo das substancias organicas tem sido um assunto de intenso interesse na industria farmacéutica.
Mais de 90% dos medicamentos sdo utilizados em formas sélidas, como comprimidos, aerosséis, capsulas, sus-
pensdes e supositorios. Contém o farmaco particulado e, em geral, na forma cristalina. Varias propriedades do
farmaco estdo directamente ligadas a sua estrutura fisica e as suas propriedades quimicas, como a sua capacidade
de deformagio, tamanho da particula, densidades e fluxo dos pds, caracteristicas coesivas, reologia, estabilidade,
capacidade de transpor barreiras bioldgicas, entre outras. A forma sélida afecta também a estabilidade, o perfil
de dissoluciao, a biodisponibilidade, a compressibilidade, a uniformidade de distribuicdao da dose, entre outras.
Uma substancia na forma cristalina apresenta menor solubilidade, enquanto na forma amorfa a mesma apresen-
ta maior solubilidade e menor estabilidade térmica. Formula¢des onde se encontra o firmaco parcialmente cris-
talino e amorfo, ou formas metaestaveis, sdo muito mais soliveis que as que contém o fairmaco altamente crista-
lino. Esta propriedade pode ser utilizada para promover um efeito terapéutico mais rapido do medicamento,
aumentando a velocidade de dissolucao e a absor¢ido do firmaco. Porém, formulaces contendo formas amor-
fas e metaestaveis sio menos estaveis que as elaboradas com as formas cristalinas do farmaco e, geralmente,
apresentam risco de cristalizagdo durante o processo produtivo e a vida do produto na prateleira.

As propriedades da forma sélida podem ter um papel crucial e assim o objectivo final do desenvolvimento da
forma sélida é encontrar e seleccionar aquela que tenha caracterfsticas 6ptimas para o uso pretendido.
Inicialmente, quando o API é primeiro produzido, tem que se ter a certeza que a forma sélida desejada é obtida
numa forma consistente, pura e reprodutivel. Subsequentemente, quando é formulado para obter o medicamen-
to, tem de se certificar que nao ocorrem transi¢oes indesejadas.

Quando a substancia ¢ armazenada, é imperativo que a forma solida nio se transforme ao longo do tempo, uma
vez que desse modo propriedades importantes da substancia podem mudar drasticamente. Termodinamicamen-
te, qualquer forma metaestavel transformar-se-a na forma mais estavel. A cinética da transformagio é especifica
do polimorfo. No entanto, a existéncia de um polimorfo mais estavel ndo implica necessariamente que o poli-
morfo metaestavel ndo se possa desenvolver. A estabilidade deve ser avaliada, no que diz respeito as condi¢oes
ambientais, armazenamento e acondicionamento.

No passo final, quando o paciente toma o medicamento, a solubilidade e a velocidade de dissolu¢io da substan-
cia serdo influenciados pela sua forma sélida. Em particular, a variacdo na solubilidade entre diferentes polimor-
fos ¢ importante para os farmacéuticos, pois pode afectar a eficacia, a biodisponibilidade e seguranca do produ-
to.

Sob os pontos de vista, quer da investigacdo de estruturas do estado sélido, quer da utilizacado dos compostos
noutros estudos, ¢ indispensavel conhecer o seu comportamento com a variagdo de temperatura. As técnicas
mais uteis para este tipo de estudo sdo os métodos de analise térmica. Para realizar este tipo de estudos, neste
trabalho, recorreu-se a Calorimetria Diferencial de Varrimento. Para efectuar um estudo mais completo e rigo-
roso utilizaram-se ainda outras técnicas tais como a Termomicroscopia, a Espectroscopia de Absor¢io do
Infravermelho e Difraccio de Raios X.

Dada a importancia do polimorfismo, este é um parimetro regulamentado no desenvolvimento de novos far-

macos. As autoridades regulamentares Norte Americanas, Japonesas e da Unido Europeia, desde os anos 60,
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exigem, de forma criteriosa, no momento do registo do medicamento, a clucidacio de diversas caracteristicas
fisicas, quimicas, farmacolégicas e toxicolégicas do firmaco. Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, exigem a
determinacdo da pureza, solubilidade, propriedades cristalinas, morfologia, tamanho da particula e area superfi-
cial. O guia da International Conference on Harmonization of Technical Reguirements for Registration of Pharmacenticals for
Human Use — ICH, que trata de polimorfismo ¢ o Q6, que define as especificagdes de novos fairmacos e medi-
camentos (substancias quimicas). O guia QOA, denominado “Test Procedures and Acceptance Criteria for New Drug
Products: Chemical Substances” define polimorfismo como sendo a ocorréncia de diferentes formas cristalinas de
um mesmo farmaco. Nesta definicdo estd incluida a solvatagdio ou hidratagdo de farmacos (pseudo-
polimorfismo) e as formas amorfas. O guia Q6A é acompanhado de um algoritmo de decisoes, que indicam o

procedimento a ser tomado aquando do surgimento de formas polimérficas num farmaco (ver ANEXO I).

1.3.3 — Aspectos Termodinamicos: Enantiotropia e Monotropia

Baseados nas diferencas nas propriedades termodinamicas, os polimorfos siao classificados como enantiotropi-
cos ou monotrépicos, dependendo se uma forma se pode transformar reversivelmente noutra ou niao. Num
sistema enantiotrépico, a transicdo reversivel entre polimorfos é possivel a temperatura de transicdo definida
abaixo do ponto de fusdo. Num sistema monotrépico, ndo se observa nenhuma transicdo reversivel entre os
polimotfos, abaixo do ponto de fusdo. Do ponto de vista termodinamico, o cristal passa sempre de uma forma
menos estavel a uma forma mais estavel. Do ponto de vista farmacéutico, a forma mais estavel ndo é sempre a
mais desejada pelos farmacéuticos, uma vez que tem estabilidade termodinamica maior (menos solavel) e, por
conseguinte, terd menor biodisponibilidade. [9]

Durante a pré-formulagio de um farmaco é importante identificar o polimorfo que é estavel a temperatura
ambiente e determinar que transi¢oes polimorficas podem ocorrer dentro da gama de temperaturas usada nos
estudos de estabilidade e durante o processamento (secagem, moagem, etc.). Um composto polimérfico podera
ser caracterizado por meio de diagramas de fase, tais como: energia de Gibbs vs temperatura, pressao vs tempe-
ratura, solubilidade vs temperatura. Em geral, esses diagramas contém uma grande quantidade de informacio de
forma compacta e pode fornecer um sumario visual e facilmente interpretavel das complexas relacoes entre os
polimotfos. [10]

A estabilidade relativa dos polimorfos depende das suas energias de Gibbs, e o polimorfo mais estavel a uma
dada pressio e temperatura terd menor energia de Gibbs. Sob um cenario de condigdes experimentais definidas
(com excepcido dos pontos de transi¢do) apenas um polimorfo tem uma menor energia Gibbs. Este polimorfo é
a forma termodinamicamente estavel e o(s) outro(s) polimorfo(s) é(sao) determinado(s) como uma forma
metaestavel.

Na Figura 1.1 estdo representados os diagramas de energia vs temperatura para sistemas polimorficos.
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Figura 1.1 — Diagrama de fases para dois polimorfos com comportamento termodinamico: a) enantiotrépico; b) monotré-

pico, pressao constante.

No diagrama da Figura 1.1, G representa a energia de Gibbs e H a entalpia. No sistema enantiotrépico, Figura
1.1a) para os polimorfos I e II, as curvas GI e GII cruzam-se no ponto de transi¢do (T, 1/11) que se localiza
abaixo do ponto de fusdo dos respectivos polimorfos. Nesse ponto, os dois polimorfos podem coexistir como
misturas em equilfbrio, tendo a mesma estabilidade. Na relacdo termodinamica enantiotrépica, como descrito
anteriormente, os polimorfos convertem-se um no outro de forma reversivel. A curva Gliq representa a fase
liquida, e a sua intersec¢do com as curvas GI e GII representa, respectivamente, o ponto de fusio desses poli-
morfos. Neste caso, o polimorfo I é a forma mais estavel (tem a menor energia de Gibbs), abaixo de ponto de
transicdo. Existe uma tendéncia termodinamica para a forma menos estavel se transformar na forma mais esta-
vel. No sistema monotrépico, Figura 1.1b) ndo ha ponto de transico abaixo dos pontos de fusio dos polimot-
fos I e II, o que ¢ representado pela auséncia do cruzamento das curvas GI e GIIL. Nestas condi¢des, para a
relacdo termodinamica monotrépica, o polimorfo I nunca se convertera em 11, sendo o polimorfo I mais estavel
a todas as temperaturas. Monotropia esta vinculada a existéncia de formas termodinamicamente metaestaveis.

Burger e Ramberger compilaram algumas observagoes empiricas para identificagdo de relagdes de enantiotropia
e monotropia. As trés regras particularmente uteis que propuseram sio a regra do calor de transicdo, do calor de
fusdo e da densidade. As duas primeiras exigem medidas calorimétricas, que sdo convenientemente realizadas
por DSC. Na 1% (calor de transi¢do), se, a uma determinada temperatura, é observada uma transicio endotérmi-
ca entre as formas cristalinas, entio ha um ponto de transicio abaixo desta temperatura e os dois polimorfos
estdo relacionados enantiotropicamente. Os dois polimorfos sao monotrépicos se for observada uma transicao
exotérmica a uma determinada temperatura e se ndo ocorrer nenhuma transicao a uma temperatura mais eleva-
da. Num sistema enantiotrépico, o polimorfo que tem um ponto de fusdo mais elevado terd uma entalpia de

fusdo mais baixa; se o polimorfo que tem um ponto de fusio mais elevado tem entalpia de fusdo mais alta, o
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sistema ¢ monotrépico. Se os pontos de fusdo dos polimorfos diferirem mais do que 30°C, esta regra nio ¢
valida e o polimorfo que tem o ponto de fusdo mais elevado podera ter a entalpia de fusio mais elevada, num
sistema enantiotrépico. Na 3" regra (densidade), se uma modifica¢do do cristal molecular tem uma densidade
mais baixa do que outra, pode ser considerada como menos estavel no zero absoluto. [11, 12]

A produgio de diferentes formas polimorficas, a determina¢do da modificagio estavel e o conhecimento da

relacdo de monotropia e enantiotropia sao os estudos iniciais no processo de pré-formulagao farmacéutica.[6]

1.3.4 — Aspectos Cinéticos

A obtencio de formas sélidas de um composto ¢é frequentemente levada a cabo por cristalizagdo em solugdo ou
a partir de fundidos. Classicamente, o processo de cristalizacdo ¢ descrito em dois passos, nucleagdo e cresci-
mento dos cristais, com a forma fisica resultante a ser a consequéncia da relacdo cinética entre estes dois pro-
cessos elementares.

A Teoria Classica da Nucleacdo (CNT) € a teoria mais simples e mais amplamente usada que descreve o proces-
so de nucleagdo. Embora a CNT tenha sido originalmente derivada da condensagio do vapor em liquido, tam-
bém tem sido empregue “por analogia” para explicar a precipitagdo de cristais a partir de solugdes sobresatura-
das e fundidos. A descri¢do termodinamica deste processo foi desenvolvida até ao final do século XIX por
Gibbs, que definiu a varia¢io da energia (AG) como a soma da variacio da energia livre para a transformacio de
fase (AGy) e a variacio da energia livre para a formacio da superficie (AGs).

A taxa de nucleagdo (I), que é igual a0 nimero de nucleos formados por unidade de tempo e por unidade de

volume, ¢ expressa na forma da equagao de Arrhenius como

I=Aexp —%

onde A ¢ o factor pré-exponencial, E a energia de activagao para a transformagao liquido-solido, k a constante
de Boltzmann e T a temperatura absoluta. [13,14]

A nucleagdo pode ocorrer por dois mecanismos: 0 homogéneo e o heterogéneo. Na nucleacdo homogénea, as
flutuagoes espontaneas na densidade do liquido permitem a formagdo da forma sélida mais estavel, enquanto a
nucleacdo heterogénea ¢ impulsionada por impurezas ou pela superficie de contacto com o liquido. A nucleagao
heterogénea é o mecanismo predominante em processos industriais. Os processos de nucleacio dependem
basicamente de dois factores: a supersaturagdo do meio e a tensdo interfacial. A supersaturacio é tida como a
medida de forcas termodinamicas que levam a formagdo da fase sélida, enquanto a tensdo interfacial é uma
medida termodinamica do trabalho reversivel necessario para aumentar a interface entre o liquido e o soluto.
Estes factores sio pontos a serem considerados na cristaliza¢do, uma vez que deles depende a taxa de cresci-

mento de um determinado cristal e dos seus diferentes polimorfos. Ressalta-se também a importancia de um



estudo detalhado do papel de cada solvente e impureza presente no processo de cristalizagdo pois estes tém
influéncia directa na possivel formagio de polimorfos durante a purificagio do material.

A nucleacio envolve a formacio de agregados de moléculas que excederam um tamanho critico e sdo, portanto,
estaveis. Uma vez que o nucleo cristalino se formou, este comega a crescer pela incorporagio de outras molécu-
las, no cristal em crescimento. A velocidade de crescimento de um cristal é directamente proporcional ao
sobrearrefecimento, sobressaturacao e inversamente proporcional a viscosidade da solugdo. Quanto mais alta é
a viscosidade, mais dificil se torna a troca de matéria entre a fase liquida e a superficie do cristal e mais lento
serd seu crescimento. Devido a interac¢des atractivas entre os cristais, os grandes cristais que podem ser obser-
vados durante a cristalizacdo sio normalmente formados por pequenos cristais unidos por ligacOes fracas. A
morfologia dos cristais ¢ determinada por condi¢des internas e externas. A cinética de cristalizagdo depende da
velocidade de formacio do nicleo, bem como da velocidade de crescimento dos cristais. O tamanho e a forma
dos cristais dependem da relagdo entre estes dois factores. Normalmente, o arrefecimento lento resulta em cris-
tais grandes, enquanto que o arrefecimento rapido produz cristais menores.

A forma cristalina resultante do processo de cristalizagao pode variar com o grau de supersaturacdo. A tempera-
tura pode ser considerada como a segunda variavel mais importante que afecta o resultado da cristalizagdo num
sistema polimérfico. O solvente, os aditivos (e impurezas), a interface e o pH foram classificados como factores
secundarios que afectam o processo de cristalizacdo, principalmente através do seu efeito no grau de supersatu-

racao, Figura 1.2.

Solubilidade dos
polimorfos
A 4
Controlo da cristalizacio Nucleagio
dos polimorfos Crescimento dos cristais
S Transicoes de fase
Factores Primarios: Factores Secundarios:
Supersaturagao < Composicio do solvente
Temperatura Aditivos/ Impurezas
Agitacio Interface
pH

Figura 1.2 - Hierarquia dos parimetros que controlam o processo de cristalizacido nos sistemas polimorficos. [10]

Em suma, para aumentar a probabilidade de descobrir todas as formas relevantes, o espago de vatiaveis que

contribui para a diversidade de formas sélidas deve ser abrangido o mais amplamente possivel. [10]
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1.3.5 — Geracao de formas polimérficas

Apesar do investimento em processos para encontrar todos os polimorfos dos Ingredientes Farmacéuticos
Activos (API), novos polimorfos podem ainda aparecer sem aviso. O objectivo, no que diz respeito ao desen-
volvimento do estado sélido, ¢é identificar todos os polimorfos e solvatos importantes e caracteriza-los.

Este objectivo de controlo de polimorfismo tem-se desenvolvido rapidamente. Na ultima década, muitos novos
métodos de controlo da formacdo de polimorfos tém sido desenvolvidos e tem-se caracterizado um enorme
nimero de novas formas polimérficas, parcialmente como resultado de avancos nos métodos para a caracteri-
zacgao de polimorfos.

E essencial executar experiéncias através de uma variedade de métodos, sob vérias condigées (Tabela 1.2). Em
geral, a cristalizacdo a partir da solucio (arrefecimento ou evaporacdo) e recristalizacdo a partir de compostos
puros (sublimagdo, tratamento térmico, cristalizagdo a partir do fundido e moagem) sio os métodos de escolha
para criar formas sélidas. A cristalizacdo a partir da solugdo é normalmente usada pata a formacio de formas
solidas por diversas razdes. Em primeiro lugar, pode ser descoberto um grande nimero de polimorfos e solva-
tos por mudanca do solvente. Em segundo lugar, os sélidos farmacéuticos sao muitas vezes expostos a diferen-
tes solventes durante o processo e, deste modo, a tendéncia para a formacio de solvatos/ hidratos deve ser
sistematicamente estudada, de modo a desenhar processos de fabrico. Em terceiro lugar, a desidratagdo dos
hidratos é outra técnica util, e as vezes a Gnica técnica para descobrir uma forma polimérfica. Finalmente, o
solvato (e especialmente o hidrato) pode ser de interesse como produto comercial.

Recentemente, sdo referidas muitas técnicas inovadoras (por exemplo, cristalizacao capilar, cristalizacdo induzi-
da por laser e sonoctistalizacdo) que promovem a nucleagdo e, portanto, a descoberta de formas cristalinas acti-

vas. [15]
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Tabela 1.2 — Métodos para gerar varias formas sélidas [15]

Método

Graus de Liberdade

Cristalizagdo por arrefecimento

Evaporacio do solvente

Precipitacao

Difusio de vapor

Equilibrio de suspensio

Cristaliza¢do a partir do fundido
Sublimacio

Mudanga de pH

Tratamento mecanico (moagem,
crio-moagem)

Liofilizagdo

Solvente, perfil de arrefecimento, concentragio, mistura

Solvente, concentragio inicial, velocidade de evaporacio, temperatura,
pressdo, humidade relativa

Solvente, anti-solvente, velocidade de adi¢cao do anti-solvente, mistura,
temperatura

Solventes, temperatura, concentracio

Solvente, temperatura, solubilidade, programas de temperatura, mistura,
tempo de equlibrio

Mudangcas de temperatura (minimo, maximo, gradientes)

Gradiente de temperatura, pressdo, tipo de superficie

Temperatura, velocidade de mudanca, relagio 4cido/ base conjugada

Tempo de moagem, tipo de moinho

Solvente, concentracdo, programas de temperatura

Em geral, os processos de cristalizagdo mais rapidos tém uma grande tendéncia para formar polimorfos metaes-

taveis do que os processos mais lentos. [7] A Figura 1.3 mostra a escala de tempo para os processos de cristali-

zacao mais tradicionais.
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Cristalizacao a partir de fundidos

Exposiciao ao vapor do solvente

Exposicio a Humidade
Sublimacio

Ciclos de Temperatura

Meses Dias Horas Minutos Segundos

A

Polimotrfos estaveis Polimotfos metaestaveis

Figura 1.3 — Diferentes metodologias para obten¢ao de formas sélidas, mostrando a escala de tempo que pode favorecer

polimorfos estaveis ou metaestaveis. [7]

1.4 Compostos Estudados

Neste trabalho foram estudados dois activos farmacéuticos com larga aplicagio em pratica médica, a pirazina-
mida e o ibuprofeno. A primeira, um antituberculostatico potente, ¢ uma carboxamida com um anel aromatico
de pirazina, possuindo, portanto, dois atomos de azoto no anel, um em posicio orto e outro meta relativamente
a0 grupo amida. O Ibuprofeno, um anti-inflamatério ndo-esterdide, ¢ um derivado do acido 2-propandico. Foi
também investigada uma outra carboxamida, a picolinamida, cuja estrutura difere da da pirazinamida por ter
apenas no anel aromatico um azoto em posi¢ao orto relativamente ao grupo amida.

Para além do interesse ébvio da investigacdo do polimorfismo destes compostos, o trabalho realizado insere-se
num projecto mais abrangente de pesquisa de co-cristais, sendo fundamental nesse ambito um conhecimento

profundo do estado sélido das substancias de partida.

1.4.1 — Pirazinamida

A pirazinamida (PZA) (Figura 1.4) é um membro da familia da pirazina e é conhecida como um agente antitu-

berculostatico muito eficaz, recomendado pela Organizagao Mundial de Satde.[16]
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Figura 1.4 — Estrutura da pirazinamida.

O mecanismo de ac¢io da Pirazinamida ainda ndo estd bem elucidado. A sua actividade anti-microbiana deste
composto depende patcialmente na conversiao na sua forma activa, o acido pirazinéico, em meio acido, pela
enzima pirazinamidase (PZase). A sua ingestido pode, no entanto, provocar efeitos adversos. Os mais comuns
sdo reaccdes alérgicas, dores articulares, nauseas, anorexia, febre, vomitos, anemia, podendo ainda surgir altera-
¢oes hepaticas. [17]

Estio descritas 4 formas polimérficas diferentes de PZA, com diferentes estruturas cristalinas: o-, -, y- € 8-
pirazinamida, sendo também referido um quinto possivel polimorfo «’, semelhante a o.[18]

No polimorfo o da Pirazinamida, sistema monoclinico (a = 23,07£0,02, b = 6,72£0,01, ¢ = 3,72%0,01 A, B=
101,010,4°), o plano do anel e o plano do grupo amida formam um angulo de 5°. As moléculas de PZA estao
ligadas por ligagdes de hidrogénio NH-+O (2.90A), formando dimeros centrossimétricos (Figura 1.5). A ligacio
intermolecular mais forte entre os dimeros encontra-se entre o atomo de nitrogénio do grupo carboxamida e o

atomo de nitrogénio do anel de pirazina da molécula vizinha NH-N.[19]

Figura 1.5 — Estrutura do polimorfo « da pirazinamida. [19]

Ha pequenas, mas significativas diferencas entre os valores dos comprimentos de ligacio das moléculas de pira-

zinamida nas formas a- e B-PZA, também cristal do sistema monoclinico (a = 14,3724+0,007, b = 3,71140,003,
14



¢ =10,726£0,005 A, B = 101,9240,05°), indicando que a ressondncia entre o grupo amida e o anel de pirazina,
dando algum caracter de ligacio dupla da ligacdo C(2)—C(7), ¢ menos notéria na molécula B-PZA do que na o-
PZA. O comptimento de ligacio dupla C=0O na molécula B-PZA (1.231A) ¢ menor do que a correspondente na
molécula a-PZA (1.24A). Na B-PZA, o itomo de carbono da cadeia lateral situa-se perto do plano do anel.
Assim, o grupo carboxamida desvia-se cerca de 3.2° do plano do anel, comparando com 5° na estrutura da «-
PZA.[19] Na B-PZA, existem também dimeros centrossimétricos ligados por ligacbes de hidrogénio entre o

atomo de hidrogénio da amida e o 4tomo de oxigénio do grupo amida (Figura 1.6).

Figura 1.6 — Estrutura do polimorfo 8 da pirazinamida. [20]

Existem grandes diferengas entre as formas & e § da pirazinamida, no que diz respeito as ligacoes C(2)—C(7) e
C(7)-O(9) (estas diferencas sio mais acentuadas quando comparando as formas & e B, do que comparando as
formas a e B da pirazinamida). A ressondncia entre o grupo amida e o anel de pirazina (a ligacio C(2)-C(7)
apresenta algum caracter de ligagdo dupla) é maior na a-PZA do que na B-PZA. Neste pressuposto, os compti-
mentos de ligagio obtidos para a 8-PZA (sistema triclinico, a = 5,728%0,002, b = 5,221%+0,003, ¢ =
9,94540,006 A, B = 97,27+0,04) parecem indicar uma ressonancia reforcada entre o grupo amida e o anel de
pirazina na estrutura da 3-PZA, do que na estrutura da a-PZA. O atomo de carbono C(7) do grupo carboxami-
da da 8-PZA situa-se muito perto do plano do anel da pirazina, uma vez que o valor do angulo C(5)—C(2)—C(7)
é de (179.2£0.4)A. Assim, o plano do grupo carboxamida tem um desvio de apenas 0.8° em relagio ao anel de
pirazina. Neste polimorfo, sistema triclinico, ha associagio em dimeros e a ligagio de hidrogénio N(8)—
H(8”)-+O(9) tem um comportamento de 2.90A. Nio parece existir, no entanto, nenhuma ligacio de hidrogénio
forte a ligar os dimeros na estrutura cristalina da 8-PZA, ao contrario do que acontece nas estruturas da a- e 3-
PZA (Figura 1.7).[21]

Em todos os polimorfos foi identificada a ligacdo de hidrogénio intramolecular N—H-N.
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Figura 1.7 — Estrutura do polimorfo 8 da pirazinamida. [21]

A Figura 1.8 apresenta a estrutura do polimorfo da pirazinamida y. Esta ¢ a tnica forma de pirazinamida conhe-

cida, onde nao ha associacio em unidades diméricas.

Figura 1.8 — Estrutura do polimorfo y da pirazinamida.[22]

Apesar das estruturas cristalinas estarem publicadas, nao é conhecida a relacdo de estabilidade entre elas, e sdo

referidas na literatura, temperaturas de fusdo semelhantes para todas as formas.
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1.4.2 — Picolinamida

A picolinamida (2-piridina carboxamida), Figura 1.9, foi estudada neste trabalho devido as suas semelhancas

estruturais com a pirazinamida.

=

N:’? NH2

O

Figura 1.9 — Estrutura da Picolinamida.

A picolinamida, sélido a temperatura ambiente, muito solivel em solu¢do aquosa acidica, apresenta actividade
biolégica importante como inibidor da accio da poli(ADP-ribose) sintetase.[23]

De acordo com a anilise cristalografica por difracgio de raios-X, foram identificadas duas modificagbes cristali-
nas da picolinamida, ambas pertencentes ao grupo espacial monoclinico P21/a, com quatro moléculas na célula
unitaria.[24] Numa modificacio (fase a; a = 16.42, b = 7.11, ¢ = 5.19 A, 8 = 100.2°), duas moléculas de PA
estdo ligadas por um par de ligacdes de hidrogénio NH --O para formar um dimero centrossimétrico, como
ocorre também nos polimorfos o, § e 8 da pirazinamida (Figura 1.10). Os dimeros estao ligados entre si por um
segundo conjunto de ligagdes de hidrogénio NH O tal como no polimorfo B da pirazinamida.[24] Nesta
modifica¢io, o anel nio contribui para a ligacdo de hidrogénio e as cadeias moleculates adjacentes sdo mantidas
juntas por forcas de van der Waals. A segunda modificacio cristalina da PA para a qual apenas se conhecem os
parametros da célula (fase B;a = 20.04, b = 11.32, ¢ = 5.36 A, B = 98.6°) exibe estrutura dimérica similar 4 da
primeira, e segundo Takino e colaboradores terd uma associacao molecular semelhante a a-pirazinamida ou seja
neste caso a ligacdo lateral dos dimeros envolve a participacdo de um atomo do anel de piridina como aceitador

de ligacoes de hidrogénio. [25]
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Figura 1.10 — Arranjos moleculares da PA no polimorfo a: a) formacio do dimero centrossimétrico; b) formacio de
cadeias ou bandas; c) estrutura do polimorfo a da picolinamida. As linhas a tracejado indicam as ligacbes de

hidrogénio. [24]
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1.4.3 — Ibuprofeno

O Ibuprofeno (IBP) (Figura 1.11) é um farmaco do grupo dos anti-inflamatérios nao esterdides (do subgrupo
quimico dos derivados do acido propanéico), fairmacos esses que tém em comum a capacidade de combater a
inflamacéo, a dor ¢ a febre. Tal como os outros anti-inflamatérios nio esterdides, actua inibindo a produgio de
prostagladinas, substincias quimicas produzidas pelo corpo que causam inflamacio e contribuem para a per-
cep¢io de dor pelo cérebro. Este fairmaco reduz também a febre, ao bloquear a sintese de prostaglandinas no
hipotalamo, responsavel pela regulagio da temperatura do corpo. Tem ainda propriedades anticoagulantes.
Juntamente com o 4cido acetilsalicilico (principio activo da Aspirina e de outros medicamentos) e o paracetamol
(principio activo do Ben-U-Ron e de outros medicamentos), o ibuprofeno faz parte da lista de farmacos essen-

ciais da Organiza¢ao Mundial de Sadde. [20]

CHs

OH
CHs

HsC

Figura 1.11 — Estrutura do Ibuprofeno.

A molécula de IBP possui um carbono quiral e sio comercializadas quer a mistura racémica de S(+) — IBP e
R(-) — IBP, quer o enantiémero puro. O enantibmero com interesse terapéutico ¢ o S(+) — IBP, mas nas espe-
cialidades farmacéuticas ¢é incorporado o R(-) — IBP, formando uma mistura racémica. [27-29]

A utilizacio de diversas técnicas para a cristalizagdo a temperatura ambiente em diferentes solventes, cristaliza-
¢do por mudanca de temperatura e cristalizacdo por evapora¢iao do solvente conduziram a obtencdo de cristais
de IBP racémico com habitos cristalinos diferentes. [30, 31] Por exemplo, quando foi utilizada a técnica de cris-
talizagdo por arrefecimento, foram observados cristais com forma de placas achatadas, usando alcoois como
solvente. Os cristais obtidos a partir de acetona, éter etilico e n-hexano tinham a forma de agulhas. A cristaliza-
¢do por mudanca de temperatura, usando o diclorometano como solvente, formou cristais de morfologia cubi-
ca. A partir destes resultados concluiu-se que podiam ser obtidas diferentes morfologias dos cristais (habito,
tamanho, superficie) do IBP racémico, dependendo da preparacdo e dos solventes usados. [32] Estes cristais
tinham também propriedades fisicas diferentes. Mas estas diferentes formas sio estruturalmente isomorficas e
nao ha um polimorfismo cristalino verdadeiro.

A forma cristalografica obtida nestes solventes, forma I, possui grupo espacial monoclinico P2;/c. [32] Duas
moléculas de ibuprofeno formam um dimero ciclico, através das ligacdes de hidrogénio dos grupos carboxilicos.
O dimero R,S (*) — IBP ¢é formado por ligacdes de hidrogénio através de um centro de inversdo, com uma
molécula na configuracio R e outra na configuracio S (Figura 1.12).

Adicionalmente a2 bem conhecida fase cristalina I, que funde a aproximadamente 75°C, foi recentemente encon-
trada outra fase cristalina (II), que funde a uma temperatura mais baixa (17°C) e é menos estavel. [30] A compa-
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ragdo das entalpias de fusio das duas formas e a auséncia de transi¢do sélido-sélido conduz a forte suspeita que
estas duas variedades polimérficas formam um sistema monotrépico: a fase I é a forma estavel ¢ a fase I1 é a

metaestavel. [32]

Figura 1.12 — Estrutura do polimorfo I da molécula de ibuprofeno.[33]
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2. Resultados e Discussao

2.1 Estudo da Pirazinamida

2.1.1 — Avaliacao Preliminar

Na tabela 2.1 sdo apresentadas imagens registadas sob luz polarizada dos sélidos obtidos por cristalizagio a

partir das solugdes, por liofilizagao e também da amostra de partida.

Tabela 2.1 — Pirazinamida: Imagens dos sdlidos obtidos em diferentes condigbes experimentais (luz polarizada,

ampliagao 200x)
Hibito Cristalino Solvente Hibito Cristalino Solvente
# (200x) Processo de Cristalizacdo # (200x) Processo de Cristalizagio
- Acetona
1 . 4
Amostra comercial P1
- Dioxano
2 P2 5 P1
Agua Acetonitrilo
3 P1 6 P1

Como pode concluir-se das imagens apresentadas na tabela, os sélidos obtidos apresentam morfologias diferen-
tes. Nas amostras obtidas em 4gua e acetona, na amostra comercial e na obtida por liofilizagdo, os cristais tém a
forma de agulhas, apesar de apresentarem tamanhos diferentes, muito mais finos no caso do liofilizado. Os
cristais que precipitaram usando dioxano e acetonitrilo como solvente apresentam-se sob a forma de placas.

A caracteriza¢do dos sélidos #1 a #5 foi efectuada por difracgdo de raios-X de péd. Os difractogramas obtidos
experimentalmente estdo representados nas Figuras 2.1 a 2.4, conjuntamente com os espectros simulados que

mais se lhe aproximam.
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a) b)

Intensidade

Intensidade

2Theta /¢ 2Theta /¢

Figura 2.1 — Espectro de difracgio de raios X de pé: a) pirazinamida comercial; b) simulado para a forma a.

O difractograma de p6 da forma « da pirazinamida tem picos caracteristicos a 20 = 7.8, 13.7, 15.3, 17.7, 24.3,
26.4,27.4, 27.6, 27.8°. A semelhanca dos perfis dos difractogramas da pirazinamida comercial com o desta for-
ma ndo deixa ddvidas de que a amostra de partida é o polimorfo a.

Para a pirazinamida cristalizada em agua (conforme descrito na secc¢do 4.1.1.1) fez-se um estudo semelhante:
nao foram encontradas mudangas significativas na estrutura do solido relativamente 4 amostra comercial pois,
apesar de ter sido cristalizada a partir de agua, o difractograma possui picos com localizacdo e intensidade relati-
va idénticas as presentes no polimorfo alfa da pirazinamida, tendo assim sido o sélido identificado com a forma
o.

Do mesmo modo, a coincidéncia do espectro obtido para a amostra obtida por liofiliza¢ido e do simulado para a
forma y permitiu concluir que por liofiliza¢ao se obteve o polimorfo vy, Figura 2.2, com picos caracteristicos a 20

=129,17.3,184,23.9, 25.4,25.9, 27.2, 27.4, 29.7, 30.3, 33.6, 39.3°.

a) b)

Intensidade
Intensidade

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

2Theta /¢ 2Theta /¢

Figura 2.2 — Espectro de difraccio de raios X de p6: a) amostra de pirazinamida obtida por liofilizacao; b) simulado para o

polimorfo y.

A cristalizacdo de acetona origina a forma 8 da pirazinamida (Figura 2.3), com picos caracteristicos a 20 = 9.1,

16.4,17.3,18.2, 20.0, 23.5, 27.7°.
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Figura 2.3 — Espectro de difraccdo de raios X de p6: a) pirazinamida cristalizada em acetona: b) simulado para a forma 8.

Em dioxano foi obtida uma mistura das formas  ( 20 = 12.6, 16.8, 16.9, 25.3, 25.5, 26.7, 27.2°) e vy, como se

conclui da Figura 2.4.
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Figura 2.4 — Espectro de difrac¢do de raios X de p6: a) amostra cristalizada em dioxano; b) espectro simulado das formas

Bey.

A amostra cristalizada em acetonitrilo nao foi avaliada por este método de estudo e sera discutida mais a frente.
Dispomos de amostras puras dos polimorfos a, & e y da pirazinamida, sendo portanto possivel fazer a sua

caracterizagdo por espectroscopia de infravermelho e investigar a relacdo de estabilidade entre as fases.

2.1.2 — Caracterizacdo por Espectroscopia de Infravermelho

A analise por espectrofotometria de infravermelho pode ser de grande utilidade na caracterizacido de estruturas

polimérficas, quanto a sua estrutura quimica, fornecendo indicagdo de ocorréncia de modificagbes apds o pro-
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cesso de cristalizagdo. Para poder ser utilizada com esta finalidade é necessario produzir amostras puras de cada
um dos polimorfos e caracteriza-los previamente.

Nos estudos publicados sobre infravermelho da pirazinamida no estado sélido, foi utilizada a forma o [34,35] e
em muitos trabalhos nio ¢ identificado o polimorfo utilizado. [36—40] Neste trabalho estamos em condi¢des de
fazer a caracterizagdo espectroscopica das formas «, y ¢ 8 da pirazinamida.

Neste composto sao de particular relevancia os modos vibracionais envolvendo os grupos N—H e C=0O (grupos
envolvidos na formagao de ligagdes de hidrogénio), que serdo alvo de andlise mais detalhada.

Os espectros de infravermelho registados para os polimorfos o, & ¢ y da pirazinamida sio apresentados nas
Figuras 2.5 a 2.7. Estes espectros foram obtidos em pastilha de KBr. Espectros obtidos no modo de reflectiancia

total atenuada provaram que a prepara¢io da pastilha nio tem efeito nas formas polimérficas.

a) b)

1707

3412

3161

3289

Absorvancia / a.u.
Absorvancia/ a.u.

U T T T T T T T 1
T T T T T T T T 1 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
3600 3500 3400 3300 3200 3100 3000 2900 2800 .
P Numero de onda/ cm
Numero de onda/cm

Figura 2.5 — Espectro de IV da pza comercial, polimorfo a: a) 3650 — 2800 cm!; b) 2000 — 400 cm.

Sdo registadas diferencas notdrias nos espectros dos trés polimorfos. Iremos referir as mais significativas.

O espectro de absor¢io na regido do infravermelho da pirazinamida comercial (Figura 2.5, polimorfo o) apre-
senta bandas intensas em 3412, 3289 e 3161 cm’!, atribuidas a elongacio do N-H, e em 1707 cm! atribuida ao
grupo amida (elongacio C=0 e deformacio angular NH, / amida I)). No caso do polimotfo y, Figura 2.6, a
elongacdo do N-H da origem a bandas em 3433, 3308, 3252 e 3166 ¢ a vibragdo Amida I da lugar a bandas em
1707 € 1686 cm™.
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Figura 2.6 — Espectro de IV da pza liofilizada, polimorfo y: a) 3650 — 2800 cm!; b) 2000 — 400 cmL.

O espectro de IV do polimorfo 8, Figura 2.7, apresenta na regido de elongacio do N—H, um perfil préximo do

do polimorfo «, mas os maximos de absorvancia situam-se a 3426, 3287 e 3168 cml. Recordar que na estrutura

cristalina de ambos os polimorfos estdo presentes dimeros centrossimétricos os quais ndo existem no polimorfo

y. A vibracio Amida I tem o maximo de absorvancia no valor de energia mais baixo dos trés polimorfos, 1674

cml,

1,6 3426

3168
0,84

Absorvancia/ a.u.
>
1

3287
0,64

04

0,2

T T T T T T T T 1
3600 3500 3400 3300 3200 3100 3000 2900 2800

Numero de onda / cm’”

b)

Absorvancia / a.u.

2,01 1674
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2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Numero de onda/cm™

Figura 2.7 — Espectro de IV da pza cristalizada de acetona a 25°C, polimotfo 8: a) 3650 — 2800 cm'; b) 2000 — 400 cm'.

2.1.3 — Investigacao de relacoes de estabilidade dos polimorfos da Pirazinamida

Iniciou-se a investigagdo com o estudo de pza comercial, polimorfo «, por calorimetria diferencial de varrimen-

to, com velocidade de varrimento § = 10°C/min., efectuando aquecimento entre 25°C e 197°C.

A Figura 2.8 mostra um termograma tipico obtido nestas condi¢des para a pza comercial.
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Figura 2.8 — Curva de DSC do polimorfo o da pirazinamida: aquecimento de 75°C até 197°C; § = 10°C/min.;

m = 1,22mg.

A curva de de DSC do polimotfo « apresenta dois sinais endotérmicos. De um conjunto de 6 amostras inde-

pendentes, obteve-se para o 1°pico os valores de Tonsee = (146,2 = 0,3) °C ¢ AH = (1,4 + 0,3) kJ/mol, e para o
2°pico Tonser = (188,1 £ 0,5) °C e AH = (28,1 £ 0,2) kJ/mol. A Tabela 2.2 sumaria os resultados obtidos.

Tabela 2.2 — Valores de temperatura e de entalpia das transiges observadas no aquecimento da

pirazinamida, polimotfo o, § = 10°C/min.

1°Pico 2°Pico
# T onset AH Tonset AH
CO  (J/mol €O (g/mo)
1 146,2 1,5 188,3 28,0
2 146,4 1,7 188,6 28,4
3 145,9 1,2 187,8 28,1
4 146,6 0,9 187,3 28,0
5 145,8 1,6 188,1 28,3
6 146,3 1,2 188,3 27,9
Média e desvio padrio 146,210,3 1,410,3 188,1+0,5 28,110,2

A partir do conhecimento termodinamico que se tem e dos valores de entalpia calculados, podemos prever que

o 1°pico da curva de DSC da Figura 2.8 corresponde a uma transicio de fase solido-sélido do composto e o 2°

pico corresponde a sua fusdo, uma vez que o valor de entalpia deste ultimo é muito supetior, quando compata-

do com o primeiro. Um processo de aquecimento de 25°C até 197°C efectuado por termomicroscopia permitiu

registar as imagens apresentadas na Figura 2.9.
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34°C 97°C 135°C 153°C
155°C 158°C 172°C 177°C
184°C 187°C 189°C 192°C

Figura 2.9 — Transi¢des de fase observadas para a pza comercial, por termomicroscopia de luz polarizada, no decurso do

aquecimento de 25°C a 197°C; § = 10°C/min., ampliagio 200x.

Estas imagens confirmam a identificag@o das transi¢Oes discutidas acima.

Seguidamente, fez-se um estudo mais pormenorizado destes resultados, realizando dois aquecimentos: um pri-
meiro, até ao fim da transi¢ao de fase (de 25°C até 160°C), seguido de arrefecimento até 25°C e depois de aque-
cimento até a fusdao (de 25°C até 197°C). Os resultados obtidos estdo exemplificados na Figura 2.10. Nos pro-
cessos de arrefecimento nio foi registado qualquer pico (arrefecimento conduzido a 20°C/min., 10°C/min.,

5°C/min. e 2°C/min.).
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Figura 2.10 — Cutva de DSC da pza comercial, com = 10°C/min., e m = 1,15mg : a) 1° aquecimento de 25°C a 160°C;

b) 2° aquecimento de 25°C a 197°C, ap6s arrefecimento do sélido 2, até a temperatura ambiente.
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Os resultados de quatro experiéncias levadas a cabo nestas condi¢des estdo indicados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Valores de temperatura e de entalpia de transigio obtidos por aquecimento da

pirazinamida, polimotfo «, nas condi¢Ges indicadas na Figura 2.10, § = 10°C/min.

Curva a) Curva b)
# Tonset AH Tonset AH
O (kJ /mol) O (kJ/mol)
1 146,4 1,4 188,5 28,1
2 146,2 1,2 1879 28,4
3 146,2 1,6 188,2 27,7
4 146,5 1,4 188,4 28,2
Média e desvio padrio 146,310,2 1,4%0,2 188,3+0,2 28,1£0,3

Com estes resultados podemos confirmar a existéncia de uma transicio de fase por volta dos 146°C (no 1°
aquecimento), Tonsee = (146,3 £ 0,2)°C, AH = (1,4 £ 0,2) kJ/mol, n = 4 e apenas a ocorréncia de fusio, por
volta dos 188°C, no 2° aquecimento, Tonser = (188,3 £ 0,2)°C, AH = (28,1 * 0,3) kJ/mol. Pode concluit-se que a
forma inicial da pza comercial se transforma noutra e que ¢ esta segunda que softre fusio.

O espectro de infravermelho da amostra obtida apds a transicdo solido-solido, Figura 2.11, aponta para a trans-

formacdo do polimorfo « no polimorfo y.
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Figura 2.11 — Espectro de IV da pza comercial: a) composto de partida; b) ap6s transi¢ao sélido-sélido: i) 3650 — 2800 cm-
1 i) 2000 — 400 cm.

Com a técnica de difrac¢do de raios X aplicada a uma amostra de pza comercial aquecida até 160°C, confirmou-
se que a forma cristalina final (apds transicao sélido-sélido) é a forma gama (y-pirazinamida).

Uma amostra obtida por aquecimento do polimorfo a até 160°C foi deixada a temperatura ambiente e foi
novamente analisada 3 meses depois, efectuando um aquecimento até 197°C, verificando-se que, mesmo apds
este tempo, ndo sofreu alteracdo: o termograma obtido ¢ similar ao apresentado na Figura 2.10 b).

Para o polimorfo obtido por liofiliza¢io, polimorfo y, o estudo calorimétrico por DSC conduziu a curvas

exemplificadas na Figura 2.12, o que era o esperado, atendendo aos resultados ja referidos.
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Figura 2.12 — Curva de DSC do polimorfo y da pirazinamida; aquecimento de 25°C até 197°C; B = 10°C/min.;
m = 3,03mg.

Na curva de DSC do polimorfo y (Figura 2.12) observa-se apenas um sinal endotérmico, correspondente a
fusido da amostra. De um conjunto de 3 amostras independentes, obteve-se para o processo de fusdo os valores

de Tonser = (188,2 £ 0,1)°C e AH = (28,0 £ 0,2)k] /mol, Tabela 2.4.

Tabela 2.4 — Valores de temperatura e de entalpia de transi¢do de fase registada no aque-

cimento da pirazinamida, polimorfo y, § = 10°C/min.

# Tonset AH
(°C) (kJ/mol)
1 188,1 28,0
2 188,1 278
3 188,3 28,2
Média e desvio padrio 188,210,1 28,010,2

Com estes resultados podemos concluir que esta forma polimorfica da pirazinamida ndo experimenta qualquer

transformacao sélido-sélido, antes da fusio.

A amostra de pza cristalizada de acetona (polimorfo 8) foi também caracterizada por calorimetria diferencial de

varrimento, realizando ensaios de aquecimento até 197°C, com velocidade de 10°C/min. (Figura 2.13).
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Figura 2.13 — Curva de DSC do polimotrfo 8 da pirazinamida (aquecimento de 25°C até 197°C; § = 10°C/min.;
m = 1,47mg).

Podemos verificar novamente a ocorréncia de duas transformac¢des endotérmicas, sendo que a primeira corres-
ponde a transi¢io solido-solido, Tonsee = (130,5 £ 0,3) °C, AH = (1,7 + 0,2) kJ/mol, n = 5, e a segunda a fusio,
Tonsee = (188,3 £ 0,1) °C, AH = (27,6 * 0,6) kJ/mol, n = 5. A Tabela 2.5 resume os resultados obtidos.

O polimorfo § foi entdo aquecido até 165°C (apds a transicao solido-solido), ndo se tendo observado qualquer
transicdo de fase no arrefecimento subsequente até a temperatura ambiente. O espectro de difrac¢do de raios-X
de p6é da amostra resultante deste ciclo de aquecimento/ arrefecimento permitiu concluir que a forma delta se

transforma no polimorfo gama, apds aquecimento.

Tabela 2.5 — Valores de temperatura e de entalpia das transi¢des de fase registadas no aqueci-

mento da pirazinamida, polimotrfo §, § = 10°C/min.

1°Pico 2°Pico
” Tonset AH Tonset AH
°C) (k] /mol) °C) (k] /mol)
1 130,8 1,8 188,4 279
2 130,3 1,7 188,1 26,8
3 130,4 1,8 188,4 27,5
4 130,1 1.4 188,3 279
5 130,7 1,7 188,2 27,8
Média e desvio padrio 130,5+0,3 1,710,2 188,310,1 27,6£0,6

Na Figura 2.14 a), podemos verificar a existéncia de uma grande irregularidade no pico correspondente a transi-
¢do solido-sélido, o que podera indicar a co-existéncia de varias transformacdes. Sendo assim, fez-se um novo
estudo, efectuando um aquecimento até 137°C, que é a zona onde existem os varios picos (Figura 2.14 b)). O

espectro de difracgio de raios X de p6 desta amostra confirmou tratar-se da forma y da pirazinamida, ndo ocor-
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rendo qualquer outra transicdo de fase, apesar da irregularidade apresentada nos picos, que podera resultar de

heterogeneidade das particulas sélidas.

Fluxo de Calor (mW)

36 4

34

32

——»b) Aquecimento até 165¢C
a) Aquecimento até 137:C

T
120

T
140
Temperatura (¢C)

Figura 2.14 — Curvas de DSC para a pza cristalizada em acetona, § = 10°C/min.: a) aquecimento de 25°C até 137°C, m =

1,47 mg; b) aquecimento de 25°C até165°C, m = 1,52 mg.

Foram obtidas para a amostra de pirazinamida gerada por cristalizacio em acetonitrilo, amostra #6 na Tabela

2.1 as curvas de DSC apresentadas na Figura 2.15 registadas em diferentes condi¢oes experimentais: aquecimen-

to até a fusio no caso da cutva a e num ciclo de aquecimentos/ atrefecimentos no caso das curvas b. Os arrefe-

cimentos foram realizados a 10°C/min. nio se registando qualquer transicio de fase nesses varrimentos.

Fluxo de Calor (mW)

Temperatura (°C)

Figura 2.15 — Curvas de DSC para a pza cristalizada em acetonitrilo (polimotfos « ¢ 8): a m = 1,61 mg, aquecimento de

25°C até 197°C; b1 m = 1,81 mg, aquecimento de 25°C até 135°C; b2 aquecimento de 25°C até 165°C apos

arrefecimento de b1 até 25°C; b3 aquecimento de 25°C até 197°C ap6s arrefecimento de b2 até 25°C; § =

10°C/min.
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Na Figura 2.15, observam-se duas transi¢des endotérmicas antes do pico de fusio. Estas transformagdes de fase
foram estudadas por espectroscopia de I'V.

O espectro de 1V da amostra de partida, Figura 2.16 a), confirma que na cristalizacdo em acetonitrilo foi gerada
uma mistura dos polimorfos a e 8 (Figura 2.16 a)). Registou-se também espectros de IV da amostra aquecida até
135°C (como na curva de DSC b1 da Figura 2.15), Figura 2.16 b)), seguida de arrefecimento até 25°C, e da

amostra aquecida até 165°C, Figura 2.16 ¢).
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Figura 2.16 — Espectro de Infravermelho de: a) amostra de pirazinamida cristalizada em acetonitrilo; b) amostra anterior
ap6s aquecimento até 135°C; ¢) amostra apds aquecimento até 165°C; A) espectros dos polimorfos o e

8 puros; B) espectro do polimorfo y puro.

Sdo evidentes a partir da Figura 2.16 as transi¢des do polimorfo & para o polimorfo a que, posteriormente, se
transforma no polimorfo y. A identidade das fases sélidas foi ainda confirmada por difrac¢do de raios-X, reali-
zadas em amostras preparadas de forma similar.

Apesar de nio poder ser obtida a forma polimoérfica § pura, os dados de DSC e termomicroscopia realizados na
amostra #5 (3 + y) mostram uma transi¢cao sélido-sélido endotérmica aos 95°C, B = 10°C/min. (Figura 2.17),
originando o polimorfo y, como depois foi confirmado por espectroscopia de IV e pela temperatura de fusio

caracteristica.
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Figura 2.17 — a) Cutvas de aquecimento da pza cristalizada de dioxano, polimotfos B e y; m = 1,66 mg; 8 = 10°C/min. b)

Imagens de termomicroscopia registadas antes e depois da transicao sélido-sélido.

Estabilidade relativa dos polimorfos de pirazinamida

Todas as transicoes de fase verificadas no estudo da pirazinamida sao endotérmicas e na auséncia de mudancas
conformacionais significativas da molécula de pza nos diferentes polimorfos, este comportamento aponta para
uma relagdo enantiotrépica entre as fases envolvidas. [12,26,41] De acordo com Burger ¢ Ramberger, esta regra
da entalpia da transicdo faz previsdes correctas em 99% dos casos. [26] A partir do estudo do comportamento
térmico das formas o, B, 8 e y da pirazinamida, pode-se prever o diagrama energia de Gibbs em func¢io da tem-

peratura que se apresenta na Figura 2.18.

Energia
-
¥

T o T

Temperatura

Figura 2.18 — Diagrama de enetgia / temperatura das formas cristalinas («, 8, 8 e y) da pirazinamida; G representa a enet-

gia de Gibbs, T a temperatura de transicao.
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De acordo com este diagrama o polimorfo 8 é a forma sélida termodinamicamente estivel a temperatura
ambiente, ¢ o polimorfo y ¢ a forma cristalina mais estavel acima de ~ 145°C. De realcar a elevada estabilidade

cinética de todas as formas polimoérficas da pirazinamida.

2.2 Estudo da Picolinamida

Na tabela sdo apresentadas imagens registadas sob luz polarizada das formas sélidas obtidas por cristalizacdo a

partir das solugbes e também da amostra de partida.

Tabela 2.6 — Picolinamida: Imagens dos sélidos obtidos em diferentes condi¢gdes experimentais (luz polarizada,

ampliagao 200x)
Hibito Cristalino Solvente Hibito Cristalino Solvente
# (200x) Processo de Cristalizagdo # (200x) Processo de Cristalizacio
| =
s - Etanol
1 . 4 ,
Amostra comercial P1
Acetato de etilo Etanol
2 P1' 5 P2’
Acetato de etilo
3 P2

Foram observadas formas cristalinas com diferentes morfologias. Quer na utilizagdo de acetato de etilo, quer na
amostra comercial, foram obtidos cristais com a forma de placas, apesar de apresentarem tamanhos diferentes.
Os cristais que precipitaram usando etanol como solvente apresentam a forma de aglomerados esféricos.

Devido a problemas técnicos com o difractémetro de raios-X de p6é do Departamento de Fisica da Universida-

de de Coimbra, nio foi possivel caracterizar as amostras por este método.

2.2.1 — Estudo da Picolinamida comercial

Apenas a picolinamida comercial foi caracterizada num equipamento de difrac¢ao de raios-X de po, sendo a
amostra sujeita a moagem antes do ensaio. O difractograma obtido esta representado na Figura 2.19, juntamen-

te com o espectro simulado da forma cristalina de picolinamida que se encontra caracterizada estruturalmente.
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[24] O difractograma de p6 da picolinamida comercial tem picos caracteristicos a 20 = 16.65, 17.37, 20.68,

25.16, 28.02, 35.00°.

——b) Simulado
a) Experimental

Intensidade

S

T T T 1
10 20 30 40

2Theta /¢

Figura 2.19 — Espectro de difrac¢io de raios X de p6 da picolinamida comercial: a) experimental; b) simulado.

Da comparagio entre os dois difractogramas ndo ¢ possivel afirmar que nos dois casos as moléculas tenham a
mesma orientacio cristalografica. Voltaremos a discutir estes resultados mais tarde.

O comportamento térmico da amostra de picolinamida comercial, foi investigado por calorimetria diferencial de
varrimento e por termomicroscopia com luz polarizada.

Na Figura 2.20 é apresentada uma curva tipica obtida no estudo da picolinamida comercial por calorimetria
diferencial de varrimento, com uma velocidade de vartimento 3 = 10°C/min., realizando um aquecimento de

25°C até 115°C.
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Figura 2.20 — Curva de DSC para a PA comercial: aquecimento de 25°C até 115°C; = 10°C/min.; m = 1,38mg.

A curva de DSC da PA comercial, Figura 2.20, apresenta tipicamente trés sinais endotérmicos. De um conjunto

de 3 amostras independentes, obteve-se para o 1°pico os valores de Tonser = (80,220,05) °C e AH =
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(0,20£0,01)k] /mol, para o 2°pico os valores de Tonser = (101,7510,08) °C e AH = (0,2210,01) kJ/mol e para o
3°pico os valores de Tonser = (106,710,1) °C e AH = (18,7£0,05) k] /mol, Tabela 2.7.

Tabela 2.7 — Valores de temperatura e de entalpia das transigoes de fase registadas no aquecimento da pico-

linamida, amostra comercial, § = 10°C/min.

1°Pico 2°Pico 3°Pico
# Tonset AH Tonset AH Tonset AH
(C)  (J/mol)  (°C)  (J/mol)  (°C)  (KkJ/mol)
1 80,2 0,20 101,8 0,22 106,6 18,7
2 80,2 0,19 101,7 0,22 106,8 18,7
3 80,2 0,20 101,8 0,21 106,7 18,8
Média e desvio padrdo | 802+0,05 0,20+0,01 101,75+0,08 0,22+0,01 106,7+0,1 18,7+0,05

Imagens de termomicroscopia obtidas num varrimento realizado em condi¢des idénticas, sdo apresentadas na

Figura 2.21 e confirmam o primeiro processo endotérmico como uma transi¢ao solido-sélido.

25°C

96°C 98°C

108°C 115°C

Figura 2.21 — Transicoes de fase observadas para a PA comercial, por termomicroscopia de luz polarizada, no decurso do

aquecimento de 25°C a 115°C; § = 10°C/min., ampliagio 200x.

Uma vez confirmada a existéncia de transi¢bes solido-solido no aquecimento da amostra de picolinamida
comercial, estudou-se este processo em mais pormenot. Fizeram-se ciclos de aquecimento/ arrefecimento até

95°C e até 105°C (temperaturas a que se verifica o fim da transicdo), que se encontram representadas nas Figu-
ras 2.22 e 2.23.
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Figura 2.22 — Curvas de DSC para a PA comercial, § = 10°C/min., m = 1,47mg: a) aquecimento de 25°C até 95°C, segui-

do de arrefecimento até 25°C; b) 2° aquecimento de 25°C até 115°C.
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Figura 2.23 — Curvas de DSC para a PA comercial, = 10°C/min., m = 1,43mg: a) aquecimento de 25°C até 105°C, segui-

do de arrefecimento até 25°C; b) 2° aquecimento de 25°C até 115°C.

Como ¢ visivel na Figura 2.22 no processo de arrefecimento nio ¢ registada qualquer transicao de fase, o que se
confirma pela auséncia de endotérmica correspondente a transi¢ao solido-sélido na curva b). Em contrapartida
no processo de arrefecimento ilustrado na Figura 2.23, regista-se um processo exotérmico, de baixa energia e no
aquecimento subsequente apenas o principal pico de fusio é observado.

Antes de passar a avaliacdo por espectroscopia de Infravermelho dos diferentes sélidos obtidos nestes ciclos de
aquecimento/ arrefecimento, referiremos os resultados de estudos por DSC dos sélidos obtidos por arrefeci-
mento do fundido.

Nas Figuras 2.24 e 2.25 ilustram-se alguns resultados de ciclos de aquecimento/ arrefecimento a partir do fun-
dido, B = 10°C/min. Como se vé na Figura 2.24 c) apds a cristalizacio do fundido sio obtidos dois picos de
elevada entalpia com Toner = 102°C e 106°C, que indiciam fusdo de duas formas polimérficas diferentes. Com
base nestes resultados é razoavel interpretar a transi¢ao a 102°C como um processo de fusdo. Neste sentido o

ciclo aquecimento/ arrefecimento ilustrado na Figura 2.23 a) terminatia com a fusio de uma contribui¢do resi-
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dual de uma forma sélida que no arrefecimento cristaliza no polimorfo mais abundante obtendo-se em seguida

fusdo desta forma pura, Figura 2.23 b). Pode concluir-se que da comparacio das Figuras 2.24 ¢ 2.25 que o arre-

fecimento do fundido pode resultar em formacao de estruturas diferentes em ciclos diferentes.
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Figura 2.24 — Curvas de DSC para a PA cometcial, § = 10°C/min., m = 1,64mg: aquecimento, seguido de arrefecimento e

novo aquecimento.
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Figura 2.25 — Curvas de DSC para a PA comercial, m = 1,47mg: 1°aquecimento, § = 10°C/min; 1°arrefecimento, p =

1°C/min.; 2°aquecimento, B = 10°C/min.; 2°rrefecimento, 8 = 10°C/min.; 3°aquecimento, § =

10°C/min.

Foram registados os espectros de FTIR/ATR da amostra obtida em ciclos de aquecimento/ arrefecimento

como referidos na Figura 2.22 a) e 2.23 a). Os espectros sao apresentados na Figura 2.26, onde estdo também

identificadas as bandas principais.
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Figura 2.26 — Espectro de IV/ATR da PA comercial: 2) composto de partida; b) ap6s aquecimento até 95°C; ¢) apds

aquecimento até 105°C.

E interessante verificar a semelhanca do perfil das bandas do espectro da picolinamida comercial, Figura 2.26 a)
na regido de elongacido do N—H, com o dos espectros dos polimorfos o e & da pirazinamida (Figuras 2.5 ¢ 2.7).
Relembremos que nestas duas fases da pirazinamida ha associacio molecular com a formacio de dois dimeros
centrossimétricos, que estdo também presentes no cristal da picolinamida.

Os espectros dos solidos resultantes dos diferentes tratamentos térmicos diferem principalmente, como espera-
do na regido de elongagio do N—H e na amida I. O espectro c) apresenta grande semelhanca com o obtido por
Fausto e Colaboradores [23, 25] para um cristal obtido por annealing dum filme de vidro a T' = 280 K e corres-
ponde a um polimorfo diferente do que esta presente na amostra de partida.

O espectro apresentado na Figura 2.26 b), na interpretacdo que temos vindo a fazer, seria originado por uma
mistura de polimorfos. Para a validacdo desta interpretagio sera essencial proceder ao estudo por difraccio de
raios-X de p6 das amostras preparadas de modo idéntico.

Numa nota final, apresenta-se na Figura 2.27 A o espectro FTIR/ATR, registado apés moagem da amostra de
picolinamida comercial em almofariz, no procedimento habitualmente usado na preparacio de pastilha para
infravermelho. Como ¢ evidente da comparacdo com o espectro da amostra analisada sem preparacio, Figura
2.27 B, a moagem produz alteracdo da forma polimérfica. Lembremos que na obtencio do espectro de difrac-
¢io de raios-X de pé apresentado na Figura 2.19 se procedeu a2 moagem do composto. Serd, portanto, necessa-
rio realizar mais ensaios sobre a amostra comercial para confirmar as conclusoes que a Figura 2.19 indica: as

diferencas observadas nos difractogramas poderao resultar da moagem da amostra.
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—— B: Amostra comercial
a) b) —— A: Amostra comercial sujeita a moagem

—— B: Amostra comercial
U197 —— A: Amostra comercial sujeita a moagem
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Figura 2.27 — Espectro de IV/ATR da picolinamida: a) 3600 — 2800 cm'; b) 1700 — 600 cm!; A: amostra cometcial sujeita

a moagem; B: amostra comercial.

2.2.2 — Estudo da Picolinamida cristalizada em acetato de etilo e em etanol

A investigacdo do comportamento térmico das diferentes amostras obtidas por cristalizacdo em solugdo por
calorimetria diferencial de varrimento, de 25°C até a fusio esta ilustrado nas Figuras 2.28 a 2.29. Para os sélidos
obtidos por cristalizacdo em etanol e em acetato de etilo a temperatura ambiente ¢ registado um pico de fusio
latgo com temperatura de onset entre 96 e 97°C e entalpia compreendida entre 15 e 18 kJ/mol. Os ensaios
foram efectuados 3 semanas apds a preparacio das amostras e nio é expectavel que a largura do pico possa ser
devida a contaminacdo com o solvente. Em ensaios realizados dois meses mais tarde verificou-se que nio ocot-
reu alteragdo na amostra cristalizada de etanol, enquanto que evoluc¢io nitida teve lugar na amostra cristalizada
de acetato de etilo a temperatura ambiente, Figuras 2.30 e 2.31.

Na amostra obtida por cristalizacio em acetato de etilo, com evaporagio do solvente a 4°C, para além deste
primeiro pico, é também observado um segundo pico com temperatura de onset Tonsee ~ 105°C. Estes resulta-
dos apontam para a existéncia de polimorfos gerados concomitantemente por este método de cristalizagdo,
estando previstas novas experiéncias para verificar a reprodutibilidade dos resultados e caso esta se confirme, a

investigacdao do sélido obtido por difrac¢ao de raios-X de p6 e de monocristal.
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——b) PA em acetato de etilo (frio)
——a) PA em acetato de etilo (T amb.)
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Figura 2.28 — Curvas de DSC pata a PA cristalizada em acetato de etilo, 8 = 10°C/min.: a) método P1', m = 1,47 mg; b)
método P2', m = 1,48 mg.
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Figura 2.29 — Curvas de DSC para a PA cristalizada em etanol, § = 10°C/min.: a) método P1', m = 1,52 mg; b) método
P2, m = 1,49 mg.
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——b) Aquecimento em Maio
a) Aquecimento em Marco
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Figura 2.30 — Curvas de DSC para a PA cristalizada em acetato de etilo a temperatura ambiente, § = 10°C/min.: a) aque-

cimento em Mar¢o, m = 1,38 mg; b) aquecimento em Maio, m = 1,35 mg.

——b) Aquecimento em Maio
a) Aquecimento em Marco
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Figura 2.31 — Curvas de DSC para a PA cristalizada em etanol a temperatura ambiente, 8 = 10°C/min.: a) aquecimento em

Margo, m = 1,39 mg; b) aquecimento em Maio, m = 1,44 mg.

2.3 Estudo do Ibuprofeno

Como referido na secgdo 1.4.3, esta descrito que a mesma forma polimérfica do ibuprofeno é obtida por crista-
lizacdo em varios solventes e seguindo varios métodos experimentais. Os cristais tém morfologias diferentes e

propriedades mecanicas diferentes. [28,30,31,42]
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Neste capitulo apresentam-se os resultados preliminares dum estudo calorimétrico das amostras sélidas do ibu-
profeno cristalizadas em diferentes solventes e também de amostras comerciais de duas origens distintas, reali-
zado com o objectivo de averiguar o seu comportamento térmico.

As formas sélidas obtidas por cristalizagdo a partir das solu¢des do ibuprofeno estido apresentadas na tabela

seguinte.

Tabela 2.8 — Imagens de formas sélidas do Ibuprofeno obtidas em diferentes condi¢des experimentais (luz pola-

rizada, 200x)
Hibito Cristalino Solvente Hibito Cristalino Solvente
Processo de Cristalizacdo #” (200x) Processo de Cristalizagdo
- T & - Acetona
. . 4 i
Comercial, Sigma . ; p2"
L 1-d “ =
Acetona é T n-Hexano
5 YL &Y |
P1" e . o A P2"
b
n-Hexano
Pl"

Efectuou-se um estudo por difraccio de raios-X de pé das amostras de Ibuprofeno da Sigma e da amostra cris-
talizada de n-Hexano a temperatura ambiente. O difractograma obtido experimentalmente para a amostra da
Sigma e o simulado para a forma I estdo representados na Figura 2.32. O espectro obtido para a amostra crista-

lizada em n-hexano era indistinguivel destes.

——Db) IBP Sigma
a) IBP forma |

Intensidade

T T T T 1
0 10 20 30 40

2Theta / ¢

Figura 2.32 — Espectro de difrac¢ao de raios X de p6 do ibuprofeno: a) forma I; b) Sigma.
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Da comparagio entre os dois difractogramas ¢ possivel afirmar que em ambos os casos as moléculas tém a
mesma orientacao cristalografica.

Iniciou-se o estudo das amostras de ibuprofeno comercial da Sigma e da USP por Calorimetria Diferencial de
Varrimento, com uma velocidade de vartimento 3 = 10°C/min., realizando um aquecimento de 25°C até 95°C

(Figuras 2.33 e 2.34).
40-
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Figura 2.33 — Curva de DSC para o IBP comercial, Sigma: aquecimento de 25°C até 95°C; § = 10°C/min.; m = 1,25mg.
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Figura 2.34 — Curva de DSC para o IBP USP: aquecimento de 25°C até 95°C; 8 = 10°C/min.; m = 1,34mg.

As curvas de DSC apresentam apenas um sinal endotérmico, estando os parametros caracteristicos da curva de

fusdo apresentados na Tabela 2.9.
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Tabela 2.9 — Valores de temperatura e de entalpia da transi¢ido de fase registada no

aquecimento do ibuprofeno, amostra da Sigma e da USP, = 10°C/min.

Sigma usr
” Tonset AH Tonset AH
°C)  (J/mol) | (C)  (J/mol)
1 74,7 25,1 75,2 25,7
2 75,3 253 75,2 25,6
3 75,1 26,0 75,2 25,6
4 75,1 24,6 75,2 25,7
Média e desvio padrdo | 751+(0,3 25,3%0,5 75,2£0,05  25,7+0,05

Nio ha diferencas significativas entre os resultados obtidos para as duas amostras, apesar do pico de fusio da
amostra da USP ser mais estreito.

O estudo das amostras ibuprofeno obtidas por cristalizagio de acetona (P1" e P2") foi realizado por calorimetria
diferencial de varrimento, na mesma gama de temperatura, com velocidades de varrimento diferentes (8 =

10°C/min. e § = 2°C/min., Figura 2.35).

a) — 2 - Cristalizagao a frio b) —— 4 - Cristalizagao a frio

——1-Cristalizagao & T amb —— 3 - Cristalizagao a T amb
244 28
324
26
g s
é 28 E
s 5 27
S 264 8
S 3
o 24 o 22 4
x x
=] =]
2 ] 2 /N
204 20 3 7/ \
18 4
T 1 18 T 1
70 75 80 70 75 80
Temperatura (:C) Temperatura (:C)

Figura 2.35 — Curva de DSC para o IBP cristalizado de acetona, procedimentos P1’ e P2’, aquecimento de 25°C até 95°C:
a) B =10°C/min., m = 1,34mg; b) § = 2°C/min.; 3 m = 1,38mg; 4 m = 1,35 mg.

O pico de fusio obtido a partir da amostra cristalizada a temperatura ambiente apresenta-se parcialmente divi-
dido. Uma explicagdo comum para este facto é a existéncia de polimorfismo. Os pardmetros caractetisticos

destas curvas estdo apresentados na Tabela 2.10.
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Tabela 2.10 — Valores de temperatura e de entalpia da transigdo de fase registada no aquecimento do ibuprofeno

cristalizado de acetona, § = 10°C/min. e § = 2°C/min.

Cristalizacdo a T amb. Cristalizagdo a frio

g 10°C/min. 2°C/min. 10°C/min. 2°C/min.
# Tonset AH Tonset AH Tonset AH Tonset AH
0 (kJ/mol) (O (kJ/mol) 0 (kJ/mol) Q) (kJ/mol)
1 74,7 21,5 75,1 20,3 73,3 223 73,7 232
2 73,9 233 73,1 20,1 73,3 21,9 73,8 228
3 75,2 22,8 73,1 21,9 74,4 223 73,9 229
4 74,9 237 745 237 73,8 223 73,9 23,1
5 75,2 249 74,6 243 742 21,8 740 23,0
6 74,9 235 76,0 24,1 743 22,4 73,6 229
Média e desvio padrio | 748+(05 233+1,1 744+1,0 224+1,7 739405 222403 73,8402 23,0402

A partir dos resultados apresentados na Tabela 2.10 podemos concluir que os cristais obtidos por cristalizacao a

baixa temperatura fundem aproximadamente 1°C abaixo dos cristais obtidos por cristalizagdo a temperatura

ambiente. Verifica-se ainda que, mesmo a velocidades de varrimento diferentes, os cristais obtidos nas mesmas

condigdes apresentam temperatura de fusio muito semelhante.

Os termogramas obtidos no estudo do ibuprofeno cristalizado de n-hexano (P1" e P2") por calorimetria dife-

rencial de vartimento, com velocidades de varrimento diferentes (3 = 10°C/min. e § = 2°C/min.), estdo apre-

sentados na Figura 2.36 e na Tabela 2.11.

a) b)
30 - ——4 - Cristalizagao a frio
——2 - Cristalizagao a frio —3 - Cristalizagao a T amb.
384 ——1 - Cristalizagao a T amb.
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34
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g 30+ g 26 -
E %7 5
5 26 S
S o
O 244 o 244
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S 2 g
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144
12 . . 20 T d
70 75 80 70 75 80

Temperatura (¢C) Temperatura (¢C)

Figura 2.36 — Curva de DSC para o IBP cristalizado de n-hexano, procedimentos P1’ e P2’, aquecimento de 25°C até

95°C: 2) § = 10°C/min.; 1 m = 1,43mg; 2 m = 1,39 mg; b) B = 2°C/min; 3 m = 1,40mg; 4 m = 1,37 mg.

A partir dos resultados podemos concluir que os cristais obtidos a temperatura ambiente e os cristais obtidos

com a cristalizagio a frio nio apresentam grande diferenca a nivel de temperatura e entalpia de fusdo. No entan-

to, o sinal obtido a partir da amostra cristalizada a temperatura ambiente aquecida tanto a 10°C/min. como a

2°C/min. apresenta-se dividido, apesar da divisao ser mais notdria a 2°C/min.
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Tabela 2.11 — Valores de temperatura e de entalpia da transigdo de fase registada no aquecimento do ibuprofeno

cristalizado de n-hexano, § = 10°C/min. e § = 2°C/min.

Cristalizagio a T amb. Cristalizagio a frio
g 10°C/min. 2°C/min. 10°C/min. 2°C/min.
# Tonset AH Tonset AH Tonset AH Tonset AH
0 (/mol)  (°C)  (kJ/mol)  (°C)  (J/mol)  (°C)  (KkJ/mol)
1 74,1 224 74,4 23,6 74,2 247 74,4 249
2 74,4 223 74,8 234 74,6 242 74,2 24,7
3 74,0 225 74,5 23,8 74,3 246 74,0 242
4 74,3 227 74,7 23,7 74,3 243 74,5 24,0
Média e desvio padrdo | 740+02  225+0,2  74,6+0,2 23,6102  743%0,1 244402 743402 24,5104

A partir dos resultados obtidos por DSC, verificou-se que tanto a amostra cristalizada de acetona como a amos-
tra cristalizada de n-hexano, ambas a temperatura ambiente, apresentavam um pico de fusdo composto, o que
pode indicar a ocorréncia de transicoes solido-solido; e além disso, temperatura de fusdo que difere da das
amostras obtidas na Sigma e na USP. Sendo assim, fez-se um estudo mais pormenorizado das amostras cristali-
zadas de n-hexano, por compara¢do com as amostras de ibp da Sigma e da USP, por espectroscopia de 1V, para

caracterizacdo da forma inicial. A Figura 2.37 mostra os espectros de espectroscopia de IV-ATR das amostras.

——IBP USP R

0,20 2054 —— IBP comercial 0,50 — B :SE :;Josn?ercial T
—— IBP n-Hexano (frio) '

2850 —— IBP n-Hexano (Tamb) 0,454

——BP n-Hexano (frio)
——IBP n-Hexano (Tamb)

0,15 0,40

0,35
0,304
0,10 0,25+

0,20

Absorvancia (u. a.)
Absorvancia (u. a.)

0,15+

0,00

T T T ) . . . .
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Numero de Onda (cm™) Numero de Onda (cm’')

Figura 2.37 — Espectro de IV (25°C): ibp USP, ibp Sigma e ibp cristalizado de n-hexano: a) 3100 — 2400 cm!; b) 1800 —
650 cm.

Os espectros de infravermelho das amostras a 25°C apontam para que se trate da mesma forma polimorfica.
Espectros de difrac¢ao de raios-X de p6é da amostra da Sigma e da amostra obtida por cristalizagio em n-
hexano nao mostraram também diferencas.

Assim sendo, a partir destes resultados nio sio detectadas diferencas significativas entre as amostras de partida
e, entdo, as diferencas registadas no comportamento térmico nio apontam para polimorfismo, mas para altera-
¢bes na formacido dos cristais, nomeadamente no crescimento e tamanho das particulas.[43—45] Estudos adicio-

nais sdo necessarios para confirmar esta hipétese.
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Capitulo 3
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3. Conclusoes

Alguns pontos discutidos nesta dissertagio merecem ser referidos como observagdes conclusivas. A Calorime-
tria Diferencial de Varrimento (DSC) é um valioso instrumento de investigagdo para caracterizar formas poli-
moérficas. Com esta técnica recolhe-se uma grande riqueza de informagao, em relacio a estabilidade da substan-
cia em estudo, tipo de transformacdo que ocotre a uma dada temperatura por aquecimento ou atrrefecimento e
mecanismo que preside a cada uma das transformagbes observadas. Mas por si s6 esta técnica ndo ¢é suficiente
para identificar a existéncia de diferentes polimorfos de um mesmo composto. Dai haver a necessidade de efec-
tuar um estudo mais completo, utilizando técnicas como a termomicroscopia, espectroscopia de absor¢io no
infravermelho e ainda difrac¢io de raios X de po.

Conseguiram obter-se amostras puras de trés formas polimérficas da pirazinamida: a forma alfa (PZA comercial
e cristalizada em 4agua), a forma delta (PZA cristalizada de acetona) e a forma gama (PZA obtida por liofiliza-
¢0), as quais foram caracterizadas por espectroscopia de infravermelho.

O polimorfo alfa da pirazinamida (x-PZA) e a forma delta (3-PZA), por aquecimento, transformam-se no poli-
morfo gama (y-PZA). A forma gama, por sua vez, por aquecimento, nao sofre qualquer transformacio de fase
até a fusdo. Foi possivel também identificar a transi¢do d—a em amostra do polimorfo delta, quando contami-
nado com a forma alfa.

Podemos ainda concluir, mediante os resultados obtidos e com os conhecimentos adquiridos, que estamos
perante casos de enantiotropia, sendo o polimorfo delta a forma termodinamicamente estavel a temperatura
ambiente. Todos os polimorfos de pirazinamida sdo cineticamente estaveis a temperatura ambiente.

No que diz respeito a picolinamida ¢ interessante verificar a semelhanca do perfil das bandas do espectro da
picolinamida comercial na regido de elongacdo do N-H, com o dos espectros dos polimorfos « e 8 da pirazi-
namida. Relembremos que nestas duas fases da pirazinamida ha associacio molecular com a formacao de dois
dimeros centrossimétricos, que estdo também presentes no cristal da forma I da picolinamida. Verificou-se
ainda que a amostra comercial de picolinamida, quando sujeita a moagem, sofre alteracdo da forma polimoérfica.
No estudo realizado por DSC foi possivel identificar pelo menos duas formas polimérficas.

Em ciclos de aquecimento/ arrefecimento verifica-se que o atrefecimento do fundido pode resultar em forma-
¢ao de estruturas diferentes em ciclos diferentes.

A cristalizacdo em acetato de etilo, a 4°C, aponta para a existéncia de polimorfos gerados concomitantemente
por este método de cristalizagdo. Estdo previstas novas experiéncias para verificar a reprodutibilidade dos resul-
tados e caso esta se confirme, a investigacao dos sélidos obtidos por difraccdo de raios-X de p6d e de monoctis-
tal. Quanto ao estudo das amostras cristalizadas em etanol e acetato de etilo, em ensaios realizados dois meses
apoOs a preparacio das amostras verificou-se que nao ocorreu alteragdo na amostra cristalizada de etanol,
enquanto que evolugio nitida teve lugar na amostra cristalizada de acetato de etilo por evapora¢io do solvente a
temperatura ambiente.

No estudo das amostras do ibuprofeno, a partir dos resultados obtidos por DSC, verificou-se que tanto a amos-

tra cristalizada de acetona como a amostra cristalizada de n-hexano, ambas a temperatura ambiente, apresenta-
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vam um pico de fusdo composto, o que poderia indicar a presen¢a de uma mistura de polimorfos; mas, através
de um estudo mais pormenorizado, usando Espectroscopia de Infravermelho e Difrac¢io de Raios-X de po,
esta hipétese nio é aparentemente suportada podendo a divisio dos picos dever-se ao tamanho das particulas
formadas durante o crescimento dos cristais. Esta hipdtese terd de ser confirmada em trabalho futuro. Este ¢
um exemplo interessante da importincia da utilizacdo combinada de diferentes métodos de estudo na investiga-

¢do de polimorfismo.
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4. Experimental

4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 — Materiais:

4.1.1.1 - Preparagio das amostras:

A pirazinamida utilizada neste trabalho foi fornecida pela Fluka, com uma pureza superior a 99%. As amostras
de partida de picolinamida e ibuprofeno foram adquiridas a Sigma, com purezas de 98% e 99%, respectivamen-
te, tendo-se usado também ibuprofeno, padrao USP.

Na geragdo das formas polimérficas da pirazinamida, foram usados diferentes processos de cristalizacdo. No
procedimento cristalizacio a partir de solugdes, P1, usaram-se ~ 0,05 mmol do composto de partida, dissolvidas
em 6 mL de um dado solvente, a temperatura ambiente; as solu¢des foram filtradas para uma caixa de Petri e o
solvente evaporado a temperatura ambiente (~ 20°C). Foram usados como solventes 4gua, acetona, dioxano,
acetonitrilo e os sélidos obtidos foram analizados ap6s um periodo de duas semanas. O segundo procedimento
ensaiado, P2, consistiu num processo de liofilizacao, efectuado num equipamento Labconco 5; solugdao aquosa
pré-congelada a -80°C, ciclo de liofilizagio: -30°C durante 2h, -10°C durante 4h, 0°C durante 6h, 5°C durante
6h, 10°C durante 48h e depois mantida a temperatura ambiente.

No caso da picolinamida, foi avaliada a formagao de formas sélidas usando o procedimento P1 descrito para a
pirazinamida (P1"), empregando como solventes acetato de etilo e etanol, tendo-se também estudado cristaliza-
dos a partir do fundido (P2").

Na gerac¢ao das formas polimoérficas do ibuprofeno, foram igualmente usados diferentes processos de cristaliza-
¢do, usando diferentes condi¢cdes. O procedimento 1 (P1") foi realizado da mesma forma da usada em P1 da
pirazinamida. No procedimento 2 (P2"), as solugdes foram preparadas da mesma forma que em P1" e, apds a
filtragdo, foram colocadas num frigorifico a 4°C, e o solvente evaporou a esta temperatura.

Foram utilizados solventes de qualidade analitica.

4.1.2 — Métodos:

4.1.2.1 — Calorimetria Diferencial de 1 arrimento (DSC):

A técnica de Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC) ocupa um lugar de relevo de entre os métodos de

investigacdo da estrutura dos solidos. Trata-se de um método largamente vulgarizado, para o qual se dispoe de
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equipamento que apresenta na actualidade muitas potencialidades e que permite a obtengdo de propriedades
termodindmicas com elevado grau de precisio.

A Calorimetria Diferencial de Varrimento é uma técnica de analise térmica que regista a diferenca de fluxo tér-
mico entre a amostra e a referéncia, em fung¢do do tempo ou da temperatura, no decorrer de um programa de
temperatura pré-seleccionado. E um método de variacio entalpica, no qual a diferenca no fornecimento de
energia calorifica entre uma substincia e um material de referéncia é medida em fungdo da temperatura,
enquanto a substincia em estudo e a referéncia sdo submetidas a um mesmo programa de aquecimento, rigoro-
samente controlado.

Estas medidas fornecem dados qualitativos e quantitativos em processos endotérmicos (absor¢io de energia
calorifica) e exotérmicos (libertagdo de energia calorifica), permitindo obter informagbes referentes a alteragdes
de propriedades fisicas e/ou quimicas com, por exemplo, temperaturas caractetisticas (temperatura de fusdo,
cristalizacdo, transicao vitrea), grau de cristalinidade de um polimero, diagramas de fase, entalpias de transi¢ao
de fase e de reaccio, estabilidade térmica e oxidativa, grau de pureza e cinética de reacgdes. Por este motivo, a
DSC ¢ amplamente aplicada na caracterizacao de materiais organicos e inorganicos, cristalinos e amorfos, assim
como nas industrias farmacéutica e cosmética, alimentar, etc.

Como limita¢des desta técnica refira-se a dificuldade de interpretagdo (acontece algum processo, mas qual?),
requerendo, normalmente, outros métodos complementares para a interpretacao dos resultados. Para além dis-
so, necessita de calibracdo em toda a gama de temperatura.

De acordo com os principios operacionais, os calorimetros diferenciais de varrimento podem ser divididos em
dois tipos: de poténcia compensada e de fluxo de energia calorifica. Neste trabalho utilizou-se o DSC do pri-
meiro tipo.

Nos calorimetros diferenciais de varrimento de poténcia compensada (Figura 4.1), as células ou plataformas
onde se colocam a amostra e a referéncia encontram-se equipadas individualmente com um sensor de resistén-

cia de platina, que mede a temperatura de cada uma, e uma resisténcia de aquecimento.

1 — Resisténcia de aquecimento

2 — Termdmetro

Figura 4.1 — Calorimetro diferencial de varrimento de poténcia compensada.

Quando ¢ detectada uma diferenca de temperatura entre a amostra e a referéncia, devido a uma alteracio da
amostra, é alterada a energia térmica (OH /0Ot) fornecida 2 amostra, de modo a manter um diferencial de tem-

peraturas nulo entre ambas (Tamosta = Treferéncia). Uma vez que essa quantidade de energia é exactamente equiva-
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lente a quantidade de energia absorvida ou libertada na transformacio ocorrida na amostra, o seu registo forne-
ce uma medida calorimétrica directa da energia associada a transformacéo.

Como todos os instrumentos de medida, os aparelhos de DSC apresentam um certo tempo de resposta, devido
a alguma resisténcia térmica, o que se traduz pelo aparecimento de desvios da linha de base. Para aumentar o

rigor das determinagdes, o sinal calorimétrico (SC) determinado pelo aparelho, a area do pico, ¢ calibrado,

determinando-se uma constante de calibragio K, tal que K = , sendo Qrea a energia calorifica realmente

real
dissipado na célula. A constante K é assim funcio da temperatura, da atmosfera em torno das células e de
quaisquer resisténcias que conduzam a perdas de energia calorifica. As temperaturas de fusio de padrdes como
o indio, estanho, chumbo, por exemplo, podem ser utilizadas para calibrar a temperatura indicada pelo equipa-
mento, enquanto que a entalpia de fusio destas substancias pode ser utilizada na calibragdo do sinal calorimétri-
co.
Podem realizar-se ciclos de aquecimento/ arrefecimento percorridos entre a temperatura do azoto liquido e
700°C, que ¢ o limite superior de utilizacdo da instrumentagdo deste tipo, recolhendo uma grande riqueza de
informacio, relativamente a estabilidade da substancia em estudo, tipo de transformag¢io que ocorre a uma dada
temperatura por aquecimento ou arrefecimento, mecanismo que preside a cada uma das transformacgoes obser-
vadas, etc.
Aproveitando as potencialidades do equipamento, fazendo variar a velocidade de varrimento, ¢ ainda possivel
estudar aspectos importantes, relacionados com o mecanismo das transformagGes estruturais e por em evidén-
cia a sobreposic¢do de sinais.
Estes equipamentos, além de possibilitarem medidas de baixos valores de variacdo de entalpia, possibilitam

ainda a utilizacdo de pequenas quantidades de amostra (geralmente entre 1 e 20mg).

Procedimento experimental e equipamento utilizado:

Os estudos de DSC foram realizados num calorimetro Perkin-Elmer Pyris 1, equipado com sistema de refrige-
racio Intracooler, com liquido de refrigeracio etilenoglicol:dgua (1:1, v/v) a —=10°C , usando azoto como gis de
purga, 20mL./min.

As amostras foram preparadas em capsulas em aluminio de 10ul e 30ul. Como célula de referéncia usou-se uma
capsula vazia, idéntica a usada para as amostras.

A calibragio do aparelho foi feita de forma usual, a velocidade de 10°C/min., utilizada na grande maioria das
amostras. A calibracdo da temperatura [46,47] foi realizada com padroes de elevada qualidade como o bifenilo
(CRM LGC 2610, Ths = 68,93+0,03 °C), acido benzoéico (CRM LGC 2606, Trs = 122,35 + 0,02 °C), indio
(Petkin-Elmer, s = 99,99%, Tss = 156,60 °C) e cafeina (substancia de calibracio Mettler Toledo, ME 18 872,
Trs = 235,6 + 0,2 °C). A calibragao da entalpia foi realizada com indio (AsdH = 3286 £ 13 J/mol).

As amostras foram estudadas em ciclos de aquecimento/ atrefecimento a varias velocidade de varrimento,

como sera referido posteriormente na apresentaciao dos resultados, e a calibracdo confirmada a cada caso.
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4.1.2.2 — Termomicroscopia:

A termomicroscopia consiste na observa¢ao microscopica das amostras submetidas a aquecimento ou arrefeci-
mento, usando luz polarizada. As transformag¢bes que podem ocorrer na amostra em estudo podem ser obser-
vadas directamente na ocular do microscépio ou registadas por meio de uma camara fotografica em video, com
a vantagem de serem gravadas e poderem ser estudadas em pormenor posteriormente. Esta técnica permite a
observacio dos efeitos dependentes da temperatura, como por exemplo a fusio dos cristais, deteccdo de formas
cristalinas (polimorfismo).[48—49]

Com base no comportamento 6ptico, é costume dividir as substiancias em dois grandes grupos. Num, o indice
de refraccio ¢ independente da direcgdo de propagacio da radiacio, apresenta um valor Gnico para uma dada
substincia. Estas substancias sio designadas opticamente por isotrépicas. A este grupo pertencem os solidos
amortfos e os solidos cristalinos com arranjo reticular cibico. O outro grupo é caracterizado por apresentar um
indice de refracgio dependente da direccio de propagacio da luz. As substancias que a ele pertencem sio
designadas opticamente por anisotrépicas. Deste grupo fazem parte todos os sélidos cristalinos, com excep¢io
daqueles que tém arranjo reticular cubico.

Na Figura 4.2 representa-se o dispositivo utilizado na observa¢io de uma amostra com luz polarizada.

Polarizador Amostra Analisador Detector

Figura 4.2 — Esquema de um sistema para observacdao de uma amostra com luz polarizada.

Um meio isotrépico nao altera a cor da radiacio que nela incide. Contudo, produz um decréscimo de intensida-
de da radiagio que torna visiveis contornos na amostra, e, portanto, permite acompanhar variagdes de forma e

volume que nela ocorram. As amostras anisotropicas apresentam cor diferente da luz incidente.

Procedimento experimental e equipamento utilizado:

O equipamento usado, esquematicamente representado na Figura 4.3, é constituido por uma placa de aqueci-
mento DSC 600 da Linkam systems, por um bloco central, constituido por uma unidade CI94, cuja funcio é
controlar a temperatura nas etapas de aquecimento/ arrefecimento, uma unidade LNP94/2 que controla a
refrigeracdo, uma unidade VI'O232 e um computador Intel (R) Pentium (R) 4, que controla todo o sistema. A

célula ¢é aquecida com um microforno, cuja temperatura é controlada por sensores de Pt100. Para a observacido
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6ptica foi utilizado um microscopio Leica DMRB, uma cimara de video Sony CCD-IRIS/RGB modelo DXC-
151 AP, um monitor Sony HR Triniton modelo PVM-2053MD e um gravador de video Sony SV0-1500P VHS
VCR. Na anilise de imagem usou-se o software da Linkam systems, com RTVMS (Rea/ Time 1 ideo Measurement
System).

As amostras foram preparadas por dispersio de uma pequena quantidade do material a estudar na célula da
amostra, sendo esta coberta com uma tampa. A dispersio do material na célula permite estudar o comporta-
mento de particulas isoladas, o que podera ser util no caso da amostra ter comportamento heterogéneo. As
imagens foram obtidas por utilizacio combinada de luz polarizada e de compensadores de onda, o que confere
a imagem de fundo uma cor tnica e ndo negra. Usou-se uma ampliacdo de 200X.

As amostras foram estudadas, aquecendo a amostra entre os 25°C e a fusio, tendo sido usada uma velocidade

de 10°C/min.

Figura 4.3 — Representagido esquematica do equipamento usado em termomicroscopia: A — Placa de aquecimento, B —

Microscépio, C — Camara de video, D — Computador, E — Interface grafica, I — Sistema de controle da refri-

geracdo, G — Interface de computador, H — Video gravador, I — Monitor, ] — Depésito de azoto liquido.

4.1.2.3 — Conjugagao dos métodos de Termomicroscopia e DSC:

Os resultados obtidos a partir de medidas de DSC, sdo normalmente reprodutiveis e quantitativos, mas niao
podem estar sempre prontamente correlacionadas com a respectiva transformacao de fase ou reac¢do quimica
que ocorre na substancia. Tém sido feitas tentativas para melhorar alguns métodos termoanaliticos através de
uma correlacio entre os seus resultados e as mudangas fisicas ou quimicas da substancia em questio. As combi-
nagoes destes dois métodos tém demonstrado grande sucesso. Os efeitos que ndo mostram nenhuma mudanca
de entalpia significativa com DSC, podem muitas vezes ser detectadas com microscopia. Por outro lado, as
investigagdes termomicroscopicas requerem, muitas vezes, estimativas dos calores de transformaco, fusio e

cristalizacdo.[50-51]
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4.1.2.4 — Espectroscopia de Absorcao no Infravermelbo:

A Espectroscopia de Absor¢ido no IV esta associada ao uso de radiacdo electromagnética nesta regido do espec-
tro, para estudar a composicio e a estrutura da matéria.

A energia associada a absor¢io na gama do infravermelho é capaz de promover transi¢des vibracionais-
rotacionais, vibracionais ou rotacionais. Considerando que a faixa mais usual de utilizacdo corresponde a regido
do infravermelho médio (4000 a 400 cm™), o estudo das transi¢bes vibracionais é o mais importante. Para que
uma molécula seja capaz de absorver no infravermelho é necessario que ela apresente variacdes de momento
dipolar, associada a0 modo vibracional considerado.[36,52—54]

Assim, quando um material for avaliado, utilizando radiagdo infravermelha, serd obtido um espectro que rela-
ciona absorvancia versus comprimento de onda (normalmente ¢ utilizado o nimero de onda, que é o inverso do
comprimento de onda), que indica a ocorréncia, ou nao, de absor¢iao pelo material de energia associada aquele
comprimento de onda. Como os grupos funcionais absorvem em diferentes comprimentos de onda, ¢ possivel
identificar os grupos quimicos presentes na amostra.

O polimorfismo em cristais de compostos organicos ¢ causado por diferentes arranjos estruturais da mesma
molécula. Se as interaccdes moleculares no cristal sao bastantes fortes, decorrentes de um fenémeno como as
ligagoes de hidrogénio, as diferengas nas formas polimoérficas podem ser evidenciadas com técnicas como a

Espectroscopia de Absor¢ao no Infravermelho, IV.

Reflectincia Total Atennada (ATR):

Em 1961, Fahrenfort descreveu uma nova técnica para obtencio de espectros de infravermelho para compostos
organicos, a Reflectancia Total Atenuada (ATR — Attenunated Total Reflectance).

O modo de ATR ¢é uma técnica ndo destrutiva, que permite a obten¢io de espectros de amostras sélidas ou
liquidas, tais como s6lidos pouco soliveis, pos, pastas, entre outras. F também adequado para caractetizagio de
materiais que sejam demasiado finos ou que absorvam demasiado intensamente quando analisados por espec-
troscopia de transmitancia. Na espectroscopia de infravermelhos por ATR, a supetficie da amostra é colocada
em contacto com a superficie de um cristal apropriado muitas vezes feito de Germénio (Ge) ou de Seleneto de
Zinco (ZnSe). A radiacdo infravermelha proveniente da fonte passa através do cristal. Quando o angulo de
incidéncia na interface amostra/ cristal excede o angulo ctitico, a reflexio total interna da radiagio ocorre € uma
onda evanescente é estabelecida na interface. A radiagio ¢é reflectida através do cristal, penetrando na amostra a

cada reflexdo, ao longo da superficie do cristal (como esquematizado na figura seguinte, Figura 4.4).
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Amosira em contacto
com a onda evanescenta

Direcgdo do

My

Radiagio

Cristal ATR

infravermelha

Figura 4.4 — Sistema ATR de mdltipla reflexao.

O feixe de radiagdo perde energia no comprimento de onda em que o material da amostra absorve. Apds este
processo, a radiacdo atenuada resultante é direccionada do cristal para o percurso normal do feixe no espectro-
fotémetro, sendo medida pelo detector, originando o espectro da amostra. A profundidade da penetracio da
radiacdo na amostra ¢ o numero total de reflexdes ao longo do cristal podem ser controlados pela variagio do
angulo de incidéncia, assim como pela selec¢do do tipo de cristal.

Num espectrofotémetro ATR tem de existir um contacto muito proximo entre a amostra e a superficie do cris-
tal, uma vez que o efeito ATR tem lugar nesta. Dai que se utilize, por vezes, uma prensa de modo a garantir um
perfeito contacto entre a superficie da amostra e o cristal, como no caso dos sélidos particulados.

Nesta técnica pouca ou nenhuma preparacdo da amostra é requerida, o que constitui uma grande vantagem nos
estudos de polimorfismo, podendo ser usada na analise de uma grande variedade de sélidos e liquidos, consoan-
te o tipo de cristal.

E importante realcar que, apesar dos beneficios, esta técnica possui algumas limitacdes que incluem a sensibili-

dade inferior, em comparagio a proporcionada pelos métodos convencionais.

Procedimento experimental e equipamento utilizado:

Os estudos de espectroscopia de absorcao no infravermelho foram realizados num espectrometro FTIR, Ther-
moNicolet IR300, resolugdo de Tem !, com a técnica da pastilha de KBr e num PerkinElmer Spectrum 400 FT-
IR/ATR, resolucio de 1cm .

As amostras foram preparadas, misturando-se uma certa quantidade de amostra com brometo de potassio (cer-

ca de 0,7 mg de amostra e 100 mg de KBr).

4.1.2.5 — Difraccio de Raios X:

Dentre as varias técnicas de caracterizacdo de materiais, a técnica de difraccdo de raios X é a mais indicada na

determinacdo das fases cristalinas presentes nesses materiais. Isto é possivel porque nos cristais, os atomos se

63



ordenam em planos cristalinos separados entre si por distincias da mesma ordem de grandeza dos comprimen-
tos de onda dos raios X.

Ao incidir um feixe de raios X num cristal, o mesmo interage com os atomos presentes, originando o fenémeno
de difraccdo. A difrac¢io de raios X ocorre segundo a Lei de Bragg (Equacgio 1), a qual estabelece a relacio
entre o angulo de difracgdo e a distancia entre os planos que a originaram (caracteristicos para cada fase cristali-

na):[55]

i 2 3 A Lei de Bragg:
- - E o E
e S WL W I o r=2d 0 1
S - i —— o 5 - ~
s T W e e e e n sen (Equagao 1)
T e g -
| 5 s e |I
Bl o = 3

n: numero inteiro (ordem de difraccio)

e A: comprimento de onda dos raios X incidentes
oo ® & & 5_ O d: distancia interplanar
0: ngulo de difraccio

Figura 4.5 — Difraccio de raios X e a Lei de Bragg.[50]

A principal aplicagdo da difrac¢do de raios X refere-se a identificacdo de compostos cristalinos, sejam eles orga-
nicos ou inorganicos.

Os planos de difracgao e as suas respectivas distancias interplanares, bem como as densidades de atomos (elec-
troes) ao longo de cada plano cristalino, sdo caracteristicas especificas e unicas de cada substancia cristalina, da
mesma forma que o padrio difractométrico por ela gerado. Dentre as vantagens da técnica de difrac¢io de raios
X para a caracterizagio de fases, destacam-se a simplicidade e rapidez do método, a confiabilidade dos resulta-
dos obtidos (pois o petfil de difracgdao obtido é caracteristico para cada fase cristalina), a possibilidade de analise
de materiais compostos por uma mistura de fases e uma andlise quantitativa destas fases.[55]

Os ensaios de difrac¢io de raios X de p6 foram realizados no Centro de Estudos de Materiais, no Departamen-

to de Fisica da Universidade de Coimbra.

Procedimento experimental e equipamento utilizado:

Foi preenchido um capilar de vidro com o pé obtido pela moagem dos sélidos. As amostras foram colocadas
num difractémetro de p6 ENRAF-NONIUS (equipado com um detector CPS120 por INEL) e os dados foram
recolhidos durante 5h, usando a geometria Debye-Scherrer. Foi usada radiacio Cu Koy (A = 1,540598A). Como
calibrante externo foi usado o AIK(SOy)2.12H>0.
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Algoritmo de decisdo Q6A

Pesquisa de polimor-
fos com o novo

farmaco

Nenhuma

Apresenta accdo a ser
diferentes tomada
polimorfos?

Caracterizar as formas por:

- Difrac¢io de raios-X de p6

-DSC/ Anilise Térmica » IRPARA2

- Microscopia

- Espectroscopia
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Os polimorfos apre- NAO
sentam diferentes
propriedades? l
Nenhum teste ou critério de
aceita¢do para o farmaco
SIM
A
Afecta a seguranga ¢ a NAO
eficacia do farmaco?
SIM
Estabelecer um critério de aceitacio
pata os polimorfos do farmaco » IR PARA3
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©))

O farmaco encontra-se

dentro dos critérios de SIM

Nenhum teste ou

aceitacdo dos ensaios de
qualidade, com modifica-
¢do na proporgio dos
polimorfos?

Monitorar o polimorfismo durante a
estabilidade do firmaco

A modificacio .
pode afectar a NAO

\ 4

A 4

critério de aceitacdo
para o farmaco

seguranga ou a
eficacia?

SIM

Estabelecer critérios de aceitacio consis-
tente com a seguranga ¢/ou eficacia

Naio h4 necessidade de estabelecer
critérios de aceitagdo para polimorfis-
mo do farmaco

Observa-se em (1) que, primeiramente se estabelecem as caracteristicas das possiveis formas cristalinas do far-

maco e as suas propriedades fisico-quimicas, conforme o caso, bem como a sua forma de detecgido pelas meto-

dologias indicadas.

Posteriormente, a acgdo (2), visa estabelecer o impacto destas formas polimoérficas na seguranga e eficacia do

farmaco, auxiliando na determinacio de critérios de aceitagao do farmaco e na avaliacdo do risco sanitdrio que

representa tal fenémeno num caso especifico. Havendo este tisco, o ICH estabeleceu, em (3), vias de monitori-

zagao das alteracdes.
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