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Apb6s a descoberta dos primeiros casos de
polimorfismo, com dréasticas diferengas na
atividade bioldgica entre duas formas do mesmo
farmaco ... nenhum fabricante farmacéutico pode

mais negligenciar este problema. “Laszlo Borka"






Resumo

A proposta deste trabalho foi avaliar os efeitos dos processos de
recristalizacdo, moagem e desidratacdo na estrutura cristalina do
Levofloxacino Hemidrato e determinacdo estrutural das formas
hemidrato e anidro. As técnicas utilizadas para o desenvolvimento deste
trabalho foram Termogravimetria, Calorimetria, Raman, Infravermelho,
Microscopia Eletronica de Varredura, Ressonancia Magnética Nuclear,
Difragdo de raios X, HotStage, Karl Fischer e Dissolugdo Intrinseca. A
partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que a recristalizacdo
apresenta efeito semelhante ao processo de moagem, ou seja, estes
processos causam defeitos na estrutura cristalina, acarretando em
alteragdes importantes, principalmente na dissolugdo. O processo de
moagem dificulta a saida e entrada da molécula de agua no farmaco.
Isso se deve ao fato de a molécula de agua estar situada em canais na
estrutura do farmaco, resultado observado em comparacdo com a
literatura e com dados da determinagdo estrutural. A partir da elucidacdo
da estrutura cristalina, tanto para a forma hemidrato quanto da forma
anidra, foi possivel observar e melhor compreender como ocorre a
ligacdo da molécula de agua na estrutura do cristal. Em relacéo a forma
hemidrato do levofloxacino, a ligacdo da molécula de agua ocorre na
posi¢do 4’ do grupamento piperazinil do farmaco, fato este comprovado
tanto por infravermelho, quanto pelo refinamento estrutural. Todos os
resultados obtidos sdo importantes para a compreensdo dos possiveis
impactos que o processamento durante a formulacdo pode acarretar na

qualidade final do produto farmacéutico.

Palavras-chave: Levofloxacino; Hemidrato, Anidrato, Estado Sélido.






Abstract

The purpose of this study was to evaluate the effects of recrystallization,
grinding and dehydration cause in the crystalline structure of the
hemihydrate levofloxacine, besides the determination of the crystal
structure of the hemihydrate and anhydrate forms. The techniques used
for the development of this work were TGA, DSC, Raman, FTIR, SEM,
ssSNMR, XRPD, HotStage, KF and IDR. From the results obtained, it
was concluded that the recrystallization are similar to the grinding
process. These processes cause defects in the crystal structure, resulting
in significant changes in the dissolution profile and consequently the
absorption of the drug. The milling process difficult entry and exit of the
water molecule in the sample. This is because of the water molecule is
situated in channels. This result was observed in comparison with the
literature and with data obtained in this work, on the structural
determination. From the crystal structure determination, in the
hemihydrate form as the anhydrous form, it was possible to observe
and understand the connection of the water molecule in the crystal
lattice occurs. Regarding form of levofloxacin hemihydrate, the
connection of the water molecule occurs in the 5' position of the
piperazinyl group. This fact was confirm by both infrared and by
structural refinement. All results are important for understanding the
potential impacts that processing during formulation may result in the

final quality of the pharmaceutical product.

Key-words: Levofloxacin, Hemihydrate, Anhydrate, Solid State.






Lista de Figuras

FIGURA 1 - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DE FORMAS DO ESTADO SOLIDO................. 28
FIGURA 2 - CELULA UNITARIA COM SUAS DIMENSOES (A) E ORGANIZAGAO DA ESTRUTURA
TRIDIMENSIONAL DA REDE CRISTALINA (B). vevvvereeervierieerseeseeeseeesesseseeseneses 29
FIGURA 3 — ESTRUTURA QUIMICA DO LEVOFLOXACINO (S-) COM A ESTRUTURA NUMERADA
(* DENOTA O CENTRO QUIRAL). «uveteuveerreeeirersieeenseessseeensnessseeesssesssesensnesnsees 54
FIGURA 4 - A) CURVA TG DO LVF RM E LVF R; B) CURVA DSC DO LVF RM E LVFR. .... 72
FIGURA 5 - DRXP PARA AS AMOSTRAS LVF RM E Ruecuvveeiieeiieesireesireeseneesnveesaneenenes
FIGURA 6 - FTIR PARA AS AMOSTRAS LVF RM E LVFR. .. .
FIGURA 7 - RAMAN PARA AS AMOSTRAS LVF RM E LVF R. .evvevieiecieeie e 77

FIGURA 8 - SSNMR PARA AS AMOSTRAS LVF RM LVF R. c..cvvviiiiieieieiiiieeee s 79
FIGURA 9 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) PARA AS AMOSTRAS LVF
LY I Y S SRR 80
FIGURA 10 - A) EFEITO DA MOAGEM NAS CURVAS TG; B) EFEITO DA MOAGEM NAS
CURVAS DSC. ittt ettt e e et e e e e e e e aaae e e e e e e seatnreeeeeeesennnnees 84
FIGURA 11 - DSCE TG DA MATERIA-PRIMA (LVF RM). ...evveeeeereeeeenreeeeeveee e 87
FIGURA 12 - DSC DAS AMOSTRAS LVF HEMIDRATO E ANIDRATO. ....ceeevrvvrneeeeeeeenennnns 89
FIGURA 13 - DRXP DO LVF RM COM A) AQUECIMENTO E B) RESFRIAMENTO;
REPRESENTANDO AS FORMAS HEMIDRATO E ANIDRA.....uuvvvvvvvrvrererererenerenenenanens 91
FIGURA 14 - DRXP DO LVF HEMODRATO E ANIDRO. ........ .
FIGURA 15 - DRXP DO LVF HEMODRATO E ANIDRO. ..ccevrererererererererererererererererenenens 95
FIGURA 16 - (A E B) ESTRUTURA CRISTALINA DO LEVOFLOXACINO HEMIDRATO E ANIDRO,
OBTIDO POR DADOS DE LUZ SINCRONTRON. ...eieieiereeeiereeesesesesesesesesesesesesenns 100

FIGURA 17 - ESTRUTURA CRISTALINA OBTIDA ATRAVES DOS RESULTADOS DE LUZ
SINCRONTRON PARA A FORMA DESIDRATADA (LVF ANIDRO) DO FARMACO
[V 0] 20 ¢ Yol 11\l JE RN 102
FIGURA 18 - ESTRUTURA CRISTALINA OBTIDA ATRAVES DOS RESULTADOS DE LUZ
SINCRONTRON PARA A FORMA HIDRATADA (LVF HEMIDRATO) DO FARMACO

LEVOFLOXACINO. .. euvtvrreereessainrreeeeesssssssnrneeeesssssssssneeessssssssssseesesssnsssnnees 104
FIGURA 19 - REPRESENTAGAO DA MOLECULA DE LEVOFLOXACINO SEM LIGAGAO DE AGUA
NA ESTRUTURA CRISTALINA. ....cetvrteeteeseeserrneeeesesessnnrnreeesesssssnnseeesesssnsssnnees 106
FIGURA 20 - REPRESENTACAO DA MOLECULA DE LEVOFLOXACINO SEM LIGACAO DE AGUA
NA ESTRUTURA CRISTALINA. .. uvuvvuuuvueueuesesesesssssesesssssesenesssssssssssesssssenemmmmnee. 107
FIGURA 21 - CURVA TG PARA O LVF RM E LVF G40. AMBAS AS AMOSTRAS FORAM
SUBMETIDAS AO CICLO DE AQUECIMENTO. eieieieieieieieieieieieiereieeesereseneeesesanens 110

FIGURA 22 - TG COM CICLO DE AQUECIMENTO PARA AS AMOSTRAS LVF RM E LVF G40
APRESENTANDO VARIAGOES DE MASSA NAS TEMPERATURAS DE 80 0C NO
AQUECIMENTO E 40 OC NO RESFRIAMENTO. ..ueeerirerereeerennreeeeesesesnmneneeeeens 112



16

FIGURA 23 - CURVAS DSC COM CICLO DE AQUECIMENTO PARA O LVF RM E LVF G40.114
FIGURA 24 - DSC DO LEVOFLOXACINO HEMIDRATO (LVF RM) E DO TRITURADO EM
DIFERENTES TEMPOS DE MOAGEM (LVF G5 — 5 MIN; LVF G10 — 10 MIN.; LVF G20
—20 MIN.; LVF GAO =40 MIN.). evrieeeiiieeeeireeeciteeeesiireeeeereeeennneeesnaeeeas 116
FIGURA 25 - PADRAO DE DIFRAGAO DE RAIOS X DO LVF RM REALIZADAS COM CICLO DE
AQUECIMENTO . 1eeteeeiueirreeeeeseseenrreeesesssssssseessessssssnsssnesessssssnsssnseesssessnnnes 119
FIGURA 26 - PADRAO DE DIFRAGCAO DE RAIOS X DO LVF G40 REALIZADAS COM CICLO DE
AQUECIMENTO . 11tueeeeeeeturunneeeeeetrnuineseseeeesessanesesesseemassnesesessssssnsneseseesennes 120
FIGURA 27 - DRXP PARA A AMOSTRA LVF G40 EM TEMPERATURA AMBIENTE (LVF G40
25C), APOS RESFRIAMENTO A 25 OC (LVF G40 COOLING 25C) E APOS 1 HORA DE
RESFRIAMENTO (LVF G40 COOLING — 1H). ceecvrieeeiieeeciieeeeiieeeeevve e evaee 121
FIGURA 28 - PADROES DE DIFRAGAO DE RAIOS X PARA AS AMOSTRAS LVF RM E LVF G40
DURANTE O AQUECIMENTO E RESFRIAMENTO NAS TEMPERATURAS DE 30 0CE 50

O, e e s 124
FIGURA 29 - ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PARA O LVF RM E LVF G40 APOS
AQUECIMENTO EM TG 126

FIGURA 30 - MICROSCOPIO OPTICO EQUIPADO COM SISTEMA DE AQUECIMENTO.
ANALISES REALIZADAS PARA AS AMOSTRAS LVF RM E LVF G40. AS IMAGENS A, B,
C, D, E E F PARA AMBAS AS AMOSTRAS REPRESENTAM A LIBERAGAO DA MOLECULA

DE AGUA DAS AMOSTRAS CONFORME O AQUECIMENTO......cccuvrvrreeeeeesennnreenan 129
FIGURA 31 - MEV 0BTIDO NAS RESOLUCOES X300 E X1000 PARA AS AMOSTRAS LVF RM
ELVFG40 (AEB—LVFRM/ CED = LVF G40). ccoeevreeereeereeeree e 131

FIGURA 32 - PERFIL GRANULOMETRICO DAS AMOSTRAS LVF RM E LVF G40
FIGURA 33 - ESQUEMA PARA A DETERMINAGCAO DO ANGULO DE CONTATO DAS AMOSTRAS
LVF RM E LVF G40 (DOIS ESTAGIOS REPRESENTADOS, GOTA PENDENTE E APOS

ATINGIR A SUPERFICIE) . 1veeeeutrieeesieeeeeiireeeeeireeeesveeeeessreeesensaeeesasanaeans ...136
FIGURA 34 - REPRESENTACAO DA DETERMINAGAO DE ANGULO DE CONTATO
FIGURA 35 - VELOCIDADE DE DISSOLUGCAO INTRINSECA DE LVF E LVFG40................ 140




Lista de Tabelas

TABELA 1 - SETE SISTEMAS CRISTALINOS POSSIVEIS. ..eeeeuurirreeeeeeeiiinreeeeeeeeecsnnneeens 30
TABELA 2 - CLASSIFICAGAO DE HIDRATOS CRISTALINOS. .uvveeuvreeirerieeenieesnseeesuesnnes 35
TABELA 3 - AVALIACAO DO CONTEUDO DE AGUA (%) POR KARL FISCHER (KF) E
TERMOGRAVIMETRIA (TG)eeeeeiieeieiieeeiiteeeeiiee e eeere e e siveeeesene e e naee e snneeeens 69
TABELA 4 - COMPARATIVO DE PARAMETROS DE CELULA ENTRE O LEVOFLOXACINO
HEMIDRATO E SUA FORMA ANIDRA. ...eecveieiieereeenseeenseeesssesssseessnesssssesssesnsns 97
TABELA 5 - RESULTADOS DAS CURVAS TG PARA O LVF RM E LVF G40. .....ccvvveunene 109

TABELA 6 - RESULTADOS DAS CURVAS DSC PARA AS AMOSTRAS LVF RM E LVF G40...118
TABELA 7 - RELACAO DOS VALORES DE DIAMETRO DAS AMOSTRAS DE LEVOFLOXACINO.132
TABELA 8 - VALORES DE ANGULOS DE CONTATO PARA AS AMOSTRAS LVF RM E LVF G40.

TABELA 9 - EQUAGOES E VALORES DE R2 OBTIDOS POR REGRESSAO LINEAR DOS MINIMOS
QUADRADOS PARA O TESTE DE VELOCIDADE DE DISSOLUGCAO INTRINSECA DO LVF E
LVFGAO. ...t 141



18



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E UNIDADES

Anvisa — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ANOVA — Anélise de Variancia

BCS - Biopharmaceutics Classification System (Sistema de
Classificagdo Biofarmacéutica)

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CV% — Coeficiente de variagdo percentual

DIDR - Disk Intrinsic Dissolution Rate (Taxa de Dissolucdo Intrinseca
em Disco)

DSC - Differencial Scanning Calorimetry (Calorimetria Exploratdria
Diferencial)

DTA - Differential Thermal Analysis (Analise Térmica Diferencial)
DTG - Derivative Thermogravimetry (Termogravimetria Derivada)
FDA — Food and Drugs Administration

FT-IR — Fourier Transform Infrared Spectroscopy (Espectroscopia com
Transformada de Fourier)

g/mol — gramas por mol

HPLC — High Performance Liquid Chromatography

ICH — International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use

IDR — Intrinsic Dissolution Rate (Taxa de Dissolucdo Intrinseca)

IFA — Insumo Farmacéutico Ativo

IV — Infravermelho

KF — Karl Fischer

LVF - Levofloxacino

LOD — Limit of Detection (Limite de Detec¢do)



LOQ — Limit of Quantification (Limite de Quatificacdo)

MEV — Microscopia Eletronica de Varredura

ml — Mililitro

nm — Nanbmetro

NMR — Nuclear Magnetic Ressonance (RMN — Ressonancia Magnética
Nuclear)

MOP — Microscopy Optical (microscopia Optica)

RAMAN — Espectroscopia por Raman

rpm — Rotagdes por minuto

RS — Raman Spectroscopy

RSD - Relative Standard Deviation

SEM - Scanning Electron Microscopy

TG — Termogravimetria

USP — United States Pharmacopoeia (Farmacopeia Americana)
UV-VIS — Ultravioleta Visivel

XRPD - X-ray powder diffraction (Difracdo de raios X de po)
Kg — Micrograma

pl — Microlitro



Sumario

1. INTRODUCAO

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

POLIMORFISMO

POLIMORFISMO, SOLVATOS E HIDRATOS

HIDRATOS

OCORRENCIA DE POLIMORFISMO NA AREA FARMACEUTICA
FARMACOS

EXCIPIENTES

IMPORTANCIA DO POLIMORFISMO NA FARMACIA
TAXA DE DISSOLUCAO E SOLUBILIDADE
BIODISPONIBILIDADE

GENERALIDADES DE FORMAS SOLIDAS
CARACTERIZACAO NO ESTADO SOLIDO

TECNICAS UTILIZADAS

MICROSCOPIA E TERMOMICROSCOPIA

ANALISE TERMICA

MicroscopPIA OPTICA COM AQUECIMENTO (HOT STAGE)
DIFRACAO DE RAIOS X

ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO
ESPECTROSCOPIA POR RAMAN

RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR EM SOLIDO (RMNS)
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)
LEVOFLOXACINO

TECNICAS PARA CARACTERIZACAO DE HIDRATOS FARMACEUTICOS

3. JUSTIFICATIVA

26
32
34
38
38
39
40
40
41
42
43
45
45
46
47
49
50
51
52
53
54
56

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

59



OBJETIVOS ESPECIFICOS 59

5. _MATERIAIS E METODOS

PREPARACAO DO LEVOFLOXACINO HEMIDRATO RECRISTALIZADO (LVF

R) 60
PREPARAGAO DO LEVOFLOXACINO HEMIDRATO TRITURADO/MOIDO
(LVF G) 61
CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC) 61
TERMOGRAVIMETRIA (TG) 62
INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURRIER (FTIR) 62
DIFRACAO DE RAIOS X DE PO (DRXP) 63
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR EM SOLIDO (RMNS) 64
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) 64
MICROSCOPIA OPTICA ACOPLADA COM PLACA DE AQUECIMENTO
(HOTSTAGE) 64
DETERMINACAO DA ESTRUTURA DO CRISTAL 65
TAMANHO DE PARTICULA - MASTER SIZER 65
MOLHABILIDADE 66
DISSOLUCAO INTRINSECA 67

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 EFEITO DA RECRISTALIZACAO E MOAGEM NO

LEVOFLOXACINO HEMIDRATO 68
COMPORTAMENTO TERMICO (DSC E TG) 69
DIFRAGAO DE RAIOS X DE POS (DRXP) 73
ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (FTIR) ERAMAN 75
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR NO ESTADO SOLIDO (RMNS)
78
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) 80
EFEITO DA MOAGEM 81

6.2 EFEITO DESIDRATACAO NA ESTRUTURA CRISTALINAE
DETERMINACAO ESTRUTURAL DA FORMA ANIDRA DO
LEVOFLOXACINO 86



23

CARACTERIZACAO (HEMIDRATO E ANIDRO)

DETERMINAGAO ESTRUTURAL DO LEVOFLOXACINO ANIDRO 96
6.3 EFEITO DA MOAGEM NA ESTRUTURA CRISTALINA DO
LEVOFLOXACINO HEMIDRATO 108
COMPORTAMENTO TERMICO 108
DIFRAGAO DE RAIOS X DE POS (DRXP) 118
ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURRIER (FTIR) 125
MICROSCOPIA OPTICA ACOPLADA COM AQUECIMENTO (HOTSTAGE)
127
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) 130
TAMANHO DE PARTICULA (MASTER SIZER) 132
6.4 MOLHABILIDADE E DISSOLUCAO INTRINSECA 136
MOLHABILIDADE 136
DISSOLUGAO INTRINSECA 139

7. CONCLUSOES

8. REFERENCIAS




1. INTRODUCAO

Polimorfismo e pseudopolimorfismo sdo propriedades importantes do
estado solido que influenciam a comportamento e processamento das
formas farmacéuticas (Morris et al., 2001). O polimorfismo é baseado
na habilidade de um solido existir em uma ou mais forma ou estrutura
cristalina, enquanto o pseudopolimorfismo trata de diferentes formas de

solvato de uma mesma substancia quimica (Vippagunta et al., 2001).

O potencial impacto farmacolégico causado por mudangas no estado de
hidratacdo de farmacos e excipientes pode ser comprovado durante o
processamento e desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas,
sendo que o comportamento de hidratos farmacéuticos tem se tornado
objeto de interesse nas Ultimas décadas (Brittain, 2006). O solvato mais
comum dentre os produtos farmacéuticos é o hidrato. As moléculas de
agua nos hidratos podem estar presentes tanto estequiometricamente
guanto ndo estequiometricamente, dependendo do arranjo do cristal bem
como da natureza das ligagdes moleculares da agua. Os hidratos podem
influenciar as propriedades fisico-quimicas, o processamento mecénico
e 0 comportamento de compactacdo do farmaco. Além disso, as
moléculas de agua em hidratos pode também influenciar interagdes
intermoleculares, desordens cristalinas e mudancas na energia livre dos
farmacos bem como em pardmetros como atividade termodinamica,
solubilidade, taxa de dissolucdo, estabilidade e biodisponibilidade do
material em questdo. Portanto, a caracterizacdo das propriedades do
estado solido em um estdgio inicial, usando técnicas analiticas
adequadas, representa um pré-requisito essencial no desenvolvimento de

formas farmacéuticas solidas (Byrn et al., 1995). Neste contexto, as
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técnicas mais comumente utilizadas na caracterizacdo de hidratos sdo
termogravimetria (TG), calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR) e difracdo de raios X
de pé (DRXP). Além dessas técnicas, a microscopia Optica associada
com aquecimento (hotstage) pode ser de grande utilidade na

complementacéo das analises (Dorofeev, 2004).

O levofloxacino hemidrato (LVF é o enantiomero S(-) do ofloxacino e
demonstra melhor efeito farmacéutico em menores dosagens quando
comparado com a mistura racémica (ofloxacino) (Kitaoka et al., 1995;
Gonzalez, Mochon and Rosa, 2000; Wang e Wang, 2006; Brittain,
2006). Assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o lefofloxacino
hemidrato e avaliar os efeitos que o processamento, representados pelos
processos de moagem e desidratacdo, causam nas propriedades fisicas e

guimicas deste farmaco.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Polimorfismo

Nas ultimas trés décadas a consciéncia da importancia do polimorfismo
vem aumentando. Como as metodologias analiticas tem se tornado mais
sofisticadas, mais precisas e mais réapidas, a proliferacdo de dados tem
revelado diferencas na estrutura e comportamento dos insumos
farmacéuticos ativos (IFAS), que pode ser atribuido ao polimorfismo.
Dessa forma, o polimorfismo passa de um fendmeno incomum para uma
area legitima e importante da pesquisa, que pode ser utilizada de
maneira original e eficiente para o0 estudo, compreensdo e
desenvolvimento das relagBes estrutura-propriedade em sdlidos
(Bernstein, 2013). Uma molécula pode se arranjar em diferentes formas
cristalinas e os polimorfos tem diferentes distancias relativas
intermoleculares e/ou interatomicas assim como as células unitérias,
resultando em diferentes propriedades como densidade, dureza,
compressibilidade, indice de refracdo, ponto de fuséo, entalpia de fuséo,
pressdo de vapor, solubilidade, taxa de dissolu¢do, outras propriedades
termodindmicas e cinéticas e coloragdo. As diferentes estruturas
cristalinas em polimorfos surgem quando um farmaco cristaliza em
diferentes arranjos ou conformacdes de empacotamento. A ocorréncia
de polimorfismo é muito frequente em moléculas organicas e em um

grande numero de compostos farmacéuticos (Giron, 1995).

Polimorfos e pseudopolimorfos sdo importantes propriedades do estado

solido que influenciam a eficAcia e processamento de formas
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farmacéuticas sélidas (Morris et al., 2001). O polimorfismo se apresenta
com diferencas estruturais no interior do cristal enquanto 0s
pseudopolimorfos possuem diferentes solvatos no mesmo composto
quimico (Vippagunta et al., 2001). O solvato mais comum em
compostos farmacéuticos é o hidrato. A molécula de 4gua em hidratos
pode estar presente tanto estequometricamente quanto ndo
estequimetricamente, dependendo do arranjo cristalino bem como a

natureza da ligacdo das moléculas de agua (Gandhi et al., 2002).

Como muitos termos quimicos, a definicdo de polimorfismo ¢é
abrangente e imprecisa. O problema foi discutido por McCrone, cujas
definicbes e adverténcias sdo tdo relevantes hoje como quando
enunciadas pela primeira vez. McCrone definiu polimorfismo como uma
fase cristalina solida de um dado composto resultante da possibilidade
de ao menos dois arranjos diferentes entre as moléculas deste composto

em seu estado sélido (Bernstein, 2013).

A formacédo de polimorfos na area farmacéutica pode ser influenciada,
ainda, por estresse durante a producdo, como na desidratacdo, moagem,
granulacdo Umida, compactacdo ou compressdo. Estes fatores aceleram
a transicdo de fases em produtos farmacéuticos e o grau de converséo
polimorfica dependera da estabilidade relativa da fase em questdo e/ou
do tipo e grau de processamento mecéanico aplicado & amostra. Tendo-se
em vista estes fatores, é desejavel escolher a forma polimérfica mais
estavel no inicio para controlar a forma dos cristais e a distribuicdo de
tamanho e forma dos mesmos durante todo o processo de
desenvolvimento. A presenca da forma metaestdvel durante o

processamento ou na forma farmacéutica final frequentemente leva a
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instabilidade na liberacdo como resultado da transformagdo de fase. A
fase solida é a mais comumente encontrada na pratica farmacéutica. A
escolha exata e a caracterizacdo completa do sélido influencia a
qualidade do processo de producdo, o desempenho e a

biodisponibilidade da forma farmacéutica final (Malaj, 2009).

A fase sdlida pode ser classificada, com base na ordem do
empacotamento, em dois tipos principais de subfases, a cristalina e fase

amorfa (Figura 1).

Pseudopolimorfo | Dessolvato

Hidrato Solvato

Figura 1 - Representacdo esquematica de formas do estado sélido.

(Adaptado de Malaj, 2009).
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Quando aplicado a solidos, o adjetivo cristalino implica em um cristal
ideal, na qual a estrutura unitaria, denominada célula unitéria, se repete
regularmente nas trés dimensGes espaciais (figura 2a e 2b). A célula
unitaria possui orientacdo e forma definidas pelos vetores translacionais
a, b e ¢ e possui volume definido, V, que contém os 4&tomos e moléculas

necessarias para a geracao do cristal (Bernstein, 2013).

Y /Z

@

(b)

Figura 2 - Célula unitaria com suas dimenses (a) e organizacdo da estrutura
tridimensional da rede cristalina (b).

(Adaptado de Bernstein, 2013).
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Cada cristal pode ser classificado com um ndmero de 1 a 7 possiveis

sistemas cristalinos ou classes cristalinas (tabela 1) que sdo definidos

pela relacdo entre a dimensdo individual, a, b, ¢ de uma célula unitaria e

entre os angulos individuais, a, f e y da célula unitaria (Brittain, 1999).

Tabela 1 - Sete sistemas cristalinos possiveis.

(Adaptado de Brittain, 1999).

Sistema cristalinos

Comprimento axial

e angulos
Cubico a=b=c
0=p=y=90°
Tetragonal a=b#c
a=p=y=90°
Ortorrémbico a#b#c
a=P=y=90°
Romboédrico (Trigonal) a=b=c
a=P=y#90°
Hexagonal a=b#c
0=p=90° y= 120°
Monoclinico a#b#c
a=y=90° #3
Triclinico a#b#c
0FABAY£90°

A estrutura de um dado cristal pode ser atribuida a um dos sete sistemas

cristalinos, a uma das 14 redes Bravais e a um dos 230 grupos espaciais

(Kim, 2005).
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Todos os 230 grupos espaciais possiveis, suas simetrias e simetrias de
seus padrdes de difragdo de raios X estdo compilados no International
Tablets for Crystallography. Os solidos cristalinos existem em trés
grupos que sdo classificados em polimorfos, solvatos e hidratos, e
dessolvatos (Brittain, 1999).

Um dos aspectos mais importantes do desenvolvimento de formas
farmacéuticas no estado sélido diz respeito ao estado fisico da IFA, ja
gue tem sido amplamente demonstrado que muitos farmacos podem
apresentar uma ou mais formas cristalinas (Brittain, 2008; Vippagunta;
Brittain; Grant, 2001).

As moléculas na estrutura cristalina de um polimorfo sdo ligadas por
interacdes fracas (Pontes de H, Forgas de Van der Waals, intera¢des 7-
m). Duas categorias de polimorfismo sdo distinguidas: polimorfismo de
empacotamento e polimorfismo conformacional. O polimorfismo de
empacotamento difere por apresentar moléculas empacotadas na
estrutura cristalina, sdo formados por uma molécula rigida (por
exemplo: sulfapiridina), embora existindo uma molécula flexivel em
polimorfos de varias formas conformacionais (por exemplo: acido L-
glutamico) (Brittain, 2008; Vippagunta; Brittain; Grant, 2001).

Na prética tipos mistos de polimorfismo so frequentemente
encontrados. A denominacdo/terminologia de polimorfos ndo €
unificada (por exemplo: I, II, III; A, B, C...; a,B, Y) e, ocasionalmente,
acontece que polimorfos idénticos sdo nomeados de forma diferente por
autores diferentes. O polimorfismo anidrido (ndo-solvatos) significa que

a molécula de agua ndo estd envolvida na estrutura cristalina. O
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polimorfismo de hidratos (solvatos) é chamado solvatomorfismo ou
pseudopolimorfismo. Polimorfos podem ou ndo diferir por sua forma
cristalina (hébito). Uma habilidade de um composto em formar vérias
formas cristalinas, embora sua estrutura cristalina permanega a mesma,
ndo é polimorfismo, mas, morfologia dos cristais (Brittain, 1997;
Rodriguez-Spong et. al., 2004; Vippagunta; Brittain; Grant, 2001).

Entre as moléculas farmacéuticas, o caso mais frequente é o dimorfismo.
Um exemplo bem conhecido é o litigio de patentes entre as empresas
farmacéuticas Glaxo e Novopharm com dois polimorfos de cloridrato de
ranitidina, farmaco que diminui a producédo de &cido gastrico (Bernstein
, 2002). Outro exemplo trata dos problemas da empresa Abbot
Laboratorios relativos a dois polimorfos de ritonavir, um inibidor da
HIV-protease (Bauer et.al. 2001). Os polimorfos diferem pela sua
estrutura cristalina e por suas propriedades, das quais a solubilidade é a
mais importante. Uma relagéo tipica de solubilidade de dois polimorfos
é de dois para um, mas ha excecdes, por exemplo, polimorfos de
premafloxacino I/Ill ou polimorfos de cloranfenicol A/B, que
apresentam essa relagdo para mais de 10. Assim, pode acontecer que um
polimorfo menos sollvel nem sequer atinja a concentracdo minima no
sangue (Bond et.al. 2007).

Polimorfismo, Solvatos e Hidratos

A literatura de polimorfismo e fenémenos relacionados tem apresentado

um grande nimero de defini¢des adicionais e termos que potencialmente
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levam a uma maior confusdo, dificultando o seu melhor entendimento.

Um destes termos é o chamado Pseudopolimorfismo (Bernstein, 2013).

Provavelmente a utilizagdo mais comum, particularmente prevalente na
industria farmacéutica, envolve a confusdo entre solvato (incluindo
hidratos) e materiais cristalinos que ndo contém solvente (anidratos no
caso da agua). Como Byrn et al. (1999) tem apontado, cristais de
solvatos exibem uma vasta gama alteracbes em suas caracteristicas
fisico-quimicas. Em um extremo, o solvente esta fortemente ligado e
condi¢des vigorosas sdo necessarias para o processo de dessolvatacao.
Em muitos desses casos, 0 solvente é parte integrante da estrutura
cristalina original e sua eliminacdo leva ao colapso da estrutura e a
formacéo de uma nova estrutura. No outro extremo estdo os solvatos nos
quais o solvente estd levemente ligado e a dessolvatacdo ndo leva ao
colapso da estrutura original. Uma vez que um solvato e sua forma
cristalina dessolvatada sejam constitucionalmente distintas, estas nao
podem ser caracterizados como polimorfos por nenhuma definicéo.
Apesar das objec¢des do uso do pseudopolimorfismo para descrever
estruturas solvatadas de um material, o termo parece ter ganhado grande
aceitacdo neste contexto, especialmente na industria farmacéutica, tanto
na caracterizacdo quanto producdo e processamento (Kitaoka et al.
1995; Bernstein, 2013).
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Hidratos

Hidratos sdo moléculas complexas que possuem moléculas de agua
dentro de sua rede cristalina. O comportamento fisico-quimico,
processamento mecanico e compactacdo de hidratos farmacéuticos
podem ser diferentes do correspondente anidro (Byrn et al, 1999). O
FDA (Food and Drug Administration’s) preconiza procedimentos
analiticos apropriados na deteccdo de diferentes formas sélidas de
farmacos. Byrn et al. 1995, desenvolveram fluxogramas descrevendo as
mais importantes caracteristicas cientificas e regulatérias considerando a
caracterizacdo de sélidos farmacéuticos, incluindo polimorfos, hidratos
(solvatos), solvatos dessolvatos e formas amorfas. Dentre os diferentes
estados solidos de farmacos, a formacao de hidratos é o fenémeno mais
comum encontrado, podendo causar pequenas mudancas até a formagdo
de diferentes polimorfos (Byrn et al, 1995; Morris, 1999; Vippagunta et
al., 2001; Giron, 1999; Giron et al., 2002).

A molécula de agua é pequena o suficiente para preencher os espacos
vazios formados quando moléculas maiores sdo empacotadas e
interagem através de ligac6es de hidrogénio para superar a entropia do
sistema. Hidratos cristalinos tém sido classificados tanto pela estrutura
guanto por aspectos energéticos. A classificacdo de hidratos cristalinos
de interesse farmacéutico por suas caracteristicas cristalinas é a mais

comum, intuitiva e usual (Morris et al., 1999)..

Baseado em seus aspectos estruturais, hidratos cristalinos foram

classificados em trés classes (Tabela 2) e estas podem ser facilmente
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identificadas por técnicas analiticas facilmente disponiveis (Morris et
al., 1999).

Tabela 2 - Classificacao de hidratos cristalinos.

(Morris et al., 1999).

Classe 1 2 3
Descrigdo Sitios isolados | Rede de canais Agua
da rede coordenada por
a) Canais fon metalico
expandidos

b) Rede plana
c) Hidratos
desidratados

O grande impacto farmacéutico causado pelas mudangas no estado de
hidratagdo de farmacos e excipientes é observado durante o processo de
desenvolvimento de formas farmacéuticas (Brittain, 2006). Morris
afirma que substancias podem hidratar/desidratar ou solvatar/dessolvatar
em resposta a mudancas nas condi¢fes ambientais, processamento ou ao
longo do tempo em uma forma metaestavel, termodinamicamente
estavel (Morris et al., 1999).

Além de interferir nas propriedades fisico-quimicas, a agua em hidratos
também pode influenciar nas interacGes intermoleculares, desordem

cristalina, mudancas na energia livre, atividade termodinamica,
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solubilidade, taxa de dissolugdo, estabilidade e biodisponibilidade.
Entretanto, a prévia caracterizacdo de propriedades do estado solido
utilizando metodologias analiticas apropriadas € um pré-requisito
essencial no desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas, tanto do

ponto de vista regulatdrio quanto de controle (Byrn et al., 1995).

A primeira escolha de uma IFA para uma formulacdo de farmacos
solidos é o anidro (acido livre, base livre ou composto neutro).
Anidratos, juntamente com sais formam a maioria de todas as
formulagdes. Se o anidro, por algum motivo ndo é adequado (por
exemplo, é pouco sollvel, instavel, etc.), os possiveis hidratos deverdo
ser monitorados. O hidrato é mais frequentemente um solvato contendo
moléculas de agua em sua estrutura cristalina. Para uma formulacdo
estavel, hidratos estequiométricos em um estégio inferior de hidratacdo
sdo escolhidos em que as moléculas de agua estdo ligadas as moléculas
da substancia ativa por pontes de hidrogénio. A desidratacdo de um
hidrato estequiométrico muitas vezes resulta no colapso da estrutura
cristalina e possibilita a origem de uma fase amorfa. Hidratos néo
estequiométricos ndo sdo adequados para a formulagdo, pois o teor de
agua em si muda com a pressao parcial de vapor d'dgua na atmosfera e
com a temperatura. Em hidratos ndo estequiométricos, a dgua ndo esta
ligada muito firmemente, preenchendo fracamente as cavidades
presentes na estrutura, sem formacdo de pontes de hidrogénio. A
desidratacdo dos hidratos ndo estequiométricos poderia resultar em uma
fase amorfa, porém origina um anidro cristalino. Um exemplo de um
hidrato ndo estequiométrico ¢ a [-ciclodextrina, representado pelas

moléculas de agua intersticial na cavidade (Malaj, 2009).
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A estabilidade do sistema anidrato/hidrato depende da umidade relativa
do ambiente. Muitas substdncias ativas formam hidratos,
frequentemente em varios graus de hidratacdo e estabilidade. Se o
hidrato é o mais estavel em um sistema anidrato/hidrato, entdo o hidrato
possui todos os sitios doadores e aceptores de protons disponiveis mais
saturados comparados ao anidrato (Etter’s rule). Como exemplo, cita-se
o alcaloide de cereais terguride que se apresenta como um anidrato,

como hidrato 2/3 (dois ter¢os) e como monohidrato (Bernstein, 2013).

Formulagbes de IFAs de hidratos ndo sdo muito frequentes
considerando-se 0 nimero total de IFA’s (por exemplo, hidrato de
cloral, hemihidrato de levofloxacino e outros). A razdo é sua
instabilidade térmica e a possibilidade de desidratacdo durante a

secagem (Bernstein, 2013).

De fato, processos tecnolgicos como granulacdo Umida, reducdo de
tamanho de particula, revestimento e compressao podem favorecer um
composto em formar uma fase metaestavel que pode relaxar a uma
forma mais estdvel durante a validade de uma forma farmacéutica.
Alternativamente, uma forma cineticamente favorecida, mas
termodinamicamente instavel pode ser convertida durante esse processo

para uma forma mais estavel e menos sollvel (Bernstein, 2013).
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Ocorréncia de polimorfismo na area farmacéutica

Farmacos

“ApOs a descoberta dos primeiros casos de polimorfismo, com
diferencas drésticas na atividade bioldgica entre duas formas do mesmo
farmaco, nenhum farmacéutico industrial devera negligenciar este
problema” (Borka, 1991). Esta frase demonstra, em poucas palavras, a
importancia da pesquisa e do conhecimento do estado sélido de

produtos farmacéuticos.

O processo de desenvolvimento de novos farmacos como promessa de
produtos novos no mercado é um processo dispendioso, com
probabilidade de sucesso de um em dez mil. A estrita exigéncia de
controle de qualidade e as implicagdes das propriedades intelectuais na
indUstria farmacéutica levam a uma minuciosa e intensa investigacdo da
formacdo e das propriedades de um solido de interesse farmacéutico,
tanto para excipientes quanto para farmacos. Esses esforgos se estendem
por grandes periodos de tempo com muitas varidveis experimentais e
ambientais, que podem levar ao aparecimento de formas polimérficas,

de maneira intencional ou esponténea.

Numerosos estudos sobre polimorfismo em produtos farmacéuticos tém
aparecido desde a década de 60, muitos dos quais listados por Byrn e
Borka, os quais compilaram uma lista com cerca de 500 referéncias que
relatam polimorfismo em aproximadamente 470 importantes compostos
farmacéuticos. Isso foi logo seguido por uma analise polimérfica

incluida no fasciculo 1 a 12 da Farmacopeia Europeia (FE), trazendo
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uma comparacao dos pontos de fusdo na FE e na literatura de origem. A
Gltima versdo foi posteriormente atualizada em 1995, com as entradas
dos fasciculos 13 a 19 (Bernstein, 2013).

Cerca de 560 formas polimorficas, solvatos (incluindo hidratos) de
solidos farmacéuticos a 25 °C, estdo presentes na edicdo da FE de 1997.
Além disso, dos 10330 compostos da edicdo de 1997 do Merk Index,
somente 140 (1,4 %) sdo especificamente relatados como polimorfos,
540 (5 %) como hidratos e 55 (0,5 %) considerados como solvatos.
Esses nimeros refletem uma falha nos relatérios de inclusdo desses
fendmenos e pode sugerir a atual consciéncia do polimorfismo por parte

dos compiladores de compéndios e obras de referéncia (Malaj, 2009).

Excipientes

As formulagdes farmacéuticas possuem em sua formulacdo, além de
farmacos, excipientes, que servem para uma variedade de funcdes como
enchimento, estabilizante, revestimento, agente secante, entre outras.
Estes materiais podem exibir polimorfismo, os quais podem influenciar
sua performance na formulacdo. Um grande nimero de excipientes
exibem um grande nimero de polimorfos, solvatos e amorfos e estes séo
amplamente utilizados na tecnologia farmacéutica, a exemplo de lactose,
sorbitol, glicose, sacarose, estearato de magnésio, fosfato de calcio e
manitol. A natureza solida dos excipientes pode influenciar a forma
fisica final de um comprimido, bem como a tendéncia a manter ou

induzir a conversdo polimoérfica do farmaco. Por isso, tem se tomado
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cuidado para o desenvolvimento de protocolos para a selecdo de

excipientes compativeis com o farmaco (Burger et al. 2000).

Importancia do Polimorfismo na Farmacia

O polimorfismo pode influenciar cada aspecto da propriedade do estado
s6lido de um farmaco. Um dos aspectos importantes do polimorfismo na
indUstria farmacéutica é a possibilidade da interconversao entre formas

polimérficas, seja planejado ou ao acaso.

Taxa de Dissolucéo e Solubilidade

As propriedades de dissolugdo e solubilidade sdo frequentemente
cruciais na escolha da forma cristalina para a formulagéo de um produto
farmacéutico. Em geral, estes dois fatores desempenham papel
importante, sendo fundamental, na biodisponibilidade de um farmaco. A
absorcao fisiologica de um sélido farmacéutico oral geralmente envolve
dissolucdo do solido no estomago e a taxa e extensdo da dissolucdo é
frequentemente o0 passo determinante da velocidade do processo de
absorcdo. Um vez que diferentes formas cristalinas podem apresentar
diferentes limites e cinéticas de dissolucdo, estas propriedades s&o
rotineiramente estudadas em grande detalhe para muitos farmacos,
possuindo polimorfos ou ndo e claramente a caracterizacdo de

polimorfos ¢ frequentemente mais critica (Bernstein, 2013).



41
Biodisponibilidade

A taxa e extensdo da absorcdo fisiologica de um farmaco é fator
decisivo em sua eficacia. Isto pode variar em diferentes modificacdes
cristalinas e tem se tornado um importante aspecto cientifico e

regulatério (Bernstein, 2013).

Embora grande numero de estudos que fazem conexdo entre
modificacbes do cristal e sua biodisponibilidade tenham sido
publicados, é razodvel supor que muitos continuam a ser propriedade
intelectual de empresas farmacéuticas ou de documentos confidenciais
enviados para as agéncias reguladoras. Também, muitos estudos,
especialmente os de taxa de dissolucdo sdo usados para extrapolar a

biodisponibilidade esperada.

A biodisponibilidade pode também variar entre modificacdes cristalinas
e amorfas bem como entre formas polimdrficas. Além disso, o grau de
hidratacdo de diferentes modificagdes pode ter papel importante na
biodisponibilidade. Um dos sistemas mais estudados é o da ampicilina
desidratada e tri hidratada, embora os resultados ndo tenham em muitas
vezes levado a resultados consistentes, porém existem muitos solvatos
que demonstraram diferencas em sua biodisponibilidade (Bernstein,
2013).
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Generalidades de formas solidas

A descoberta de um farmaco é caracterizada por duas fases. A primeira
em termos de tempo ¢ chamada de “estrutura primaria”, seguido pelo
chamado “farmaco candidato”. O estagio “estrutura primaria” envolve
sele¢do de uma molécula 6tima, enquanto o estagio “farmaco candidato”
se relaciona com a sele¢do da forma sélida ideal. Aproximadamente 5-
10 candidatos passam para a fase de candidato e o resultado € a sele¢do
do sélido final (IFA - Ingredientes Farmacéuticos Ativos), para
subsequente formulacéo da forma farmacéutica. O estégio de “estrutura
primaria” refere-se somente a descoberta de um farmaco original, o
“farmaco candidato” pode estar relacionado aos genéricos (farmaco
bioequivalente ao original, produzido e distribuido ap6s expirar sua
patente) (Bernstein, 2013).

As propriedades mais importantes de um farmaco incluem a sua
solubilidade, a taxa de dissolucdo e a permeabilidade, que estdo
intimamente relacionados com a biodisponibilidade oral do farmaco.
Para a selecdo de uma IFA ideal, vérias dezenas de formas sélidas
podem estar disponiveis a partir de uma molécula. Um exemplo é a
atorvastatina célcica, um farmaco wusado no tratamento de
hipercolesterolemia, para 0s quais mais de 60 formas sélidas sdo
patenteados. O piroxicam, fa&rmaco anti-inflamatério nao-esteroidal, foi
sintetizado em mais de 50 formas e mais de 100 formas sdo descritos
para sulfatiazol, um agente antimicrobiano de uso local (Bernstein,
2013).
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No caso de compostos multicomponentes, a reducdo do numero de
formas solidas é dada pela condicdo de aceitabilidade farmacéutica do
componente (por exemplo, contra ions no caso dos sais), ver GRAS
(Generally Recognized as Safe ou Geralmente Reconhecido Como
Seguro) (FDA, GRAS, 2010).

Caracterizagcdo No Estado Sdlido

O desenvolvimento de uma forma farmacéutica implica em varios
passos, objetivando-se a criacdo de um sistema fisico que contenha a
substancia ativa e os requisitos de qualidade que assegurem a sua

eficacia e a seguranca.

Muito embora novas formas farmacéuticas continuem a ser
desenvolvidas, muitos farmacos ainda sdo administrados na forma solida
(Brittain, 1997), devido & conveniéncia e estabilidade, confiabilidade &
dose veiculada, protecdo ao farmaco e melhor aceitacdo pelo paciente.
(De Castro et. al., 2006).

Nos dltimos anos, houve muitas discussdes e investigacOes cientificas
relacionadas a determinacdo da equivaléncia farmacéutica. Ficou bem
estabelecido que a velocidade e a extensdo com que o farmaco torna-se
disponivel para a absorcdo, dependem, em grande parte, das matérias-

primas utilizadas e também do método de obtencao.

Matérias-primas de origem nacional ou importada sdo utilizadas e,

apesar da sua pureza quimica ser aceitavel, frequentemente as matérias-
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primas apresentam diferencas de caracteristicas no estado sélido
(polimorfismo, tamanho de particulas, habitos cristalinos, etc.).
Caracteristicas que podem afetar a estabilidade ou a disponibilidade da
forma sélida do farmaco devem ser monitoradas e controladas, assim, a
caracterizacdo fisica dos sélidos tem se tornado uma area extremamente

importante na industria farmacéutica (Brittain, 1997).

Aspectos como a biodisponibilidade, solubilidade, procedimentos
farmacotécnicos e condicGes de administracdo estdo intimamente
relacionados as propriedades quimicas e fisico-quimicas dos farmacos
no estado sélido. As propriedades fisico-quimicas dos principios ativos
constituem, sem davida, um elemento essencial no desenvolvimento de
formulagdes farmacéuticas destinadas a administracdo por via oral. A
absorcdo gastrointestinal estd relacionada a solubilidade, ao carater
acido/base do farmaco e a sua permeabilidade através de membranas
biologicas, o que ira determinar a biodisponibilidade de uma

determinada substancia (Cuffini et. al., 2001).

A grande importancia do controle das caracteristicas do estado solido
dos farmacos, como o polimorfismo, no desenvolvimento de farmacos
estd principalmente relacionada as diferencas significativas que podem
ser geradas na solubilidade, na processabilidade e na estabilidade fisica
e quimica. Estas diferencas poderdo modificar o comportamento da
molécula quanto ao meio bioldgico, podendo afetar diretamente a

biodistribuicdo e, portanto, sua eficacia.
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Técnicas Utilizadas

O polimorfismo representa diferencas estruturais  cristalinas
essencialmente nas propriedades fisicas ou quimicas que podem variar
muito entre as estruturas polimorficas dos materiais. A consequéncia
disso é o fato de que virtualmente qualquer técnica que consiga medir as
propriedades de um material sélido pode em principio ser usada na
detecgdo de polimorfos e na caracterizacdo de suas similaridades e
diferencas estruturais. Algumas técnicas possuem maior sensibilidade
para deteccdo da estrutura cristalina ou do ambiente molecular e em
alguns casos podem ser preferidas para a deteccdo e caracterizacdo da

estrutura cristalina.

Devido ao fato de a grande maioria de técnicas fornecerem informacdes
diferentes e de algumas ndo distinguirem caracteristicas polimorficas
especificas, é importante a utilizacdo de grande variedade de técnicas a
fim de complementar os resultados. A seguir serdo listadas algumas
técnicas utilizadas na identificacdo e caracterizacdo polimorficas de
materiais, dentre as quais muitas foram utilizadas no desenvolvimento
deste trabalho (Morris et al. 1998).

Microscopia e Termomicroscopia

A microscopia e termomicroscopia sdo ferramentas bastante simples,
Uteis e eficientes na caracterizacdo e estudo de polimorfismo. Talvez a
mais difundida e sistematica aplicacdo para estas técnicas tenha sido o

campo de materiais farmacéuticos. Antes do desenvolvimento de
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métodos analiticos de rotina cada vez mais sofisticados, a microscopia
de fase quente (hot stage microscopy) competiu como uma das
principais ferramentas para a caracterizacdo e classificacdo de
polimorfismo. Para o sucesso da caracterizagdo de polimorfos é
essencial a utilizagdo de uma gama de ferramentas e o “hot stage” foi
uma das primeiras, sendo a primeira, na caracterizacdo de compostos. O
uso da combinacdo de estudos térmicos e dpticos com a gravagdo de
videos combinado com outros métodos analiticos possibilita obtencéao
de maior nimero de dados para uma caracterizacdo mais precisa dos
materiais solidos. Dentre as combinagfes destacam-se 0 DTA, RAMAN
e FTIR (Morris et al. 1998).

Analise Térmica

Os métodos térmicos sdo baseados no principio de que mudangas no
estado fisico de um material sdo acompanhadas pela liberacdo ou
absorcao de calor. Varias técnicas termoanaliticas sdo designadas para a
determinacdo da entalpia acompanhando as mudancas pela medida das
diferencas entre o fluxo de calor entre a amostra estudada e um
referencial inerte. Este método € comumente chamado de Calorimetria

Exploratéria Diferencial (DSC — Differential Scanning Calorimery).

Na Analise Térmica Diferencial (DTA) cléssica, tanto a amostra quanto
a referéncia sdo aquecidos por uma Unica fonte de calor. As duas
temperaturas sdo medidas por um sensor em contato com a amostra e a

referéncia. Os dados sdo coletados como a diferenca de temperatura
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entre a amostra e a referéncia em funcdo do tempo. O objetivo desta
determinacdo é geralmente determinar as mudancas entélpicas obtidas

pela area do pico formada.

No caso do DSC, a amostra e a referéncia sdo aquecidas separadamente.
Neste caso ocorre compensacdo de fluxo de energia com variacdes
entdlpicas na amostra. Assim, quando ocorre alguma alteracdo
(liberagdo ou absorcdo de energia) na amostra hd uma compensagdo
energética na referéncia (material inerte). O pico formado fornece

dados entélpicos da transicao.

Outra técnica termoanalitica bastante utilizada na caracteriza¢do
polimorfica é a Termogravimetria (TGA - Thermogravimetric
Analysis). Nesta técnica 0 que se avalia € a mudanga na massa da
amostra quando submetida a variagfes térmicas. Como exemplo, ela
pode fornecer dados de presenca de volatil, determinacédo de cinética de
degradagdo térmica e, no caso de hidratos farmacéuticos, fornece dados
de presenca de agua, sendo possivel quantifica-los e diferenciar um
hidrato de outro (Bernstein, 2013).

Microscopia Optica com Aquecimento (Hot Stage)

A microscopia com aquecimento apresenta-se como um método rapido
para varredura de substancias em relagdo a presenca de polimorfismo.
Apesar da grande utilidade desta técnica na area de polimorfismo, esta
ndo tem recebido a atencdo que realmente merece. A microscopia foi

uma técnica muito ignorada em meados do século XX devido, em parte,
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a sua natureza subjetiva de observacdo e medida e falta de analistas que
transmitissem o conhecimento cientifico. Entretanto sua utilizacdo e
importancia tem se tornado amplamente reconhecida (Bernstein and
Henck 1998).

O uso mais geral da microscopia para o estudo de polimorfismo é
simplesmente a observacdo da homogeneidade ou diversidade cristalina
da amostra. Variacbes do tamanho, forma e cor podem indicar a

presenca de polimorfos e requerem maiores exames posteriores.

O acessdrio mais utilizado para a microscopia de luz polarizada de longe
é 0 passo de agquecimento (Hot Stage). Com prética, o real ponto de
fusdo pode ser determinado por esta técnica. Esta determinacdo auxilia
na caracterizacdo de materiais solidos, embora possa haver diferentes
polimorfos com o mesmo ponto de fusdo. Uma variedade de outras
propriedades pode ser estudada com esta ferramenta, a qual pode ser a
primeira opcdo na caracterizacdo de um material solido, especificamente

na pesquisa de polimorfismo(Bernstein and Henck 1998).

A utilizagdo da microscopia com aguecimento tem papel importante no
estudo de solvatos, 0s quais podem ser rapidamente detectados e a
dessolvatacdo pode ser facilmente distinguida usando a
termomicroscopia. O aparecimento de turbidez no cristal pelo
aquecimento é um sinal da liberacdo do solvente, 4gua no caso de
hidratos. Porém um teste mais conclusivo pode ser realizado cobrindo o
cristal com gel de silicone ou dleo de parafina, que aprisiona as bolhas

do solvente liberado. Métodos térmicos tem se mostrado bastante
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eficazes como complemento das técnicas microscopicas com

aquecimento.

Difracdo de Raios X

Os meétodos de cristalografia de raios X, os quais refletem diferengas na
estrutura do cristal, em muitos dos casos pode ser definitivo na
identificacdo e caracterizacdo de polimorfos e, sempre que possivel,
deve ser incluido dentre os métodos analiticos utilizados na defini¢do do

sistema polimdrfico.

A aplicacdo de métodos de difracdo de raios X no estudo de sélidos
moleculares em geral e sistemas polimorficos é frequentemente
realizado em p6s ou em monocristal. Tradicionalmente, 0 primeiro tem
sido utilizado na identificacdo qualitativa de fases polimdrficas
individuais ou mistura de fases enquanto que o Gltimo tem disso usado
na determinacdo da estrutura cristalina final e molecular mais detalhada.
O aumento da utilizacdo de radiagdo Sincrotron para difracdo de p6 tem
contribuido significativamente para preencher as lacunas existentes e em
alguns casos revelar polimorfos ndo detectaveis por pesquisas de
difracdo de raios X de laboratorio. A técnica de difracdo de raios X é
provavelmente o método mais efetivo para identificar polimorfos e

distingui-los entre si (Bernstein, 2013).
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Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho é uma técnica padrdo para a
caracterizacdo de compostos no contexto de materiais sélidos. Pelo fato
de se basear em medidas de modos vibracionais geralmente de atomos
ligados, com absorcGes na faixa de 400-4000 cm?, é a primeira
ferramenta para investigar propriedades moleculares ao invés de
propriedades do estado solido. Todavia, durante meio século tem sido
amplamente utilizada para investigar a propenséo de materiais formarem
polimorfos incluindo detalhes termodindmicos como pontos de transi¢do

e nimero de componentes (Brittain 1997).

Uma vez que as caracteristicas de ligacdo e &tomos ligados sdo
monitorados por esta técnica, sdo as perturbacBes de suas vibracdes
devido a variagbes conformacionais ou fatores ambientais entre os
polimorfos que podem levar a diferencas no espectro. Em geral muitas
caracteristicas moleculares sdo constantes de polimorfo para polimorfo e
os efeitos ambientais em especial ligacdes e efeitos vibracionais podem
ndo ser suficientes para evidenciar diferencas no espectro de

infravermelho entre polimorfos.

A técnica e instrumentagdo de FTIR (Espectroscopia de infravermelho
por Transformada de Fourier) fornece a localizagdo precisa de bandas de
absorcao e esta informacdo juntamente com comparacgdes e atribuigdes
do IR de varios polimorfos, permite a caracterizagdo e comparacao entre
estes polimorfos. Muitas informacdes sobre similaridades e diferencas
entre polimorfos podem ser perdidas com a representacao grafica, dessa

forma é necessario se tomar cuidado durante a plotagem dos gréficos.
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Apesar das dificuldades experimentais e potenciais armadilhas, a
espectroscopia na regido do infravermelho demonstra ser um método
simples e amplamente utilizado rotineiramente como ferramenta no

estudo e caracterizacdo de polimorfismo (Brittain 1997).

Espectroscopia por Raman

As técnicas espectroscopicas por Infravermelho e Raman séo geralmente
agrupadas uma vez que fornecem informagdes dos modos vibracionais
de um composto. Entretanto, uma vez que as duas técnicas sdo baseadas
em diferentes principios fisicos as regras para sele¢do sdo diferentes. O
infravermelho é um fenémeno de absorcdo enquanto o Raman é baseado
no fendbmeno de espalhamento. Em geral a energia do infravermelho é
absorvida por grupos polares, enquanto a radiacdo é mais efetivamente
espalhada no efeito Raman por vibragdes ndo simétricas e grupos ndo

polares (Bernstein, 2013).

A maior vantagem da espectroscopia por Raman sobre o Infravermelho
é que geralmente ndo ha necessidade de maiores preparos da amostra,
sendo muitas vezes dispensado seu preparo. O preparo da amostra,
como a moagem, por exemplo, pode alterar a amostra e modificar sua

estrutura cristalina, podendo formar um novo polimorfo.
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Ressonancia Magnética Nuclear em s6lido (RMNs)

Em termos de caracteristicas estruturais, as quais sdo avaliadas por
varias técnicas analiticas, a Ressonancia Magnética Nucelar no estado
solido (RMNss) pode ser vista como a técnica intermedidria entre a
espectroscopia na regido do infravermelho e a difracéo de raios X de pé.
A primeira fornece essencialmente  pardmetros  estruturais,
principalmente as forgas de ligacdes representadas pelas frequéncias
caracteristicas, enquanto o Ultimo reflete a natureza periddica da
estrutura de um sdlido. Para polimorfos, diferengas no ambiente e/ou
conformacdo molecular pode refletir no espectro de infravermelho. As
diferencas na estrutura do cristal que definem um sistema polimoérfico

sdo claramente refletidas nos padrdes de difracdo de raios X.

A técnica fornece informagdes do ambiente de dtomos individuais. Em
esséncia, a mudanca no ambiente de algum atomo pode originar-se de
dois fatores, 0s quais ndo sdo separaveis na interpretacdo do RMNss,
mas sdo conceitualmente independentes. Uma vez que diferentes
polimorfos sdo estruturas cristalinas diferentes, é esperado que o
ambiente cristalino ao menos alguns atomos sera diferente de polimorfo
para polimorfo. Além disso, uma vez que a conformagao molecular pode
frequentemente variar entre polimorfos, a mudanca no ambiente de um
atomo devido a diferenga conformacional pode também ser refletida no
RMNss (Bugay 2001; Strohmeier et al. 2001).

O RMNS5ss, assim como as outras técnicas descritas anteriormente, é uma

area de grande rapido desenvolvimento com grande potencial no estudo
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de polimorfismo, podendo ser adaptada para analises quantitativas de

misturas de polimorfos e ou sistemas multicomponentes.

O uso do RMNss para estudo de polimorfismo possui uma série de
vantagens: a) o sinal ndo é influenciado pelo tamanho de particula que
pode eliminar possiveis complicacfes de possiveis transformacdes
polimorficas devido a moagem requerida em técnicas como IR e DRX,
por exemplo; b) a intensidade do sinal é proporcional ao nimero de
nucleos entdo a presenca de misturas de modificacGes cristalinas podem
ser reconhecidas ou a composicdo quantitativa de misturas polimdrficas
podem ser determinadas; c) ndo ha necessidade de preparo da amostra
sendo que a pesquisa por polimorfos possa ser realizada durante
qualquer estagio do desenvolvimento ou processamento de um material

s6lido, como algum farmaco.

No estudo polimérfico, o RMNss pode fornecer importantes
informac@es cristalograficas, mesmo na auséncia de um monocristal

para determinacdo estrutural completa da amostra.

Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV)

O MEV (Microscopia Eletronica de Varredura) fornece magnificagdes
maiores que a microscopia Optica. No estudo de polimorfismo esta
técnica pode ter grande utilidade na caracterizagdo e entendimento de
diferencas nas propriedades de polimorfos. Além da caracterizacdo dos

hébitos cristalinos e de caracteristicas de superficie, 0 MEV pode



54

auxiliar no estudo da simbiose estrutural entre duas modificacdes

cristalinas (Bernstein, 2013).

Levofloxacino

Farmacos do grupo das fluoroquinolonas sdo agentes antimicrobianos
com amplo espectro de a¢do. Embora se disponha de extensa literatura
sobre propriedades farmacoldgicas e uso clinico destes farmacos,
informacGes em relacdo a propriedades fisico-quimicas ainda sdo

insuficientes (Dorofeev, 2004).

Inicialmente, somente o ofloxacino racémico estava disponivel como
farmaco, porém atualmente tem sido amplamente substituido pelo seu
isdbmero optico (S-oflo) (nome comercial — Levofloxacino) (figura 3) o

qual se tornou lider de mercado dentre as quinolonas do mercado.

H3C=N«

Figura 3 — Estrutura quimica do levofloxacino (S-) com a estrutura numerada
(* denota o centro quiral).

Adaptado de: (USP, 2011).
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A levofloxacino é o L-isdbmero do racemato ofloxacino, um agente de
quinolona antimicrobianos. A atividade antibacteriana de ofloxacino
reside essencialmente no isdbmero-L. O mecanismo de acdo do
levofloxacino e outros antimicrobianos fluoroquinolonas envolvem a
inibicdo da topoisomerase 1V bacteriana e DNA girase (ambos dos quais
sdo topoisomerases do tipo 1), as enzimas necessarias para a replicacdo

do DNA, transcricdo, reparo e recombinacdo (USP, 2011).

Levofloxacino apresenta atividade in vitro contra uma ampla gama de
microrganismos Gram-negativas e Gram-positivas e muitas vezes sdo
bactericidas em concentracdes iguais ou ligeiramente superiores as

concentracdes inibitorias (USP, 2011).

Fluoroquinolonas, incluindo a levofloxacino, diferem na estrutura
quimica e modo de agdo de antibidticos [B-lactdmicos e
aminoglicosideos, €, portanto, pode ser ativo contra bactérias resistentes
aos antibioticos P-lactdmicos e aminoglicosideos. Além disso, os
antibidticos B-lactdmicos e aminoglicosideos podem ser ativos contra
bactérias resistentes a levofloxacina. A resisténcia a levofloxacina
devido a mutacdo espontanea in vitro é uma ocorréncia rara (USP,
2011).

O levofloxacino hemidrato, ou ((--)-(S)-9-fluoro-2,3-diidro-3-metil-10-
(4-metil-1 -piperazinil)-7-oxo-7H-pirido [1,2,3-de]-[1,4] benzoxazino-6-
acido carboxilico hemidrato) é um Isémero S do ofloxacino que é
amplamente utilizado no mundo inteiro como agente antibacteriano.
Além disso, o Levofloxacino é geralmente 3 vezes mais potente que o

ofloxacino contra uma variedade de patdgenos gram-positivos e gram-
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negativos (Kitaoka H., et.al. 1995). Deve ser armazenado entre 15 - 25
°C. E soltvel em &cido acético, cloroférmio, pouco solivel em agua
(Merck Index). Possui massa molar de 361,37, formula molecular
CigH20FN3O4 e sua polaridade é dada pelo coeficiente de particdo
octanol/agua, Log P 1,268 (USP, 2011).

O levofloxacino existe em pelo menos duas modificagdes, o hemidrato e
o monohidrato. E bem conhecido que diferentes polimorfos e hidratos
de farmacos exibem diferentes propriedades fisico-quimicas como
estabilidade e solubilidade (Kitaoka e Ohya, 1993; Kitaoka et.al. 1995).
O levofloxacino hemidrato possui maior estabilidade de fase em relagédo
ao monohidrato (Nakagami et.al 1994; Kitaoka et.al. 1995).

Técnicas para caracterizacao de Hidratos Farmacéuticos

A completa caracterizagdo de hidratos farmacéuticos deve incluir o
conhecimento coletivo sobre a identificagdo, quantificacdo, propriedades
termodindmicas e diagrama de fases (Han, 1998; Newman e Byrn, 2003;
Giron et al., 2002; Byrn, 1994)

As técnicas mais comumente utilizadas na identificacdo de hidratos
incluem difracdo de raios X de p6é e de monocristal, a qual possibilita
identificar mudancas no padrdes de difracdo, uma vez que a molécula de
dgua influencia diretamente na estrutura do cristal (Suryanarayanan,
1995; Brittain, 2002), analise térmica, fornecendo dados de massa de
agua presente na molécula, bem como a energia necesséaria para a

desidratacdo do material (Giron D., 1999), microscopia Optica (hot
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stage) que possibilita a visualizagdo dos eventos referentes a
movimentacdo da molécula de; dgua na estrutura cristalina (Clarke,
1998), técnicas espectroscépicas que fornecem dados da localizacdo da
ligagdo da agua na molécula de farmaco (IR, FTIR, Raman e IR
préximo), além de titulacdo por Karl Fischer, que pode corroborar com

dados termoanaliticos em relacdo ao percentual de agua no cristal.
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3. JUSTIFICATIVA

O fato de formas de hidratos representarem um percentual pequeno em
formulagBes farmacéuticas, por serem mais instaveis termicamente,
desperta grande interesse em estudos do estado solido. Um exemplo
disso é o hemidrato de levofloxacino, um isémero S do ofloxacino,
amplamente utilizado no mundo inteiro como agente antibacteriano. O
levofloxacino é geralmente trés vezes mais potente que o ofloxacino

contra uma variedade de patégenos gram-positivos e gram-negativos.

O farmaco existe em pelo menos duas modifica¢des, o hemidrato e o
monohidrato. Sabe-se que diferentes polimorfos e hidratos de farmacos
exibem distintas propriedades fisico-quimicas como estabilidade e
solubilidade. No caso do levofloxacino hemidrato, este possui maior

estabilidade em relacdo ao monohidrato.

Dessa forma, o entendimento do comportamento no estado sélido se
mostra de suma importancia no controle de qualidade da matéria-prima
e no desenvolvimento de formulagGes que sejam mais estaveis para a

comercializacao.
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OBJETIVOS

Obijetivo Geral

Avaliar as propriedades do estado solido e realizar a determinacdo

estrutural do farmaco hemidrato de levofloxacino, bem como de sua

forma anidra.

Obijetivos Especificos

v

Avaliar e caracterizar a matéria-prima (levofloxacino
hemidrato) e suas formas anidrato, triturada e recristalizada;
Obter, a partir da forma hemidrato do levofloxacino, sua forma
anidrato;

Determinar a estrutura cristalina do levofloxacino anidro.
Avaliar o impacto do processamento da matéria-prima atraves
de moagem;

Realizar estudo de molhabilidade através do angulo de contato;

Realizar estudo de dissolugéo intrinseca das amostras;
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5. MATERIAIS E METODOS

As amostras de levofloxacino hemidrato foram obtidas da Zhejiang
East-Asia Pharm, tendo sido denominadas de LVF rm (matéria-prima -
raw material) e LVF g40 (triturado - grinding). A amostra LVF g40 foi
triturada por varios tempos diferentes até que se estipulasse o tempo
ideal de 40 minutos, em gral de porcelana (LVF g40). Além disso, a
matéria-prima foi recristalizada (LVF r) de acordo com método de
preparacdo do levofloxacino monohidrato descrito por Kitaoka et al.,
1995. Foi possivel através desta técnica obter a forma hemidratada

recristalizada.

Preparacéo do levofloxacino hemidrato recristalizado (LVF r)

Cerca de 10 g de amostra de levofloxacino hemirato foi adicionada em
100 ml de &gua e agitada a temperatura ambiente durante 24 horas. Apés
esse periodo foi realizado processo de filtragem, o material coletado
sobre o papel filtro foi lavado com 20 ml de agua e seco sob pressdo
reduzida a cerca de 80 °C durante um periodo de 4 horas. Apés a
secagem, o material foi levado a umidade relativa de 60 % durante uma
noite. A técnica descrita foi baseada no método de obtencdo do

levofloxacino monohidrato descrito por Kitaoka (Kitaoka et al., 1995).
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Preparacéo do levofloxacino hemidrato triturado/moido (LVF g)
A amostra de levofloxacino hemidrato foi triturada em graal de

porcelana por 5, 10 e 20 minutos.

Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) foram obtidas
em célula DSC-60 (Shimadzu, Japdo) com a utilizagdo de capsulas de
aluminio abertas com aproximadamente 2 mg de amostra sob atmosfera
dindmica de nitrogénio (50 mL/min), com razdo de aquecimento de 10
°C/min, na faixa de temperatura de 30 °C a 240 °C. O equipamento de
DSC foi previamente calibrado com padrdo de referéncia indio (ponto
de fusdo: 156,6 °C, AHfsao = -28,54 J/g) e zinco (ponto de fusdo 419,5
°C) e a linha de base foi calibrada de acordo com as especificagdes para

0 equipamento.

Para avaliacdo do perfil térmico da forma anidrato, foi realizado um
cliclo de aquecimento. Para isso a amostra hidratada foi aquecida até
140 °C, resfriada até a temperatura ambiente e rapidamente aquecida
para obtencdo da curva da forma anidra do levofloxacino. Os eventos
endotérmicos sdo representados para baixo em todas as curvas

calorimétricas.
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Termogravimetria (TG)

A termogravimetria (TG) foi realizada em termobalanga TGA-50
(Shimadzu, Kioto, Japdo) usando cadinho de platina, com razdo de
aquecimento de 10 °C/min sob atmosfera dindmica de Nitrogénio (N2)
com fluxo de 50 ml/min. Aproximadamente 4 mg de amostra foi
utilizada para a analise. A linha de base foi ajustada com branco para
todas as analises. A temperatura de inicio das analises foi de 25 °C e a

temperatura final foi de 400 °C.

Infravermelho por Transformada de Fourrier (FTIR)

Os espectros foram coletados em espectrofotdmetro modelo FTIR
Prestige da Shimadzu. O scan foi na faixa de 600-4000 cm™ e a
resolugdo do espectro foi de 4 cm™. Todas as amostras foram analisadas
em mistura de KBr com farmaco (LVF rm e LVF r) na proporcédo de
1:1.

Também foi utilizado equipamento FTIR Frontier (PerkinElmer, Brasil)
na faixa entre 4000 e 600 cm?, com uma média de 32 scans, na
resolucdo do espectro de 4 cm™. As amostras foram pré-aquecidas em
TG com razdo de aquecimento de 10 °C/min até 140 °C seguido por

aquecimento e subsequente analise em espectrofotdmetro IR.
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Difracéo de raios X de p6 (DRXP)

Os padrbes de difracdo de raios X de p6 foram coletados em
difratometro XPERT PANalytical, equipado com detector X’Celerator,
usando radiagdo Kk, de tubo de cobre operando com 45 kV e 40 mA,
faixa de 5 — 40° 26, passo de scan de 0.033° e tempo de scan de 45
segundos. Os Soller, divergente e anti-dispersdo usados foram 0,04 rad,

0,25° e 0,5°, respectivamente.

Para a realizacdo das analises foi utilizado aquecimento. Em um dos
experimentos foi realizada avaliagcdo nas temperaturas de 25, 30, 40, 50,
60, 70 e 80 °C para 0 aquecimento e posteriormente nas mesmas
temperaturas para o resfriamento. Além disso foi avaliado padrfes de
difracdo apo6s 1 hora de resfriamento bem como em temperaturas mais
elevadas, a 140 °C.

Foram realizadas medidas em aquecimento utilizando para isso uma
camera de alta temperatura Anton Paar HTK16, com taxas de
aquecimento/resfriamento de 10 °C/min nas temperaturas de 24, 30, 40,
50, 60 e 80 °C para aquecimento e resfriamento para as amostras LVF
rm e LVF g40. Além disso foram avaliadas possiveis alteracfes apds 1
hora de resfriamento. A fim de identificar possiveis diferencas na
hidratacdo ainda foram avaliadas as temperaturas de 30 e 50 °C em

aquecimento e em resfriamento.



64

Ressonancia Magnética Nuclear em sélido (RMNs)

Os espectros de 13C em alta resolucéo foram obtidos utilizando CP/MAS
com desacoplamento de préton durante a aquisicdo. Os experimentos de
RMN em so6lido foram realizados a temperatura ambiente e a 80 °C em
espectrometro Bruker Avance Il operando a 300,13 MHz para prétons e
equipado com sonda MAS de 4 mm. A frequéncia de operacdo para
carbon foi de 75,46 MHz.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As fotomicrografias de LVF foram obtidas em microscépio eletrdnico
de varredura JEOL JSM-6390LV (Japdo). As amostras foram fixadas
em base metalica usando fita dupla-face, revestidas a vacuo em Polaron
E 5000 e diretamente analisadas. Foram utilizadas as resolucgdes de x300

e x1000 para avaliacdo das amostras LVF rm e VFr.

Microscopia 6ptica acoplada com placa de aquecimento (HotStage)

Ensaios de microscopia com aquecimento foram realizados em
microscopio Olympus BX50 equipado com um Mettler Toledo FP-82.
As amostras foram aquecidas em razdo de 10 °C/min até sua fusdo total.
Todo o processo foi filmado (software PVR plus). Todas as analises
foram conduzidas com as amostras imersas em Gleo mineral para melhor
visualizacdo da liberagdo da &agua do cristal. A calibracdo do

equipamento foi realizada com padrdo de referéncia cafeina (ponto de
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fusdo: 235,6 °C + 0,2 °C), benzofenona (48,1 °C £ 0,2 °C) e é&cido
benzéico (122,3 ° C + 0,2 ° C). Para a realizacdo desta técnica foram
seguidas as mesmas condicdes de aquecimento do DSC, porém se a

presenca de nitrogénio como gas de purga.

Determinagdo da Estrutura do Cristal

Difracdo de raios X de p6 de alta resolucdo (DRXP) para o
levofloxacino anidro (1) e hemidrato (I1) foram coletados por capilar de
vidro em luz X16C. O comprimento de onda foi selecionado com
duplcromador de Si (111) e calibrado com padrdo NIST Al.Os. A

icidencia paralela da luz foi monitorada com camara idnica.

Foi utlizado método de refinamento por Rietveld para as amostras

hemidrato e anidra.

Tamanho de particula - Master Sizer

A distribuicdo granulométrica das amostras de levofloxacino foi
determinadas pelo método de difracdo a laser utilizando um analisador
de particulas Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Reino Unido),
com luz monocromatica vermelha (632,8 nm) de um laser de He Ne,

com obscurecimento entre 20 e 30%.

Para as analises, cerca de 250 mg de cada uma das amostras foram

previamente dispersas em acetato de etila, e adicionadas gota a gota até
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atingir o nivel de obscurecimento desejado. A distribuicdo do tamanho
foi determinada com base na teoria de difracdo de Frounhoffer e
expressa em diametro por volume equivalente a 10 (d10%), 50 (d50%) e
90% (d90%) do volume acumulado, e diametro médio (D[4,3]). O span
foi calculado segundo a equacéo abaixo.

dooy, — d1ov
Span = ———
ds09

Molhabilidade

As anélises de molhabilidade foram realizadas por determinacdo de
angulo de contato realizado usando Goniometro OCA 15EC
(Filderstadt, Alemanha) com processamento de imagem de alta
performance processado em instrumento Data Physics. Para as analises
foi utilizado como liquido padréo agua desionizada, com 5 ul adicionada
por seringa movida por motor automatizado a 25 °C. Os dados de angulo
de contato obtidos para as amostras LVF rm e LVF g40 séo

apresentados como a média de trés analises.



67

Dissolucao Intrinseca

O método de quantificacdo do LVF para a determinacdo da VDI foi
previamente optimizado e validado. As amostras de levofloxacino (100
mg) foram compactadas em discos usando uma prensa hidraulica com
mandmetro ASTA a 400 Kg e analisadas em um equipamento de
dissolu¢cdo VARIAN VK 7000. O meio de dissolu¢do selecionado foi
agua 250 mL previamente aquecida a 37 °C + 0.5 °C. As analises foram
feitas na velocidade de rotacdo de 75 rpm, aparato 2 (USP) e as amostras
forma coletadas nos tempos de 2, 4, 6, 8, 10 e 20 minutos com reposicao
do meio para manutencdo do volume total. As aliquotas foram filtradas
e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As
analises cromatograficas foram realizadas em equipamento Shimadzu
LC10AT (Kyoto, Japdo). O volume de injecao utilizado foi de 20 uL
para todas as amostras. A fase movel foi composta de trietilamina a
0,4% (em agua ultrapura) pH 3,0 e acetonitrila (83:17; v/v) e eluida em
fase reversa com coluna C18 Synergi Fusion (150 mm x 4,6 mm, 4 um)
Phenomenex (Torrance, EUA) a um fluxo de 1,0 mL/min e pré-coluna
(4.0 mm x 3.0 mm). O comprimento de onda de emissdo utilizado foi

292 nm e o de emissao foi 294 nm.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeito da Recristalizacdo e Moagem no Levofloxacino Hemidrato

A caracterizacdo de hidratos foi realizada por técnicas que se
encontravam disponiveis no Laboratério de Controle de Qualidade de
Medicamentos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e em
outros Laboratérios parceiros. Dentre as técnicas utilizadas sdo citadas a
microscopia eletronica de varredura (MEV), calorimetria exploratdria
diferencial, termogravimetria (TGA), infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) e difracdo de Raios X de p6s (DRXP), além de titulacdo
por Karl Fischer. O trabalho teve por objetivo estudar o efeito da
moagem e da recristalizacdo em caracteristicas do estado sélido do

levofloxacino hemidrato.

A preparacdo do levofloxacino recristalizado (LVF r) foi realizada de
acordo com o método de preparacdo do levofloxacino monohidrato
apresentado por Kitaoka et al., 1995. O objetivo inicial desta preparacéo
era obter o monohidrato do levofloxacino, porém, com a realizacdo da
andlise por titulacdo de Karl Fischer e termogravimetria foi possivel
observar que se tratava da forma hemidratada do farmaco. Assim,
resolveu-se caracterizar esse material a fim de saber quais diferencas

poderiam ser observadas em relagdo a matéria-prima.
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Para a determinacdo contetdo de agua foi realizada a comparagdo dos
valores encontrados por titulacdo por Karl Fischer e analise por
Termogravimetria (TG). Segundo dados das duas técnicas, os valores de
agua presente nas amostras LVF rm e LVF r se apresentaram bastante

semelhantes, como demonstrado na Tabela 3 a seguir.

Tabela 3 - Avaliagdo do contetdo de &gua (%) por Karl Fischer (KF) e
Termogravimetria (TG).

LVF rm (%) LVF r (%)
TGA 222 2.25
KF 2.76 277

Os contedos de &ua do LVF rm e do LVF r apresentaram
porcentagens semelhantes, tanto para a analise por Karl Fischer (2,76 %
para 0 LVF rm e 2,77 % para o LVF r) quanto para a analise
termogravimétrica (2,22 % para o LVF rm e 2,25 para 0 LVF r). Os
resultados sugeriram que o LVF r tratava-se do hemidrato, porém com
estrutura cristalina diferente da matéria-prima, dado este a ser

confirmado pelas outras técnicas realizadas neste estudo.

Comportamento Térmico (DSC e TG)

O comportamento térmico das amostras LVF rm e LVF r foram

determinados através das técnicas termoanaliticas DSC e TG. As curvas
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TG das amostras analisadas sdo apresentadas na Figura 4a. As curvas
DSC (Figura 4b) das amostras LVF rm e LVF r revelaram os seguintes
picos: LVF rm apresentou picos em 221,84 °C, 226,96 °C e 229,09 °C e
em relacdo a amostra LVF r, em 220,87 °C e 229,54 °C. Estes resultados
sugerem diferencas no perfil termoanalitico entre as amostras LVF rm e
LVF r. Estas diferengas se devem, provavelmente, a desordens causadas
no sistema ocasionadas pelo processo de recristalizagdo da amostra.
Estas diferencas sdo apresentadas pela curva TG apresentadas pela
Figura 4a.
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Figura4-a) Curva TG do LVFrme LVF r; b) CurvaDSCdo LVFrme LVFr.
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A andlise térmica demonstrou diferencas entre as duas amostras,
conforme a curva TG apresentada pela figura 4a. Perceberam-se
semelhangas no evento referente a perda de agua, porém o perfil de
degradacdo foi diferente entre o LVF rm e o LVF r. Esta diferenga no
perfil de degradacdo pode ser observada na mesma figura, onde €
possivel constatar uma menor perda de massa de degradacdo do LVF r.
Este dado sugere uma diferenca referente a cristalinidade dos dois
materiais. Tais diferencas foram confirmadas por calorimetria
exploratdria diferencial (figura 4b). As curvas DSC para 0 LVF rm e
LVF r apresentaram eventos endotérmicos para as duas amostras, sendo
para o LVF rm em 221,84 °C, 226,96 °C e 229,09 °C; e para 0 LVF r
em 220,87 °C e 229,54 °C, respectivamente. Estes dados mostraram-se
semelhantes aos dados apresentados por Kitaoka et al., 1995, porém a
amostra LVF r se comportou como um monohidrato. Dessa forma, as
diferencas encontradas entre as amostras LVF rm e LVF r foram
atribuidas devido a desordem causada no sistema pelo processo de
recristalizacdo utilizado na obtencdo do LVF r, justificando assim o

nome LVF r, fazendo referéncia a recristalizacéo.

Difracdo de raios X de pds (DRXP)

Nenhuma mudanca nos padres de difragdo de raios X de pé foi
observada para as amostras LVF rm e LVF r. A Figura 5 demonstra os
padrdes de difracdo para as amostras analisadas, sendo possivel observar

a mesma forma cristalina para todas as amostras.
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Figura 5 - DRXP para as amostras LVF rmer.
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A partir destes resultados foram realizadas analises de difracéo de raios
X, apresentadas pela figura 5. Observando-se a figura ndo foi possivel
comprovar mudancas nos padrdes de difracdo tanto do LVF rm quanto
do LVF r. Assim, foi constatada a mesma estrutura cristalina para as

duas amostras analisadas.

Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) e RAMAN

A Figura 6 e 7 representa o espectro de infravermelho e Raman das
amostras LVF rm e LVF r. Todas as amostras apresentaram bandas
similares aos dados relatados na literatura. Além disso, néo foi possivel

observar nenhuma diferenca entre as amostras analisadas.
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Figura 6 - FTIR para as amostras LVF rme LVFr.
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O mesmo resultado foi obtido com as técnicas de infravermelho por
transformada de Fourier, Raman e ressonancia magnética nuclear no
estado solido (figuras 6, 7 e 9). Esta Ultima corrobora com os dados de
difracdo de raios X de p6, 0s quais mostraram isomorfismo entre as
amostras LVF rme LVFr.

Ressonancia Magnética Nuclear no Estado Sélido (RMNs)

A técnica de RMN em solido demonstrou resultados similares para
ambas as amostras (LVF rm e LVF r). Dessa forma, de acordo com os
resultados observados é possivel observar a ocorréncia de isomorfismo

entre as amostras. Estes resultados sdo apresentados na Figura 9.
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Figura 8 - ssNMR para as amostras LVF rm LVF r.
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Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 10 apresenta imagens de microscopia para as amostras de
LVFrm e LVFr. Através da figura é possivel observar pequenas
diferencas na forma das particulas entre as amostras LVF rme LVFr. A
amostra LVF rm apresenta tamanhos de particula bem variados e menos
homogéneos quando comparados a amostra LVF r, bem como apresenta

formas mais cubicas.

Figura 9 - Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) para as
amostras LVF rme LVFr.
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A fim de averiguar a morfologia das duas amostras foi realizada anélise
por microscopia eletronica de varredura (MEV). A figura 10 apresenta
as fotomicrografias para o LVF rm e LVF r. O MEV demonstrou
pequenas diferencas entre as duas amostras, principalmente na forma

das particulas.

Efeito da Moagem

Uma vez que foi observada diferenca entre as amostras LVF rme LVF r
somente através das técnicas termoanaliticas, decidiu-se realizar a
moagem da matéria-prima (LVF rm) e observar as alteracdes que o
processo poderia causar na estrutura cristalina do material. Para tanto,

estipulou-se os tempos de 5, 10 e 20 minutos de moagem.

A fim de avaliar o efeito que a moagem pode causar nas carateristicas
fisico-quimicas da amostra, foi realizado um estudo termoanalitico das
mesmas. A Figura 1la mostra os efeitos da moagem no perfil
termogravimétrico (TG). Através da Figura 11a é possivel observar que
a amostra LVF r apresenta perfil termogravimétrico semelhante ao perfil
da amostra LVF rm, ou seja, mesma perda de massa relativa a agua e
mesmo perfil de degradacdo térmica. Porém, a amostra triturada (LVF
g) apresenta perfil de degradagdo térmica diferente das amostras de LVF
rm e LVF r. As curvas DSC, representadas pela Figura 11b apresentam
as mesmas caracteristicas obtidas pela termogravimetria (Figura 11a).
As amostras triturada e recristalizada apresentam o mesmo perfil

térmico. Quanto maior o tempo de moagem da amostra, mais
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semelhante se torna o perfil térmico comparado com a amostra
recristalizada. As curvas DSC sdo apresentadas na Figura 11b. As
curvas DSC apresentam as mesmas caracteristicas obtidas pelas curvas
TG. Isto demonstra que tanto a amostra triturada quanto a recristalizada
causam grau de desordem no sistema, interferindo com o perfil térmico
das amostras. E bem conhecido que o processo de moagem causa
desordens e defeitos. No caso da recristalizagdo, é importante mencionar
que esta pode apresentar, durante seu preparo, a dessolvatacdo, passo
este que pode causar desordens na amostra, tais como as ocorridas para

as amostras analisadas.
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Figura 10 - a) Efeito da moagem nas curvas TG; b) Efeito da moagem nas curvas DSC.
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Através da figura 11a foi possivel analisar o efeito da moagem através
da termogravimetria. Comparando-se a amostra LVF g com o LVF r,
percebe-se a semelhanca entre as amostras, ou seja, as mesmas perdas
de massa referentes a degradacdo sdo observadas para ambas as
amostras. Em relacdo ao evento referente a perda de massa da molécula
de &gua, as duas amostras se mostraram semelhantes, ou seja, tratavam-

se da forma hemidrato.

As curvas DSC, apresentadas na figura 11b demonstram o mesmo perfil
termoanalitico, assim como observado através das curvas
termogravimétricas. Isto demonstra que ambas as amostras, trituradas e
recristalizadas, causam uma desordem no sistema, interferindo no perfil
termoanalitico. E bem conhecido que o processo de moagem podera
gerar desordem e defeitos, porém durante o processo de recristalizacdo
deve-se levar em conta 0 processo de dessolvatacdo, passo este que

também pode alterar a amostra.

As curvas termoanaliticas permitiram observar diferencas entre as
amostras estudadas. As curvas termogravimétricas apresentaram a
mesma relacdo de agua presente nas amostras (dados confirmados por
titulagdo por Karl Fischer), porém com perfil de degradacdo
diferenciado. Da mesma forma, as curvas calorimétricas apresentaram
diferencas no perfil termoanalitico, demonstrando diferencas devido a
defeitos criados nas amostras pelos processos de recristalizacdo e
moagem, comparados com a matéria-prima intacta. Através de técnicas
complementares, tais como DRX de p6s, RMN de sdélido, FTIR e
Raman, foi possivel concluir que ambas as amostras apresentaram

mesma estrutura cristalina. As analises por microscopia eletronica de
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varredura demonstraram pequenas diferencas na forma das particulas,

corroborando com os dados termoanaliticos.

6.2 Efeito desidratacdo na estrutura cristalina e determinacéo
estrutural da forma anidra do levofloxacino

Caracterizagdo (Hemidrato e Anidro)

A figura 12 a seguir apresenta a curva DSC e TG para o levofloxacino
hemidrato. A curva TG demonstra uma perda de agua de 2,205% com o
aquecimento. O evento de degradagdo da amostra ocorre a partir de 300
°C e termina em torno de 400 °C. A curva DSC apresenta eventos
endotérmicos em 88,25 °C, 225,65 °C, 227,78 °C e 232,26 °C,
respectivamente.
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Figura 11 - DSC e TG da matéria-prima (LVF rm).
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Na figura 13, que representa as curvas DSC do levofloxacino hemidrato
e anidro, é possivel observar a auséncia do evento endotérmico em
117,86 °C, referente a molécula de agua da amostra, porém mantém-se

0S outros eventos caracteristicos do hemidrato.
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O levofloxacino hemidrato possui um perfil termoanalitico (DSC e TG),
representado na figura 12 que demonstra a desidratagcdo do farmaco até
80 °C. O evento de desidratacdo representa 2,2 % da massa da amostra,
sendo estequiometricamente condizente com a meia molécula de agua

ligada na estrutura do farmaco.

Ao ser realizado um clico de aquecimento com a amostra (Figura 13),
desidratando, resfriando e realizando novo aquecimeto, observou-se 0
perfil calorimétrico da forma anidra. Isso foi possivel pelo fato de as
andlises serem realizadas com cadinho fechado, dificultando a
rehidratacdo com o resfriamento. Além disso, ndo houve tempo habil
para ocorrer este processo, pois as andlises foram realizads em
sequéncia, na forma de ciclo. Analises realizadas com cadinho aberto
nao permitem observar esse tipo de comportamento térmico, pois a

rehidratacdo para a matéria-prima é muito rapida.

As figuras 14 (a e b) e representam os padrdes de difragdo de raios X da
amostra LVF rm com aquecimento e resfriamento. A figura 14 (a)
demonstra alteragdes nos padrfes de difragdo em 6° e 10° 26, principais
eventos relacionados a forma hemidrato do farmaco. A amostra foi
aquecida até 80 °C e os padrbes foram coletados nas temperaturas 25 °C,
30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C e 80 °C.

A figura 14 (b) representa o resfriamento da amostra LVF rm a partir de
80 °C até 25 °C. E possivel que os padrdes de difracdo retornam a sua
forma original conforme a amostra resfria. Essas mudangas sao

observadas também para as reflexfes 6° e 10° 26.
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Figura 13 - DRXP do LVF rm com a) aquecimento e b) resfriamento;
representando as formas hemidrato e anidra.
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As andlises de difracdo de raios X de pos foram realizadas com
aquecimento a fim de se observar o processo de desidratacdo e de que
forma isso pode influenciar nos padrfes de difracdo de raios X e, por

consequéncia, na estrutura cristalina do farmaco.

As figuras 14 (a) apresentam o processo de desidratacdo em funcéo do
aquecimento. Foi possivel observar que a partir de 50 °C ja ocorre
alteragdo na estrutura do cristal do farmaco. Apds essa temperatura se
observa o padrdo de difracdo da forma anidra, com mudangas nas
posi¢des 6° e 10° 26.

Apo6s o ciclo de aquecimento, a amostra foi resfriada tendo sido
avaliadas possiveis alteracdes estruturais, ou seja, mudancas na estrutura
cristalina com o resfriamento. A figura 14 (b) demonstrou que na
temperatura de 50 °C e abaixo desse valor houveram mudancas dos
padroes de difragdo, conforme apresentados antes do processo de
aquecimento. Isso comprova a rehidratacdo da amostra para a forma
hemidrato original. Assim, percebe-se que a forma hemidrato possui
facilidade de fluxo da molécula de agua através da estrutura do cristal,

pois apenas com o resfriamento ja ocorre o processo de hidratacao.

A figura 15 abaixo representa um comparativo entre as formas anidra e
hemidrato do levofloxacino e a forma anidra a 140 °C, a fim de se
observar alteragfes nos padrdes com o0 aquecimento a temperaturas

superiores ao evento de desidratagéo.

Através da figura pode ser observado que a amostra anidra apresenta

padroes de difragdo diferentes do hemidrato, nas mesmas reflexdes
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citadas na figura anterior (Figura 14 a e b). Além disso, é possivel
observar que mesmo se elevando a temperatura a 140 °C, a forma
anidrato se mantém inalterada, ou seja, com as mesmas reflexdes do
LVF anidrato.

Foi possivel observar que mesmo a temperaturas maiores, porém antes
da fusdo, ha uma estabilidade da estrutura do anidro, pois ndo houve
alteracdo do padrdo de difracdo a 140 °C, quando comparado com o

perfil da forma anidra.

A figura 15 mostra a permanéncia da estrutura cristalina do farmaco
apos o resfriamento. Constata-se que logo apds o resfriamento ocorre a
rehidratacdo espontanea do levofloxacino, se mantendo estavel a partir

dai, mesmo ap6s 1 hora do resfriamento.
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Figura 14 - DRXP do LVF hemodrato e anidro.

A figura 16 a seguir apresenta o processo de resfriamento do LVF rm
em tempos diferentes. Através da figura é possivel observar que ndo ha
alteracBes nos padroes de difracdo de raios X para nenhuma das
amostras, onde mesmo 1 hora ap0s o resfriamento ndo ocorre mudancas

nos padrdes de difracdo da amostra.
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Determinacéo Estrutural do Levofloxacino Anidro

Uma vez concluidos os estudos do farmaco e de sua forma anidra, foi
realizada a determinacdo estrutural, tanto do levofloxacino hemidrato

quanto da forma anidra.

A estrutura cristalina do levofloxacino hemidrato e de sua forma anidra
ndo ainda haviam sido completamente determinadas. Na base de dados
da Cambridge (programa Mercury 3.0) existe apenas a célula unitaria da
forma hemidrato, porém os outros pardmetros de rede ndo estdo ainda
determinados. Dessa forma, deu-se inicio nos estudos de determinagdo
destas estruturas. Um artigo publicado em 2012 (Gorman et al., 2012)
apresenta a determinagdo estrutural do levofloxacino hemidrato, o que
ajudou a melhor compreender os estudos realizados até entdo. Além
disso, esse trabalho veio de encontro aos resultados achados até aqui
corroborando com nossos resultados e conclusdes sobre o processo de
hidratacdo e desidratacdo bem como sobre como a molécula de agua

esta arranjada na célula unitaria.

Contando com a colaboracdo do professor Peter Stephens da Stony
Brook University, NY, USA, e da professora Silvia Lucia Cuffini da
Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP), foi realizada a
determinacdo da estrutura cristalina do levofloxacino em sua forma
anidra, uma vez que Gorman (Gorman et al., 2012) e colaboradores ja
determinaram a forma hemidratada. A determinacdo estrutural permite
melhor entendimento das caracteristicas fisico-quimicas do cristal,

sendo esta de fundamental importancia para desenvolvimento de formas
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farmacéuticas, bem como para o controle de qualidade do p6 e do

produto acabado.

A partir dos dados obtidos pela determinacdo estrutural, foi possivel
realizar a comparacdo da estrutura da forma hemidrato e anidra, como
apresentado pela Tabela 4.

Tabela 4 - Comparativo de parametros de célula entre o levofloxacino
hemidrato e sua forma anidra.

Levofloxacino Levofloxacino 1 Levofloxacino
Anidro - pé Hemidrato - pé Hemidrato —
monocristal
(Gorman, 2012)
Nome Levofloxacino Levofloxacino Levofloxacino
hemidrato hemidrato
Fl:"rmula C]_EHngNs 04 ClgHzg_sFNB,o.' 4 ClgquFN304
SHL,0
Grupo C, C, C,
espacial
Tamanhos a)30.8109 a)29.1298 a)28.758
de célula b)6.9030 b)6.8854 b)6.799
c)17.1141 c)18.8413 c)18.765
Angulos de  @)90.0 «)90.0 @)90.0
célula B)105.75 114,08 B)113.85
1)90.0 1)90.0 1)90.0
Volume de 35032 34500 33557
célula
Z Z-8 Z-8 78

! — Gorman e colaboradores 2012 determinaram a estrutura do levofloxacine
hemidrato a partir do monocristal, diferente deste trabalho, que obteve todos os
dados a partir do po.
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Com base nos dados obtidos também foi possivel realizar a comparagéo
dos padr6es de difragdo de raios X do levofloxacino hemidrato e de sua

forma anidra.

A tabela 4 foi elaborada com dados obtidos por Gorman e colaboradores
(Gorman et al., 2012) (levofloxacino hemidrato) e comparado com o0s
dados obtidos por nosso grupo de trabalho a partir do pé (levofloxacino
hemidrato e anidrato). E possivel observar, pela tabela, que Gorman
obteve resultados bastante proximos aos dados desse trabalho para a
forma hemidrato, mesmo tendo ele obtido estes dados a partir do
monocristal. Dessa forma, pode ser comprovado de que a molécula de
agua esta ligada na estrutura cristalina da forma hemidrato. Além disso,
os dados obtidos para a forma anidra demonstram a auséncia da agua
nesta estrutura. Os dados estruturais foram apresentados também na
tabela 4.

A Figura 17 (a e b) representa os padrBes de difracéo de raios X, através
de luz Sincrotron, das analises de determinacéo estrutural realizadas por

nosso grupo, tanto para o LVF hemidrato, quanto para sua forma anidra.
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Figura 16 - (a e b) estrutura cristalina do levofloxacino hemidrato e anidro, obtido por
dados de luz Sincrontron.
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A figura 17 (a e b) permite observar que as mudangas nos padrdes de
difragdo de raios X de luz Sincrontron para a forma hidratada e a forma

anidra sdo idénticas ao observado na figura 6.2.3.

A seguir, a Figura 18 apresenta a estrutura cristalina do levofloxacino
anidro, obtido por dados de luz Sincrontron, que permitiram o

refinamento estrutural.
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- A

Figura 17 - Estrutura cristalina obtida através dos resultados de luz Sincrontron para a forma
desidratada (LVF anidro) do farmaco levofloxacino.
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E possivel observar que dentro de célula unitaria ndo ha presenca da
molécula de agua como parte integrante da estrutura cristalina,

confirmando tratar-se da forma anidra.

Da mesma forma que para a figura 18, a forma anidrato do
levofloxacino, a Figura 19 apresenta a estrutura cristalina do
levofloxacino hemidrato, obtido por dados de luz Sincrontron, que

permitiram o refinamento estrutural.
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E possivel observar como ocorre a ligagdo da molécula de 4gua para a
forma hemidrato e como é representada a estrutura do farmaco anidro,

sem ligacdo de agua.

Para o LVF anidro (Figura 18) ndo ha presenca de moléculas de dgua na
estrutura da célula unitéria. As ligagdes de hidrogénio presentes ocorrem
somente entre os grupamentos do préprio farmaco. Ja na figura 19,
representando a forma hidratada do LVF, é possivel observar as ligagdes
de hidrogénio entre as moléculas de agua e as moléculas do farmaco,
demonstrando haver a participacdo da molécula de &gua na estrutura
cristalina do farmaco. Estas ligacdes, tanto no hemidrato quanto no
anidro auxiliam no entendimento de como ocorre o0 processo de
desidratacdo da molécula bem como ajudam a compreender como o

processo de moagem afeta a estrutura do farmaco.

A Figura 20 abaixo demonstra a molécula do farmaco anidro sem a

presencga da molécula de &gua ligando & molécula do farmaco.
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Figura 19 - representacéo da molécula de levofloxacino sem ligagéo de agua na
estrutura cristalina.

A seguir, na figura 21, é demonstrado o local onde a molécula de 4gua

se liga no farmaco.
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CHs

Figura 20 - representacgdo da molécula de levofloxacino sem ligagdo de agua na estrutura cristalina
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Através da figura 21 observa-se que a molécula de agua, na forma

hidratada do levofloxacino, ocorre na posicao 4°.

6.3 Efeito da moagem na estrutura cristalina do Levofloxacino
hemidrato

Comportamento Térmico

Na figura 22, a curva TG apresenta o ciclo de aguecimento das amostras
LVF rm e LVVF g40. Ambas as amostras foram submetidas a um ciclo de
aquecimento variando de 25 °C a 140 °C com taxa de aquecimento de 10
°C/min, resfriamento até 25 °C e novo aquecimento de 25 °C até 900 °C.
Como pode ser observado, a primeira rampa de aquecimento
corresponde a perda de massa referente a molécula de agua presente na
amostra, tanto para o LVF rm quanto para o LVF g40. A figura
comprova que ambas as amostras, uma vez aquecidas até 80 °C, sofrem
processo de desidratacdo. Quando resfriadas e aquecidas novamente,
percebe-se a auséncia de agua na amostra, demonstrando se tratarem de
formas anidrato. De outra forma, o perfil de degradacdo térmica é
diferente para as duas amostras, indicando que a amostra LVF g40
sofreu alguma alteracdo estrutural. Os dados podem ser observados na

Tabela 5 a sequir.
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Porém, no que se refere ao processo de desidratacdo as duas curvas
termogravimétricas apresentam os mesmos valores de perda de massa de

agua, cerca de 2 %.

Tabela 5 - Resultados das curvas TG para o LVF rm e LVF g40.

Temp [°C] 66,78

LVF rm
Am [%] -2,306
Temp [°C] 77,00
LVF g40
Am [%] -1,972

A tabela 5 apresenta os dados termogravimétricos. Ha uma perda de
massa semelhante para as duas amostras, um pouco menos intensa para
0 LVF g40, indicando que a moagem torna mais dificil a liberacdo da

agua da estrutura.
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Figura 21 - Curva TG para o LVF rm e LVF g40. Ambas as amostras foram submetidas ao
ciclo de aquecimento.
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A seguir, a Figura 22 apresenta o ciclo de aquecimento e resfriamento
do LVF rm e LVF g40. Até atingir 80 °C, as duas amostras perdem a
mesma quantidade de massa, 2,557% e 2,367 % para o LVF rm e LVF
940, respectivamente. Porém, durante o processo de resfriamento, o
ganho de massa é diferente para as duas amostras. Para a amostra LVF
rm h& uma ganho de massa de 1,569 % ao atingir 40 °C, enquanto para a

amostra LVF g40 esse ganho é menor, com valor de 0,031 %.
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Figura 22 - TG com ciclo de aquecimento para as amostras LVF rm e LVF g40 apresentando
variagOes de massa nas temperaturas de 80 oC no aquecimento e 40 oC no resfriamento.
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A perda da molécula de agua pode ser observada também pela anéalise
em DSC com ciclo de aguecimento, como observado pela Figura 24, a

sequir.

A figura 23 corrobora com este resultado, pois demonstra que a amostra
LVF g40, ao sofrer tratamento térmico (aquecimento e resfriamento),
tem menor ganho de massa, apontando que a rehidratagdo se tornou
mais dificil. Esse processo de rehidratagdo mais critico tem relagdo
direta com o processo de moagem e com o0s defeitos da estrutura

cristalina.
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Figura 23 - Curvas DSC com ciclo de aquecimento para o LVF rm e LVF g40.
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A figura 25 demonstra as mudancas no perfil calorimétrico conforme o
tempo de moagem. Através da figura é possivel observar que ao passo
gue se aumenta o0 processo de moagem, hd uma mudanca consideravel
no perfil da curva DSC, ou seja, a amostra LVF g40 sofre uma alteragédo
significativa quando comparada com a amostra LVF rm. Também ¢é

possivel observar que o tratamento térmico desidrata a amostra.
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Figura 24 - DSC do levofloxacino hemidrato (LVF rm) e do triturado em diferentes tempos de
moagem (LVF g5 -5 min; LVF g10 — 10 min.; LVF g20 — 20 min.; LVF g40 — 40 min.).
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A fim de complementar os resultados apresentados por TG e DSC, os
valores de entalpia e temperatura foram agrupados para cada uma das
amostras (Tabela 6). As curvas DSC mostraram trés eventos diferentes.
O primeiro evento, em 54,04 °C representa a perda de massa referente a
molécula de &gua presente na estrutura cristalina do farmaco e o
segundo e terceiro eventos (220,69 °C e 225,79 °C, respectivamente)

representam eventos de fusdo do LVF.

Por outro lado, em relagdo ao LVF g40, a perda de massa de agua ocorre
a cerca de 10 °C acima do observado para a amostra LVF rm. O segundo
e terceiro eventos ocorrem a 219,31 °C (-1.23 J/g de entalpia) e 228,22
°C (-13.84 J/g de entalpia), respectivamente.

A figura 25 mostra a influéncia do tempo de moagem no perfil
calorimétrico do farmaco. Percebe-se que quanto maior o tempo de
moagem, maior o grau de defeitos causados na estrutura, uma vez que 0
perfil térmico se altera significantemente apds 40 minutos de
processamento. A tabela 6 apresenta os valores relativos a estas
alteracBes. J& no inicio do evento calorimétrico é possivel observar
diferenca de cerca de 10 °C no evento de desidratacdo das amostras LVF
rm e LVF g40, indicando a dificuldade de liberacéo da agua da estrutura
cristalina.
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Tabela 6 - Resultados das curvas DSC para as amostras LVF rm e LVF g40.

Evento 1 Evento 2 Evento 3
Temp [°C] 54,04 220,69 225,79
LVF rm
AH [J/g] -70,06 -18,38 -84,55
LVF g40 Temp[°C] 64,70 219,31 228,22
AH [J/g] -77,97 -1,23 -13,84

Difracdo de raios X de pds (DRXP)

As Figuras 26 e 27 mostram o padréo de difragdo de raios X para o LVF
rm e LVF g40, respectivamente, em fungdo da temperatura. Os dados
foram coletados a cada 5 minutos durante o processo isotérmico, de 25 a
80 °C.

Para a amostra LVF rm é possivel observar que esta apresenta reversao
de fase apds o resfriamento da amostra. Porém, para a amostra LVF g40
foi observado uma transicdo parcialmente reversivel de fase, uma vez
gue nao houve completa recuperacdo da fase original (anidra para
hemidratada) mesmo apds uma hora ap6s o processo de resfriamento,

conforme observado pela Figura 28.
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Figura 25 - Padréo de difracdo de raios X do LVF rm realizadas com

ciclo de aquecimento.
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Figura 26 - Padrao de difracdo de raios X do LVF g40 realizadas

com ciclo de aquecimento.
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Figura 27 - DRXP para a amostra LVF g40 em temperatura
ambiente (LVF g40 25C), apds resfriamento a 25 oC (LVF g40
cooling 25C) e ap6s 1 hora de resfriamento (LVF g40 cooling — 1h).
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A figura 29, apresenta padrdes de difracdo de raios X para as amostras
LVF rm e LVF g40 durante o aquecimento e resfriamento nas
temperaturas de 30 °C e 50 °C.

Através da figura é nitido observar a desidratagdo das amostras e a
permanéncia da fase anidra e fase hemidrato para a amostra triturada, o

gue ndo é observado para a amostra LVF rm.
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Figura 28 - padrdes de difracdo de raios X para as amostras LVF rm e LVF
g40 durante o aquecimento e resfriamento nas temperaturas de 30 oC e 50 oC.
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A figura 29 apresentam padr@es de difracdo de raios X para as amostras
LVF rm e LVF g40 nas quais é possivel constatar uma reverséo de fase
apo6s o resfriamento para a amostra LF rm, ou seja, hd o completo
retorno da dgua para a estrutura cristalina. Dessa forma, o levofloxacino
hemidrato ao sofrer processo de desidratacdo térmica e ser resfriado,
retorna a sua forma hemidrato de maneira completa. Porém, o mesmo
ndo é observado para a amostra LVF g40, a qual apresenta duplicidade
de fases ao sofrer tratamento térmico. Assim, mesmo apés 1 hora de
resfriamento a amostra que sofreu moagem ainda apresenta fase anidra e
hidratada. Dessa forma, mais uma vez se comprova que 0 processo de
moagem interfere na estrutura cristalina, devido aos defeitos causados

pelo processamento.

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourrier (FTIR)

A espectroscopia por infravermelho apresentou alteracdo apenas para a
amostra LVF g40, mais precisamente na banda 3043.67 cm®. Em
relacdo ao restante das bandas ndo houve alteragdo comparando-se as

amostras com os dados da literatura.

As bandas de absorcdo das amostras sdo apresentadas na Figura 30 e se
apresentaram similares ao relatado na literatura (Dorofeev, 2004; Wang
e Wang, 2006). Embora o LVF g40 apresentou uma banda na regido de
3043,67 cm, ndo houve diferencas significantes entre as amostras de
LVF rme LVF rma 140 °C.
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Figura 29 - Espectroscopia de Infravermelho para o LVF rm e LVF g40 apds
aquecimento em TG.
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As analises por espectroscopia na regido do infravermelho foram
realizadas apds o tratamento térmico das amostras em TG. Ambos, LVF
rm e LVF g40, apresentaram bandas caracteristicas ao levofloxacino
hemidrato. A amostra LVF g40, porém, apresentou uma nova banda na
regido de 3043 cm?. Segundo Sahoo e colaboradores, 2011, o
grupamento piperazinil de algumas fluoroquinolonas, como o
ofloxacino (sendo o levofloxacino seu isbmero -S), apresentam bandas
semelhantes. Tendo em vista que o ofloxacino ndo é um hidrato e
apresenta estrutura idéntica ao levofloxacino, pode-se concluir que essa
banda na regido de 3043 cm tem ligagdo com o grupamento piperazinil
da forma anidrato do levofloxacino. Tendo em vista que a determinagéo
estrutural demonstrou que a molécula de agua de liga na posigdo 5° do
grupamento piperazinil, é possivel inferir que essa nova banda presente
no FTIR do LVF g40 se deve a porcdo anidra presente na amostra,

casada pelos defeitos na estrutura.

Microscopia Optica acoplada com Aquecimento (HotStage)

A microscopia O6ptica (figura 31) foi realizada com célula de
aquecimento, obedecendo ao mesmo esquema de aquecimento da

andlise térmica e da difracdo de raios X, atingindo 0 maximo de 140 °C.

A Figura 31 apresenta dados do microscopio 6ptico acoplado com chapa
de aquecimento. As amostras foram aquecidas a uma razdo de 10 °C/min

até atingir 140 °C e posteriormente resfriadas sob as mesmas condicdes.
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Através dos videos gravados no equipamento foi possivel observar a
liberacdo (desprendimento) da molécula de agua da estrutura cristalina.
A temperatura em que este evento ocorreu foi a mesma observada pelas
técnicas termoanaliticas. Este video sera disponibilizado como material
complementar. Abaixo, a figura 31 representa imagens de alguns dos
pontos do video coletados no momento em que o evento de desidratacdo

pode ser observado, tanto para a amostra LVVF rm quanto para LVF g.
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Figura 30 - Microscopio éptico equipado com Sistema de aquecimento.
Analises realizadas para as amostras LVF rm e LVF g40. As imagens A, B
, C, D, E e F para ambas as amostras representam a liberacdo da
molécula de agua das amostras conforme o aquecimento.
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Apbs o resfriamento, foi ainda possivel observar uma movimentacao
nos cristais do farmaco que provavelmente se deve ao processo de
reidratacdo da amostra. Este evento foi menos intenso para a amostra
LVF g40, provavelmente devido ao observado por difracdo de raios X,

em que ndo ha um total retorno da fase anidra para a hidratada.

As analises por Hot Stage corroboram com todos os resultados
apresentados até aqui, tanto para o LVF rm quanto para o LVF g40. E
possivel observar através das imagens (também pelo video) que a
amostra LVF rm demonstrou a liberacdo de &gua durante o
aquecimento, nas mesmas temperaturas apresentadas pelas técnicas
termoanaliticas (DSC e TG). Porém, para a amostra LVF g40 houve
maior dificuldade em observar esse evento, explicada pela diminuigédo
do tamanho de particula e pelos defeitos que a moagem causa na

amostra.

Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV)

A fim de avaliar a morfologia e observar alteracbes no tamanho de
particula foram realizadas analises morfoldgicas por microscopia

eletrénica de varredura.

A figura 32 representa as fotomicrografias obtidas para as amostras LVF
rm e LVF g40. E possivel observar que a amostra triturada (LVF g40)
sofreu reducdo do tamanho de particula, porém estas se apresentam

aglomeradas.
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Figura 31 - MEV obtido nas resolugdes x300 e x1000 para as amostras LVF
rme LVF g40 (Ae B-LVF rm/ C e D - LVF g40).

A microscopia eletrobnica de varredura auxiliou na avaliagdo
morfolégica das amostras LVF rm e LVF g40. Através das
fotomicrografias é possivel observar que a amostra que sofre processo
de moagem tem uma reducdo no tamanho de particula, contudo ha uma
aglomeracdo das microparticulas geradas. Isso pode ser melhor
visualizado na resolugdo de x 1000. A fim de avaliar melhor a
distribuicdo do tamanho de particulas, realizou-se o estudo com o

auxilio de equipamento Master Sizer, como descrito a seguir.
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Tamanho de Particula (Master Sizer)

Com o intuito de determinar o tamanho e distribuicdo de tamanho de
particulas das amostras LVF rm e LVF g40, foram realizados estudos de

perfil granulométrico por Master Sizer.

A figura 33 (a e b) demonstra os perfis granulométricos para as amostras
LVF rm e LVF g40. As amostras apresentaram perfis granulométricos
semelhantes, polidispersos. Na tabela 7 pode-se observar que 0 processo
de moagem induziu um ligeiro aumento no didmetro da amostra LVF
040, sendo que o didmetro médio foi alterado de 17,18 para 18,53 um.

Tabela 7 - Relagdo dos valores de diametro das amostras de levofloxacino.

Amostra LVF g40 LVF rm
d10% (um) 4,69 4,41
d50% (um) 16,50 15,13
d90% (um) 35,77 33,31
D[4,3] (um) 18,53 17,18
Span 1,88 191
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E possivel observar, através da figura 33 que as amostras apresentam
perfis granulométricos semelhantes, polidispersos. Na tabela 7 apresenta
resultados que indicam ligeiro aumento no didmetro da amostra LVF
g40. Como o processo de moagem causa redugdo no tamanho de
particula, o que pode ter ocorrido neste caso é aglomeracdo das
particulas, como visualizado pelo estudo de microscopia eletronica de
varredura. Dessa forma ndo foi possivel determinar corretamente o

tamanho de particula da amostra LVF g40.
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6.4 Molhabilidade e Dissolugdo Intrinseca

Molhabilidade

A determinacdo do angulo de repouso, ou seja, da molhabilidade do
material, fornece um dado importante para a realizacdo da andlise de
dissolucdo intrinseca, ou seja, a escolha do melhor solvente para a
avaliacdo da solubilidade do farmaco. Através disso, é possivel
determinar o solvente que melhor diferencie duas amostras cristalinas

diferentes em relagdo a sua dissolucéo.

Abaixo, a Figura 34 apresenta o angulo de contato calculado para as
amostras LVF rm e LVVF g40.

——
-

Figura 33 - Esquema para a determinagdo do &ngulo de contato das amostras
LVF rm e LVF g40 (dois estagios representados, gota pendente e ap6s atingir
a superficie).
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A figura 35 demonstra a forma de determinacéo do angulo de contato da
gota do solvente na amostra. No momento em que ocorre o contato da
gota com a amostra, sdo realizadas vérias leituras do angulo de contato,
gerando uma tabela em fungfo do tempo. A medida que decorre o
tempo, ha um aumento do angulo, sugerindo aumento da absorcdo da

gota através da amostra.

Figura 34 - Representacdo da determinagdo de angulo de contato.
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O valor de angulo de contato encontrado para as amostras LVF rm e
LVF g40 foram 44,93 ° e 57,24°, respectivamente (Tabela 8). Isso
indica que a amostra LVF rm é mais molhdvel comparada com a
amostra LVF g40. As analises de dissolucdo intrinseca realizadas

corroboram com estes resultados.

Tabela 8 - VValores de &ngulos de contato para as amostras LVF rm e LVF g40.

Angulo
LVF rm 44,93°
LVF g40 57,240

O estudo por determinagdo do angulo de contato auxiliou na avaliacdo
do efeito que o processo de moagem pode ter na molhabilidade do

farmaco e serviu de indicativo de dissolucéo para a VVDI.

O estudo indicou que o LVF g40 é menos molhavel em &gua que a
amostra original. Em teoria, quando se realiza um processo de moagem,
h& diminui¢do do tamanho de particula e por consequéncia um aumento

na area de contato, aumentando a molhabilidade da amostra.

Porém, como demonstrado anteriormente, com o0s estudos de
microscopia eletronica de varredura e distribuicdo de tamanho de
particula, a moagem causa defeitos e agregacdo das particulas,
interferindo na molhabilidade e possivelmente na dissolucdo desse

farmaco.
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Dissolucao Intrinseca

O levofloxacino, farmaco pertencente a Classe | do BCS de acordo com
a Organizacdo Mundial da Saude e Koeppe et al., 2011, é altamente
permedvel e altamente solivel. A agua foi o meio de dissolucdo

utilizado para a anélise de velocidade de dissolucéo intrinseca.

A figura 36 mostra o perfil de dissolucdo intrinseca para as amostras
LVF e LVFg40. A andlise estatistica foi realizada aplicando-se a analise
de regressdo e revelou que ambas as amostras apresentaram perfis
significantemente diferentes (para intervalo de confianca a = 0.05, p <
0.1).
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Figura 35 - Velocidade de Dissolugédo Intrinseca de LVF e LVFg40.
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A tabela 9 mostra resultados relevantes, uma vez que a taxa de
dissolucdo intrinseca do LVF matéria-prima (192.9 pg.cm2.min?),

apresentou-se maior que a taxa da amostra LVF g40 (152.4 pg.cm2.min-

l).

Tabela 9 - Equacdes e valores de r2 obtidos por regressdo linear dos minimos
quadrados para o teste de velocidade de dissolucdo intrinseca do LVF e
LVFg40.

Amostra Equagéo r2 VDI (ug.cm=2.min?)
LVF rm y =192.9x — 100.5 0.9994 192.9
LVF g40 y =152.4x — 10.62 0.9991 152.4

Corroborando com os resultados encontrados por MEV, Master Sizer e
Molhabilidade, a VDI também apresentou resultados até entdo
inesperados. Conforme indicios de andlise de molhabilidade, o LVF g40

apresentou taxa de dissolucdo inferior ao LVF rm.

Estes resultados mais uma vez demonstram ter relacdo direta com o
processo de moagem da amostra de levofloxacino. Dessa forma, a
moagem interfere na VDI e por consequéncia pode interferir na
liberacdo e absorcdo do farmaco no organismo, interferindo na sua

biodisponibilidade.

Os resultados de molhabilidade e VDI foram fundamentais para
comprovar os efeitos que a moagem pode causar na qualidade do

levofloxacino hemidrato.
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7. CONCLUSOES

v" Neste trabalho, primeiramente foi avaliado o efeito que o
processo de recristalizacdo pode causar nas caracteristicas
fisico-quimicas do levofloxacino hemidrato. A obtengdo desta
forma recristalizada se deu através da metodologia apresentada
por Kitaoka et el., 1995 para a forma monohidrato do
levofloxacino. Porém, ao ser avaliada a quantidade de agua,
observou-se que o material resultante se tratava da forma

hemidrato, uma forma recristalizada da matéria-prima.

v" Os dados obtidos por analise térmica, no que diz respeito ao
processo de degradacdo, mostraram-se diferentes aos obtidos
por Kitaoka, 1995. Sugeriu-se que o material obtido é a forma
recristalizada da matéria-prima e ndo a forma monihidratada
proposta pelo autor. As diferencas encontradas entre as
amostras LVF rm e LVF r foram atribuidas a desordem causada
no sistema devido ao processo de recristalizacdo utilizado na
obtencéo do LVF r. As andlises por DRX, IR, Raman, MEV e

RMN corroboraram com estes resultados.

v' O processo de desidratagdo da forma hemidrato do
levofloxacino foi avaliado. As técnicas termoanaliticas
apontaram para o comportamento do material anidro. A técnica

de difracdo de raios X de pé foi importante na identificacdo de
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alteragdes nos padrdes de raios X, indicando que a desidratacdo

causa alteracdo na estrutura cristalina.

A saida da dgua da estrutura foi observada através da técnica de
microscopia Optica acoplada com aquecimento, corroborando

com os resultados termoanaliticos.

A determinagdo estrutural foi realizada com o auxilio de luz

Sincrontron e esta foi determinada por refinamento de Rietveld.

As formas hemidrato e anidrato obtidas a partir do pé foram
comparadas em termos de parametros de rede, com 0
levofloxacino hemidrato obtido por Gorman e colaboradores
(Gorman et al, 2012).

A forma anidrato apresentou parametros de rede como angulos
e lados da cela diferentes quando comparados a forma
hemidrato. Em relacdo as formas hemidratos obtidas pelo pé e
por monocristal, estas demonstraram resultados semelhantes,
indicando tratar-se da mesma estrutura e possibilitando
identificar o local de ligacdo da molécula de &gua junto a
molécula do farmaco.

O processo de moagem da amostra de levofloxacino
demonstrou ser extremamente prejudicial para a qualidade da
matéria-prima, causando defeitos na estrutura do farmaco. A
amostra triturada apresentou mudancas na estrutura cristalina,

uma vez que, ao ser desidratada e rehidratada, a mesma
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apresentou dificuldades de saida e entrada da molécula de agua
para o interior do cristal. Dessa forma, a moagem altera as

propriedades cristalinas do farmaco.

Testes de angulo de contato permitiram identificar interferéncia
na molhabilidade da amostra triturada, a qual apresentou um
maior angulo. Isso pode ser justificado pelos defeitos causados
na estrutura, uma vez que a moagem tende a melhorar a

molhabilidade por diminuir o tamanho de particula.

O estudo de molhabilidade auxiliou no entendimento dos
resultados obtidos em estudo de dissolu¢do intrinseca, que
apresentaram taxa de dissolucdo inferior para o LVF g40 em
relagdo ao LVVF rm. Este resultado concorda com o encontrado

por MEV e master sizer.
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