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RESUMO
Polimorfismo é a propriedade de moléculas cristalizarem em mais de uma forma
cristalina, o que pode afetar suas propriedades fisico-quimicas. Esse fendmeno esta
presente também em farmacos, e a avaliacdo de matérias-primas para manter o
controle do polimorfo presente em comprimidos comercializados tem um papel
importante na industria farmacéutica. A identificacdo e o controle de formas
polimorficas podem ser realizados utilizando diversas técnicas, dentre as quais:
Andlise térmica, espectroscopia na regiao do infra-vermelho, espectroscopia Raman
e a difracdo de raios X por policristais (DRXP). Esta ultima € uma técnica que
permite a caracterizacdo de fases cristalinas, quantificacdo de amorfo utilizando
padrées internos, e por meio do método de Rietveld o refinamento de estrutura
cristalina e a quantificacdo das fases presentes na amostra. No entanto, alguns
fatores limitam a identificacdo e quantificacdo das fases em misturas em analises por
DRXP, e estao relacionados a parametros estruturais da amostra como a baixa
simetria e grande volume da cela unitéria, a caracteristicas fisicas como forma e
tamanho dos cristalitos, e resolugcdo dos difratbmetros que sdo definidas pela

geometria, fendas, monocromatizacéo do feixe e sistema de deteccéo.

Palavras-Chave: Farmacos; Polimorfismo; limites de identificacdo e limites de

quantificacdo; difracdo de raios X; método de Rietveld; estrutura cristalina.



ABSTRACT
Polymorphism is the property of molecules to crystallize in more than one crystal
form, which may affect physicochemical properties. This phenomenon is also present
in pharmaceuticals, and evaluation of raw materials to maintain the control of the
polymorph present in tablets plays an important role in the pharmaceutical industry.
The identification and control of polymorphic forms can be performed using various
techniques, among which Thermal analysis, infrared spectroscopy, Raman
spectroscopy and X-ray powder diffraction. The latter is a technique that allows
among other things characterization of crystalline phases, quantification of
amorphous using internal standards and, by means of Rietveld method, refinement of
the crystal structure and quantification of phases present in the sample. However,
several factors limit the identification and quantification of the phases in mixtures,
and are related to structure parameters of the sample, such as low symmetry and
large unit cell volume, the physical characteristics such as crystallite size and shape,
and the resolution of diffractometers which are defined by the geometry, slits, beam

monochromatization and detection system.

Keywords: Pharmaceuticals; polymorphism; identification and quantification limits;

X-ray diffraction; Rietveld Method; crystalline structure.
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1 Introducéo

1.1 Desenvolvimento de medicamentos e polimorfismo

Polimorfismo € a tendéncia de uma substancia se organizar em diferentes
formas cristalinas mantendo sua estrutura quimica. Distintas formas polimorficas de
uma substancia podem apresentar propriedades fisico-quimicas diferentes, dentre as
quais as temperaturas de fusdo e sublimacéo, capacidade térmica, densidade, volume,
dureza, cor, solubilidade, taxa de dissolucéo, entre outras [1].

Aproximadamente um ter¢co dos compostos organicos apresenta o fendmeno
de polimorfismo, e cerca de 80% dos compostos farmacéuticos possuem formas
polimorficas [1]. Além das formas cristalinas anidras, sdo também classificadas como
polimorfos as formas solvatadas (denominadas pseudopolimorfas) e o estado amorfo
(Figura 1).

Os solvatos apresentam em sua estrutura moléculas do solvente utilizado
para a sintese da matéria-prima (por exemplo, acetona, dioxano, metanol) e em casos
que ha a incorporacdo da agua na estrutura do farmaco, este solvato € denominado

hidrato.
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Figura 1: Tipos de polimorfos.

- Molécula do principio ativo
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nw

Fonte: Adaptado de Hilfiker (2006) [1].

A forma hidratada pode aparecer no produto final de um medicamento, e a
formacdo de hidratos ou mesmo processos de desidratacdo podem afetar o
desempenho do medicamento no organismo. E é no préprio ambiente bioldégico que o
problema se agrava. No organismo o medicamento € exposto a uma diferenca de
temperatura e a um ambiente Umido, de modo que esse processo de
hidratacdo/desidratacdo da forma polimdrfica pode produzir mudancas significativas na

biodisponibilidade do medicamento [2].
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Durante a sintese de uma matéria-prima € necessario que exista uma alta
pureza no produto final e reprodutibilidade no processo para que ndo ocorram variacdes
nas propriedades fisicas e quimicas, sendo desejavel que exista a forma cristalina pura
do polimorfo. No entanto, apés a sintese, podera ser obtido total ou parcialmente
material no estado amorfo, sendo este menos estavel fisica e quimicamente,
apresentando alta solubilidade e alta taxa de dissolucéo [3]. A formacéo desse estado &
induzida principalmente por quatro maneiras: moagem e compactacao dos cristais,
super-resfriamento do farmaco fundido, precipitacdo da solucéo, liofilizacao [4].

A producdo da forma sdlida do farmaco tem que ocorrer de modo
consistente, produzida pura e a técnica ser reprodutivel, sem que transicOes
indesejaveis ocorram. Para isso, € necessario conhecer a potencial formacao de
solvatos da forma cristalina levando-se em consideracdo o ambiente de producédo. As
formas solvatadas possuem uma menor estabilidade quando comparadas as formas
anidras, ou seja, sdo metaestaveis as condicbes ambientes, podendo transitar de fase
para a forma mais estavel [1].

Além disso, durante o armazenamento a forma sélida ndo pode mudar, ja
que essa mudanca poderia ocasionar variagdes em propriedades importantes do
farmaco, a exemplo do Ritonavir, um medicamento administrado no tratamento da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). O Ritonavir comecou a ser produzido
em 1996 com o nome comercial Norvir®. Em 1998, apds novas analises de dissolugéo
dos lotes comercializados, um novo polimorfo foi identificado com uma solubilidade

muito menor do que a forma cristalina inicialmente produzida [5].
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1.2 Relacédo termodinamica entre polimorfos

Curvas de energia-temperatura e pressao-temperatura sdo comumente
utilizadas para avaliar os pontos de equilibrio entre as formas polimorficas sobre a
influéncia da umidade, temperatura e pressdo. S8o necessarias para predizer, como
reportado por Giron (1995) [6] possiveis mudancas no periodo de estocagem,
estabilidade do medicamento e os processos de producdo mais indicados.

Para o caso de dois polimorfos A e B, levando-se em consideracdo a
variacdo da temperatura a uma pressao constante, a conseguinte transicdo de uma
fase para outra pode ocorrer de duas maneiras. Na primeira situacdo em que A transita
para B existe um ponto abaixo do ponto de fusdo de ambos os polimorfos (ponto de
transicdo) em que a transicdo € um processo reversivel, essa relacdo denomina-se
enantiotrépica. Quando ndo existe um processo reversivel antes do ponto de fuséo e
um dos polimorfos € sempre estavel abaixo do ponto de fusdo de ambos [1] a relagéo é
denominada monotrépica. Na Figura 2, G é a energia livre de Gibbs, Pt e Tt
representam o ponto de transicdo e a temperatura de transicédo, respectivamente. Para
0 caso da monotropia, 0 ponto de transicdo esta além dos pontos em que ambos 0s
polimorfos se fundem, sendo esse ponto definido como de transicéo virtual. Ta e Tb

correspondem aos pontos de fusdo de A e de B.
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Figura 2: Relacdo entre a energia de Gibbs G e temperatura para dois polimorfos em situacbes de
enantiotropia e monotropia, respectivamente.
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Fonte: Elaboragéo do autor deste trabalho.

1.3 Nomenclatura dos polimorfos e o caso da finasterida

N&o existe uma convencdo internacional para a nomenclatura das formas
polimdrficas. Como salienta Giron (1995) [6] alguns autores definem nameros romanos
para representar as formas, enquanto outros utilizam classificacdo alfabética latina ou
mesmo o alfabeto grego.

Parthasaradhi et al. (2004) [7] definiram duas novas formas cristalinas H1 e
H2 para a finasterida sem caracteriza-las adequadamente. No entanto, Othman et al
(2006) [8] verificaram que essas mesmas formas dizem respeito as formas solvatadas
com estrutura cristalina determinada obtidas a partir do isopropanol e dioxano,
Ainda neste trabalho,

respectivamente. 0S autores apresentam contradi¢cdes
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encontradas nos trabalhos de Reddy et al (2005) [9] que fizeram referéncia a novas
formas polimoérficas da finasterida (Forma E e Forma M) que correspondem a Forma Il
definida em patente.

O problema que surge em relacdo a nomenclatura € evidente e uma
padronizacdo é necessaria. Diversos polimorfos tém sido descobertos e muitos tendo
sua estrutura cristalina determinada. Mesmo assim, para 0s que ja possuem estrutura
determinada, a falta de uma nomenclatura padrdo prejudica especialmente a divulgacao

cientifica no ambito farmacéutico.

1.4  Politica nacional de producdo de medicamentos

No ano de 1976 surgiu a Relacdo Nacional de Medicamentos Basicos (RMB)
com a portaria MPAS/GM 514, sendo posteriormente atualizada e substituida pela
Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME, Portaria Interministerial
MPAS/MS/MEC 03, 1982). O governo federal desativou a Central de Medicamentos
(CEME) em 1997 (Medida Provisoria 1.576, Decreto n° 2.283 e Portaria GM 1.085)
sendo suas fungbes administrativas diluidas por instancias do Ministério da Saude e
pelos estados e municipios.

Um importante avanco para o contexto de reforma sanitaria no Brasil foi dado
pela criacdo da Politica Nacional de Medicamentos (PNM) pela portaria n° 3.916/MS de

12 de outubro de 1998, que foi formulada por meio das diretrizes da Organizagcao
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Mundial da Saude (OMS), que entre suas orientacdes estdo a adocdo e revisao da
RENAME, a regulamentacao sanitaria de medicamentos, o desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico, entre outras [10]. Cabe a ANVISA vistoriar e conceder registros de
medicamentos divididos em medicamentos referéncia, similar e genérico.

O medicamento de referéncia € um produto inovador com eficacia e
qualidade comprovadas junto ao 6rgao regulamentador. Esse medicamento é o que
tem normalmente o dominio patentario do principio ativo, cuja patente tem validade de
20 anos a contar a partir do deposito da mesma. Com a expiracdo da patente, o
medicamento pode ser comercializado como similares e genéricos [11].

Os medicamentos similares sdo aqueles que possuem 0 MesSMO Ou 0S
mesmos principios ativos, apresentam mesma concentracdo, forma farmacéutica, via
de administracdo, posologia e indicacdo terapéutica, e que € equivalente ao
medicamento de referéncia registrado no 6rgao federal responsavel pela vigilancia
sanitaria. Pode diferir somente em caracteristicas relativas ao tamanho e forma do
produto, prazo de validade, embalagem, rotulagem, excipientes e veiculo, devendo
sempre ser identificado por nome comercial ou marca (Decreto n° 3.961, de 10 de
outubro de 2001) [10].

O medicamento genérico foi implementado a partir da Lei n® 9.787, de 10 de
fevereiro de 1999, e é analogo a um produto de referéncia ou inovador, e se pretende
ser com este intercambiavel. E produzido apds a expiracdo ou rendncia da protecio

patentaria ou de outros direitos de exclusividade, comprovada a sua eficacia, seguranca
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e qualidade. Sdo em geral mais baratos que os medicamentos de referéncia, ja que
sobre o produto ndo recaem os custos com pesquisa e desenvolvimento [10, 12].

A Ultima atualizacdo da RENAME foi publicada no Diario Oficial da Unido
(DOU) do dia 29 de marco de 2012. Dentre as inclusbes de medicamentos, esta a
finasterida para o tratamento da hiperplasia prostatica benigna que é um crescimento

anormal da prostata.

15 Farmaco analisado — finasterida

Figura 3: Estrutura da molécula da finasterida.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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A finasterida (FNT, Figura 3), C23H3sN202, 372,549 g/mol, nome IUPAC 17p-
(N-t-butilcarbamoil)-4-aza-5a-androst-1-en-3-ona [13], foi escolhida para ser analisada
neste trabalho, dentre outras sugestdes como tibolona/isotibolona e espironolactona,
por existir quantidade suficiente de material disponivel no laboratério em que o trabalho
foi desenvolvido, e por possuir alta sobreposicao de picos das formas polimorficas em
analises por difracdo de raios X por policristais. Como a sobreposi¢cdo de picos pode
causar ambiguidades nas andlises (Figura 4), essa condicdo iria permitir identificar
alguns cuidados necessarios para esse e outros compostos com polimorfos em
situacdo semelhante. No presente caso, 0s picos da Forma | podem ndo ser

identificados claramente na presenca majoritaria de Forma Il.

Figura 4: Sobreposicéo dos picos da Forma | e Il da FNT - difratogramas simulados.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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A finasterida € utilizada no tratamento da alopecia androgenética (AA, padréo
masculino de perda de cabelo) com o medicamento contendo 1 mg do principio ativo
[14] e para o tratamento da hiperplasia prostatica benigna (HPB), com 5 mg do principio
ativo no comprimido [15-16]. E um medicamento que inibe a enzima humana tipo Il 5a-
redutase que metaboliza a testosterona em outro andrégeno (termo que diz respeito a
composto natural ou sintético responsavel pela manutencdo das caracteristicas
masculinas) conhecido como di-hidrotestosterona (DHT). Essa enzima é encontrada
essencialmente na préstata e em outros tecidos genitais, de modo que a préstata € um
centro de conversdo da testosterona em DHT. E vendida com as marcas comerciais
Proscar® (5 mg do principio ativo, tratamento da HPB) e Propecia® (1 mg do principio
ativo, tratamento AA) que sdo os medicamentos de referéncia comercializados pela
empresa Merck & Co., entre outras marcas genéricas. A FNT possui dois
medicamentos de referéncia, pois cada um é comercializado com uma quantidade de
principio ativo diferente, e séo indicados para tratamentos terapéuticos distintos.

Na literatura é encontrada certa confusdo em relacdo a apresentacdo dos
polimorfos da FNT. As formas anidras | e Il [17-18] possuem a estrutura cristalina
determinada (codigo CSD: WOLXOKO01 e WOLXOKO02 para a Forma | — ortorrémbica;
WOLXOKO03 para a Forma Il - monoclinica), enquanto que a Forma Il [9] foi encontrado
somente o difratograma presente na patente, ndo possuindo estrutura cristalina
determinada. Além disso, segundo Othman et al. (2007) [8], a maneira com que é
proposta a obtencdo da Forma lll na patente ndo é robusta o suficiente para que seja

reprodutivel, embora tenha conseguido obté-la e caracteriza-la de fato como uma forma
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anidra. Alguns solvatos séo apresentados: metanol, &cido acético, dioxano, isopropanol,

tetrahidrofurano e acetato de etila [8, 19] que possuem a estrutura cristalina

determinada e estdo disponiveis no banco de dados CSD (BEQKEN, WOLXEA,

TIPGUV, TIJKON, TIPHAC e WOLXIE, respectivamente). Schultheiss et al. (2009) [19]

caracterizaram mais trés solvatos isoestruturais (butanona, acetona e tolueno), no

entanto, ndo determinaram suas estruturas cristalinas. Na Tabela 1 sdo apresentados

0s parametros cristalinos dos polimorfos e pseudopolimorfos da FNT.

Tabela 1: Polimorfos e pseudopolimorfos da FNT. Entre parénteses € o desvio padrdo relativo

ao(s)ultimo(s) algarismo(s) significativo(s).

Parametros de rede

Cédigo CSD ef;ggioal a (A) b (A) ¢ (A) B (°)
BEQKEN* P2,2:2, | 11,607(2) | 20,097(5) | 10,449(4) 90
WOLXEA* P2, 12,170(1) | 8,1652(7) | 13,577(1) | 111,630(2)
TIPGUV* P2,2,2, | 81110(7) | 18,0856(16) | 35,512(3) 90
TIJKON* P2,2,2, | 81317(3) | 17,7767(7) | 35,734(1) 90
TIPHAC* P2,2,2, | 81132(3) | 17,9012(8) | 35,694(1) 90
WOLXIE* P 2,2, 2, 8,173(3) | 18,364(6) | 35,650(2) 90

ngfrr?aKfz P 2,2, 2, 6,437(1) | 12,7121) | 25,929(1) 90

W&ﬁﬁ%ﬁf’e’ P2, 16,387(2) | 7,958(2) | 18,115(5) | 107,25(2)

*Solvatos

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

33



A Forma | (P 2; 21 2;) € mais estavel a temperatura ambiente do que a
Forma Il (P 2;) sendo que as duas formas sédo polimorfos enantiotropicos com evento
térmico de transicdo da | para a Il ocorrendo entre 200 e 230°C [8], dependendo da taxa

de aquecimento.

1.6  Limite de detecc¢do e quantificacao de fases

A validacao da técnica da difracdo de raios X por policristais é possivel, haja
visto a especificidade e seletividade, linearidade, precisdo, limite de deteccdo e
quantificacdo, exatiddo e robustez que a mesma apresenta [20-21]. Uma vez que se
engquadra nas exigéncias internacionais para a validacao de métodos analiticos como o
International Conference on Harmonisation (ICH) Q2 (R1) [22] e mesmo 0 guia para
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos divulgado pela ANVISA [23], a DRXP é
uma eficiente técnica para a analise e controle de farmacos, corroborando com outros
métodos de analises utilizados na indastria farmacéutica. Essas técnicas analiticas
como espectroscopia Raman, espectroscopia na regido do infravermelho, DSC, e
DRXP vem sendo aplicadas para a quantificacdo de polimorfos de farmacos em
misturas com propor¢gdes menores do que 1% em massa [20].

A ICH [22] determina trés maneiras para se definir o limite de deteccdo e
quantificacdo. A primeira delas € a avaliacdo visual, em que o limite € determinado pela

andlise da amostra com concentragdo conhecida do analito e estabelecendo o nivel
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minimo ao qual o analito pode ser realmente detectado visualmente. A segunda €
baseada no sinal-ruido, de forma que pode ser aplicada apenas a procedimentos
analiticos que exibem ruido de linha base. A determinacéo da raz&o sinal-ruido é feita
pela comparacédo de sinais medidos de amostras com baixa concentracdo conhecida de
analito com aquelas de amostras padrédo (branco) e a partir de entdo se pode
determinar a menor concentracado na qual o analito pode ser realmente detectado. Por
fim, a terceira maneira para se identificar os limites é baseada no desvio padrdo da
curva de calibracdo da medida e da inclinacdo da mesma, e é calculado por equacdes
especificas para limite de deteccao e de quantificacao.

Segundo o guia para validacdo da ANVISA [23], o limite de deteccdo é a
menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém
nao necessariamente quantificado, sob as condi¢cbes experimentais estabelecidas. O
limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas.

Alguns fatores limitam a identificagédo de fases em uma mistura. Dentre esses
limitantes estdo granulacdo, tamanho de particula, anisotropia e resolucbes dos
equipamentos  (fendas  utilizadas, geometrias, detector do difratbmetro,

monocromadores).
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2 Objetivos

Definir os limites para a identificacdo e para a quantificacdo dos polimorfos
da finasterida em misturas binarias, levando em consideracao caracteristicas fisicas da
amostra como forma e tamanho de cristalito e caracteristicas instrumentais (resolucao)
de difratdmetros de laboratorios de Universidades.

Fazer uso de simulacfes para elaborar recomendacdes sobre critérios para
realizar medidas tanto para analises quantitativa de fases quanto para identificacdo de

fases.

3 Introducdao tedrica
3.1 Técnicas para caracterizacao

3.1.1 Microscopia eletronica

E possivel por meio da Microscopia Eletrénica (ME) avaliar a estrutura
interna dos materiais e determinar parametros fisicos, o que € um limitante na
Microscopia Otica (MO) devido ao comprimento de onda da luz visivel. Nos
microscopios eletrdnicos, os elétrons em alta energia sao focalizados na amostra assim
como a luz visivel é focalizada na MO, e essa focalizagdo do feixe de elétrons é

realizada por meio de lentes eletrostaticas ou magnéticas. O aparato instrumental é
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mantido em uma camara de alto vacuo para que ndo haja a perda da intensidade do
feixe de elétrons pela interacdo com o ar. Os elétrons sdo emitidos por uma fonte
termiénica ou uma fonte de emissao de campo [24].

O feixe de elétrons ao interagir com a amostra provoca a emissao de outros
tipos de radiacdo como elétrons retroespalhados, elétrons secundarios, raios X
caracteristicos, elétrons Auger, e dependendo da exigéncia de cada amostra, um
determinado tipo de radiacdo serd utilizado na analise [24]. Os dois tipos de
microscopia eletrdbnica comumente utilizadas sdo a microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e a microscopia eletronica de transmissao (MET).

A MEV é utlizada principalmente para andlises de forma e tamanho de
particulas. E possivel por meio dessa técnica a avaliacéo topogréafica da amostra e uma
grande vantagem é a possibilidade de combina-la com a microanalise quimica. Possui
uma resolucdo da ordem de 1 a 5 nm dependendo da amostra, da magnificacdo
utilizada, entre outras variaveis [25]. Por outro lado, a MET pode ser utilizada para
avaliar detalhes estruturais de até 0,1 nm. Neste caso, o feixe de elétrons incidente
passa pela amostra e é espalhado, e para tanto a espessura da amostra deve estar na
ordem de dezenas de nanémetros.

A aglomeracdo das particulas € um dos grandes problemas para a analise de
farmacos por ME. A preparacdo da amostra é complexa, pois € dificil encontrar um
meio liquido para a dispersdo do material jA que compostos como etanol, metanol,
cloroférmio, entre outros e a propria agua solubilizam alguns tipos de farmaco

ocasionando a mudanca de estrutura.
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A MET possui algumas limitagbes no estudo de farmacos devido a dois
fatores principais: forte interacdo do feixe de elétrons com a amostra, necessitando
assim que esta possua uma espessura muito pequena, além da suscetibilidade do
material organico ao feixe, causando danos a amostra [26].

Diferencas visuais ou aparéncia morfolégica avaliadas de uma substancia
por meio da MEV ndo estd necessariamente relacionada ao polimorfismo. Um
composto pode produzir cristais com diferentes morfologias (habitos) sem mudar a
estrutura cristalina pelo crescimento preferencial em direcbes diferentes [6]. Dessa
forma, outra maneira de identificar a estrutura polimérfica é a utilizacdo da MET
realizando difracdo de elétrons, que €é complementar a difracdo de raios X,
possibilitando a difracdo de um Unico cristal.

O padréo de difracdo de elétrons € Unico para cada estrutura e a utilizagédo
de imagens de alta resolucdo (HRTEM) possibilita identificar a direcdo preferencial de
crescimento de materiais anisotropicos e a avaliacdo dos conjuntos de planos atémicos

dos cristais observados.

3.1.2 Analise térmica

As técnicas de analise térmica baseiam-se na transferéncia de calor entre a
amostra e a atmosfera. Em geral, as amostras estdo na forma de po e a massa utilizada
para a medida é muito pequena para que seja atingido o equilibrio térmico mais rapido.
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Os resultados estdo diretamente relacionados com a taxa de aquecimento ou
resfriamento, em que uma taxa lenta possibilita o equilibrio térmico durante a analise e
uma taxa alta provoca um atraso térmico entre a amostra e a fonte. Isto pode gerar um
gradiente de temperatura entorno da amostra ocasionando erros nas medidas [25].

A atmosfera em volta da amostra serve para transferir calor e arrastar gases
provenientes dos eventos térmicos. O gas de arraste utilizado pode ser ou ndo um gas
inerte, e para o0 caso da utilizacdo do gas inerte ndo ha uma reacao quimica deste com

o0 material analisado. Dentre as técnicas de analise térmica, destacam-se:

3.1.2.1  Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Essa técnica de analise tem por objetivo avaliar os eventos térmicos sem que
haja mudanca de massa, e entre esses eventos térmicos avaliados podemos destacar a
andlise de transformacdo de fase, transicdo vitrea, cristalizacdo e fusdo [35]. O termo
diferencial remete a utilizacdo de um padrdo para a realizagcdo da medida em que é
avaliado a diferenca entre este e a amostra, sendo que 0s eventos térmicos analisados
n&do ocorrem para o padrdo na faixa de temperatura medida. E uma das técnicas mais
utilizadas para a caracterizagcdo de polimorfos de farmacos, pois € muito sensivel a
transicOes estruturais que ocasionam trocas de energia.

Os experimentos de DSC séo realizados utilizando uma taxa de aquecimento

constante. Essa taxa esta relacionada com os resultados obtidos referentes aos
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eventos térmicos. Estes eventos dependem da transferéncia de calor e da difusdo de

atomos e moléculas, sendo necessario um tempo especifico para o processo.

3.1.2.2  Termogravimetria (TG)/Termogravimetria derivada (DTG)

A termogravimetria € uma técnica utilizada na caracterizagdo de materiais em
que é avaliada a decomposicdo do material em relacdo a mudanca de massa em
funcdo da temperatura aplicada. As variacbes da massa sdo medidas por uma
termobalanca e a amostra é mantida em um forno para aquecimento. A decomposicao
de uma amostra é representada por duas temperaturas caracteristicas Tinicial € Tfinal , €M
que a primeira diz respeito ao inicio da mudanca de massa detectada pelo aparelho e a
segunda é a temperatura em que a mudanca de massa é completada [35]. A DTG é a
derivada primeira da curva de TG, e é um recurso utilizado para avaliar mudancas de
massa sutis, sendo possivel separar reacfes sobrepostas. Esta técnica traz as mesmas
informacdes do que a TG, embora o pico no gréfico de DTG enfatize o maximo valor

para a perda de massa e a maior taxa com que ocorreu [14].
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3.1.3 Dissolucao intrinseca

A dissolucdo é um ensaio in vitro que permite a elaboracdo da curva de
porcentagem do farmaco dissolvido em funcdo do tempo. Possibilita determinar a
quantidade de substancia ativa dissolvida no meio de dissolucdo quando o produto é
submetido a aparelhagem especifica sob condicbes experimentais descritas [27].

Segundo ISSA (2011) [28], a dissolucdo intrinseca é o comportamento de
dissolucéo de uma substancia ativa pura e a determinacao da velocidade de dissolucao
pode ser de grande importancia para avaliar potenciais problemas durante o
desenvolvimento de novas moléculas. Ainda conforme aponta o mesmo autor, a
velocidade de dissolucédo intrinseca (VDI) é definida como a velocidade de dissolucao
de uma substancia ativa pura, quando sdo mantidas constantes as condi¢des de area
superficial, temperatura, agitacéo, pH e forca ibnica do meio.

E possivel correlacionar os valores obtidos para a velocidade de dissoluc&o
intrinseca com a solubilidade do farmaco. Essa variagcdo na solubilidade do farmaco
acarreta, consequentemente, variagcdes na biodisponibilidade do medicamento.

ISSA (2011 apud YU e colaboradores 2004) [28] apresenta que para
farmacos onde é possivel obter uma boa correlacdo entre dissolugcéo intrinseca e a
solubilidade, o valor que limita a classificacdo de um farmaco em relacdo a sua
solubilidade seria de 0,1 mg.min™.cm™, ou seja, farmacos com VDI acima desse valor
seriam classificados como de alta solubilidade, e abaixo desse valor farmacos de baixa

solubilidade.
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3.1.4 Difracéo de raios X

Os raios X séo radiacfes eletromagnéticas com comprimento de onda (1) da
ordem de 0,1-100 A. Em cristalografia, o0 comprimento de onda utilizado esté entre 0,5-
2,5 A, na mesma ordem de grandeza das distancias interatdmicas. S&o gerados
basicamente de duas formas. Na primeira, a radiacdo € produzida dentro do tubo de
geracdo, que consiste de dois eletrodos (catodo e anodo) e entre eles € produzida uma
alta diferenca de potencial. Devido as colisbes dos elétrons com o material alvo sé&o
produzidos dois espectros distintos de radiacdo: o espectro continuo e o0 espectro
caracteristico. O espectro continuo é produzido quando elétrons sdo desacelerados
pela interacdo com o nucleo do atomo do material alvo, causando a emisséo de fotons
de raios X. Essas desaceleragces ocorrem de maneira diferente, formando um espectro
composto por diversos comprimentos de onda que varia em relacdo a tensdo de
aceleracdo utilizada. Essa radiacdo é também denominada de radiagdo branca e na
maioria das vezes € indesejavel nas andlises por difracdo [29-30]. Um exemplo de

utilizacdo da radiacdo branca é a técnica de Laue utilizada na orientacdo de

monocristais [29].
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Figura 5: Representacao das transicdes eletrdnicas responsaveis pela emissao dos raios X caracteristico.

Eletron

com alta Fotons de raio X
energia

.
M ' M M M
. |

Fonte: Adaptado de Jenkins & Snyder (1996) [26] pelo autor deste trabalho.

Na estrutura eletrbnica dos atomos, os elétrons ocupam orbitas com energias
discretas. O bombardeamento com elétrons de alta energia no material alvo pode
remover elétrons das camadas mais internas dos atomos, deixando lacunas e tornando-
0 ionizado. A tendéncia do atomo ionizado € voltar a um estado de menor energia
através de transicOes eletrbnicas de elétrons localizados em niveis mais externos,
emitindo fétons de raios X com especificos comprimentos de onda. A energia do féton
liberado € igual a diferenca de energias entre as camadas da respectiva transi¢cdo. O
espectro contendo esses comprimentos de onda é chamado espectro caracteristico
[30].

O feixe de radiacdo que deixa o tubo de geracdo é composto por diversos
comprimentos de onda, e para a utilizacdo em experimentos de difracdo é necessaria
uma monocromatizacao do feixe, que em fontes convencionais reduz os comprimentos

de onda as contribuigdes K, e Kg, ou no minimo a K.
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A outra forma de producéo de raios X é pelas fontes de radiacdo sincrotron.
Elétrons de alta energia se movimentam em uma Orbita circular, em um anel de

armazenamento, préximos a velocidade da luz. Quando sofrem aceleracdo devido a

D

trajetoria curva, os elétrons emitem radiacdo eletromagnética. A poténcia de saida
muitas vezes maior do que a produzida pela fonte convencional. Para esse tipo de
radiacdo existe uma relacao entre a distribuicdo da intensidade do feixe de raios X e 0
comprimento de onda produzido, permitindo assim que este seja variado conforme a

necessidade do experimento [30].

Figura 6: (a) espectro continuo (radiagdo branca); (b) espectro caracteristico.
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Fonte: Adaptado de Cullity (1976)[29] e Pecharsky (2009) [30].

Quando raios X incidem sobre a estrutura ordenada de um cristal, esta
estrutura age como se fosse uma rede de difracdo. A difracdo pode ser definida como
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um fenbmeno de espalhamento de radiacdo eletromagnética por um arranjo periodico
de centros de espalhamento, e o fenbmeno s6 ocorre porque 0 comprimento de onda
dos raios X e os centros de espalhamento (atomos) estdo na mesma ordem de
grandeza. Além disso, a lei de Bragg (Figura 7) que estabelece uma relacdo entre o
comprimento de onda da radiacéo incidente, a distancia interplanar (d) e o angulo de
incidéncia da radiacdo precisa ser satisfeita para que ocorra uma interferéncia

construtiva da onda, formando o padrdo de difracdo do material [30].

Figura 7: Lei de Bragg.

Feixe incidente Feixe difratado

AP=PC=d. sen (0)

n.A=2.d.sen(0)

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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3.1.4.1 Difracéo de raios X por materiais policristalinos

A analise de materiais por difracdo de raios X utilizando monocristais € muito
eficiente, principalmente para a determinacdo estrutural. No entanto, nem sempre €&
possivel que as amostras sejam preparadas como monocristais. A difracdo de raios X
por materiais policristalinos é uma técnica versatil, que dentre algumas vantagens estao
a possibilidade de se trabalhar em condicfes ndo-ambientes (variando temperatura e
pressdo sem muitas dificuldades), tempo reduzido de coleta de dados, quantificacdo de
fases cristalinas e material amorfo, entre outras [31].

O termo “pd” pode se referir tanto a uma substancia dividida em particulas
muito pequenas quanto para blocos solidos como metal, ceramica, polimero, vidro ou
mesmo filme fino ou um liquido [31]. O que deve ser levado em consideracdo séo o
namero e tamanho de cristalitos individuais. Esses cristalitos devem estar
aleatoriamente orientados na amostra e possuirem um tamanho pequeno, e segundo
Will (2006) [31] devem possuir um tamanho menor do que 10 um para a obtencéo de
bons resultados.

Dentre as dificuldades e limitac6es da difracdo por po estéo [31]

I. A sobreposicdo de picos de difragdo causada pela:
a. Simetria, como em grupos espaciais cubicos;
b. Baixa simetria e grande cela unitaria, como 0s casos de organicos,
entre eles os farmacos;

c. Resolucao experimental;
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ii. Radiacdo de fundo que em alguns casos dificulta definir com precisdo o
perfil do pico de difracéo;

iii. Distribuicdo ndo-randémica dos cristalitos conhecida como orientacao
preferencial;

iv. Alargamento do perfil do pico causado pela anisotropia do cristalito.

3.14.2 Geometrias dos difratbmetros

Os difratbmetros sdo equipamentos utilizados para analisar o fenbmeno da
difracdo pela maneira com que os raios X séo difratados por uma amostra cristalina
conhecendo-se o comprimento de onda da radiacdo. Os tubos dos difratdmetros
produzem um feixe divergente, sendo necesséaria a utilizacdo de geometrias
focalizantes para que ocorra uma melhoria na resolucdo do instrumento. A maior parte
dos difratbmetros usados utiliza a geometria parafocal Bragg-Brentano. Nesta
geometria o aparelho constitui-se de um goniémetro horizontal (6 — 20) ou vertical (6 -
20 ou B -0).

Para a colimacdo do feixe sdo utilizados aparatos como fendas Soller para
divergéncia axial, fendas de divergéncia e recepgédo, espelhos focalizantes. Além da
geometria Bragg-Brentano, alguns aparelhos utilizam a geometria de transmisséo, e
outros, a de Debye-Scherrer.

No primeiro, que opera no modo de reflexdo, a intensidade espalhada é

coletada apoOs a reflexdo da radiacdo na amostra. E indicado a materiais com alto
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coeficiente de absorcdo e para aquisicdo de dados a superficie da amostra deve ser
plana. Na geometria de transmissdo, a intensidade espalhada é coletada depois da
radiacdo ser transmitida através da amostra; é indicada a amostras com baixo
coeficiente de absorcdo que podem ser preparadas em capilares ou finas folhas
poliméricas. A desvantagem do modo de transmissédo € que a focalizacdo do feixe é
menos precisa quando comparada ao modo de reflexdo na geometria Bragg-Brentano
[30]. Uma maneira de reduzir este problema é utilizar espelhos focalizantes que
possibilita um perfil de intensidade homogénea sobre a amostra. Ja na geometria
Debye-Scherrer que também opera em modo de transmissao é utilizado um colimador
gue permite que a radiacdo da fonte de raios X chegue a amostra como um feixe
paralelo. Esta € colocada em um capilar que gira durante a medida. Um segundo
colimador (beam stop) € colocado atras da amostra para reduzir o espalhamento
secundario do feixe pelo corpo da camera [32]. Na Figura 8, F representa a fonte

emissora de radiagéo, FD fenda de divergéncia e FR fenda de recepcéo.
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Figura 8: Geometrias de difratdmetros.

Transmissao FR D F

Reflexao

amostra

Fonte: Adaptado de Pecharsky (2009) [30] e Jenkins e Snyder (1996) [32].

3.1.4.3 Colimacéao do feixe

Fendas de divergéncia (FD): reduzem a divergéncia angular do feixe

incidente por meio de sua abertura. Essa divergéncia é perpendicular ao eixo do
gonidmetro (EG — Figura 9) e limita a area da amostra que recebe radiacdo. E
necessario que se escolha o valor adequado da FD levando-se em consideracdo as
dimensdes do porta-amostra que sera utilizado na andlise e o intervalo angular do
primeiro pico de difracdo da amostra, como pode ser visto na Figura 9. Por exemplo,
uma amostra que tem picos de difracdo comecando em torno de 10° (20) e utilizando

uma porta-amostra com didmetro de 10 mm sdo indicadas fendas de divergéncia
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menores de %° ou menores, ja que fendas com abertura maior do que esse valor fazem

com que a radiacdo incida também no porta-amostra, e consequentemente pode

ocorrer a contribuicdo deste no difratograma da amostra. A relacdo depende do raio (R)

do gonidmetro, e a simulacdo a seguir foi realizada para o difratbmetro Rigaku

RINT2000 com R=18,5 cm, usando a relacdo L(0) = FD*R/sen(6) onde L é o

comprimento da amostra banhada pelo feixe incidente.

Figura 9: Relacdo abertura da FD com o comprimento do feixe incidido na amostra.

Abertura das fendas de divergéncia em fungéo do angulo 2theta
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20

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

Fendas Soller (FS): séo utilizadas para limitar a divergéncia axial do feixe, ou

seja, a divergéncia no sentido paralelo ao EG. E um conjunto de placas paralelas (como
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se fossem diversas fendas de divergéncia agrupadas) colocadas tanto no feixe

incidente como no feixe difratado (Figura 10).

Figura 10: Disposicéo das fendas - aparelhos convencionais.

Fonte: Elaboragéo do autor deste trabalho.

Fendas de recepcdo (FR): Essas fendas limitam a radiagcdo que chega ao
detector, havendo uma relagéo direta com a resolucao e a intensidade do padréo de
difracdo (Figura 11). O uso de uma abertura muito estreita ndo melhora a definicdo do
pico e causa a perda de intensidade. Por outro lado, o uso de uma fenda mais larga,
nao causa o aumento da intensidade do pico, mas causa a perda de resolugao (Figura

11).
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Figura 11: Influéncia da fenda de recepc¢ao no perfil do pico de difracéo.
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Fonte: Retirado de Jenkins e Snyder (1996) [32].

3.1.4.4 Monocromatizacao

A monocromatizacdo € necessaria para que apenas comprimentos de onda

desejaveis sejam mantidos, como K,1 e K,2 para equipamentos convencionais.

Filtros Kg: A borda de absorcdo de radiagdo desses filtros esta entre os
comprimentos de onda K, e Kg do material alvo. O filtro escolhido deve absorver abaixo

de K, e acima de Kz. E composto por um elemento que possui um ndmero atdmico
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menor do que o material utilizado como anodo. Por exemplo, no caso do anodo de
cobre utiliza-se um filtro de niquel. A desvantagem € que a intensidade de Kg néo €
totalmente eliminada, mas apresenta por fim uma intensidade muito reduzida que esta
na mesma faixa de intensidade da radiacdo de fundo, e além disso, a intensidade do

espectro como um todo é reduzida, ou seja, as intensidades das radiagdes K,; e K.

Monocromadores: Sao feitos de materiais como grafite, silicio, germéanio ou

cloreto de litio. Eles sé@o dispostos no aparelho no caminho do feixe incidente ou apés o
feixe difratado, em angulos especificos selecionando o comprimento de onda que
chega ao detector. Como se tem definido a distancia interplanar do cristal, colocando-o
em um determinado angulo é possivel definir o comprimento de onda por meio da Lei

7

de Bragg. Normalmente o monocromador € suficiente para eliminar Kz e radiagéo
branca, mantendo as contribuicbes de K,; e Ky,. Utilizando-se um monocromador no
feixe incidente (priméario) é possivel separar apenas a radiacdo K,;. E encontrado em
equipamentos de alta resolucdo[30] como no difratbmetro Stadi-P da STOE, com

monocromador primario de germéanio usado em algumas medidas dessa dissertacao.

3.145 Detectores

A principal funcdo dos detectores € converter fétons que chegam a ele em

sinais ou efeitos que podem ser entdo processados e analisados. E importante ser
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avaliado a eficiéncia do detector, ou seja, a capacidade que ele tem de coletar fotons de
raios X e converté-los em um sinal que podera ser mensurado.

Dentre os tipos mais comuns de detectores estdo os detectores pontuais
(contadores proporcionais a gas e contadores de cintilacdo) e detectores sensiveis a

posicdo (como os lineares).

Contadores proporcionais a gas: consiste de um corpo cilindrico utilizado

como catodo contendo uma mistura de gases e um fio central utilizado como anodo. Os
fétons que chegam ao detector ionizam o gas produzindo pares idnicos que Sao
coletados como corrente elétrica. Apresentam boa resolucdo e os sinais podem ser
analisados e separados para eliminar a contribuicdo de fétons com a energia K e

radiacao branca [30].

Contadores de cintilacdo: € constituido de um cristal cintilador acoplado a um

tubo fotomultiplicador. O féton faz com que o material de que é feito o detector sofra o
fenbmeno de fluorescéncia emitindo radiacdo em luz visivel. Como essa radiacéo
emitida é muito pequena, cabe ao tubo fotomultiplicador (por meio de dinodos)
amplificar o sinal gerando uma corrente mensuravel. O material normalmente utilizado é
o iodeto de sodio dopado com talio que emite luz no comprimento de onda do azul[29].
A resolucdo do comprimento de onda desse tipo de detector € muito baixa. Além disso,
fotons Ky nédo podem ser distinguidos e separados pelo detector. No entanto, esses

detectores apresentam alta estabilidade principalmente para alto fluxo de fétons[30].
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Outros detectores de estado solido utilizados sao os de silicio e germéanio dopado com
litio. A interacdo dos fotons com esse material produz pares elétron-buraco
proporcionais a energia do féton. A diferenca de potencial aplicada resulta em uma
corrente induzida dos fotons que é amplificada e medida. Esses detectores apresentam
alta resolugdo a baixa temperatura e facilitam a separagéo de fotons Kg e de radiagéo
branca, resultando em um baixo background sem significante perda de intensidade da
radiacdo K,1/K,2. Uma das desvantagens desse tipo de detector é o seu pequeno
intervalo linear que pode resultar em problemas quando picos muito intensos sao

medidos [30].

Detectores _lineares: esses detectores tem o mesmo principio de

funcionamento que os contadores proporcionais a gas, com a vantagem de que é
possivel medir a intensidade dos picos de difracdo em diversos pontos ao mesmo
tempo. As medidas sao realizadas em um tempo muito inferior guando comparado aos

demais detectores, e a qualidade se aproxima do contador proporcional gas.
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Figura 12: Contador proporcional a gas (esquerda), detector sensivel a posicdo (direita), detector de
estado sélido RTMS (abaixo).

I Contador proporciona a gas I Detector sensivel a posi¢édo I
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Fonte: Adaptado de Pecharsky (2009 [30].

A partir do momento em que o foton ioniza 0o gas produzindo os pares
ibnicos, estes sao coletados pelo fio em forma de corrente elétrica. O evento elétrico é

medido em dois pontos do fio, de modo que com a diferenca de tempo para a coleta,
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sabendo-se o tamanho do fio, pode-se definir a posicdo do ponto em que ocorreu 0

evento. Dessa forma, é possivel que seja medido um maior intervalo angular de 5° a
10° para PSD linear curto e de 120° a 140° 26 para PSD curvado longo, de uma so vez

[30].

Detector de estado sdlido Real Time Multiple Strip (RTMS): Esse tipo de

detector aplica o principio dos detectores de estado soélido. Tiras de silicio p-dopado sao
depositadas sobre pastilhas de silicio n-dopado. A diferenca de potencial elétrico
aplicado para cada tira através da pastilha resulta em uma corrente elétrica induzida,
obtida a partir dos pares elétron-buraco produzidos pela absorcao do féton de raios X,
que é entdo amplificada e medida. A corrente medida para cada tira fornece informacgéo
sobre a posicdo na qual o féton de raios X foi absorvido pelo detector (Figura 12) [30].
Esses detectores trabalham com mudltiplos canais, ou seja, diversas dessas tiras para a

coleta de dados.

3.1.4.6 Definicdo do perfil dos picos de difracdo e os Parametros

Fundamentais

O perfil do pico de difragdo depende da natureza da radiacdo, da resolugéo
do instrumento e das caracteristicas fisicas intrinsecas da amostra. A funcéo que define
a forma do perfil do difratograma € uma convolucdo de fungdes, cada qual relacionada
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a contribuicdo de trés elementos principais: (i) estrutura cristalina que inclui os
parametros de rede, parametros atbmicos (X, y, z, B, etc...), cristalinidade, defeitos; (ii)
amostra como absorcédo, rugosidade superficial, orientacdo preferencial, tamanho de
cristalito, tensdo e deformacgdo; e (iii) parametros instrumentais como radiagcéo
(comprimento de onda e monocromatizacao), geometria e alinhamento do difratbmetro,
divergéncia axial do feixe de radiacdo. Além disso, € acrescentada a contribuicdo do
background a funcéo resultante. De forma geral, essas funcdes estdo relacionadas a

posicédo, intensidade e forma do perfil do padrao de difracao [30].

A funcéo de perfil de um pico (FP) é definida por:

FP(20) = g(20) ® h(20) ® f(20)+ b (1),

em que g(260) representa a funcao instrumental qgue depende dos parametros
geométricos, monocromadores, fendas e amostra. Essa funcdo € sintetizada pela
convolucdo de fungdes instrumentais especificas j(20) jA& com a contribuicdo da
distribuicdo espectral dos comprimentos de onda; h(26) € o perfil puro de difracdo em
que séo levadas em consideracéo as caracteristicas fisicas da amostra; f(26) depende
da natureza da fonte geradora de raios X e do modo como foi obtida a
monocromatizacao e b representa a funcéo do background [33].

A funcdo j(26) também é uma convolugdo de diversas outras funcdes

referentes a aberracao instrumental associada com o difratdmetro, ou seja,
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120)=1192Qj3®j1® s js ® |y (2),

em que Fonte de radiacdo j;; Superficie planar da amostra j,; Divergéncia
vertical js; Transparéncia da amostra j,; Fenda de recep¢éo js; desalinhamento do
difratbmetro jg; dispersao espectral j;.

Os perfis de pico de difracdo podem ser modelados de maneiras distintas,
como elucidadas por Pecharsky (2009) [30]: funcdo empirica, modo semi-empirico e
parametros fundamentais.

Pela funcdo empirica, o perfil € ajustado de maneira direta aos resultados,
sem que seja associado aos parametros fisicos da amostra. Por meio do modo semi-
empirico sao utilizadas funcBes para descrever a contribuicdo instrumental e das
dispersbes da radiacdo enquanto as propriedades intrinsecas da amostra sao
modeladas levando-se em consideracdo quantidades fisicas reais. Ja 0os parametros
fundamentais ajusta o perfil usando modelos fisicos para gerar a forma do perfil [34].

Com os parametros fundamentais é possivel fazer simulacbes de
difratogramas de compostos cristalinos com estrutura determinada, com determinada
caracteristica fisica, o que torna possivel determinadas situacfes, como por exemplo, a

sobreposicao de picos em uma mistura de fases.
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3.1.4.7 Método de Rietveld

Tem como caracteristica o ajuste do difratograma calculado do material por
meio das informacdes estruturais com o padrdo difratométrico obtido na rotina de
analise da amostra. Os residuos da diferenca entre o padréo calculado e observado é
entdo minimizado através do principio dos minimos quadrados e o refinamento da
estrutura é realizado até que um melhor ajuste seja alcancado.

Para a geracdo do padrdo calculado sédo levadas em consideracdo as
coordenadas atdbmicas, os deslocamentos atdmicos, os parametros de rede. Para cada
ponto do incremento angular € calculada uma intensidade y;, € 0 nUmero de pontos no
padrao de difracdo é usualmente de milhares.

A quantidade minimizada pelos minimos-quadrados € o residuo Sy[35]:

Sy = Xiw; (Vi — Yei)? (3)

em que,

W; = 1ly; (intensidade ponderada),
Y; = intensidade observada no ponto i

Y¢i = intensidade calculada no ponto i

O padréo de difracdo € uma colecao de perfis de reflexdes individuais, com
uma altura, posicao, largura e decaimento de pico especifico e uma area para cada pico
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proporcional a intensidade de Bragg, Ik, em que K representa os indices de Miller. A
intensidade integrada € proporcional ao quadrado do valor absoluto do fator de
estrutura, |F|>

As intensidades calculadas sdo obtidas a partir de valores de |Fy|? em que é
utilizado o modelo estrutural para o calculo, utilizando soma das contribuicbes das

reflexdes possiveis de Bragg mais a contribuicdo do background [35]:

Vei = S Nk Li |F|*¢(26; — 20x)PcAix + Vi (4)

onde

s € o fator de escala,

K representa os indices de Miller para a reflexdo de Bragg,

Lk representa os termos para Lorentz-polarizacdo e fator multiplicidade
¢ € a funcao do perfil de reflexao,

Pk é a funcéo para correcdo da orientacdo preferencial,

Ak € a funcéo de assimetria na posicao i

Fk € o fator de estrutura para a K-ésima reflexao de Bragg,

Ybi € a intensidade do background no i-ésimo ponto

Alguns indices referentes ao refinamento auxiliam na avaliacdo da qualidade
do mesmo [36]. O indice Ry, € um importante fator ja que reflete o valor residual sendo

7

minimizado. Outro critério numérico € o indice de qualidade de refinamento S

(goodness of fit), que € a razdo entre o indice Ry, com seu valor estatisticamente
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esperado (Rexp) € serve apenas para acompanhar o andamento do refinamento. A

qualidade do modelo estrutural refinado € avaliada pelo indice Rgragg.

_ Ziwi(yi— yed)?
Rwp = 2iwi(yi)? ()

_ 2K ITko—Ikel (6)

>k Iko

_.2_ Rwp _ ,ZiWi(Yi— Yei)?
S= X = Rexp N n-p (7)

RBragg

onde,

n é o numero de pontos considerados,

p € 0 numero de parametros refinados,

w; é o0 valor ponderado das intensidades,

yi e yci sdo as intensidades observadas e calculadas no i-€simo ponto e Reyp

é dado por:

R. = [P 8
exp Ziwi(yi)? (8)

Valores de S menores do que 1,0 podem indicar um modelo que contém
mais parametros do que pode ser justificado pela qualidade dos dados. Para valores

iguais a 1,0 Ry, atingiu o valor estatisticamente esperado.
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Também se usa a estatistica d de Durbin-Watson (d-DW) [37] para verificar a
existéncia de correlacdo serial entre residuos adjacentes obtidos pelo método dos
minimos quadrados. Para que as correlacdes nao sejam estatisticamente significativas
o valor para o indice tem que estar proximo de 2 [38]. Valores abaixo indicam que o
desvio padréo foi subestimado e ndo representa o desvio padréo obtido pela repeticdo

do experimento.

3.1.4.8 Quantificacdo de fases pelo Método de Rietveld

A quantificacdo de fases pelo Método de Rietveld é realizada levando-se em
consideracao os fatores de escala das fases constituintes da amostra. A intensidade
espalhada é medida usando uma escala relativa arbitraria e a normalizacéo é feita pela
andlise das intensidades calculadas e observadas usando os minimos-quadrados. O
fator de escala para cada fase é aplicavel ao padréo de difracdo inteiro [30].

A equacdo para o célculo envolve o produto da massa e volume da cela
unitaria de cada fase, e para o refinamento sdo ajustados os parametros estruturais,

experimentais e, indiretamente, a fracdo em massa por meio do fator de escala [31].

_ Sp(ZMV),,

onde,
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W, é a fragdo em massa relativa da fase p em uma mistura de j fases,

S, M, Z e V sé&o o fator de escala, massa molecular de uma formula unitaria,
namero de formulas unitarias por cela unitaria e volume da cela unitaria,
respectivamente.

No entanto, essa equacdo ndo leva em consideracdo a absorcdo | e 0
tamanho das particulas (diametro médio das particulas D) das fases envolvidas na
analise. A correcdo necessaria foi proposta por Brindley (1945) [40] e a correcao para o
método de Rietveld estd descrita no trabalho de Taylor e Matulis (1991) [41] em que
examinaram uma amostra contendo duas fases com uma diferenca grande do
coeficiente de absorcédo (elevado contraste de fase) e tamanho médio de particula
constante.

Para a correcdo de Brindley, o calculo da fracdo em massa da fase é

corrigido pelo acréscimo dos fatores de absorcao da fase, como se segue:

W Sp(ZMV),,

P~ % Sj(ZMV);

A correcdo pode ndo ser necessdria para casos em que as fases, mesmo

(10)

apresentando alto contraste de absorcdo apresentem o produto ubD < 1.
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4 Metodologia experimental

4.1 Preparacdo das amostras

As amostras da matéria-prima da FNT utilizada neste trabalho foram doadas
pelo Prof. Dr. Humberto Gomes Ferraz, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
USP - SP. Foram dois os lotes utilizados, denominados neste trabalho de Finasterida A
e Finasterida B. Inicialmente, essas duas amostras foram analisadas por meio de DRXP
utilizando o equipamento Rigaku RINT2000, com radiacdo Cu Ka, fenda de divergéncia
de %°, fenda de recepcao de 0,30 mm, fendas Soller de 2,50°, monocromador curvo de
grafite, porta-amostra de aluminio com 20,0 mm de didmetro e passo de varredura de
0,02°, equipamento disponivel no Instituto de quimica (IQ) - Unesp. Foram realizados
os refinamentos pelo método de Rietveld com as amostras.

Uma vez que a Finasterida A apresentou uma mistura das Formas | e I, foi
realizado um tratamento térmico para a obtencdo de um pé com apenas a Forma ll, ja
que o outro lote, Finasterida B, continha a Forma | pura. A intencdo foi de obter
amostras com os polimorfos puros para a preparacdo de misturas binarias em
proporcdo. Além da difracdo de raios X, os pos também foram caracterizados por

analise térmica (DSC e TG).
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4.1.1 Preparacdo das misturas binarias dos polimorfos da FNT

Foram preparadas misturas binarias dos polimorfos, nas propor¢cdes em
massa que variaram de (x%)Forma 1:(100-x%)Forma Il, com x = (0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 95,
96, 97, 98, 99, 99,5). Cada amostra foi preparada contendo um total de 1g de material
na respectiva proporcdo, a fim de se determinar a menor propor¢cdo possivel de ser

identificada na mistura dentre as proporcdes preparadas.

4.2  Caracterizacdo das amostras

4.2.1 Analise térmica

Os equipamentos e condic¢des utilizados na andlise térmica foram:

e DSC: TA Instruments modelo Q100, atmosfera de nitrogénio com fluxo
continuo de 100 mL e taxa de aquecimento de 10°C por minuto; como material de
referéncia utilizou-se cadinho de aluminio vazio.

e TG: TA Instruments com célula SDT, atmosfera de nitrogénio com fluxo

continuo de 100 mL e taxa de aquecimento de 10°C por minuto.
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Nas analises térmicas, o nitrogénio foi utilizado como gas de arraste tanto
para as medidas de DSC quanto para as de TG, e os intervalos de temperatura séo

apresentados na tabela a seguir.

Tabela 2: Faixa de temperatura utilizada nas andlises térmicas.

Faixa de temperatura (°C)

Farmaco Formas
DSC TG
A 30-300 30-690
Finasterida B 28-300 28-693
Forma II* 33-300

* amostra obtida apds o tratamento térmico (Forma Il)

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

4.2.2 Tratamento térmico

Apéds a revisao bibliografica (Othman et. al 2006 [8]), andlise dos resultados
da DSC e da TG, e de testes para avaliar a temperatura maxima e o tempo necessario
para a completa transicdo da Forma | para a Forma Il sem que houvesse a degradacao
da amostra, foram determinados os parametros para o tratamento térmico. Foi utilizada
uma mufla, elevando a temperatura de 35°C até 205°C com taxa de aquecimento de

5°C/min e mantendo por 30 min a 205°C. N&o foi possivel controlar a taxa de
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resfriamento, uma vez que este equipamento ndo possui sistema de resfriamento
controlado. No entanto, foi deixado que a mufla resfriasse até uma temperatura de 65°C
para retirar a amostra. Como recipiente para colocar o po foi utilizada uma barquinha de
alumina com 60,0 mm de comprimento, 25,0 mm de largura e 150 mm de
profundidade, sendo que foi colocado material suficiente para preencher uma
profundidade de cerca de 5,0 mm por vez para se manter a variacdo de temperatura
mais homogénea possivel por todo o material. No total foram realizadas trés vezes esse
procedimento para obter quantidade suficiente do polimorfo para a preparacdo das
propor¢cdes em massa. Para cada amostra obtida no tratamento térmico foi realizada
difracdo de raios X confirmando, assim, se o material resultante continha apenas o

polimorfo desejado.

Figura 13: (a) barquinha de alumina; (b) mufla de aguecimento utilizadas no tratamento térmico.

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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ApoOs o tratamento térmico a amostra foi novamente analisada por DSC, nas
mesmas condi¢cdes apresentadas anteriormente, a fim de se ter mais de uma técnica de

caracterizacao para confirmar a presenca do polimorfo puro.

4.2.3 Microscopia eletrbnica de varredura e transmissao

As amostras foram analisadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV)
e transmissdo (MET). Por MEV foram avaliadas forma e distribuicdo do tamanho das
particulas, e logo em seguida, analisadas por MET (operando nos modos de baixa e
alta resolucdao, e difracéo de elétrons).

Foi realizada difracdo de elétrons para se avaliar possivel anisotropia e, para
casos em que fosse observada, correlacionar o resultado obtido com a anisotropia
média medida pelo refinamento da estrutura, utilizando a macro [42] implementada no
programa Topas Academic V 4.1 [43]. Os equipamentos utilizados nas microscopias

foram:

o MEV: JEOL modelo JSM 7500 — F, com canhdo por emisséo de

campo (FEG).

o MET: Phillips modelo CM 200 operando em 200 kV.
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Nas analises por MEV, o po foi disperso em agua destilada utilizando-se
ponta-ultrassdnica. Posteriormente, gotas desta suspensédo foram depositadas sobre
um substrato condutor de silicio dopado. Para que os histogramas de distribuicdo de
tamanho de particulas fossem elaborados, foram selecionadas 300 particulas nas
micrografias e medidas suas dimensfes levando em consideracdo a escala para cada
medida. Para a distribuicdo do tamanho de particulas definimos as dimensdes como
comprimento que diz respeito a dimensao mais pronunciada e largura para a menor
dimenséo.

Por MET, as amostras foram pulverizadas em almofariz de agata, tamisadas
em peneira Mesh 200 e o p6 disperso em agua destilada. Neste caso, a suspenséo foi

depositada sobre grades de cobre recobertas com filme de carbono.

4.2.4 Indexacdo do padrao de difracdo de elétrons

A indexacdo seria necessaria para determinar o(s) plano(s) de anisotropia
caso fossem observados. Entretanto, ndo foi observada anisotropia das amostras da
FNT, mas o procedimento foi realizado devido a sua importancia em trabalhos futuros.

Por meio dos padrbes obtidos a partir de monocristais foi realizada a
indexacdo, em que foram considerados trés vetores, cada um ligando o centro do
padrdo ao ponto correspondente a contribuicdo de um plano cristalino. Os planos

possiveis e as respectivas distancias interplanares para cada estrutura foi calculado por
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meio do programa Topas Academic 4.1 [43] utilizando a estrutura cristalina do material.
Esse calculo, no entanto, € realizado levando em consideracdo o padréo policristalino
para difracdo de raios X, o que implica que na indexacédo do padrdo para monocristal ha
a necessidade de se considerar a multiplicidade para cada plano, de forma que sejam
verificadas todas as possibilidades para os angulos entre os vetores. O produto vetorial
de dois vetores é correspondente ao eixo de zona que se encontra a amostra, e
qualquer outro ponto da rede no espaco reciproco pode ser alcancado por vetores de
translacdo. Uma vez obtida essas relacfes € possivel garantir que o padrao diz respeito

a estrutura cristalina analisada.

4.2.5 Difracao de raios X por policristais

As amostras analisadas por DRXP foram pulverizadas em almofariz de 4gata
e preparadas sobre porta-amostra com didmetro condizente com a area banhada pelo
feixe. Para todos os difratdbmetros, os dados foram coletados com o porta-amostra
girando.

Além do difratdbmetro Rigaku RINT2000, outros equipamentos foram
utilizados para a concluséo deste trabalho, na analise das amostras em propor¢cao e na

quantificacdo de amorfo da matéria-prima, que foram:
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o Difratdmetro Bruker D8-Advance com tubo de cobre, goniometro de
raio 288 mm e detector linear sensivel a posicdo com abertura de 1,49° e 194 canais
para coleta dos dados. Fenda Soller primaria e secundaria de 2,5° fenda de
divergéncia de 0,2 mm (0,122°) e fenda antiespalhamento de 3 mm. Passo de 0,0204°

(26). Porta-amostra de acrilico com 20,0 mm de diametro.

o Difratbmetro Stoe Stadi-P, com tubo de cobre, modo de
transmissao. Monocromador primario de Ge (111) com radiacdo Cu K1 pura; distancia
do feixe ao centro a amostra é de 130 mm e da amostra ao detector de 191 mm. O
detector linear sensivel a posi¢cao possui 1280 canais para coleta dos dados e abertura
angular de 18,9°. A amostra foi colocada entre duas folhas poliméricas, e a radiacédo
incidente na amostra foi limitada por um suporte metalico com abertura de diametro 3,0

mm.

o Difratbmetro Bruker D2 Phaser de bancada com tubo de cobre,
goniébmetro de raio 141,4 mm, detector linear sensivel a posicdo com abertura angular
de 5° com 194 canais para a coleta de dados. Fendas Soller primaria e secundaria de

2,5° e fenda de divergéncia 0,37°. Porta-amostra de acrilico com 20,0 mm de diametro.

o Difratdmetro Panalytical Empyrean, tubo de cobre, gonidbmetro de

raio de 240 mm, fendas Soller, fenda de divergéncia de %2° e fenda antiespalhamento
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%°. Detector PSD com abertura angular de 3,46°. A amostra foi colocada entre duas

folhas poliméricas, em um diametro de cerca de 20,0 mm.

Todos os refinamentos foram realizados utilizando o programa Topas
Academic v. 4.1 [43]. Para a determinacdo do tamanho de cristalito foi utilizada uma

aproximacéo do método de double Voigt [44] implementada nesse programa.

4.25.1 Quantificacdo do amorfo

O carbonato de litio comercial da marca Synth com teor de pureza de 99,0%
foi utilizado como padréo interno para determinar a fracdo de amorfo presente em cada
amostra de matéria-prima. Para ser utilizado como padrdo, o carbonato de litio foi
tamisado em peneira Mesh 200 e a sua fracdo de amorfo foi quantificada por meio do
método de Rietveld usando como padrdo interno a alumina (produzida pelo NIST* -
SRM 676a) certificado com 0,98% de material amorfo.

Trés diferentes proporcées em massa da mistura carbonato de litio (Li,CO3)
+ alumina (Al,O3) foram preparadas (Tabela 3). A alumina foi utilizada como recebida.
As proporcdes foram pesadas em balanca Shymadzu modelo AY220 (erro = 0,001g) e

misturadas em almofariz de 4gata usando pistilo.

L NIST: National Institute of Standards and Technology
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O contraste no coeficiente de absorcdo das amostras é elevado (126,4 cm”

1

para a alumina e 17,4 cm™ para o carbonato) de modo que foi realizada uma avaliacdo

para verificar a necessidade da correcdo da microabsorcdo de Brindley [40]. A

caracterizacdo dos padrbes por MEV para célculo do tamanho das particulas foi parte

do trabalho de doutorado de um dos integrantes® do nosso grupo de pesquisa, em que

verificou que as correcdes de Brindley seriam desnecessarias, ja que o célculo do

produto uD para ambas as fases forneceu valores abaixo de 1.

A propor¢cdo de amorfo de alumina na mistura corresponde aos valores

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Amostras em proporc¢éo para quantificacdo de amorfo

Massa (Q)

Proporgao na
mistura

Proporcao do
amorfo do padrao
alumina na mistura

Al;03 + LioCO3 | 0,15 + 0,35
0,25 + 0,25

0,35+ 0,15

30% + 70%

50% + 50%

70% + 30%

0,29%
0,49%

0,69%

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

? Rafael Silva Nunes, defesa prevista para fevereiro de 2014.
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A porcentagem em massa de amorfo foi obtida através do método de
Rietveld utilizando o programa Topas Academic V. 4.1 [43]. Para a amostra em que foi
utilizada a proporcdo de 30% em massa de alumina + 70% em massa de carbonato, o
valor para a parte cristalina da alumina corresponde a 30,0%-0,29% (amorfo) = 29,71%.
O célculo para o amorfo no carbonato é feito como o exemplo a seguir. Para os dados
obtidos com o difratdmetro Rigaku RINT2000, a razdo entre o valor calculado para a
fracdo cristalina da alumina na amostra e o valor obtido no refinamento (34,15%)
fornece um fator de escala que sera utilizado para se determinar a propor¢ao cristalina

para o carbonato. De maneira geral, o célculo é realizado da seguinte forma:

%pesada de alumina (cristalina)

: : : = fator de escala (11)
%alumina obtida no refinamento

fator de escala X %demais fases (refinamento) = %cristalina das fases (12)

Assim,

[100% — (%pesada de alumina (cristalina) + %cristalina das fases)| =

%de amorfo na amostra (13)

Portanto, para o exemplo apresentado:

29,71%

34.15% = 0,8697
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O valor da proporcéo cristalina do carbonato determinado no refinamento foi

de 65,84%. Assim,

0,8697 X 65,84% = 57,26%

Dessa forma,

[100% — (29,71 + 57,26) = 13,02% de amorfo na amostra

Estes mesmos calculos foram realizados na quantificagdo do amorfo nas
matérias-primas utilizando o carbonato como padréo interno.

Nos refinamentos para a quantificacdo de amorfo, foram colocados vinculos
nos parametros instrumentais, como fendas utilizadas, correcdo para o detector PSD
(para os equipamentos que utilizam esse tipo de detector), e vinculos também para
parametros fisicos (tamanho de cristalito) e estruturais (parametros de rede) nas trés
amostras em propor¢do de carbonato de litio com alumina. Assim, foi possivel garantir
que os parametros refinaveis variassem da mesma forma para as trés amostras.

O resultado final para a proporcdo de amorfo foi calculado levando em
consideragcdo a meédia para as trés medidas alumina + carbonato de litio de cada
equipamento, e dessas meédias foi calculada a média global dos equipamentos, dada

pela equacado que se segue:
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[n.YDZ +n.X D8 + n.yEmpyr +n. X Rint + n.YStadi]
¥n

Xg= (14)

em que X é a média das medidas para cada equipamento, n representa a quantidade
de medidas para cada difratbmetro. Foi calculado também o desvio de cada média em
relacdo a média global para que fosse possivel o calculo do desvio padrdo, que foi

realizado por meio da equacgao 15.

(15)

\/(YDZ— Yg )2+(YD8— Yg )2+(YEmpyr— Yg )2+(YRint— Yg )2+(Y5tadi— Yg )2
s=
N-1

onde N representa a quantidade de equipamentos.

4.2.5.2  Simulagbes — difratogramas

Foram realizadas simulacfes de difratogramas das misturas binarias dos
compostos estudados utilizando os Parametros Fundamentais [34] por meio do
programa Topas Academic v. 4.1 [43], com fragbes em massa dos polimorfos.

As simulacdes foram realizadas utilizando os parametros instrumentais para

0 equipamento Rigaku RINT2000, com fenda de divergéncia de 0,25°, fenda de
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recepcao de 0,30 mm, fendas Soller de 2,50°, radiacdo Cu Ko, monocromador curvo de
grafite.

Com as simulacbes, foi possivel definir os picos que iriam permitir a
identificacdo de uma determinada forma quando presente minoritariamente, além de ser

possivel se familiarizar com os problemas nesse tipo de trabalho.

4.25.3 Definicdo dos limites de identificacdo visual e quantificacdo pelo

método de Rietveld

Inicialmente, foram comparados os difratogramas dos polimorfos simulados
com os difratogramas das formas polimérficas puras, a fim de corrigir o deslocamento
dos picos devido ao deslocamento da amostra. Uma vez ajustados esses
deslocamentos, os difratogramas das formas polimérficas puras foram utilizados para
comparacdo com os difratogramas das misturas. Para cada equipamento foram
consideradas duas situacdes diferentes, uma em que a Forma | apareceu na mistura
em menor propor¢cao de 0,5% a 5,0%, e a outra em que apareceu de 95,0% a 99,5%.
As intensidades dos difratogramas das misturas foram normalizadas pela intensidade
da forma de maior proporcdo, e as diferencas entre os difratogramas seriam do
polimorfo em menor proporgcédo. Desse modo, quando comparados com o difratograma
da forma polimorfica pura, foi definido até quanto da menor proporcdo foi possivel

identificar visualmente.
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Para os limites de quantificacdo, os difratogramas das proporcdes foram
refinados e as fases quantificadas pelo método de Rietveld. Para os casos em que nao
foi possivel identificar o polimorfo em menor propor¢cdo, ambas as formas polimérficas
foram consideradas na quantificacéo para ser possivel avaliar se deveriam aparecer no

refinamento ou ndo, em virtude do resultado obtido.

4.2.6 Dissolucao intrinseca

Para a avaliacdo da dissolucdo intrinseca da finasterida foi utilizado
equipamento de dissolucdo Logan modelo D-800 (Logan Instruments Corp., Somerset,
USA), no qual foram acoplados aparatos de disco rotativo Varian® (Varian Inc. Palo
Alto, CA, Estados Unidos). Para o preparo dos compactados cerca de 100 mg do
farmaco foram submetidos a pressédo de 1000 psi em prensa hidraulica (American Lab.,
Charqueada, SP, Brasil) por 1 min. Os ensaios foram realizados em triplicata utilizando
como meio de dissolucdo 900 mL de HCI 0,1 M + 1,0% de laurilsulfato de sédio a 37°C
e velocidade de agitacdo de 200 rpm. Para a quantificacdo do farmaco dissolvido,
aliquotas de 10 mL foram coletadas e submetidas a leitura em espectrofotbmetro
Beckman Coulter DU -640 (Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA) em cubeta de quartzo
de 1 cm de caminho 6ptico no comprimento de onda de 255 nm. Apés cada coleta,

houve reposicdo do meio de dissolugcdo. Para a realizacdo dos célculos foi utilizada
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equacao de reta gerada pela curva analitica construida com o farmaco nas mesmas

condicbes do ensaio.

4.2.6.1 Preparo da curva analitica

Pesou-se 10 mg de finasterida em balanca analitica Shimadzu AUW 220D
que foram transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL contendo HCI 0,1 M + 1%
laurilsulfato resultando em uma solucdo-mde de concentracdo 100 pg.mL™. Na
sequéncia, diluicbes desta solucdo foram preparadas obtendo-se diferentes
concentracdes na faixa de 5 pg.mL™* a 100 pg.mL™. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro Beckman Coulter DU -640 (Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA)

em cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico no comprimento de onda de 255 nm.

5 Resultados e discussdes
5.1 Caracterizacado da matéria-prima

5.1.1 DRXP e andlise térmica

Inicialmente foram simulados os difratogramas dos dois polimorfos da FNT

utilizando os Parametros Fundamentais [34], levando em consideracdo os parametros
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instrumentais do equipamento Rigaku RINT2000. Esses difratogramas foram gerados
para identificar os picos caracteristicos de cada forma.

O difratograma da Forma | (Figura 14) apresenta os 3 picos mais intensos
em 16,8°, 13,9°, 15,7°. J4 para a Forma Il (Figura 15) os 3 picos mais intensos estao
em 19,1°, 14,1° e 15,8°. E importante observar que alguns picos de ambas as fases por
estarem muito proximos, aparecerao sobrepostos. Além disso, em quantidade pequena,
eles podem se sobrepor a picos de baixa intensidade da outra forma, sendo isso

discutido com detalhes nesse trabalho.

Figura 14: Difratograma simulado da Forma | da FNT com as posi¢des dos picos mais intensos indicadas
na figura. Simulacao realizada com os pardmetros: Raio do difratdmetro = 185 mm, fenda de divergéncia
= 0,25°, fenda de recepcéo = 0,30 mm; tamanho de cristalito de 300 nm para cada forma.

Intensidade (UA)

8 8 10 12 14 18 18 20 22 24 25 28 30 12 34
2 theta (7)

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Figura 15: Difratograma simulado da Forma Il da FNT, as posi¢cdes dos picos mais intensos estdo
indicadas. Simulacéo realizada com os parametros: Raio do difratdmetro = 185 mm, fenda de divergéncia

= 0,25°, fenda de recepcao = 0,30 mm; tamanho de cristalito de 300 nm para cada forma.
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Fonte: Elaboragéo do autor deste trabalho.

Os refinamentos pelo método de Rietveld mostraram que a Finasterida A

continha uma mistura das Formas | (75,0%) e Il (25,0%). Os indices do refinamento

foram Ry, = 9,85%, y° = 3,69, Forma | Rggy =1,75% e Forma Il Rgagq = 5,28% (Figura

16).

As medidas de DSC das matérias-primas mostraram um evento endotérmico

para a amostra Finasterida A Figura 17). O evento endotérmico da Figura 17(a) (em

torno de 210°) esta relacionado com a transi¢cao solido-sélido da Forma | para a Forma
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Figura 16: Grafico de Rietveld das amostras Finasterida A.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

Figura 17: DSC e TG das amostras (a) e (b) Finasterida A.
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(b)
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

A Finasterida B apresentou somente a Forma | e os indices do refinamento
foram Ry, = 8,45%, x° = 2,45, Rpngy = 2,14%. O grafico de Rietveld pode ser
visualizado na Figura 18.

Quando comparada a Figura 19(a) a energia requerida para transicdo é
muito inferior e a temperatura encontrada para o evento foi de 210°C, sendo que para a
Finasterida B que foi encontrado somente a Forma I, o evento apresenta a temperatura
de 239°C. Essa diferenca pode estar relacionada a mudanca em propriedades
termodindmicas na amostra em que existe a mistura das formas polimorficas. Por DTG,
Figura 17(b) e Figura 19(b), € possivel verificar que nenhuma perda de massa é

encontrada na regido de transicdo das formas e apds a faixa de transicdo, a perda

maxima é de aproximadamente 2,15 %/°C para Finasterida A e 2,65 %/°C para
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Finasterida B, sendo essa regido de méxima perda de massa ocorrendo depois do
ponto de fusdo, o que indica perda por degradacdo da amostra. O evento endotérmico
caracteriza a relacdo enantiotropica das duas formas polimérficas, uma vez que nao ha
perda de massa antes do evento e abaixo do ponto de fusdo da forma com o ponto de

fusdo mais alto.

Figura 18: Grafico de Rietveld das amostras Finasterida B.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Figura 19: DSC e TG das amostras (a) e (b) Finasterida B.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

Para obter a Forma Il pura, foi aquecida certa quantidade de p6 da amostra

Finasterida A (mistura de Forma | com Forma Il) utilizando uma mufla com taxa de
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aguecimento de 5°C/min, com temperatura final de 205°C e mantida nesse patamar por
30min. Esse procedimento foi realizado trés vezes até se obter quantidade de Forma I
suficiente para preparar as misturas. Para cada procedimento, foi realizada a analise
por DRXP na regido de 16,5° a 20,5°, em que aparecem 0S picos caracteristicos da
Forma I, a fim de verificar se apenas a Forma |l estava presente.

A quantidade de material obtida em cada tratamento térmico é apresentada
na Tabela 4, e os difratogramas das regidées em que apareceriam os picos da Forma |
para cada um dos trés procedimentos, juntamente com os difratogramas simulados sao

apresentados na Figura 20

Tabela 4: Quantidade de material obtida ap6s cada tratamento térmico

Massa obtida apés
tratamento térmico (g)

Procedimento | 1,814(7)
Procedimento I 2,098(7)
Procedimento llI 2,206(6)

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Figura 20. DRXP das amostras obtidas por meio do tratamento térmico da Finasterida A. Nos destaques

estéo as regides onde se poderiam observar os picos da Forma |.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Por meio dos difratogramas da Figura 20 ndo é possivel afirmar que a Forma
| esta presenta na amostra, e para confirmar a presenca somente da Forma Il, ao final
dos tratamentos térmicos foi realizada mais uma vez DRXP da amostra com um
intervalo angular maior, para que pudesse ser realizado o refinamento.

O procedimento para o refinamento com os dados dessa amostra sera
mostrado por etapas, as quais irdo mostrar o cuidado que se teve para tentar identificar
a Forma | nesta amostra, caso estivesse presente.

Inicialmente, foram refinados apenas fator de escala e 3 termos do polinémio
de Chebychev para a radiacdo de fundo. A Figura 21 mostra os difratogramas
observado e calculado apos esse refinamento. O tamanho do cristalito usado no

difratograma calculado foi de 300 nm, apresentando apenas o perfil gaussiano.

Figura 21: Difratograma observado (linha azul) e calculado (linha vermelha) antes do inicio do
refinamento da Finasterida A tratada termicamente.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Nota-se que os picos calculados (linha vermelha) sdo mais estreitos e estao
ligeiramente deslocados dos observados. Antes de ajustar o alargamento dos picos,
que estdo relacionados ao tamanho médio do cristalito, € necessario refinar os
parametros que irdo colocar os picos calculados sobrepostos adequadamente aos
observados. Assim, o préximo passo foi refinar o deslocamento da amostra do centro

do difratbmetro e as dimensdes da cela unitaria. O resultado esta na Figura 22.

Figura 22: Difratogramas observado e calculado da Finasterida A tratada termicamente. Apds o
refinamento do fator de escala, cela unitaria e deslocamento da amostra.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

Agora se nota que os picos estdo bem sobrepostos e podem-se refinar os

parametros relacionados com o alargamento dos picos. Assim, foram colocados para
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refinar as dimensdes dos cristalitos que fornecem um perfil gaussiano e lorentiziano. O

resultado esta na Figura 23.

Figura 23: Finasterida A tratada apos refinamento do fator de escala, cela unitaria, deslocamento da
amostra, tamanho isotrépico de cristalito.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

Em destaque na Figura 23 estd uma ampliacdo do pico (101). A sua
assimetria observada é muito grande e nao esta sendo ajustada usando como
parametro a divergéncia das fendas Soller. Esse ajuste inadequado poderia ser devido
a (i) fendas Soller mal posicionadas (foi verificado no equipamento e isso ndo esta
ocorrendo); (ii) espacamento errado das placas das fendas Soller (também foi verificado
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e nao houve alteracdo), (iii) anisotropia dos cristalitos e (iv) algum desajuste no
equipamento. Nesse Ultimo caso, nada pode ser feito analiticamente para a correcéo. E
necessario um alinhamento fino. No momento o que se pode tentar € considerar o
cristalito anisotrépico e refinar. Entretanto, se houver anisotropia, ira ocorrer orientacao
preferencial dos cristalitos no porta-amostra. Assim, foram refinados simultaneamente a
anisotropia dos cristalitos e orientacéo preferencial. Nos dois casos foi usado o modelo
dos esféricos harménicos [45]. O Ry, caiu para 10,80%, mas a assimetria continuou néo

concordando com a observada. O resultado esta na Figura 24.

Figura 24: Refinamento anisotrépico e correcdo de orientacdo preferencial — Finasterida A apds
tratamento térmico.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Uma ampliacdo da linha de base Figura 25 mostra que a radiacdo de fundo
nao foi ajustada adequadamente. Assim, mais 3 termos do polinbmio de Chebychev

foram incluidos e o Ryp baixou para 10,40% (Figura 26).

Figura 25: Ampliacdo da linha base em que se pode perceber que a radiacdo de fundo néo foi ajustada
adequadamente.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

Entretanto, a assimetria continua mal ajustada. As fendas Soller do Rigaku
RINT2000 possuem divergéncia de 2,5°. Esse valor tem sido usado por todos os
pesquisadores do LIEC nos dultimos 5 anos e tem sido suficiente para ajustar
adequadamente a anisotropia. Assim, ndo deveria ser necessario refinar. Porém, foi
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decidido refinar. O Ry, caiu de 10,40% para 9,3% (Figura 26). O tamanho médio do
cristalito convergiu para 62 nm. Sem mais nada que pudesse ser refinado, foi procurado
pequenos detalhes que pudessem dar indicacdo da (in)existéncia da Forma | nessa
amostra.

Devido a grande sobreposicdo de picos das duas formas, a melhor indicacao
da presenca da Forma |, em proporc¢des detectaveis conforme mostrado na Figura 18,
pode ser encontrada no pico em ~16,8° (26). Uma ampliacdo dessa regido (Figura
27(a)) mostra uma pequena diferenga no perfil, mas que ndo pode ser relacionada a
Forma | porque essa diferenca aparece também no perfil do pico em 12,25° (26) em
gue nao existe pico da Forma | (Figura 27(b)). Assim, essa pequena alteracao foi
considerada apenas problemas de ruido, ou anisotropia, ou distribuicdo bimodal de

tamanho de cristalito.

Figura 26: Variacédo do ajuste no perfil do pico ao ser refinado o valor para a fenda Soller.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Figura 27: (a) Ampliagéo da regido onde deveria ocorrer a sobreposicdo do pico da Forma I, se presente.
(b) Ampliacdo de uma regido onde s6 existem picos da Forma ll.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

O grafico de Rietveld apés o final do refinamento € apresentado na Figura
28, juntamente com os respectivos valores dos indices de qualidade. O desajuste na
anisotropia pode ter sido causado por algum desalinhamento do equipamento e/ou

distribuicdo bimodal de cristalitos.
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Figura 28: Grafico de Rietveld final para a Finasterida A ap6s o tratamento térmico — Forma .

55,0004 Forma Il 100.00 %
50,0004

45,0004

40,000 Ruwp = 9,30%
35,000 "F REragg = 3,31 Ofﬂ

30,000+ 3{2 = 5,00
25,0001

20,0004
15,0001
10,0007

5,000+

Intensidade (cts)

| I
-5,000 | s qufnu'..hv . .ﬂ v

-10,000 L1 N N T T N T 0T A7 T 10 AT 1 T
5 10 15 20 25 30 35 4

2Theta (°)

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

Como os indices apresentaram valores elevados, foi avaliada a possibilidade
da Forma | estar presente na amostra, incluindo-a no refinamento. No entanto, os
valores para os indices continuaram os mesmos e, embora tenha sido possivel realizar
o refinamento, o ajuste para a intensidade quando levada em consideracdo a Forma |
ficou superestimado do que para o refinamento somente com a Forma Il, como pode
ser visto na Figura 29.

A area selecionada na figura esta relacionada a regido em que é possivel se
notar um valor superestimado da Forma |. Essa pequena alteracdo na intensidade nao
é suficiente para garantir que esta forma esteja ou ndo presente. Tendo em vista a
impossibilidade de identificar a Forma | nesse difratograma, foi considerado que, com

base na DRXP, somente a Forma |l esta presente.
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Figura 29: Refinamento da amostra com Forma Il levando também em consideragéo a Forma |
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Fonte: Elaborac&o do autor deste trabalho.
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Apoés as analises por DRXP foi realizada novamente analise térmica, e néao
foi observada a banda correspondente a transicdo da Forma | para a Forma Il (Figura
30). Observa-se apenas o evento endotérmico relacionado com a fusdo da Forma II.
Com o resultado da andlise térmica corroborando com o resultado da DRXP, foi
considerado que a amostra Finasterida A ap0s o tratamento térmico apresenta apenas

a Forma ll.

Figura 30: DSC Forma Il da FNT - apés tratamento térmico.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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5.1.2 Refinamentos das matérias-primas puras

A seguir, sdo apresentados os refinamentos para cada equipamento,
juntamente com os valores para os indices de qualidade de refinamento. Esses
refinamentos foram realizados para avaliar possiveis variagbes, por exemplo, no
tamanho médio de cristalito devido a problemas instrumentais que n&do foram

adequadamente ajustados utilizando os Parametros Fundamentais.

Difratbmetro Rigaku RINT2000

Forma |

Inicialmente a cela unitaria foi refinada juntamente com o background, este

ajustado com seis termos.

Posteriormente, foi realizada a correcdo para o alargamento do pico devido

ao tamanho de cristalito (contribuicdo de Gauss e Lorentz).

Foi corrigida a orientacdo preferencial utilizando os esféricos harmdnicos,

com 8 termos. O valor calculado para o tamanho médio de cristalito foi de = 30 nm.
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Figura 31: Refinamento da Forma | - difratbmetro Rigaku RINT2000
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

Forma Il

A cela unitaria foi refinada, juntamente com o background (6 termos para o
ajuste).

Foi aplicada a correcdo para o alargamento do pico, com os valores para o
tamanho de cristalito calculados pela macro implementada no programa Topas
Academic v. 4.1.

Em seguida foi aplicada a correcdo para orientacéo preferencial utilizando os
esféricos harménicos com 8 termos. O valor calculado para o tamanho médio de

cristalito foi de = 30 nm.
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Os valores para o tamanho médio de cristalito foram utilizados para comparar
com o que foi observado nas analises por MET. Foram considerados somente 0s
valores encontrados para o difratdbmetro Rigaku RINT2000. Para o0s outros
equipamentos utilizados neste trabalho (Stadi-P e D8 Advance) esse calculo variou em
torno de uma ordem de grandeza apds 0s ajustes para a funcdo que corrige a
contribuicdo do detector linear sensivel a posicdo. Dessa forma, como os parametros
instrumentais de um difratbmetro com sistema de detec¢édo pontual sdo bem definidos,
como o difratbmetro RINT2000, os valores para o tamanho de cristalitos sdo mais

confiaveis.

Figura 32: Refinamento da Forma Il - difratbmetro Rigaku RINT2000.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Difratbmetro Siemens D5000

Forma |

Foram refinados inicialmente cela unitaria e background (com 3 termos).
Posteriormente, o0 ajuste para o tamanho de cristalito foi realizado. Foi aplicada a
correcdo para orientacdo preferencial utilizando os esféricos harmoénicos com 8 termos.

O valor calculado para o tamanho médio de cristalito foi de = 60 nm.

Figura 33: Refinamento da Forma | — difratbmetro Siemens D5000.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Forma ll

Inicialmente, foram refinados cela unitaria e background (com 3 termos).

Posteriormente, o0 ajuste para o tamanho de cristalito foi realizado. Foi aplicada a

correcdo para orientacdo preferencial utilizando os esféricos harménicos com 8 termos.

O valor calculado para o tamanho médio de cristalito foi de = 110 nm.

Figura 34: Refinamento da Forma Il — difratdmetro Siemens D5000.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Difratbmetro Bruker D8 Advance

Forma |

Foram refinados inicialmente cela unitaria e background (com 5 termos).

Posteriormente, o ajuste para o tamanho de cristalito foi realizado e em seguida, foram

refinados os parametros instrumentais referentes ao detector (PSD), assim como a

funcao para a correcado da divergéncia axial e mantidos fixos os valores apds o ajuste.

Foi aplicada a correcdo para orientacdo preferencial utilizando os esféricos

harménicos, com 8 termos. O valor calculado para o tamanho médio de cristalito foi >

5000 nm

Figura 35: Refinamento da Forma | — difratbmetro Bruker D8 Advance.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Forma ll

Assim como para os demais refinamentos, inicialmente foram refinados cela

unitaria e background (com 5 termos para ajuste).

O ajuste para o tamanho de cristalito foi realizado, e foram refinados também

0S parametros instrumentais referentes ao detector (PSD), assim como a funcéo para a

correcdo da divergéncia axial, e mantidos fixos os valores apds o ajuste.

Foi aplicada a correcao para a orientacao preferencial com 8 termos. O valor

calculado para o tamanho médio de cristalito foi de =220 nm.

Figura 36: Refinamento da Forma Il — difratdmetro Bruker D8 Advance.

24,000
22.000-
20.000

Forma Il 100.00 %

m 18.0001 Rwp = 8,87%
+ 16.000] RBragg =3,25%
~— 14.000] 12=3,06
8 12.0001
(0 10.0004
2 o0
2]
C 6000
D oo
2 AN n
o2 * st A e et SN
o_
-2.000+ Uif A At »..\VA'.../‘\ - o "
-4‘000-\ [ | T A T 1 1 [ T[N LR 101 IR | LM AL R
10 15 20 25 30 35 40 45 5
2 theta (°)

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

105



Assim como para o difratbmetro RINT2000, quando analisada pelo
equipamento D8 Advance a amostra que passou por tratamento térmico apresentou
somente a Forma Il da FNT. N&o foi encontrado indicio de que a Forma | estaria
presente mesmo que em proporcdo muito reduzida, ou seja, nenhum pico da Forma | foi

identificado.

Difratbmetro Stoe Stadi-P

Forma |

Foram refinados inicialmente cela unitaria e background (com 3 termos).
Posteriormente, foi realizado o ajuste para o tamanho de cristalito e refinados os
parametros instrumentais referentes ao detector (PSD), assim como a funcdo para a
correcdo da divergéncia axial, e mantidos fixos os valores apos o ajuste.

Foi aplicada a correcdo para a orientacdo preferencial utilizando os esféricos
harmonicos, com 8 termos. O valor calculado para o tamanho médio de cristalito foi de

> 420 nm.
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Figura 37: Refinamento da Forma | — difratdmetro Stoe Stadi-P.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

Forma Il

Os dados obtidos pelo difratbmetro Stoe Stadi-P evidenciaram a presenca da
Forma | na amostra da Forma Il. O baixo alargamento instrumental devido as condicdes
instrumentais, além da monocromatizacdo do feixe, fornecendo uma analise com
apenas o comprimento de onda K propicia a obtencdo de resultados com picos de
difracdo mais estreitos sem a elevada sobreposicdo. Foi possivel dessa forma,
identificar a presenca da Forma |, mesmo que em uma propor¢cao muito reduzida.

Inicialmente, foram refinados os parametros de rede juntamente com o

background (3 termos para a corre¢ao). Em seguida, foi corrigido o alargamento devido
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o tamanho de cristalito. Para a Forma |, a correcdo Gaussiana, e para a Forma Il, a
correcdo Lorentiziana.

Foi corrigida a orientacdo preferencial da Forma 1l utilizando os esféricos
harménicos com 8 termos. Para a Forma |, o valor calculado para o tamanho médio de
cristalito foi >600nm, e para Forma Il o valor calculado para o tamanho médio de

cristalito foi > 5000 nm.

Figura 38: Refinamento da Forma Il com Forma | — difratbmetro Stoe Stadi-P.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

Essa propor¢cdo de 1,97(11)% em massa para a Forma | foi levada em

consideracdo ao ser apresentado o valor dos limites de identificacdo e quantificacéo
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nas misturas, de modo que ao final das analises foram apresentados os valores para a
menor propor¢cdo em massa que foi possivel quantificar, considerando a proporgcéao da
forma cristalina e do amorfo.

Para o sistema do Stoe Stadi-P os valores usados na dimensdo da faixa
angular coberta pelo detector, descrita pela macro Ipsd_th2_angular_range_degrees
(programa Topas Academic v. 4.1), € 18,9°. Entretanto, o refinamento forneceu Ry, =
9,634%, % = 3,08 e d-DW = 0,8 (indice referente & estatistica de Durbin-Watson), e
tamanho de cristalito “infinito” para os raios X. Ou seja, tanto faz refinar ou ndo as
dimensdes do cristalito que o resultado € o mesmo. No caso, o cristalito refinado foi de
5000 nm, quando um valor maximo para os raios X é em torno de 250 nm. A Figura
39(a) mostra o ajuste do pico (0 2 0) da FNT Forma |. Esse ajuste foi considerado ruim
e assim foram colocados para refinar o paréametro da faixa angular do detector. Apés a
convergéncia obteve-se o valor de 8,47°, Ry, = 4,10%, v* = 1,31, d-DW = 0,99 (Figura
39(b)). O cristalito continuou sendo “infinito” para os raios X. O mesmo aconteceu para

o sistema do difratbmetro D8.
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Figura 39: (a) Dimenséo da faixa angular coberta pelo detector = 18,9°. (b) Dimensé&o da faixa angular
coberta pelo detector = 8,47°.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Para o caso do RINT2000, os Parametros Fundamentais permitiram o melhor
ajuste do perfil. Mesmo quando os parametros relacionados com a divergéncia axial
foram refinados, eles se mantiveram iguais aos valores usados, dentro do erro obtido.

Tendo em vista que os valores dos parametros dos sistemas do Stadi-P e D8
Advance nao estavam fornecendo ajustes razoaveis, e 0 do RINT2000 sim, decidiu-se
usar apenas os valores desse ultimo e sugerir um estudo, nivel de doutorado, dos
parametros usados nesses dois sistemas de forma a permitir a determinacdo de
tamanhos de cristalitos compativeis com os obtidos em outros sistemas.

Para esclarecer duvidas de que o refinamento com o RINT2000 poderia
fornecer resultados errados, foram comparados os picos (0 0 1) do LaBg NIST SRM
660a e (0 1 6) da FNT Forma I, que estdo em posi¢cdes aproximadas, conforme se vé na
Figura 40. Se a FNT Forma | tivesse mesmo um cristalito “infinito”, o seu pico deveria
ter um alargamento semelhante ao do LaBgs, € 0 que se observa € um alargamento
muito maior. Portanto, pode-se garantir que os calculos com o RINT2000 apresentam

maior probabilidade de estarem mais proximos da realidade que no caso dos sistemas

com PSD.
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Figura 40: Comparacéo do tamanho de cristalito, levando em consideracdo o pico (0 0 1) do LaBse (0 1
6) da FNT Forma l.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

Os valores para os parametros de rede obtidos ao final dos refinamentos

para os equipamentos utilizados séo apresentados na tabela a seguir.
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Tabela 5: Parametros de rede obtidos ao final dos refinamentos.

Parametros de rede
Equipamento | Polimorfo G.E* A (A) b (A) c (A) B
Rigaku Formal | P 212121 | §4625@8) | 12,7574(14) | 25,977(2) 90°
RINT2000 Forma Il P2 16,473(4) 7,975(2) 18,144(6) | 107,00(1)
P 2.2, 2 .
Siemens Forma | 12121 | 6456(10) | 12,746(18) | 25,987(2) 90
D5000 Forma II P2 16,412(18) | 7,9461(7) 18,104(3) | 107,174(7)°
P 2,2, 2 .
Bruker DS Forma | 1S9 6,4449(6) 12,728(2) 25,941(1) 90
Advance Forma Il P2 16,419(1) | 7.9543(7) 18,113(2) | 107,154(6)°
Forma | P2:2:2: | §4408(1) | 12,7178(3) | 25,9206(9) 90°
Stoe Stadi-P P2
Forma Il 1 16,4179(7) | 7,9563(3) 18,117(1) | 107,176(3)°

*G.E. = grupo espacial.
Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

5.1.3 Microscopia eletronica

5.1.31 MEVeMET

z

A analise por MEV é necesséaria para uma caracterizacdo morfologica
tridimensional da matéria-prima e para o célculo de distribuicdo de tamanho de
particula. As amostras de FNT foram dispersas em agua destilada.

Pelas micrografias obtidas é evidente a forma planar do habito cristalino,

sendo que as particulas da Forma | possui um maior tamanho em uma direcdo do que

em outra, 0 mesmo ocorrendo para as particulas da Forma Il.
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Figura 41: (a), (b) MEV da Forma | — FNT.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Figura 42: (a), (b) MEV da Forma Il — FNT.

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

115



Figura 43: Distribuicdo de tamanho de particulas para a Forma | da FNT em relagéo a (a) largura e ao (b)
comprimento.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

Figura 44: Distribuicdo de tamanho de particulas para a Forma |l da FNT em relacéo a (a) largura e ao (b)
comprimento.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Na Figura 45 é possivel observar um ordenamento de planos atdémicos de
cerca de 200 nm na regido assinalada e em regifes proximas, que podem ser cristalitos
aleatoriamente ordenados no material. O valor encontrado para esse cristalito ndo €
representativo de toda a amostra, ja que o tamanho médio de tamanho de cristalito
calculado utilizando os dados para o difratdmetro Rigaku RINT2000 fornecem valores
de cerca de 30 nm. As regifes muito escuras estdo relacionadas com a espessura da
amostra.

A homogeneidade no tamanho das particulas a fim de que se encontrem na
ordem de nandémetros para obtencdo de melhores resultados por MET € uma etapa
complexa. A reducdo da espessura das amostras pode ser obtida por um moinho de
bolas, muito embora a utilizagcdo deste moinho no caso do presente trabalho nédo foi
possivel devido a limitada quantidade de material disponivel.

As imagens obtidas por MET em que se pode observar o ordenamento de
planos atémicos s6 foi obtida para a amostra da Forma | da FNT. Para a amostra da
Forma Il o tamanho das particulas para as andlises por MET estavam muito espessas,

além de que a amostra se mostrou muito suscetivel ao feixe de elétrons.

117



Figura 45: MET da Forma | (a) delimitag&o da regido em que existe um ordenamento referente aos planos
atdbmicos e (b) imagem original sem a delimitacéo.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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A forma planar das particulas ndo sugere uma anisotropia dos cristalitos, ja
gue ndo apresentam uma orientacdo preferencial de crescimento como seria 0 caso,
por exemplo, para cristalitos em forma de agulhas, ou mesmo a forma triangular como
reportado no trabalho de EDDLESTON et al. (2010) [26], que utilizaram MET para
caracterizar alguns farmacos, identificando formas polimérficas e defeitos nas amostras.

A difracdo de elétrons é uma técnica complementar na caracterizacdo de
materiais. No presente trabalho, sé foi possivel obter um bom padrdo para a amostra
Finasterida B, em que havia somente a presenca da Forma |, confirmada por meio da

indexacédo do padrao de difracéo.

Figura 46: Padrdo de difracdo de elétrons para a amostra Finasterida B — eixo de zona [3_7 60 5_] .

(5411)

(0112)

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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A difracdo de elétrons foi utilizada para caracterizar a forma polimorfica da
FNT e corroborou com os resultados que obtivemos antes por DRXP para a amostra da
Forma |. Embora ndo tenha disso possivel utiliza-la na caraterizacdo da amostra da
Forma IlI, a metodologia apresentada aqui sera utilizada em outros trabalhos, por
exemplo, no estudo da isotibolona (um isdémero da tibolona) por meio de MET

correlacionando os resultados com os obtidos por DRXP.

5.2  Quantificacdo do amorfo no padréo interno Li,CO3

A propor¢do de amorfo calculada no carbonato de litio foi de 14,8% com um
desvio padrdo de 1,0%. Os valores encontrados para cada difratdbmetro séo
apresentados na Tabela 6, e em seguida foi apresentado também os refinamentos das

trés proporgdes para cada difratdmetro utilizado.
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Tabela 6: Proporcao de amorfo no Carbonato de Litio

Proporcdo de amorfo nas misturas de Alumina (Al) + Carbonato de litio (Car)

Difratdmetro
D2 Phaser
D8 Advance
Empyrean
Rigaku

Stadi-P

30%AI/70%Car

15,48%

18,42%

15,35%

18,19%

15,32%

50%AI/50%Car

12,66%

15,70%

14,14%

10,46%

16,22%

70%AI/30%Car

11,45%

12,91%

14,55%

16,05%

15,25%

Media
(X)
13,12%
15,69%
14,68%

14,90%

15,60%

Desvio

1,68

-0,80

0,12

0,10

-0,88

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

Ocorreram pequenas variacdes na quantificacdo do amorfo para as trés

amostras medidas, e uma media dos valores foi calculada. O maior problema

encontrado foi para a propor¢cdo de 50%alumina/50%carbonato de litio, possivelmente

devido a um problema de ajuste durante o refinamento. As medidas foram realizadas

em diversos equipamentos com amostras em proporgoes diferentes dos padrdes para

reduzir os erros devido a “flutuagdes” nos valores para o amorfo.
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Figura 47: Quantificacdo de amorfo — Difratdmetro D2 Phaser — Ry, = 7,51%; %° = 3,65.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Figura 48: Quantificagéo de amorfo — Difratdbmetro D8 Advance - Ry, = 14,60%; X2 =2,25.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Figura 49: Quantificagdo de amorfo — Difratdmetro Empyrean - Ry, = 8,13%; xz =3,01.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Figura 50: Quantificagéo de amorfo — Difratdbmetro RINT2000 - Ry, = 20,04%; xz =2,02.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Figura 51: Quantificagéo de amorfo — Difratdbmetro Stadi-P - Ry, = 21,26%; xz =5,59.

—~ 35.000 Alumina 30% 33.17 %
L& o Carbonato 70% 66.83 %
2 25,000 ) o
Q@ 20.0001 REIragg - Alumina =10,77%
9 150004 L Rsragg - Carbonato = 7,56%
o) 10.000
% 5l002: l l A l An Jl‘l U VP | A s,
= -5.0004
£ ool 1 X '.I'l'l J_%l S b ™ ) ’ ' v
| | | | | | l | | | I | | [ | [} | | [
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
2 theta (°)
—_ 200 Alumina 50%  53.94 %
& o Carbonato 50% 46.06 %
& 20.0001 .
@ 15.000- RBragg - Alumina = 7,99%
g 10.000] 1 Ll RBragg - Carbonato = 71380—',0
S 500
a 500:7 l l l I | A A L A Y S B 1 R
c
D 5000
Y= Ll " g
~— -10.0001 y +y — ] - -
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
2 theta (°)
N o000 Alumina 70% 72.95 %
27 Carbonato 30% 27.05 %
Z 15.000 RElragg - Alumina =15,06%
T oo Reragg - Carbonato = 9,52%
_'g 5.000 l u l L
2 o] i A LA a A A ._k A A h L A " s
@
& 5000 4 T W l , ’f— lllll . S S
- -10.000 | 1 ! 11| | ! 11 ! 1 II I’ | ! 117 ! I‘IJ_I,I]l I“I /T IIH; Hf 11 HI‘IHHH\H II”HIII \‘I HI“IIHI\IH 1 \Ifuluuﬂum ‘HM I\h [ ! \IHIIIHFII ‘\ 1l
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
2 theta (°)

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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5.3  Quantificacdo do amorfo nas matérias-primas

Uma vez quantificada a proporcédo de amorfo no carbonato, foram realizadas
as misturas deste com a matéria-prima. As amostras foram preparadas na proporc¢ao de
30%Forma | + 70%carbonato e 30%Forma Il + 70%carbonato, e para a quantificacdo
do amorfo nas matérias-primas foram utilizados os equipamentos D2 Phaser e o Rigaku

RINT2000, sendo os valores apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Proporcdo em massa de amorfo na matéria-prima

Proporcéo de amorfo

. R Amostra Amostra
Difratdmetro

Formall Formalll

D2 Phaser 11,10% 18,03%

Rigaku RINT2000 11,13% 18,40%

Valor médio 11,11% 18,21%

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

O célculo da proporcao de amorfo na matéria-prima € relevante, ja que este
pode aparecer em farmacos. Além disso, ao se quantificar uma mistura de fases pelo

método de Rietveld, o valor determinado esta relacionado apenas com a parte cristalina
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da amostra, de modo que a real proporcdo em massa deve levar em consideracédo a

fracdo de amorfo presente.

Figura 52: Quantificacdo de amorfo nas matérias-primas: (a) Forma | com padréo; (b) Forma Il com

padrao - Difratdmetro D2 Phaser
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Figura 53: Quantificacdo de amorfo nas matérias-primas: (a) Forma | com padréo; (b) Forma Il com

padrao - Difratdmetro RINT2000
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Portanto, no caso da definicdo dos limites de identificacdo e quantificacdo da
fracdo minoritaria, serdo apresentados os resultados para a menor proporcao cristalina
possivel de identificar e quantificar juntamente com os valores reais das propor¢des em

massa.

5.4  Limites de identificacdo e quantificacédo

5.4.1 Limite de identificacéo

Para compararmos os difratogramas das propor¢des, a fim de definirmos
diferencas nas intensidades que estariam relacionadas com a forma polimorfica em
menor proporcdo, foram ajustadas as intensidades dos picos principais da forma
majoritaria com o difratograma da forma pura, mantendo assim um mesmo fator de
escala. Para tanto, os ajustes foram realizados levando em consideragdo picos mais
intensos e que ndo estavam sobrepostos com a forma minoritaria. Como apresentado
na metodologia experimental, a andlise foi dividida em duas situacdes, uma em que a
Forma | aparece de 0,5% a 5,0% em massa e em outra em que aparece em proporgdes
de 95,0% a 99,5%, em massa. Ressalta-se que a analise visual pode nédo indicar a
realidade da quantidade preparada. Esta variacdo pode ser ocasionada pela orientacao

preferencial na amostra que altera as intensidades dos picos. No entanto, mesmo com
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a contribuicdo da orientacéo preferencial os resultados apresentados foram suficientes
para definir os limites de identificacdo das formas polimorficas envolvidas.

No caso de duvidas em rotinas de analises por DRXP em misturas de fases,
€ indicado realizar novas medidas mudando o acondicionamento da amostra no porta-
amostra, avaliando dessa forma a contribuicdo da orientacédo preferencial. Para facilitar
a apresentacao dos resultados, as amostras foram nomeadas em relacdo a proporcéo
de Forma | na mistura, como FI_X em que X é a propor¢céao de Forma I. Por exemplo, a
amostra FI_5 corresponde a 5,0% de Forma | + 95,0% de Forma Il. As amostras das

formas polimorficas puras foram denominadas de Forma | e Forma Il.

5.4.1.1 Rigaku RINT2000

Na primeira situacéo, foi ajustada inicialmente a intensidade do difratograma
da amostra FI_0,5 com o difratograma da Forma Il pura, levando em consideracédo o
pico mais intenso desta forma (em 19,0°) e outro pico bem menos intenso, mas sem
sobreposicdao (em 17,8°). Em seguida, foram colocados no mesmo grafico os
difratogramas das demais proporc¢oes, ajustando-os ao difratograma da Forma Il pura
(novamente foram normalizadas as intensidades e ajustados os deslocamentos da
amostra). A Forma | pura também foi incluida para ser avaliada a regido em que haveria

a contribuicdo desta, e foi incluido também o difratograma da Forma Il pura, em que
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foram reduzidas suas intensidades em relacdo aos demais difratogramas das

proporc¢des. Isso foi feito para analisar as posi¢des dos picos das formas polimérficas.

Figura 54: Forma | em propor¢des de 0,5% a 5,0% na mistura binéria com a Forma Il, juntamente com os
difratogramas das formas polimorficas puras - difratdbmetro Rigaku RINT2000.
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Fonte: Elaboragéo do autor deste trabalho.

Em uma andlise preliminar da Figura 54 poderia ser definido que somente a
partir da amostra em que aparece a Forma | a 2,0% (difratograma em roxo) € que pode
ser notada a presenca desta forma. No entanto, ao se sobrepor os difratogramas da
Forma Il pura com a amostra FI_0,5% (Figura 55) é possivel perceber a contribuicdo de

um dos picos mais intensos da Forma | a 16,8°, e outra contribuicdo, bem mais sutil de
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um pico com menor intensidade, a 20,0°. A amostra FI_5,0% foi colocada juntamente
com a amostra FI_0,5% para que fosse possivel uma comparacdo da variacdo da
intensidade pela contribuicio da Forma |. Nota-se na Figura 54, em que sao
comparados os difratogramas de todas as amostras em propor¢cao, que os perfis para
as FI_0,5% e FI_1,0% sao muito semelhantes, ndo apresentando variacao relacionada
a contribuicdo da forma minoritaria. Era de se esperar que houvesse uma variacao,
assim como ocorre da amostra da Forma | pura para a Fl_0,5%, e da amostra FI_1,0%
para a amostra FI_2,0%. Era de se esperar que a intensidade do pico em 16,8° para o
caso de 0,5% de Forma | ficasse no espaco entre o pico da Forma Il pura e da FI_1,0%.
Assim, embora essa simples observacdo ndo seja suficiente para conclusdes, pode-se
supor que a amostra com 0,5% de Forma | esta apresentando quantidade maior desta
forma do que se esperava com base no que foi pesado na balanca para a preparacao

da mistura.
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Figura 55: Propor¢do minima de 0,5% da Forma | na mistura possivel de ser identificada, quando

comparada ao difratograma da Forma Il pura - difratdmetro Rigaku RINT2000.
F1_0,5%

~F1_5,0%

~Forma_ll 17.8°

-Forma_|

i

19,0°

\_ VA
SN~ /\19/19;#}4

16,5 17 17,5 18 18,5

2 theta (°)

Intensidade (U.A))

GEG R EhGen sy wonnB ARy SRR EAE ARG SEROERAREREY

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho

Na segunda situacdo os difratogramas analisados sédo referentes as
amostras em que a Forma | aparece em maior propor¢do na mistura, ou seja, nas
propor¢cdes de 95,0% a 99,5%. Foram analisadas duas regides diferentes do
difratograma, uma em que ndo houve a sobreposicdo dos picos (de 5° a 13,5°) e a
outra, em que mesmo ocorrendo a sobreposicdo, foi possivel observar a contribuigéo
do pico da forma em menor proporcéo, ja que este pico € o mais intenso.

Na Figura 56 foram assinaladas por retangulos as regiées em que aparecem
a contribuicdo de picos da forma minoritaria (Forma IlI). Na amostra FI_99,5% j& néo é

possivel notar a contribuicdo da forma minoritaria. Isto fica mais evidente quando o
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difratograma desta amostra € colocado juntamente com os difratogramas das formas

puras, como pode ser visto na Figura 57. Nesta, ndo € possivel notar a contribuicdo dos

picos da forma minoritaria para nenhuma das regifes avaliadas.

Figura 56: Forma | em proporg8es de 95,0% a 99,5% na mistura binaria com a Forma Il, juntamente com
os difratogramas das formas polimoérficas puras - difratbmetro Rigaku RINT2000.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Figura 57: Proporgdo minima de 0,5% da Forma Il na mistura que ndo é possivel ser identificada, quando
comparada ao difratograma das formas puras - difratbmetro Rigaku RINT2000.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

Na Figura 58 foi apresentado o difratograma da amostra FI_99,0% em que ja

€ possivel se notar a presencga da Forma Il na mistura. Os picos isolados entre 5,0° e

13,5°, e 0 sobreposto em 19,1° tornam evidente a presenca desta forma.
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Figura 58: Minima proporgdo de Forma Il (1,0%) possivel de ser identificada - difratdmetro Rigaku
RINT2000.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

54.1.2 Siemens D5000

Para o caso deste equipamento também foram colocados em um mesmo

grafico os difratogramas das proporc¢des, inicialmente para a situacdo em que a Forma |
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aparece em menor propor¢cdo na mistura binaria, e em seguida a situacdo em que a
Forma Il aparece em menor proporcdo. Assim, foram avaliadas as menores proporc¢des
das formas nas amostras.

Os resultados apresentaram um ruido de fundo bem elevado, possivelmente
pelo tempo reduzido para a coleta dos dados. Para casos com ruido de fundo muito
elevado é necessario avaliar o tempo adequado para a coleta de dados. Esse tipo de

problema dificulta a analise de limites de identificacéo visual.

Figura 59: Forma | em propor¢des de 0,5% a 5,0% na mistura binaria com a Forma Il, juntamente com os
difratogramas das formas polimadrficas puras — difratdmetro Siemens D5000
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Fonte: Elaboracao do autor deste trabalho.

Em nenhuma das amostras em que a Forma | aparece em proporgdes abaixo
de 2,0% é possivel identificar essa pequena proporcédo. Pode-se notar na figura a

seguir uma semelhanca entre os difratogramas, o que pode indicar problemas de
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amostragem. Foi possivel identificar a Forma | a partir de 3,0%. O problema com o

ruido na amostra dificultou a identificacéo visual de propor¢cdes menores (Figura 61).

Figura 60: (a), (b), (c) Difratogramas em que a Forma | aparece em menor propor¢do na mistura binaria.
Em nenhum dos casos fica evidente a contribuicdo da forma em menor proporcdo quando comparado

com o difratograma das formas puras - difratdmetro Siemens D5000.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.



Figura 61: Menor proporcéo de Forma | possivel de ser identificada na mistura binaria quando comparada

ao resultado para as amostras das formas puras - difratbmetro Siemens D5000.
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Fonte: Elaboracédo do autor deste trabalho.

Para a situacdo em que a Forma |l aparece em menor propor¢cao na mistura

binaria, € possivel identificar a partir de 1,0% de Forma Il. No resultado para esta

amostra fica evidente a contribuicdo da fase minoritaria nas regides assinaladas na

figura a sequir.
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Figura 62: Menor propor¢do de Forma Il possivel de ser identificada na mistura binaria quando
comparada ao resultado para as amostras das formas puras. (a) regido sem sobreposi¢do dos picos; (b)
regido em que existe a sobreposicdo dos picos das formas - difratbmetro Siemens D5000.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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54.1.3 Bruker D8 Advance

Inicialmente foi sobreposto o difratograma simulado da forma pura com 0s
difratogramas das forma puras obtidos experimentalmente, de modo a ajustar as
intensidades dos picos principais e o deslocamento da amostra. Em seguida, os demais
difratogramas foram acrescentados ao grafico e normalizados de modo a permitir a
identificagdo da forma minoritaria.

Por alguma razdo a Forma | pura apresenta um difratograma diferente dos
casos com pequena quantidade de Forma Il (regido entre 19,0° e 20,0°, Figura 63).
Considerando que néo deveria haver alteracéo tao evidente, supde-se que isso deve ter
acontecido devido a orientacao preferencial e a forma de preparacdo das amostras no
momento de acondiciona-las no porta-amostra, ou seja, a orientacdo preferencial pode
ter ocorrido para todas as amostras, como € comum no caso de farmacos, porém em
proporcdes diferentes. Em virtude dos prazos para a conclusédo do trabalho n&o se teve
condicbes de analisar os dados em tempo para que novos testes pudessem ser
realizados. De qualquer forma, isso ndo irA causar problemas nas andlises, ja que
orientacdo pode ser adequadamente corrigida e um difratograma semelhante da Forma
| pode ser simulado para comparacgfes. Este difratograma foi utilizado para avaliar as
posicdes dos picos.

Nas Figuras 63 e 65 estdo os difratogramas e comparacdes das amostras
com a Forma | minoritaria e, nas Figuras 66 e 69 estao os difratogramas onde a Forma |

€ predominante.
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Figura 63: Difratogramas das misturas binarias das Formas | e Il da FNT, juntamente com os
difratogramas das formas puras. O difratograma da Forma Il foi sobreposto ao difratograma das misturas
- difratbmetro Bruker D8 Advance.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

Nos casos em que a Forma | esta presente em pequenas quantidades (FI
_0,5%, FI_1,0%, FI_2,0%, FI_3,0%, FI_4,0% e FI_5,0%), € possivel verificar que
apenas a partir da propor¢cdo de 2,0% de Forma | € que se pode observar a sua
contribuicdo nos difratogramas (Figura 63). Essa observacdo fica mais evidente na
Figura 64. Abaixo desta proporcao, ou seja, 0,5% e 1,0% de Forma | praticamente n&ao
ocorre alteracdo no perfil dos picos da Forma Il entre 16,0° e 21,0°. A pequena
alteracdo que se observa em cerca de 17,0° pode ser confundida com ruido na medida.
Na Figura 65, o difratograma da amostra com 2,0% da Forma | foi comparado com o0s
difratogramas das amostras de Forma Il e Forma | puras. Nesse caso, a contribuicdo da

Forma | se distingue claramente do perfil da Forma Il e ndo pode ser confundida com
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ruido e nem orientacéo preferencial da Forma Il. J4 para as amostras com 3,0, 4,0 e

5,0% de Forma I, a diferenca pode ser vista nitidamente na Figura 63.

Figura 64: Comparagéo entre as amostras Forma | 0,5% e Forma | 1,0% juntamente com as formas puras
- difratbmetro Bruker D8 Advance.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho
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Figura 65: Comparacdo das amostras FI_2,0% com as amostras das formas polimorficas puras -
difratbmetro Bruker D8 Advance.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

Nos casos em que a Forma | é majoritaria (FI_95,0%, FI_96,0%, FI_97,0%,
Fl_98,0%, FI_99,0% e FI_99,5%), as regides em que se percebe a contribuicdo da
Forma Il sdo apresentadas nas Figura 66(a) e (b). Nota-se a forma de menor proporcao
(Forma Il) a partir de 1,0% na mistura, ou seja, amostra FI_99,0%. Nos difratogramas
apresentados na Figura 67, em que foi colocada a amostra FI_99,5% em comparacao
com as forma polimorficas puras ndo se nota claramente os picos da Forma Il
(minoritaria), e sua presenca sO pode ser nitidamente observada na amostra FI_99,0%

(Figura 69).
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Figura 66: Forma | em propor¢8es de 99,5% a 95,0% na mistura binéaria com a Forma ll, juntamente com

os difratogramas das formas polimorficas puras - difratdbmetro Bruker D8 Advance.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Figura 67: Proporgcao minima de 0,5% da Forma Il na mistura que néo é possivel ser identificada, quando
comparada ao difratograma das formas puras - difratbmetro Bruker D8 Advance.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Um analista experiente tenderia a afirmar, com base na Figura 67, que nas
posicbes 20 = 6,3° e 8,7° existem picos de difracdo e que se medidas mais lentas
fossem realizadas, eles ficariam nitidamente observaveis. De fato, novas medidas
(Figura 68) ndo deixam duvidas quanto a isso. Uma rotina de analise mais lenta,
utilizando 2s por ponto (4 vezes o das outras medidas) foi realizada e foi possivel notar

a contribuicao desses picos para o padrao de difragéo.

Figura 68: Medida lenta realizada com a amostra FI_99,5%, com 2s por ponto - difratbmetro Bruker D8
Advance.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Figura 69: Menor proporgdo possivel de ser identificada (1,0% da Forma Il) - difratbmetro Bruker D8
Advance.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Para casos de tdo baixa quantidade, deve-se avaliar se onde deveria estar
um de seus picos de difracao existe apenas ruido ou ha uma tendéncia de que um pico
seja registrado. E recomendado que o alisamento de um difratograma jamais seja feito.
E um caso desses (Figura 70) mostra bem a importancia de que isso (alisamento) nao
seja feito, pois ele ou ndo deixa nitido os pequenos efeitos para a definicdo de um pico
de difracdo ou produz pequenos picos que podem ser interpretados como uma

tendéncia a explicitacdo de um pico.

Figura 70: Comparagéo entre o difratograma real e a curva alisada.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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5414 Stoe Stadi-P

Esse equipamento € de alta resolu¢cdo, com monocromador primario que
elimina a contribuicdo K,,. Com isso, como se vera a seguir, os difratogramas
apresentam picos muito estreitos, que remete a dados com radiacdo sincrotron.

Com os dados do Stadi-P foi possivel identificar na matéria-prima da Forma Il
uma pequena propor¢cao da Forma | (Figura 71). Essa amostra foi obtida por meio de
tratamento térmico, e caracterizada inicialmente utilizando o Rigaku RINT2000 e analise
térmica (DSC) sem que a Forma | fosse identificada. Com isso, é evidente que a alta
resolucao deste equipamento torna os resultados muito mais confiaveis, por se mostrar
mais sensivel que o difratbmetro Rigaku RINT2000 e a propria analise térmica.

Na impossibilidade de analisar as amostras obtidas ao final de cada
procedimento do tratamento térmico utilizando o Stadi-P, jA que este se encontra na
Univerdade Federal do ABC e o0 envio de cada amostra para andlise € inviavel, esses
procedimentos foram acompanhados pelo que se tinha a disposicdo no laboratério do
IQ-Unesp. Os resultados do Stadi-P né&o inviabilizam o que foi analisado anteriormente
para os demais equipamentos. Também nao inviabiliza o trabalho, pois ap6s a andlise
quantitativa com os dados do Stadi-P foram realizadas as corre¢cdes nas propor¢coes

das formas cristalinas nas amostras preparadas.
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Figura 71: Forma Il obtida por tratamento térmico, juntamente com o seu difratograma simulado e a
Forma | pura - difratbmetro Stoe Stadi-P.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

A amostra que apresentou a menor propor¢cdo de Forma | foi a propria
amostra de Forma Il pura, jA que nesta aparece uma pequena fracdo da primeira.
Desse modo, dentre as amostras em que a Forma | aparece em menor propor¢ao, a da
Forma Il (que foi considerada pura até a andlise dos dados do Stadi-P) com uma
pequena quantidade de Forma | € a que possui a menor propor¢cdo desta fase
disponivel para a analise.

Para a amostra FI_99,5%, na regido entre 5,0° e 13,0° que foi utilizada para
identificar a Forma IlI, ndo foi possivel notar a presenca desta forma (Figura 72(a)),
embora para a segunda regido analisada entre 18,5° e 19,5° fica evidente a sua

presenca (Figura 72(b)). Na regido de mais baixo angulo, sé foi possivel identificar a
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Forma Il na mistura a partir da proporcdo que seria de Forma | 98,0%, ou seja, a partir

de 2,0% de Forma Il na mistura (Figura 73(a)).

Figura 72: Proporcao de Forma Il que ndo é possivel identificar - difratdmetro Stoe Stadi-P.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

153



Figura 73: Proporcao de forma Il que nao é possivel identificar - difratbmetro Stoe Stadi-P.
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5.4.2 Limite de quantificacao

Os refinamentos foram realizados sem vinculos estruturais entre as
amostras, pois as condicdes do ambiente como temperatura e umidade podem ter
variado de uma medida para outra. Foram colocados vinculos nos tamanhos de
cristalito e parametros instrumentais. Para os dados dos equipamentos D8 Advance e
Stadi-P foram usados os valores dos parametros instrumentais obtidos no refinamento
das matérias-primas puras.

Nas secdes anteriores os resultados para o Stadi-P foram apresentados na
sequéncia dos resultados para os demais equipamentos. Nesta secdo a ordem foi
alterada, pois os resultados obtidos pela analise com este equipamento de alta
resolucdo foram necessérios para analisar a analise quantitativa com o D8 Advance,
RINT2000 e Siemens D5000.

Na quantificagdo de fases, os erros encontrados inicialmente apresentaram
valores elevados. Na analise feita foi verificado que as correlagdes entre os parametros
estavam contribuindo para esses valores elevados. Dessa forma, ao final dos ajustes,
parametros como background, orientacdo preferencial, tamanho de cristalito e
parametros instrumentais foram mantidos fixos, e somente o que foi refinado foi o fator
de escala e os parametros de rede. Isso se justifica ao ser analisada a equacgéo para a
quantificacdo de fases pelo método de Rietveld (Equacao 9). A quantificacdo depende

do fator de escala e dos parametros de rede, e uma vez que 0s demais parametros
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foram ajustados e mantidos fixos, os dois primeiros foram deixados refinando para a

quantificacao final das fases.

5.4.2.1  Stoe Stadi-P

Utilizando os dados do Stadi-P foi possivel quantificar todas as amostras em
proporcdo. Como visto anteriormente, a propria matéria-prima da Forma Il continha uma
pequena proporcao de Forma I, que ao ser quantificada resultou em 1,97% na mistura.
N&o foi possivel determinar essa propor¢cdo de Forma | na Forma Il para os dados dos
equipamentos D8 Advance, RINT2000 e D5000, e esse valor foi levado em
consideracao para a determinacao da quantidade real das proporc¢des na mistura.

Para a quantificagcdo de amorfo na Forma Il com dados do D2 Phaser e
RINT2000 foi levada em consideracdo somente a estrutura cristalina desta forma
juntamente com a do carbonato de litio utilizado como padréo interno, de modo que no
calculo para a quantidade de amorfo, a Forma | por ndo ser considerada no refinamento
acabou entrando como propor¢do de material amorfo. Portanto, a proporcéo real de
amorfo na amostra da Forma Il equivale a diferenca entre a proporcdo de amorfo
determinada ao final do refinamento e 1,97% de Forma | encontrada com os dados do
Stadi-P. O valor calculado para o amorfo na Forma Il foi de 18,21%. Portanto, a
proporcao real de amorfo observado nesta amostra foi de 18,21%-1,97%=16,24%.

As proporcdes (em massa) medidas na balanca foram entéo corrigidas para
que fosse considerada a quantidade ja existente de Forma | na amostra de Forma ll. A

coluna “Mistura (% em massa)” da Tabela 7 esta relacionada com o que foi pesado na
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balanca sem levar em consideracéo a propor¢cao de Forma | ja existente na amostra da

Forma Il. A coluna “Mistura apds correcdo — (% corrigida)” diz respeito aos valores

corrigidos apds a quantificacdo desta pequena contribuicdo com os dados do Stadi-P.

Na coluna “Proporcdo em massa real” estdo os valores reais das propor¢cdes em massa

(parte cristalina + amorfo) para cada amostra.

Tabela 8: Dados para a fracdo pesada na balanca (% em massa), propor¢ées corrigidas apds os dados
do Stadi-P (% corrigida) e propor¢cdes em massa real (proporcgéo cristalina + propor¢gdo amorfo).

Mistura Mistura apés corregao — Proporgcdo em massa real
(% em massa) (% corrigida) (%)

Forma | Forma Il Forma | Forma Il Forma | Forma Il Amorfo
0,5 99,5 2,46 97,54 2,19 81,70 16,11
1,0 99,0 2,95 97,05 2,62 81,29 16,09
2,0 98,0 3,93 96,07 3,49 80,47 16,04
3,0 97,0 491 95,09 4,36 79,65 15,99
4,0 96,0 5,89 94,11 5,24 78,83 15,99
5,0 95,0 6,87 93,13 6,11 78,00 15,89
95,0 5,0 95,10 4,90 84,53 4,10 11,36
96,0 4,0 96,08 3,92 85,40 3,28 11,31
97,0 3,0 97,06 2,94 86,28 2,46 11,26
98,0 2,0 98,04 1,96 87,15 1,64 11,21
99,0 1,0 99,02 0,98 88,02 0,82 11,16
99,5 0,5 99,51 0,49 88,45 0,41 11,13

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

A proporcéo de fase cristalina nas amostras foi calculada por meio de um

fator de escala, ou seja, foi realizada uma normalizagdo da proporcdo cristalina
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apresentada na coluna “Proporcédo em massa real (%)’ da Tabela 8, e esses valores

foram os esperados que seriam encontrados pelo método de Rietveld (coluna “%

Cristalina — método de Rietveld” na Tabela 9). As incertezas nas medidas foram

apresentadas juntamente com os resultados. O indice d-DW é referente a estatistica de

Durbin-Watson, que esta relacionada a correlacdo dos parametros envolvidos nas

medidas.

Tabela 9: Proporcao cristalina real e proporcao cristalina obtida pelo método de Rietveld com os dados
do Stadi-P; indices de refinamento global, levando em consideragdo todos os refinamentos - Ry, =
4,92%, y* = 1,52 - difratdmetro Stoe Stadi-P.

% Cristalina real

% Cristalina
método de Rietveld

indice de qualidade de

refinamento

Reragg (%) d-DW
Amostra Formal | Formall Forma | Forma Il Forma | Forma Il
FI1_0,5% 2,61 97,39 2,63(9) 97,37(9) 1,91 1,09 0,504
FI_1,0% 3,12 96,88 2,60(10) 97,40(10) 2,48 1,54 0,564
Fl_2,0% 4,16 95,84 3,09(9) 96,91(9) 2,18 1,46 0,511
Fl1_3,0% 5,20 94,80 3,45(7) 96,55(7) 2,63 1,49 0,616
Fl_4,0% 6,23 93,77 4,87(9) 95,13(9) 1,90 1,27 0,723
F1_5,0% 7,26 92,74 6,21(14) 93,79(14) 1,68 1,23 0,664
F1_95,0% 95,37 4,63 95,79(6) 4,21(6) 1,18 2,76 0,739
F1_96,0% 96,30 3,70 96,25(6) 3,75(6) 0,96 3,35 0,827
FI1_97,0% 97,22 2,78 97,50(10) 2,50(10) 1,10 1,68 0,774
F1_98,0% 98,15 1,85 98,27(7) 1,73(7) 1,16 2,13 0,906
F1_99,0% 99,08 0,92 99,29(9) 0,71(9) 1,07 1,24 0,709
F1_99,5% 99,54 0,46 99,42(5) 0,58(5) 1,07 1,50 0,733

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Os valores obtidos pelo método de Rietveld ficaram préximos dos esperados.
Por meio dos graficos obtidos nos refinamentos, foi possivel notar a contribuicdo de
cada fase nas regibes analisadas anteriormente para se definir os limites de
identificacao.

Quando a Forma | aparece em menor propor¢ao, ou seja, FI_0,5% o valor
determinado pelo refinamento esteve proximo ao esperado e € possivel avaliar a
contribuicdo da Forma | no difratograma. Ressalta-se que o minimo que foi quantificado
da Forma | na Forma Il foi 1,97%, ou seja, a propor¢cdo que aparece na amostra da

Forma Il pura.

Figura 74: Refinamento da amostra FI_0,5% - difratdmetro Stoe Stadi-P.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Para o outro extremo € possivel notar a contribuicdo do pico da Forma Il (em
menor proporcao) entre a regido de 18,5° e 19,5°, de modo que também foi possivel

guantificar essa mistura de fases.

Figura 75: Refinamento da amostra FI_99,5% - difratbmetro Stoe Stadi-P.

38004

3.6004

34004 Observado

32004 e Calculado
o~ 30001 o Forma |
- Forma ll

2400

18 18,5 19 19,5 20 205 21

2 theta (°) |

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

5.4.2.2 Rigaku RINT2000

Durante os refinamentos com os dados deste equipamento, ocorreu um
problema de ajuste de perfil abaixo de 9,0° para as amostras em que a Forma | aparece
em menor propor¢gdo. O problema encontrado esta relacionado com a assimetria e
intensidade dos dois primeiros picos para a Forma Il. A Correcdo para possivel

orientacdo preferencial ndo surtiu efeito. Nas analises dos dados obtidos com o
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difratbmetro Stadi-P esse problema ndo apareceu, de modo que ndo é um problema
estrutural, mas que pode estar relacionado com o aparato instrumental, como fendas de
divergéncia e/ou recepcdao, e/ou fendas Soller e/ou desalinhamento do equipamento.
Acima de 9,0° a assimetria diminuiu, e assim foi utilizada para o refinamento a regido do
difratograma acima de 9,2° para que o0 problema de ajuste devido ao aparato
instrumental ndo afetasse os resultados (Figura 76).

Na tentativa de identificar o problema no equipamento, foi feito um
refinamento com uma amostra de Y,03, padrdo para alargamento de linha instrumental
disponivel no LabCACC. Na Figura 77 esta o resultado. Nota-se que usando os valores
das fendas especificadas pelo software que controla o equipamento (Figura 77(a) e (c)),
os perfis ndo ficam ajustados adequadamente. Refinando as larguras das fendas, o
valor para a de recepcao diminuiu de 0,3 mm para 0,2 mm, e 0 ajuste resultante esta
nas Figura 77(b) e (d). Neste caso, o0 ajuste ficou muito bom.

O refinamento do Y,O03; possui picos onde o padréo de difracdo da FNT
Forma | ou Il apresenta uma sobreposicdo de picos muito elevada. Dessa forma, o
problema que é observado aqui representa apenas uma parte dos problemas que sdo
observados no caso do farmaco. Mas o mais importante que se pode tirar dessa
experiéncia € o ajuste inadequado que a eletrénica do equipamento esta permitindo. O
que deve estar acontecendo é a falta de manutencéo do equipamento, como limpeza
das fendas e outras partes moveis comandadas pelo sistema eletronico, e a troca de
dispositivos como engrenagens que podem estar desgastadas e permitindo um ajuste

inadequado do posicionamento da amostra e detector.
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Figura 76: (a) Problema de assimetria dos picos (1 0 1) e (1 0 1). (b) Sobreposicdo do pico (10 1) e o
invertido mostrando que o pico calculado (vermelho) é praticamente simétrico - difratdmetro Rigaku

RINT2000.
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Figura 77: Refinamento do padrdo Y,O; utilizado para evidenciar o problema de assimetria dos picos
causada possivelmente pelo desalinhamento das fendas: (a) e (c) ajuste antes do refinamento do valor
das fendas; (b) e (d) ajuste ap6s o refinamento do valor das fendas - difratbmetro Rigaku RINT2000.
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Os resultados obtidos nos refinamentos sédo apresentados na Tabela 9,
juntamente com as incertezas nas medidas. O refinamento para a amostra Fl_0,5% foi
possivel ser refinado e a regido assinalada em amarelo na Figura 78 mostra a
contribuicdo da Forma | e o ajuste pelo refinamento. A regido assinalada em verde
mostra um problema de ajuste do perfil calculado, mas que néo é referente a forma
minoritaria.

Ao se avaliar os refinamentos em que a Forma | aparece em menor
proporcao, pode-se notar na Figura 79(a) que o refinamento realizado para a amostra
FI_99,5% pode ndo ter apresentado valores verdadeiros para a fase em menor
proporcao. Por meio dessa figura se observa que nas regifes assinaladas em amarelo
o perfil calculado “for¢ca” a presenga da Forma Il na mistura, o que néao fica evidente no
perfil observado. Para regides de mais alto angulo, também ndo é possivel avaliar
regides em que se perceba a contribuicdo da forma minoritaria (Figura 79(b)). Ao se
realizar o refinamento somente para essa amostra, sem levar em consideragéo a Forma
I, os indices de qualidade de refinamento ndo alteraram significativamente,
aumentando o valor do Ry, € diminuindo o v%. No gréfico deste refinamento, percebe-se
a melhora no perfil do pico, mantendo somente o problema de ajuste de perfil
encontrado para muito baixo angulo para esse difratbmetro (como apresentado

anteriormente).
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Tabela 10: Proporcao cristalina real e proporcao cristalina obtida pelo método de Rietveld com os dados
do RINT2000; indices de refinamento global, levando em consideragédo todos os refinamentos - Ry,
12,61%, 3*>=5,79.

% Cristalina

indice de qualidade de

refinamento

% Cristalina real meétodo de

Rietveld Reragg (%) d-DW
Amostra | Forma | Forma ll Forma | Forma ll Forma | Forma ll
Fl_0,5% 2,61 97,39 3,5(2) 96,5(2) 7,58 4,06 0,131
Fl_1,0% 3,12 96,88 3,3(2) 96,7(2) 7,49 4,00 0,131
Fl_2,0% 4,16 95,84 4,7(2) 95,3(2) 3,32 2,97 0,128
FI_3,0% 5,20 94,80 5,6(3) 94,4(3) 4,45 3,57 0,148
Fl_4,0% 6,23 93,77 7,5(3) 92,5(3) 3,34 2,81 0,142
Fl_5,0% 7,26 92,74 7,9(3) 92,1(3) 4,48 2,55 0,157
FI_95,0% | 95,37 4,63 95,14(13) 4,86(13) 3,52 6,58 0,157
FI_96,0% 96,30 3,70 95,48(13) 4,52(13) 2,80 9,19 0,177
FI_97,0% 97,22 2,78 96,10(13) 3,90(13) 2,83 7,92 0,168
FI_98,0% | 98,15 1,85 97,42(11) 2,58(11) 3,22 5,91 0,192
FI_99,0% | 99,08 0,92 98,65(10) 1,35(10) 3,87 6,38 0,193
FI_99,5% 99,54 0,46 99,58(8) 0,42(8) 3,39 9,65 0,184

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Figura 78: Refinamento da amostra FI_0,5% - difratbmetro Rigaku RINT2000.

Intensidade (cts)

13.5001
13.0004
12,5001
12 0004
115004
11.0004
10,5004
10.0004
9500

9.000|

85004

5.000|

75004

7.000

65004

6.0004

5500

50004

4500

4000
3.500

3.0004

2500
2000
15001

1.000

5004

Observado
s Calculado
s Forma |
o Forma ||
13 13,5 14 14,5 15 15,5 16.5 125 18 18,5 19

16
2 theta (°)

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

Figura 79: Refinamento da amostra FI_99,5% - difratbmetro Rigaku RINT2000.
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Figura 80: Refinamento da amostra FI_99,5% sem levar em consideragéo a Forma Il no refinamento. Ry,
= 13,38%, %° = 5,23 - difratometro Rigaku RINT2000.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Com o refinamento da amostra FI_99,0% se observa a contribuicdo da forma
minoritaria (retdngulos amarelos) de modo que nenhum ajuste superestimado foi

notado.

Figura 81: Refinamento da amostra FI_99,0% - difratdmetro Rigaku RINT2000.
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54.2.3 Siemens D5000

Foi possivel quantificar todas as amostras medidas com o D5000. Embora as
medidas apresentassem um ruido de fundo elevado, foi possivel verificar nos graficos
de Rietveld dos refinamentos que o ajuste foi adequado para as regides em que ocorre

a sobreposicao dos picos, como pode ser visto na Figura 82 e Figura 83(b).

Figura 82: Refinamento da amostra FI_0,5% - difratbmetro Siemens D5000.
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Fonte: Elaboragéo do autor deste trabalho.

Para a situacdo em que ndo ocorre a sobreposi¢cao dos picos, como é 0 caso

da amostra FI_99,5% na regido entre ~ 6,0° e 10,0° (Figura 83(a)) o ajuste também foi
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adequado e a quantificacdo das misturas binarias pelo método de Rietveld apresentou

valores proximos aos esperados.

Figura 83: (a) e (b) Refinamento da amostra FI_99,5% - difratdmetro Siemens D5000.
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Os resultados para a quantificacdo de fases com os dados do D5000 séo

apresentados na tabela a seguir, juntamente com o0s erros obtidos e os indices de

qualidade de refinamento.

Tabela 11: Proporcao cristalina real e proporcao cristalina obtida pelo método de Rietveld com os dados
do D8; indices de refinamento global, levando em consideracao todos os refinamentos - Rwp 16,02%, x>

=1,62.
indice de qualidade de
% Cristalina real % Cristalina refinamento
método de Rietveld
RBragg (%) d-DW
Amostra Formal | Formall Formall Forma ll Forma | Forma ll
FI_0,5% 2,61 97,39 3,4(4) 96,5(4) 5,43 3,26 1,25
FI_1,0% 3,12 96,88 1,8(3) 98,2(3) 4,39 2,50 1,22
FI_2,0% 4,16 95,84 2,8(3) 97,2(3) 551 2,96 1,19
FI_3,0% 5,20 94,80 4,7(4) 95,3(4) 5,81 411 1,08
FI_4,0% 6,23 93,77 4,0(3) 95,9(3) 6,36 3,51 1,08
FI_5,0% 7,26 92,74 4,3(3) 95,7(3) 6,07 3,42 1,17
FI_95,0% 95,37 4,63 95,3(3) 4,7(3) 4,75 12,89 0,68
FI_96,0% 96,30 3,70 96,31(19) 3,69(19) 4,13 15,39 0,93
FI_97,0% 97,22 2,78 96,81(16) 3,18(16) 4,39 14,52 0,98
FI_98,0% 98,15 1,85 97,9(2) 2,0(2) 4,81 14,88 1,27
FI_99,0% 99,08 0,92 99,20(19) 0,79(19) 4,94 15,16 1,20
FI_99,5% 99,54 0,46 99,40(7) 0,59(7) 4,41 13,12 0,42

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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5424 Bruker D8 Advance

Apos verificar que a Forma |, com dados do D8, s6 € observada acima de
2,0%, foram realizados os refinamentos para todas as misturas, e determinada a
porcentagem em massa das duas formas, chegando a valores proximos aos esperados.
Nas Figuras 84(a) e 85 esta a Unica regido em que é possivel se distinguir um pico da
forma, em pequenas quantidades, no difratograma da mistura. Observa-se o0 ajuste do
perfil calculado com o observado para a Forma | em 0,5% e 1,0%, respectivamente. Na
Figura 84(b) estd a mesma regido, apés um refinamento sem que a Forma |, presente
em 0,5% em massa, fosse considerada. Vé-se que em 18,2° falta uma parte do perfil

para ajustar. Como se vé na Figura 84(a) é a Forma |.

Figura 84: Refinamento da amostra FI_0,5%
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Figura 85: Refinamento da amostra FI_1,0%.
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Para a amostra FlI_99,5%, na Figura 86(a) e (b), estdo as Unicas regides em
gue se pode distinguir os picos da forma minoritaria. Essa amostra foi medida também
com um tempo maior (Figura 68), como apresentado na secdo sobre os limites de
identificacdo, e as regides assinaladas apresentam os picos da forma minoritaria. Na
Figura 86(b) destaca-se apenas uma pequena alteracdo no perfil. Os resultados da
analise quantitativa de fases estdo na Tabela 4. Na Figura 87 é possivel ver o bom
ajuste no refinamento da amostra FI_99,0%, ja que houve uma boa definicdo dos picos

de difracdo principalmente para a regido de mais baixo angulo.

Figura 86: Refinamento da amostra FI_99,5%.
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Figura 87: Refinamento da amostra FI_99,0%.
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Tabela 12: Proporcao cristalina real e proporcao cristalina obtida pelo método de Rietveld com os dados
do D8; indices de refinamento global, levando em consideracéo todos os refinamentos - Ry, 10,58%, xz =

3,49.
indice de qualidade de

% Cristalina real mét?dgrciiset?‘\l:gf:/eld refinamento
Reragg (%0) d-DW

Amostra | Formal | Formall Forma | Forma ll Forma | Forma ll
Fl_0,5% 2,61 97,39 3,7(2) 96,3(2) 3,38 5,30 0,217
FI_1,0% 3,12 96,88 3,10(19) 96,89(19) 3,26 5,36 0,217
FI_2,0% 4,16 95,84 4,06(19) 95,94(19) 3,04 517 0,219
FI_3,0% 5,20 94,80 4,18(19) 95,81(19) 391 6,75 0,232
Fl_4,0% 6,23 93,77 6,1(2) 93,9(2) 3,21 5,20 0,191
Fl_5,0% 7,26 92,74 6,5(2) 93,5(2) 3,75 5,14 0,227
FI_95,0% | 95,37 4,63 93,40(17) 6,60(17) 1,97 4,57 0,237
FI1_96,0% 96,30 3,70 94,83(14) 5,17(14) 1,72 4,66 0,274
FI_97,0% 97,22 2,78 95,75(13) 4,24(13) 1,60 4,20 0,422
FI_98,0% | 98,15 1,85 97,25(12) 2,75(12) 1,86 2,70 0,485
FI_99,0% | 99,08 0,92 98,42(12) 1,58(12) 1,62 2,56 0,399
FI1_99,5% 99,54 0,46 98,97(10) 1,03(10) 1,94 3,96 0,526

Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

5.5

Simulagéo das misturas binarias

5.5.1 Rigaku RINT2000

As simulacbes foram realizadas somente com 0s parametros para o

equipamento Rigaku RINT2000, pois foi o equipamento de menor resolucdo entre todos
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os usados neste trabalho e o que melhor definiu as dimensdes dos cristalitos das duas
formas da FNT. Para isso foi usado o método dos Parametros Fundamentais utilizando
o programa Topas Academic v 4.1.

As simulagcbes foram usadas inicialmente para localizar as regidées em que
seria possivel buscar por indicacbes de picos da forma minoritaria, para definir os
limites de identificacdo da forma minoritaria, por meio de analise visual. Depois foram
usadas para corrigir o deslocamento das amostras, para a mesma andlise de
identificacdo visual (secédo 5.4.1).

Uma vez realizadas as analises quantitativas por DRXP e das tentativas de
encontrar a forma dos cristalitos através de MET, passou-se a buscar por uma forma
adequada de realizar as simulacdes, levando em conta o tamanho e a forma do
cristalito com a finalidade de subsidiar o usuéario, que pode ser um pesquisador ou
colaborador de uma industria a definir a melhor condicdo experimental para as
medidas, caso ndo se deseje em um material porcentagens acima de um determinado
valor. Nos casos aqui descritos, os valores minimos sdo de 0,5% em massa para a
Forma |l ou Il da FNT.

Embora em uma matéria-prima se tenha uma distribuicdo de tamanho de
cristalito, além de material amorfo, as simulacdes aqui realizadas ndo levam isso em
consideracao, por ndo se dispor de um modelo que permita gerar um perfil com as
influéncias de uma distribuicdo. Young (1988) [46] mostrou que em uma distribuicdo
bimodal, se observa pontos satélites acima do maximo de um perfil calculado de um

pico, embora nao tenha apresentado um modelo para sua corre¢cdo. Assim, as
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simulacbes a seguir representam padrdes de difracdo de um pé homogéneo, com
tamanho de cristalito Unico entre 15 e 300 nm. Esses limites foram escolhidos porque
acima de 300 nm o perfil de um pico ndo apresenta alargamento fisico (devido ao
tamanho de cristalito) e abaixo de 15nm, o padrdo para o po esta proximo de um
material amorfo.

Foi utilizada a simulacao para a amostra (FI_99,5%) a fim de definir o minimo
gue pode ser identificado com essa mistura levando em consideracdo o tamanho médio
de cristalito.

Na Figura 88 estéo varios padrdes de difracdo para uma mistura com 99,5%
da Forma | e 0,5% da Forma I, calculados com cristalitos de 300 nm, 200 nm, 100 nm,
50 nm, 25 nm e 15 nm para ambas as forma. Nota-se que, mesmo para 0 caso com
cristalito de 15nm, nas condicGes ideais apresentada nessa figura, existe uma
alteracdo, em torno de 6,35°, causada por 0,5% da Forma Il. Pode-se ver em detalhes
essa pequena alteracdo no perfil do pico da Forma |, causada pela presenca da Forma

Il na Figura 89.
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Figura 88: Variacdo no perfil dos picos de difracdo da amostra FI_99,5% pelo mudanca no tamanho de
cristalito das formas polimorficas.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

180



Figura 89: Minima proporg¢éo identificada com um tamanho de cristalito de 15nm para ambas as formas
polimérficas envolvidas nas misturas.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

Essa condicao ideal ndo leva em consideragéo a distribuicdo de tamanho de
cristalito e nem ruidos de medi¢gBes. O mais proximo que se obtém de uma condicao
ideal seria um p6 tamisado em peneira Mesh 200, e com tempo de medida muito
elevado, por exemplo, acima de 3 min por ponto. Uma medida assim, de 5° a 40° (26) e
A20=0,02°, levaria acima de 3 dias e meio, usando um sistema de deteccdo
convencional. O tempo gasto é muito alto para apenas uma medida, mesmo em
laboratorios com baixa demanda de solicitagbes de medidas. Poderiam ser utilizados
equipamentos com detectores lineares onde um difratograma “ideal” poderia ser obtido

com medidas entre 30 e 90 min.
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Para representar uma situacdo real, foram introduzidos ruidos nas
simulacdes, representando medidas rapidas, moderadas e lentas — ruido alto, médio e

baixo, respectivamente.

Figura 90: Simulagcédo amostra FI_99,5% com ruido de fundo baixo. No destaque estéo os picos da Forma
Il.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Para casos de ruidos baixos, ainda é possivel identificar a Forma Il (Figura
90(a)). Para os casos de ruidos médio e alto, o perfil se perde no meio das variacdes da

intensidade do ruido (Figura 91 e Figura 92, respectivamente).

Figura 91: Simula¢@o amostra FI_99,5% com ruido de fundo médio.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Na situacdo em que existe ruido de fundo alto, até mesmo o pico da Forma |
fica “escondido” nos resultados das medidas, como o caso da figura a seguir. Por isso
medidas rapidas ndo sdo adequadas para a identificacdo de polimorfos.

Se o0 objetivo for apenas identificar pequenas quantidades de algum
polimorfo em uma matéria-prima, € necessario medidas de alta intensidade.
Recomenda-se também uma simulacdo para encontrar a regido em que seria possivel
encontrar alguma evidéncia da forma minoritaria e, se for o caso, medir apenas a regiao

de maneira cuidadosa.

Figura 92: Simulagdo amostra FI_99,5% com ruido de fundo alto. A seta aponta para o pico (0 1 1) da
Forma | que praticamente ndo se pode identificar devido ao ruido da medida.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

Para o caso da Forma | aparecer em propor¢cdo minoritaria (amostra
FI_0,5%). A Figura 93 mostra a sequéncia de padrdes de difracdo, com os cristalitos
nas mesmas condi¢cdes do caso anterior e na regiao entre 16,2° e 18,2° (20) em que se
pode buscar por uma evidéncia do pico (1 1 2) da Forma |, em aproximadamente 16,8°
(20). Para o caso de maior cristalito (300 nm) para ambas as formas a comparacao esta

na Figura 94.
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Figura 93: Simulag&o dos padrdes de difracdo na regido entre 16,2° e 18,2° para se avaliar a contribuicdo

do pico (1 1 2).
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

Figura 94: Simulagdo da propor¢éo FI_0,5% com cristalitos de 300nm.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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Da mesma forma que no caso da Forma Il minoritaria, o ruido pode nao
deixar o pico da Forma | evidente na analise. A Figura 95 mostra ruidos altos, médios e
baixos, equivalentes a medidas rapidas, moderadas e lentas, com detectores
convencionais. Apenas no caso de baixo ruido é possivel notar um leve desajuste
devido ao pico da Forma |. Porém, desajustes dessa dimensdo sdao comuns em

refinamentos pelo método de Rietveld e, ndo necessariamente pode-se atribui-lo a

Forma l.

Figura 95: SimulagGes da influéncia do ruido nas medidas — cristalitos de 300nm.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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No desenvolvimento desse trabalho, observou-se claramente a presenca da
Forma | em 0,5%. Para responder a essa questdo, € necessario mais algumas
observacdes sobre as diferencas entre caso real e simulacdes.

Ja foi comentado anteriormente sobre simulacfes ideais, ou seja, com
cristalitos de dimensdo Unica e sem anisotropia (esféricos). Além disso, esta se
considerando que as duas formas possuem cristalitos idénticos. A probabilidade de que
em um experimento se encontre um caso assim é praticamente nula. O mais comum &
gue as fases tenham cristalitos de dimensdes diferentes. Por exemplo, se a Forma | tem
um cristalito de 300 nm e a Forma Il tem um cristalito de 30 nm, sera observado o que
estd na Figura 96. Assim, aumenta-se a probabilidade de se identificar a Forma |,
mesmo em quantidades tdo pequenas quanto 0,5% em massa em uma mistura com a

Forma Il.

Figura 96: Simulacdo com tamanho de cristalito variado para as formas polimoérficas — Forma | com
cristalitos de 300nm e Forma Il com cristalitos de 30nm.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.
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5.6 Dissolucao intrinseca

Com os ensaios de dissolucao intrinseca das amostras das misturas binarias,
foi identificada uma variacdo consideravel na VDI, e consequentemente na solubilidade
da matéria-prima. Com a variagdo da proporcdo de Forma Il na mistura de 0,5% para
4,5% na mistura, a solubilidade da amostra de matéria-prima mudou de “altamente
soluvel” para “insoluvel”’, ou seja, matérias-primas da finasterida com variagcdo na
proporcao dos polimorfos presentes podem acarretar problemas na biodisponibilidade
do medicamento, como consequéncia da variacdo da solubilidade. Essa variacdo na

solubilidade ocorreu para o meio de dissolucdo acido com laurilsulfato de sédio.

Figura 97: Ensaio de dissolucdo intrinseca para as amostras com misturas binarias dos polimorfos da
finasterida. (a) amostra FI_99,5% altamente solivel no meio de dissolugdo; (b) amostra FI_95,0%
insolavel no meio de dissolucao.
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Fonte: Elaboracéo do autor deste trabalho.

O problema de ajuste da reta na Figura 97(b) ocorreu devido a quantidade
insuficiente de amostra para a realizacdo do ensaio. Foi realizado o teste para a
FI_95,0% inicialmente para ajustar os parametros para o ensaio, de modo que a
guantidade de material que restou para finalizar o ensaio nao foi suficiente para coletar
mais pontos para a elaboracdo da reta. O mesmo nao ocorreu com a amostra

FI_99,5%, pois os parametros para o ensaio ja haviam sido definidos.
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6 Conclusdes

O equipamento de alta resolucdo (Stoe Stadi-P) permite, de forma
inequivoca, a identificacdo das formas | ou Il quando em quantidades tdo pequenas
quanto 2,61% e 0,46% em massa, respectivamente.

Com o equipamento de menor resolucdo, como o Rigaku RINT2000 nas
condi¢cBes usadas nesse trabalho, a identificacdo da Forma | em 2,61% em massa sé &
possivel através de uma analise muito cuidadosa da regido entre 16,5 e 18,0° (260).
Ainda assim, é necessario que o pesquisador esteja familiarizado com esse sistema.

No caso em que a Forma Il foi considerada pura apds o tratamento térmico,
apenas a difracdo de raios X de alta resolucdo permitiu a identificacdo da forma |
presente. Nem mesmo a andlise térmica (DSC) identificou aproximadamente 2,0% da
Forma | nessa amostra.

A apresentacdo das simulagcbes para o equipamento RINT2000 mostrou
como essa ferramenta pode direcionar experimentos que visam identificar minimas
propor¢cdes. Simulacbes com diferentes dimensfes dos cristalitos de cada forma
fornecem um bom subsidio para o que o pesquisador pode esperar do experimento.

Os resultados para a MET de alta resolugéo e difracdo de elétrons para
ambas as formas polimoérficas deram indicios de que ndo havia anisotropia nos

cristalitos. Isso também foi verificado pelas andlises por DRXP.
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6.1 Limites de identificacao

6.1.1 Rigaku RINT2000
E possivel identificar as proporgbes minimas de cada Forma, nas misturas
binarias preparadas nesse trabalho. Quando a Forma | aparece em menor propor¢ao
na mistura, é possivel identificar a partir de 2,61% em massa. Para a situagcdo em que a
Forma | aparece em maior proporcao é possivel identificar a partir de ~1,0% da Forma

Il na mistura.

6.1.2 Siemens D5000
Para as amostras em que a Forma | aparece em menor propor¢ao & possivel
identificar a partir de 4,16% em massa na mistura binaria (amostra FI_3,0%). Para a
situacdo em a Forma Il aparece em menor propor¢cdo na mistura com Forma | é

possivel identificar a partir de ~ 1,0%.

6.1.3 Bruker D8
Quando a Forma | aparece em menor propor¢cdo na mistura é possivel
identificar a partir de 4,16% em massa. Ja para a situacdo em que a Forma Il aparece
em menor propor¢cao na mistura, é possivel identificar a partir de 1,0% (FI_99,0%) em
massa desta forma nas condicbes normais de medidas, e a partir de 0,5% (FI_99,5%)
em massa se medidas mais lentas forem realizadas ou se um analista estiver
familiarizado com a analise da finasterida.
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6.1.4 Stoe Stadi-P
E possivel identificar na matéria-prima da Forma Il uma pequena propor¢&o
de Forma I, que ndo pode ser obervada nos difratorgamas dos outros equipamentos
usados nesse trabalho. Foi possivel identificar as duas formas em todas as misturas
preparadas, sendo que para a Forma | a menor propor¢cao (~2%) estava na prépria
amostra de Forma Il considerada até entdo pura. Para a situacdo em que a Forma Il

aparece em menor propor¢cao o minimo identificado foi de ~0,5% em massa.

6.2 Limites de quantificagéo

6.2.1 Rigaku RINT2000
E possivel quantificar a Forma |l acima de ~1%. Para a Forma | foi possivel

quantificar a partir de ~2,6%

6.2.2 Siemens D5000
E possivel quantificar as duas formas nas propor¢des minimas preparadas

para esse trabalho. Para a Forma | 2,6% e para a Forma Il 0,5%.
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6.2.3 Bruker D8 Advance
E possivel quantificar as duas formas nas propor¢ées minimas preparadas

para esse trabalho. Ou seja, 2,6% para a Forma | e 0,5% para a Forma Il.

6.2.4 Stoe Stadi-P
E possivel quantificar as duas formas nas propor¢ées mimimas preparadas

para esse trabalho. Ou seja, 2,6% para a Forma | e 0,5% para a Forma Il

6.3  Simulacéo

Foi realizada a simulagdo apenas com os parametros do Rigaku RINT2000.
Para os outros equipamentos, verificou-se que o0s parametros fundamentais nao
estavam representando o caso real.

Além disso, por ser esse equipamento o de menor resolucao, toda concluséo
obtida dele pode ser extendida aos outros. A reciproca nao é verdadeira.

Verifica-se que dados de alta relacdo sinal/ruido sdo importantes para se
avaliar pequenas quantidades de qualquer das formas.

Recomenda-se as simula¢des no inicio das analises de misturas de fases a
fim de evitar que sejam realizadas medicOes desnecessarias se 0 objetivo for apenas a
identificagdo de uma determinada forma cristalina da Finasterida. Essa recomendagéo
pode ser extendida a outros farmacos e seus polimorfos.
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6.4  Dissolucao intrinseca
Por meio dos ensaios de dissolucao intrinseca das amostras preparadas em
proporcdo foi possivel avaliar a variacdo no valor da velocidade de dissolucéo
intrinseca (VDI) e concluir que a medida que se varia a propor¢cdo de um polimorfo na
mistura binaria, ocorre variacdo na solubilidade da matéria-prima o que causa variacdes
na biodisponibilidade do medicamento, evidenciando assim importancia em avaliar as

minimas proporc¢des presentes em misturas de fases.

6.5 Outras consideracdes

A utilizacdo dos equipamentos de mais baixa resolu¢do, como o caso do D8
Advance e o RINT2000 ¢ viavel para o trabalho com farmacos.

Outra recomendacao € a avaliagdo do tempo adequado para a coleta de
dados para esses equipamentos. O tempo utilizado nesse trabalho foi 0 que se usa
rotineiramente nas andlises com farmacos. O aumento do tempo de medida para
equipamentos com detector linear é viavel, pois mesmo que ele seja quadriplicado nao
ird interferir significativamente na rotina de analises de um laboratoério com alta
demanda de amostras para analise. Por exemplo, no caso do D8, ao se quadruplicar o
tempo de coleta, a rotina de andlise para a amostra ndo passou de 30 min. Ja para o

RINT2000, os dados foram obtidos em um tempo total de aproximadamente 14h por
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amostra, de modo que duplicar ou triplicar o tempo de medida por ponto seria inviavel.
Nesse caso, atraves das simulacdes, pode-se definir uma pequena regido a ser medida

em condicdes especiais.

7 Sugestdes para trabalhos
Durante o desenvolvimento dessa dissertacdo, muitas questdes foram
surgindo e que poderiam ser exploradas em outros trabalhos.
A seguir sdo apresentadas algumas sugestdes para complementar o estudo
da Finasterida e outros casos de interesse geral na area de farmacos.

o Novo estudo para a obtencdo da Forma Il pura, variando as
condicBes do tratamento térmico e analise utilizando um sistema de alta resolucéo,
como o Stoe Stadi-P ou as linhas de difragcdo de raios X por pé de um laboratério
Sincrotron. Preparar e medir menores propor¢des da mistura dos polimorfos da FNT,
até um limite que néo seja possivel identificar. Essa etapa sera medida novamente em
todos os equipamentos utilizados.

o Propor um projeto de doutorado para relacionar os parametros
instrumentais de equipamentos com detectores lineares com as caracteristicas fisicas
das amostras.

o Utilizar a metodologia desse trabalho no estudo dos farmacos
espironolactona e tibolona, que ja possuem as amostras das propor¢cdes em massa

preparadas.
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