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Resumo

A maioria dos farmacos é administrada na forma sélida (amorfo ou policristalino). As
formas policristalinas sdo facilmente detectadas por difracdo de raios X. Estes farmacos
podem cristalizar de diversas formas (polimorfo). Os polimorfos podem apresentar
diferentes propriedades fisico-quimicas e assim apresentar alteracfes na
biodisponibilidade. O polimorfismo decorre das condi¢cbes empregadas na sintese e
purificacdo da substancia, dependendo do tipo de solvente utilizado e da temperatura da
reacdo. Utilizando a difracdo de raios X e conhecendo a estrutura cristalina é possivel a
quantificacdo dos polimorfos nos farmacos através do Método de Rietveld. Neste
trabalho, através da difracdo de raios X por po, foram indexados os difratogramas de
trés compostos: a Atorvastatina Calcica Forma I, o Mebendazol Forma A e um isémero
da Tibolona (lIsotibolona). Estas indexacdes permitiram a decomposicdo de seus
respectivos padrfes de difracdo e o posterior uso desses padrées decompostos na
identificacdo dos compostos em matérias primas. Também foram estabelecidos os
procedimentos adequados para obtencdo dos dados de difracdo dos farmacos estudados
nesse trabalho (4&cido mefenamico, atorvastatina, carbamazepina, mebendazol, tibolona),
de forma a permitir a quantificacdo inequivoca dos seus polimorfos presentes em
matérias primas. Um dos problemas mais importantes nessas analises esta relacionado a
resolucdo do equipamento que pode causar ambiguidade tanto nas intensidades quanto
no alargamento dos picos. Difratogramas de raios X de farmacos apresentam (a) alta
sobreposic¢do de picos devido & grande cela unitaria e baixa simetria, e (b) orientacdo
preferencial devido aos cristalitos anisotropicos. Assim, em alguns casos, como tibolona
e carbamazepina, foi necessario usar a alta resolucdo para diminuir a sobreposicdo dos
picos e permitir a correcdo adequada do alargamento anisotropico dos picos devido a
anisotropia do cristalito. Essa alta resolu¢cdo também permite o refinamento adequado da
cela unitéria, sem que seja necessaria uma estratégia especifica de refinamento, ja que
0s picos sd@o bem definidos. Em outros casos, como atorvastatina, acido mefenamico e
mebendazol, equipamentos convencionais sdo suficientes para a analise adequada dos
pos. No caso da carbamazepina, apenas o uso de uma fenda Soller de menor divergéncia
foi suficiente para se obter difratogramas que permitiram identificar e quantificar
pequena fracdo da forma | na presenca da forma Ill.. Foi realizado um estudo térmico in
situ para a carbamazepina forma Ill, onde se verificou que ela se transforma em forma |
a 160°C, porém uma pequena quantidade de forma Ill permanece na amostra, mesmo
apo6s aquecimento a 160°C por 4 horas. Resultado semelhante foi observado apds o
aquecimento da forma Il da carbamazepina a 190 graus por 30 minutos. Foram
recomendados dois procedimentos para os refinamentos, um para o caso do método de
Rietveld, em que todas as estruturas cristalinas sdo conhecidas, e o outro para o caso dos
métodos de Pawley ou Le Bail, em que nem todas as estruturas cristalinas sao
conhecidas

Palavras-Chave: Polimorfismo em farmacos. Difracdo de raios X. Método de Rietveld.



Abstract

The majority of pharmaceuticals are prescribed in solid form (amorphous or
polycrystalline). The polycrystalline forms are detected by rays X diffraction. These
pharmaceuticals can crystallize in several forms (polymorphs), which present distinct
physico-chemical properties and biodisponibility. The polymorphism occurs due to
conditions used in the synthesis and purification of the substance, depending on the type
of solvent used and the temperature reaction. Utilizing X-Ray powder diffraction and if
the crystal structure are known, it is possible, using the Rietveld Method, to quantify the
amount of each polymorph in the pharmaceutical. In this work, x-ray diffraction
patterns of three compounds were indexed: Atorvastatin calcium form I, mebendazole
form A and isotibolone (a tibolone isomer). These indexing allowed pattern
decomposition which was used for its identification in raw materials of these drugs. The
procedure for the suitable X-ray diffraction data collection was also established for the
pharmaceuticals studied in this work (mefenamic acid, atorvastatin, carbamazepine,
mebendazole, tibolone), in order to have an unequivocal quantification of their
polymorphs in raw materials. One of the most important problem in pharmaceutical
analysis is related to the equipment resolution, which can cause ambiguity in the peak
intensities and broadening. X-ray diffraction patterns present (a) high peak overlap due
to the large unit cell and low symmetry and (b) preferred orientation due to the
anisotropic crystallites. Then, in some cases, like tibolone and carbamazepine, it was
necessary to use high resolution equipments for decreasing the peak overlap and the
suitable correction of the anisotropic peak broadening caused by the crystallite
anisotropy. The high resolution also allows the unit cell refinement without a specific
refinement strategy, since discrete peaks are observed. For other cases, like atorvastatin,
mefenamic acid and mebendazole, laboratory equipments are good enough for the
powder analysis. In the case of carbamazepine, just the use of a less divergent Soller slit
was enough for obtain X-ray diffraction pattern that allow the identification and
quantification of the a small fraction of the form I in the presence of form Ill. An in situ
analysis were executed for the carbamazepine and was verified that a small amount of
form 11l remains in the sample even after 4 hours at 160°C. The same result was
observed after heating the form 11l at 190°c for 30 minutes. It was recommended two
procedures of refinements. One used for the case when all crystal structures are know
(Rietveld method) and the other for the case where at least one crystalline phase has
unknown crystal structure and the Pawley method (or Le Bail method) needs to be used.

Keyword: Polymorphism in drugs. X-ray diffraction. Rietveld Method.
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1 Introducéo

1.1 Induastria Farmacéutica no Brasil

Um marco importante que antecede o inicio da producdo de medicamento no pais,
pode-se dizer que foi a fundacdo, em 1903, em Sao Paulo do Instituto Pasteur. O instituto
iniciou em carater privado e filantropico, com objetivos cientificos e humanitarios. Seu
primeiro diretor-presidente foi Ignacio Wallace da Gama Cochrane, mas foi o segundo,
Antonio Carini, quem deu impulso as pesquisas tanto no campo da bacteriologia, como da
patologia animal que projetou e consolidou o Instituto e trouxe recursos externos,
provenientes de comerciantes e industriais da época *. A partir de 1914, comecaram as
dificuldades econémicas devido a | Guerra Mundial e ao desenvolvimento de instituicdes
estaduais que desempenhavam algumas das funcdes do instituto, como o Instituto Butanta.
Por se tratar de um servico voltado a satde publica, o governo estadual interessou-se em dar
continuidade as atividades anti-rabicas ja desenvolvidas pelo Instituto Pasteur *. Assim, em
1916, passou a ser uma instituicdo publica, que perde seu carater de centro de pesquisa para se
dedicar, com exclusividade, ao servico contra a raiva. Aproveitando-se da experiéncia
adquirida no instituto, o Dr. Ulisses Paranhos (médico e importante pesquisador do Instituto)
organizou a empresa Laboratorio Paulista de Biologia (LPB), entrando no mercado de
produtos farmacéuticos. O pequeno laboratério, - criado em 1912 - alguns anos antes do
Instituto Pasteur pertencer ao governo estado de S&o Paulo, comegou a fabricar produtos que
0 proprio instituto ja produzia.

A criagdo do LPB ocorre concomitantemente ao processo de mudanga que ocorre na
industria de produtos farmacéuticos e no mercado de medicamentos no pais. Devido a 12
Guerra Mundial, houve a transformacéo na forma de organizacdo da producdo farmacéutica
que se caracteriza pela formacdo de grandes laboratdrios nacionais, 0s quais passam a
produzir medicamentos de origem estrangeira e a processar matérias-primas basicas
importadas. Em parte as empresas nacionais € as companhias estrangeiras aproveitam o
momento de dificuldades e de escassez relativa no mercado, devido a guerra, para produzir
internamente medicamentos antes importados ja prontos para o0 consumo.

O LPB ndo foi a Unica empresa de producdo e comercializacdo de medicamentos que
teve sua origem de pesquisadores que trabalhavam em uma instituicdo existem mais dois

exemplos como esse, da mesma época: Dr. Vital deixou o Instituto Butantd para fundar o
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laboratério (Instituto Vital Brasil) produzindo soros e também do Instituto Butantd o
pesquisador Eduardo Vaz fundou o Instituto Pinheiros, que inicialmente produzia soros e
vacinas e mais tarde iniciou a producdo de medicamentos.

Mas a partir da década de 1920, observa-se a entrada de grandes empresas estrangeiras
da industria quimico-farmacéutica no mercado brasileiro, em especial no estado de S&o Paulo.
As empresas de produtos farmacéuticos passaram a investir no Brasil, estimuladas pela
protecdo & producdo local oferecida pelas politicas governamentais (tarifas aduaneiras e
outras) em relacdo a importacao e pela disponibilidade local de matérias-primas. Dentre essas
empresas estdo a de origem francesa Rhodia, subsidiaria das Usines Chimiques du Rhéne-
Poulenc, que entrou em 1919 e comecou a producdo quimico-farmacéutica em 1921; a alema
Bayer, fabricante da aspirina, que entrou alguns anos antes da eclosdo da Primeira Guerra
Mundial; e os grandes laborat6rios norte-americanos, Sydney-Ross Co, Merck & Co e Parke-
Davis.

Assim, a Industria Farmacéutica no Brasil se estruturou na década de 1930. Neste
momento a producao era local e dependente de importacdo de insumos. Durante a segunda
guerra mundial os paises exportadores de insumos estavam envolvidos no conflito, neste
periodo o Brasil intensificou sua produgdo de medicamentos®. Mas depois da Segunda Guerra
Mundial, iniciou um processo de desnacionalizagdo e a industria segue uma tendéncia que ird
configurar a estrutura que se conhece hoje: forte presenga das grandes empresas estrangeiras e
numerosas pequenas empresas nacionais sem maior expressdo no mercado estrangeiro® .

Hoje o Brasil é 10° (Tabela 1) no ranking de consumo no mercado farmacéutico
mundial, o que desperta o interesse de empresas transnacionais pelo dominio desse mercado®.
Ja o investimento em pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos medicamentos é
praticamente irrelevante ndo tendo investimento nem de empresas nacionais nem de
internacionais ja que o foco do mercado s&o os medicamentos genéricos. Ver anexo 1.

No Brasil, a industria farmacéutica tem um parque de laboratérios publicos, de
abrangéncia nacional, voltado para a producdo de medicamentos primordialmente destinados
aos programas de salde publica em assisténcia farmacéutica que produzem 75% dos
medicamentos do Sistema Unico de Salide (SUS), esse fato faz com o Brasil seja destacado

entre os paises em desenvolvimento®.
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Tabela 1. Mercado Consumidor Farmacéutico Mundial.

Principais Mercados US$ BilhGes % do total
Consumidores

EUA $287.5 41.7
Japédo $60.9 8.8
Franca $40.9 5.9
Alemanha $38.4 5.6
Italia $23.9 35
UK $235 3.4
Espanha $20.3 2.9
Canada $18.5 2.7
China $15.3 2.2
Brasil $13.4 1.6
Coréia do sul $10.3 1.5
Turquia $10.0 1.5
12 maiores $560.6 81.3

Fonte Interfarma’.

1.2 A Politica Nacional de Medicamentos

A politica de medicamentos essenciais no Brasil teve inicio, em 1964, com o
estabelecimento da Relacdo Baésica e Prioritaria de Produtos Bioldgicos e Matérias para uso
Farmacéutico Humano e Veterinario (Decreto n. 53.612/1964). Depois na década de 1970,
sdo promulgadas, a Lei n. 5.991, de 17 de dezembro de 1973, regulamentada pelo Decreto n.
74.170, de 10 de junho de 1974, que dispBe sobre o controle sanitario do comércio de drogas,
medicamentos, insumos farmacéuticos e correlatos, e também a Lei n. 6.360, de 23 de
setembro de 1976, regulamentada pelo Decreto n. 79.094, de 5 de janeiro de 1977, que dispde
sobre a vigilancia sanitaria a que ficam sujeitos 0os medicamentos, as drogas, 0S insumos
farmacéuticos e correlatos, cosméticos, saneamentos e outros produtos. Em 1971, a criacdo da
Central de Medicamentos (CEME), por meio do Decreto n. 68.806, é considerada uma
importante iniciativa do governo brasileiro em termos de planejamento, organizacdo e
aquisicdo de medicamentos, de forma centralizada para todo o pais. A CEME competia a
assisténcia farmacéutica pablica e ao abastecimento de medicamentos essenciais a populacao.

Outra importante regulamentacdo do setor foi o estabelecimento, em 30 de julho de
1973, por meio do Decreto n. 72.552, do primeiro Plano Diretor de Medicamentos, que

considerou a racionalizacdo da area mediante o Sistema Oficial de Producdo de

“Associacao da Inddstria Farmacéutica de Pesquisa Interfarma
http://www.interfarma.org.br/indicadores.asp#
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Medicamentos. Em 1976, é homologada a Relacdo Nacional de Medicamentos Basicos
(RMB) por meio da Portaria MPAS/GM514, de 18 de outubro de 1976. A RMB, aprovada
pelo Conselho Diretor da CEME (Resolugéo n. 92 de 29 de setembro de 1976), era
constituida de 300 substancias, em 535 apresentacfes. A RMB, que foi posteriormente
atualizada em 1977 (Portaria MPAS/ GM 817/77), passou a ser oficialmente denominada
Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) pela Portaria Interministerial
MPAS/MS/MEC 03, de 15 de dezembro de 1982. O Governo Federal desativou a CEME,
através da Medida Provisoria 1.576, do Decreto n. 2.283 e da PortariaGM 1.085. Suas
competéncias, planos e programas foram sendo assumidos, aos poucos, por varias instancias
do Ministério da Saude e também pelos estados e municipios.

O posicionamento do governo considerado 0 mais importante, foi a criacdo da Politica
Nacional de Medicamentos (PNM) em 12 de outubro de 1998, pela Portaria n. 3.916/MS que
foi formulada com base nas diretrizes da Organizacdo Mundial da Salde e expressa as
principais diretrizes para o setor com o propdésito de garantir a necessaria seguranca, eficacia e
qualidade desses produtos, a promoc¢do do uso racional e o acesso da populacdo aqueles
considerados essenciais”.

Também em 1998 a portaria n°. 3.916, como estratégia para o acesso a medicamentos,
marcou o inicio da politica de medicamentos genéricos, que sdo, em geral, mais baratos (de
30% a 50% 2) que os medicamentos inovadores devido em grande parte ao fato de nio
recairem sobre o genérico os custos relativos ao desenvolvimento da nova molécula e dos
estudos clinicos necessarios”.

Nos anos 1980 foi tomada uma série de iniciativas, com o objetivo de desenvolver a
producédo nacional de farmacos. Porém, o que se verificou nos anos 1990 é que a pesquisa e 0
desenvolvimento de novos farmacos no Brasil continuaram incipientes.

A lentiddo nessa area se deve ao “comodismo” das industrias, que preferem atuar em
fases menos complexas, como a producdo de farmacos antigos, que ja estdo em dominio
publico.

Na década de 1990, o aumento de importagdes de medicamentos acabados foi de
1.304% e o de farmacos e intermediarios de 204%. Com o advento da globalizacdo, a queda
das barreiras comerciais de diferentes produtos importados tornou-se inevitavel.

Mas, por outro lado, existe neste contexto de abertura, um risco natural e proeminente:
a facilidade e os custos reduzidos podem levar aquisicdo de produtos com qualidade

duvidosa®.
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A maior parte das importacdes de insumos farmacéuticos é originaria de paises onde
estdo localizados os laboratérios das grandes transnacionais do setor. Os principais
fornecedores de insumos sdo Italia, india e Espanha. Paises como China, Coréia do Sul e
Israel ganharam importancia como paises exportadores de farmacos para o Brasil. Os
laboratdrios nacionais atuam geralmente com produtos similares e genericos. A exportacao de
medicamentos acabados € incipiente por parte dos laboratorios nacionais, dadas as
dificuldades de se obter algum poder de diferenciagdo internacional no setor.

H4&, no entanto, potencial consideravel para a exportacdo de genéricos. Assim como
nas multinacionais, as importacfes dos laboratérios nacionais, principalmente de farmacos,
aumentaram consideravelmente na década passada’.

A industria farmacéutica é a industria que mais valor agregado tem com 0s seus
produtos, que chegam a valores maiores de US$1000 por grama. Por isso a importancia de
investimentos nesta area.

Entretanto, a competitividade do medicamento depende de sua eficiéncia, que, por sua
vez, depende, entre outros fatores, da matéria-prima usada no seu processamento.

A matéria-prima proveniente da Italia, Espanha e india apresentam eficiéncia superior
aquelas aos provenientes da China e Coréia do Sul. Essa diferenga pode ser resultado dos
tipos de polimorfos dos principios ativos (PA) presentes nos farmacos.

Assim, é necessdrio uma analise prévia da matéria-prima para se identificar e
quantificar os compostos com acdes benéficas, para que os medicamentos produzidos sejam
de melhor qualidade, trazendo, com isso, um melhor retorno para saude publica,
principalmente dos mais carentes, que fazem uso de medicamentos genéricos e similares, e

para a industria farmacéutica.

1.3 Porque estudar a estrutura cristalina dos farmacos

As moléculas organicas, entre elas, os farmacos, podem existir em mais de uma
estrutura cristalina (polimorfo). Polimorfismo é definido como a propriedade de uma
substancia de se cristalizar em mais de uma estrutura cristalina. Pseudo-polimorfismo se trata
da oclusdo de solventes na estrutura cristalina. Mas para industria farmacéutica o termo
polimorfismo é usado englobando tanto os polimorfos quanto os pseudo-polimorfos, e
considerando até mesmo o material amorfo. O polimorfismo apresenta, portanto, diferencas

em sua rede cristalina que podem apresentar diferentes propriedades. Além disso, os farmacos
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recebem a aprovacdo de uma agencia reguladora para um polimorfo, pois quando o
medicamento é administrado por via oral sua taxa de dissolucdo foi estudada exatamente para
o s6lido cristalino do principio ativo regulamentado®.

A diferenca na periodicidade implica em diferenga na energia de ligacdo, portanto,
diferentes reatividades entre os varios arranjos tridimensionais das moléculas. Para moléculas
conformacionalmente flexiveis, forcas intramoleculares também podem contribuir para tais
diferengas. Estatisticamente 85% dos principios ativos (PA) apresentam polimorfismo®. Na

Tabela 2 estdo relacionadas as propriedades que podem ser afetadas as diferentes formas

cristalinas.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas que podem ser afetadas por diferentes estruturas cristalinas.
Volume e densidade molar;

Empacotamento indice de refracéo;
Condutividade elétrica e térmica;

Higroscopicidade;

Temperatura de sublimacao e fuséo;
Energia interna (isto é energia estrutural);

Entalpia;
Capacidade Calorifica;
Propriedades Entropia;
termodinamicas Energia livre,

potencial quimico
Atividade termodinamica
Presséo de vapor
Solubilidade

TransicOes eletronicas (ultra-violeta)
Transi¢des Vibracionais (absorcéo do espectro do
. infravermelho e Raman)
Propriedades - S <
L Transi¢Oes Rotacionais (absorcdo do espectro do

Espectroscopicas : :
infravermelho e microondas)
Transi¢Oes nucleares (spin) (espetro de ressonancia
magnética nuclear).

Razao de dissolucéo;

Propri,eglades Variagdo nas reacdes de estado solido
Cineticas Estabilidade
_ Energia livre de superficie;
Propriedades de TensGes interfaciais;
Superficie Forma:
Propriedades Dureza;

Mecanicas Forca tensdo;
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As diferencas nas propriedades fisico-quimicas sdo dependentes da estrutura do
polimorfo, processamento e formulagdo. Durante 0 processamento pode ocorrer
transformacéo de fase, por exemplo: secagem, compactagcdo, moagem. Esta mudanca de fase
pode afetar a estabilidade do produto e em alguns casos a biodisponibilidade do farmaco.

Assim se torna altamente relevante o estudo das possiveis formas cristalinas dos
farmacos (polimorfos). O conhecimento das estruturas cristalinas dos polimorfos reduz a
possibilidade de surpresas no resultado, pois permite controlar o processamento de forma a se
obter o resultado desejado. Ou seja, a compreensdo entre a propriedade de estado sélido e a
estrutura cristalina pode ser utilizada para a otimizacdo operacional e para estratégia da

formulacédo, diminuindo problemas posteriores.

1.4 Farmacos no estado solido

A maior parte dos produtos farmacéuticos, tanto os principios ativos quanto 0s
excipientes é encontrado no estado s6lido assim como suas administracdes™. Assim, merecem
atencdo especial as formas farmacéuticas no estado sélido, cuja dissolugdo pode ser afetada
significativamente pelas caracteristicas inerentes ao proprio farmaco, bem como pela presenca
de excipientes que favorecam ou dificultam essa dissolucdo, além das técnicas de fabricacéo
empregada **. Portanto, formas farmacéuticas sélidas de uso oral, de liberacdo imediata ou
modificada, sdo aquelas que, potencialmente, podem apresentar problemas em relacdo a
biodisponibilidade e & bioequivaléncia'®*®. Ver Anexo 3.

A cristalizacdo € amplamente utilizada para a producdo de uma vasta gama de produtos
quimicos. A qualidade de um produto cristalino esta relacionado principalmente com a
distribuicdo do tamanho de cristalito, forma do cristal, pureza, estado de solvatacdo e
polimorfismo®.

A existéncia de polimorfismo pode influenciar a biodisponibilidade, a estabilidade
quimica e fisica do farmaco e ter implicac6es no desenvolvimento e estabilidade da forma
farmacéutica, levando-se em consideracdo as alteracdes ocorridas nas caracteristicas dos
cristais®’.

O polimorfismo decorre das condicdes empregadas na sintese e purificacdo da
substancia, dependendo, por exemplo, do tipo de solvente utilizado e da temperatura da
reacdo. Dois polimorfos de um mesmo composto podem ser tdo diferentes em estrutura

cristalina e propriedades fisicas como dois compostos distintos, sendo que essas diferencas
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manifestam-se enquanto o farmaco esta em estado sélido, ou seja, uma vez obtida em solu¢édo
as diferentes formas ndo podem mais ser distinguidas. Portanto, podem ser esperadas
diferengas na agdo do farmaco, em termos farmacoldgicos e terapéuticos devido a presenca de
polimorfos em formas farmacéuticas solidas, assim como em suspensdes. Outro fator
importante € que o polimorfo menos estavel tende a se transformar no polimorfo mais estavel
(transicdo polimorfica), o que pode ocorrer em funcdo do tempo e da temperatura de
armazenamento, do tipo de processo de compresséo utilizado e da reducdo do tamanho de
particulas. Caso no momento da formulacdo ndo seja verificado qual serd o polimorfo
utilizado, pode-se obter um produto ineficaz devido ao comprometimento da dissolucdo do
farmaco e, conseguentemente, de sua biodisponibilidade.

Outros fatores ligados as propriedades fisico-quimicas do farmaco também devem ser
considerados:

Tamanho das particulas: com a reducdo do tamanho das particulas do farmaco obtém-se maior

area superficial do sélido em contato com o meio de dissolugdo, resultando em maior
velocidade de dissolucdo, por isso tem efeito significativo na biodisponibilidade e/ou
estabilidade.

Higroscopicidade: as formas anidras dos farmacos apresentam atividade termodindmica maior

em relacdo aos seus hidratos correspondentes e, conseqlentemente, maiores solubilidade e
velocidade de dissolugdo em relacdo as formas hidratadas.

Solubilidade: somente o farmaco dissolvido nos liquidos do trato gastrintestinal pode ser
absorvido, o que requer determinada hidrossolubilidade; entretanto, o farmaco deve
apresentar também certa lipossolubilidade para atravessar as membranas bioldgicas que séo
de natureza lipoprotéica; os compostos relativamente insollveis tém absor¢do incompleta ou
irregular*?,

Polimorfos podem ser classificados como monotropicos ou enantiotropicos. No
primeiro caso em um par de polimorfos, um é estavel em toda faixa de temperatura até o
ponto de fusdo, no grafico de energia livre vs temperatura ndo ha temperatura de transicdo
porque ndo ha cruzamento entre as linhas dos polimorfos sendo um sistema irreversivel
Figura 1(a) , exemplo deste sistema € a metalozona e o palmitato de clorofenicol. No segundo
caso, um polimorfo é estavel, tendo menor energia livre e solubilidade numa certa faixa de
temperatura e pressdo enquanto outro é estavel tendo menor energia livre e solubilidade em
outra faixa de temperatura e pressao. Esse sistema pode ser reversivel tendo uma temperatura

de transicdo no cruzamento da curva de energia livre vs temperatura antes do ponto de fuséo
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Figura 1(b); exemplos que mostram este comportamento séo a carbamazepina (Forma Ill e 1),
18-19

metoclopramida e tolbotamida

L
gy Wy

!
s o

Temperatura (K) Temperatura (K)

Figura 1. Grafico deTemperatura vs Energia para (a) polimorfos monotrépicos e (b) polimorfos enantiotropicos.
:

Assim o estudo dos farmacos no estado solido e sua caracterizacao fisico-quimica sao
importantes para: Seguranca e liberacdo adequada do medicamento; Protecdo da substancia
ativa; Mascarar sabor e odor; Permitir formulacdo de preparacdes liquidas de substancias
insoltveis nos fluidos bioldgicos; Controlar a liberacdo do ativo; Possibilitar a inser¢do da
substancia ativa em determinada via de administracéo.

No contexto mundial, o polimorfismo é fonte de bastante discussao, ja que pode afetar
diretamente tanto a salde publica quanto a industria farmacéutica, deste Gltimo o maior
interesse é no que tange as patentes que seria 0 meio de manter exclusividade. Mas como se
observa na Tabela 3, ainda falta, por parte das agéncias reguladoras, uma resolucdo sobre a

politica dos polimorfos.

" Fonte: Bernstein,J. in Polymorphism in Molecular Crystals p.34-35 (2002)
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Tabela 3. Situacdo dos pedidos de patentes das formas polimdrficas de alguns paises.

Pais / Organizacéo Situacdo de pedidos de patentes sobre formas polimorficas
Africa do Sul Sem mencdo especifica na lei.***
Argentina Sem mencao especifica na lei; com exemplo de patente concedida.*

Mencdo especifica nas diretrizes de exame, condicionando aos requisitos
de patenteabilidade; com exemplo de patentes concedidas.*

Expressamente regulamentada em lei a questdo das formas polimorficas,

india condicionando aos requisitos de patenteabilidade e particularmente ao
aumenta da eficacia.** com exemplo de patente concedida.*
JJapio Sem mengéo especifica na lei; com exemplo de patente concedida.****
‘Rassia Sem mengao especifica na lei; com exemplo de patente concedida.*

*Sem acesso ao quadro reivindicatério concedido

**Conforme o item 3(d) do The Patentes (Amendment) Act, 2005, india

***Andamento dos pedidos ndo disponiveis na base de dados

****quadros reivindicatdrios analisados quanto a matéria concedida (produto, processo, composicao e uso
Fonte: INPI*

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI)
simplesmente um novo polimorfo ndo é considerado atividade inventiva, que é fundamental

para o patenteamento.

... A Lei ndo faculta ao INPI descartar pedido de patente por se tratar de polimorfo
ou de segundo uso, pois ndo incluiu tais naturezas de solicitacbes na lista de
exclus@es, que é exaustiva e ndo exemplificativa. Na forma da Lei, a negativa deve
decorrer do fato de ndo haver novidade e atividade inventiva...

... A atividade inventiva de uma forma polimorfica sera aferida ao se constatar um
efeito que solucione um problema do estado da técnica suficientemente
diferenciador, como por exemplo: aumento na estabilidade, solubilidade aparente e
processabilidadef.

Neste contexto é de grande importancia a aplicacdo de varias técnicas como, analise
térmica®®, RMN, Microscopia, difracdo de raios X', entre outras, tanto para o estudo de
novos farmacos, os quais sdo moléculas orgéanicas e, portanto, dificeis de serem obtidos na

forma pura, quanto para o controle de matérias-primas para fabricacdo medicamentos.

i http://www.inpi.gov.br/menu-esquerdo/patente/discussoes-tecnicas/polimorfismo/index_html#Metodologia
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1.5 Difragéo de raios X e método de Rietveld

A difracdo de raios X assume muitas funcdes nas analises farmacéuticas. A difracdo de
policristais € uma poderosa ferramenta no estudo de polimorfos: primeiramente porque
permite alta precisdo nos resultados de estrutura cristalina; permite também o estudo de
sistemas com mais de uma fase e conseqlientemente de diferentes polimorfos, podendo assim
ser identificado & contribuicio de cada fase %.

Farmacos sao tipicamente sélidos organicos que existem numa numerosa forma que
caracterizam diferentes propriedades fisicas e quimicas. Podem ser isolados em diferentes
formas cristalograficas da mesma substancia quimica em diferentes polimorfos, solvatado,
anidro e amorfo. Este fendmeno apresenta uma oportunidade para o cientista que esta
interessado em entender a estrutura e/ou propriedades relacionadas em sélidos organicos.
Dessa maneira o polimorfismo e as suas implica¢6es nas atividades dos farmacos, tém gerado
um grande interesse na caracterizagéo de sélidos farmacéuticos .

Assim a difracdo de raios X por policristais (DRXP) é uma técnica poderosa para anélise
quantitativa e qualitativa de misturas sélidas cristalinas®*. Para analise de farmacos, a DRXP
tem se mostrado viavel gracas aos avancos tecnologicos que permitiram melhorar
significativamente os dispositivos de geracdo de raios X (anodo rotatorio, luz Sincrotron),
deteccdo de raios X (detectores de estado sélido, sensiveis a posi¢do, multiplos detectores) e
resolucdo (luz sincrotron, monocromadores sagitais, espelhos de focalizacao e outros).

Tudo isso resultou em maior sofisticagdo na caracterizagdo de farmacos, possibilitando
obter uma maior quantidade de informagdes do padrio de difracdo do que se tinha até entdo®.
O Método de Rietveld de refinamento de estruturas cristalinas tem mostrado um grande
potencial para a identificacdo e quantificagdo de compostos organicos, principalmente devido
aos avangos, citados acima, de geracdo e deteccdo de raios X, e aos avangos dos recursos
computacionais. Com o método de Rietveld é possivel identificar, sem ambiguidade, os
polimorfos e quantificar cada um. Entretanto, o método € limitado aos casos onde a estrutura

cristalina é conhecida.

2 Motivacéao

Moléculas orgéanicas frequentemente se cristalizam em diferentes formas (polimorfos).

Estes polimorfos apresentam estrutura quimica idénticas, mas com estruturas cristalinas
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diferentes e propriedades fisicas distintas como, por exemplo, a solubilidade, a razdo de
dissolucéo, a estabilidade ou biodisponibilidade. Conseqlientemente, € importante identificar
e controlar a forma polimorfica e a pureza do polimorfo em todos os estagios de producéo de
um medicamento.

Como exemplo de polimorfos, podemos citar o paracetamol (acetaminofen), que € um
importante analgésico e antipirético com seus 2 polimorfos mais conhecidos. O monoclinico
(P2:/n) é termodinamicamente estavel a temperatura ambiente e é facilmente obtido como
monocristal. O ortorrdbmbico (Pcab) é metaestavel a temperatura ambiente, pois com o
armazenamento prolongado (3-4 meses em temperatura ambiente, ou 1 hora a 90°C e pressao
aproximadamente de 2,34 kPa) a estrutura passa para monoclinica®. Porém, numa busca no
banco de estruturas cristalinas, Cambridge Structural Database® (CSD), mais estruturas sio
encontradas do que as normalmente citadas na literatura: 1 estrutura triclinica, 12
monoclinicas e 7 ortorrdbmbicas.

Outro exemplo em que se pode aplicar a difracdo de raios X € a questdo da analise da
hidratacdo de um farmaco (que pode ser chamado de pseudo-polimorfo), pois também pode
mudar suas propriedades fisicas e sua estrutura cristalina. O naproxeno, um conhecido
antiinflamatério, como demonstrado por Kim et al. * que estudaram a influéncia do farmaco
monohidratado, dihidratado e anidro, concluiram que a forma monohidratada é mais estavel
que a dihidratada, ja que a forma anidra s é observada apos total desaparecimento da forma
dihidratada.

Assim, tdo importante quanto a sintese de novos farmacos € a caracterizacdo de suas
formas polimérficas, ja que elas podem influenciar de forma significativa o funcionamento de
um medicamento. Dessa forma, a necessidade de novas pesquisas para o esclarecimento
destas formas se torna imprescindivel. A técnica por difragdo de raios X vem de encontro a
essas necessidades, pois € adequada para a analise destes farmacos (solidos cristalinos)
podendo, através dos métodos de Rietveld ou modificado de Scarlett-Madsen, identificar e
quantificar os polimorfos matérias-primas e medicamentos.

Outra motivacdo para o desenvolvimento desse projeto esta nas normas da agéncia
reguladora brasileira (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA), que devera
requerer como técnica para a caracterizacdo de polimorfos a difracdo de raios X por
policristais e monocristais e, como técnicas suplementares, métodos espectroscopicos e
termogravimétricos. A difracdo de raios X por monocristais é usada para determinacdo de
estruturas. A difragéo por policristais deve ser usada para caracterizar o material em busca de
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polimorfos, como descrito acima. A ANVISA, para a liberagdo de um novo produto pela
industria farmacéutica, requer que os farmacos sejam caracterizados em cada etapa da
producéo para certificar que ndo houve alteracdo do principio ativo durante o processamento.
Também requer analises do produto apds serem submetidos por certo tempo em ambientes
com alta umidade. Em todas as etapas, a estrutura do PA ndo deve sofrer alteragdes
estruturais. A difracdo de raios X pode ser a ferramenta indicada em todas essas etapas. Essas
analises ndo vém sendo realizadas adequadamente para comprovar a eficiéncia do produto, ou
seja, os difratogramas sdo obtidos em laboratdrios onde o técnico realiza a medida e entrega a
indUstria farmacéutica onde sera analisada por um farmacéutico ou quimico, sem o
conhecimento adequado para realizar as andlises dos difratogramas e verificar possiveis
alteracoes.

A terceira motivacdo esta relacionada com a contribuicdo que ela pode trazer para a
melhoria da salde publica, contribuindo com antigas politicas de varios governos do Brasil,

de prestar atendimento as populacGes carentes.
3 Farmacos Estudados

3.1 Acido Mefenamico

Farmacos antiinflamatorios ndo esterdides (AINES) desempenham papéis essenciais
como antiinflamatério, analgésico e antipirético. Fenematos, como, por exemplo, o Acido
Mefenamico, sdo os AINEs mais frequentemente usados clinicamente para a reducdo de
inflamac&o e dor associada & artrite e para dores causadas pelo periodo menstrual®. Além
disso, os efeitos potenciais dos AINEs sobre o sistema nervoso central, tais como a neuro-
protecdo, tem instigado estudos clinicos para a prescri¢do na doenca de Alzheimer®. A Figura
2 apresenta a molécula do &cido mefendmico CisHisNO, é&cido  (2-(2,3-

dimetilfenil)aminobenzdico).

HO =0 CH,

NH
CHjy

(a) (b)

Figura 2. (a) Molécula do Acido Mefenamico e (b) formula estrutural plana Cy5H1sNO,.
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Segundo a farmacopéia americana (USP) o acido mefenamico € um po6 branco
acinzentado, soltvel em agua, pH 7,1. Solavel em solucdes alcalinas; moderada solubilidade
em éter, cloroférmio; ligeiramente solvel em etanol. Peso molecular de 241,29 g.mol™. Na
Tabela 4 apresenta interacfes medicamentosas do &cido mefendmico com outros farmacos. A
patente de preparacéo ¢é da Parke-Davis: BE 605302(1961); US 3138636 (1964).

E comercializado como genérico pelos laboratorios Genéricos, EMS, Legrand
genéricos, Medley e biossintética. Similares Royton (Mefenen), Legrand (Posndril), Hexal
(Pontin) e Delta (Pontrex). O medicamento de referéncia é o Ponstan® comercializado pela

Pfizer.

Tabela 4. InteragBes medicamentosas entre alguns farmacos e o0 acido mefenamico.

Acenocumarol Aumenta o efeito anticoagulante
Alendronato Aumenta o risco de toxicidade géstrica
Anisindiona Aumenta o efeito anticoagulante
cicolspirina Monitor for nefrotoxicidade

Dicumarol Aumenta o efeito anticoagulante
Metotrexato Aumento do efeito e toxicidade metotrexato
Varfarina Aumenta o efeito anticoagulante

O écido mefendmico é descrito na literatura como tendo duas formas polimorficas
(Formas 1 e I1) **%. No CSD existe uma estrutura determinada, uma indexada e com solventes

existem trés, todas mostradas na Tabela 5.

Tabela 5. Estruturas cristalinas encontradas no banco de dados CSD para o acido mefenamico.

XYANAC XYANACO01* NASBEP* NASBIT* NASBOZ*
Grupo P1 P1 P1 P21/a P1
espacial
a(A) 14.556 7.337 7.721 28.924(1) 7.761(2)
b (A) 6.811 14.306(2) 15.687 8.134 17.456(5)
c(A) 7.657 6.790 7.568 7.617 7.564(1)
o’ 119.57 101.01 91.05 90 90.26
B° 103.93 114.64(2) 103.85 90,07 97.31
y° 91.30 76.05(1) 83.95 90 97.78
Solvente -- -- hidroxipropilamina bis(2-hidroxietil)amina  tris(2-

hidroxietilamina

* Estruturas apenas indexadas.

Na ficha cristalografica ndo ha informacdo de qual forma polimorfica se refere a

estrutura. Kato et al (2006)** descrevem as duas formas polimérficas com estudos de difracdo

de raios X e de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) que estdo mostrados na Figura 3.
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A comparacdo dos difratogramas apresentados Figura 3 e a simulacdo de um
difratograma baseado na estrutura cristalina descrita na base CSD (Figura 4) mostraram que

essa estrutura cristalina conhecida é a forma I.

O
OO
O O
O O
260(°) Temperatura(°C)

Figura 3. (a) Difratograma de raios X e andlise térmica (DSC — 10°/min em nitrogenio (30 mL/min)) da Forma |
do écido r&efenémico; (b) Difratograma de raios X e DSC da Forma Il do &cido mefenadmico descrita por Kato et
al (2006) **.

A Figura 4 apresenta a simulacdo do difratograma realizado com os dados da estrutura
cristalina descrita por McConnell & Company (1976)*® (XYANAC) obtidos no CSD. As
diferencas nas intensidades dos picos podem ser atribuidas a problemas de orientacéo
preferencial. Pode-se observar a presenca dos picos deixados em evidéncia no trabalho de
Kato38et al (2006). As pequenas diferencas em 206 podem ser relacionadas tanto com o
deslocamento da amostra quanto a pequenas varia¢fes na cela unitaria do farmaco ou outras
aberracBes experimentais (divergéncia axial, distribuicdo de tamanho de cristalito,
transparéncia da amostra) (ver secdo 4.7 e Anexo 4). Os picos de difracdo caracteristicos da
forma 11 néo estéo presentes no difratograma simulado ou apresentam grandes diferencas de
intensidade, como no caso do pico em 25,6° (26) que na forma | tem intensidade relativa
extremamente baixa (0,2) e na forma Il refere-se ao terceiro pico mais intenso. Assim conclui-

se que se trata da forma I.
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Figura 4. Difratograma do Acido mefenamico gerado pela estrutura descrita por McConnell & Company
(1976)*, condicdes de equipamento convencional Ac, = 1,5406 A.

Muitos trabalhos na literatura mostram a caracterizacdo das formas polimoérficas do
4cido mefenamico por DSC 33" Que apresenta que a forma | identificada pelo pico de
transicdo para a forma Il, em torno de 170°C seguido do pico de fusdo desta que acontece em
~230°C enquanto que o DSC da forma Il apenas apresenta seu pico referente a fusdo. Porém,
se 0 pd apresenta pequena quantidade da forma | e condi¢cdes réapidas, a analise podera
fornecer o mesmo resultado que o da forma Il. Ou seja, DSC é uma ferramenta que permite a
identificacdo das formas do acido mefenamico, mas é necessario estar atento as limitacfes da
técnica.

A Forma | é a forma mais estivel, podendo ser convertida na forma Il por
aguecimento a 160°C*’, segundo Kato et al (2006)** essa transformacao ocorre entre 142,5°C-
150°C. Outra diferenciacdo entre estes polimorfos é relacionada a cor do pd cristalino
enquanto a forma | é branca a forma I1 é verde®’.

As formas | e Il apresentam diferentes solubilidades e estabilidades, segundo Kato
39T al (2006)**. A razéo de dissolucdo de ambas é maior em uma mistura de solvente (acetato
de etila — etanol) menos polar. A forma Il apresenta maior razdo de dissolucéo e saturacdo de
concentracdo que a forma | em misturas de solventes como etanol-agua e etanol- acetato de

etila, a forma 11 converte totalmente em forma I depois do equilibrio com estes solventes®”.

3.2 Carbamazepina

Carbamazepina, segundo a farmacopéia Americana (USP), é um po branco, ou quase
branco, praticamente insoltvel em &gua e solivel em élcool, acetona e propileno glicol.

A Carbamazepina teve a patente de sua sintese em 1960 %, ¢ da classe terapéutica do
sistema nervoso central, € um anticonvulsivante e analgésico, rotineiramente usado no

tratamento de epilepsia®, neuralgia trigeminal e transtornos psiquiatricos®. Quando
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administrado com outro anticovulsionante, € possivel prevenir um ataque epilético. Mas,
efeitos colaterais graves sio relacionados a pele, rim, cerebro e figado®.

A Figura 5 apresenta a molecula da carbamazepina (CisHi3pN,O — 5H-
Dibenzo(b,f)azepina-5-carboxamida).

(@) (b)
Figura 5. (2) Molécula da Carbamazepina e (b) férmula estrutural plana Cy5H:,N,0.

No Brasil é comercializada pela Nortec Quimica e Novartis. O medicamento de
referéncia é o Tegretol da Novartis. Como genérico é produzido pela Unido Quimica, Teuto,
Sanval, Novartis, Neo Quimica, Medley, Genéricos Germed, Eurofarma, EMS, Cristélia,
CAZI, Biosintética. Como similar é produzido pela Unido Quimica (carbamazepina/uni
carbamaz); Teuto (carmazin); Sanval (convulsan); Neo Quimica (Tegrex); Cristélia
(Tegretard); Cazi (Tegrezin); Abbott (Carbamazepina).

A Tabela abaixo apresenta algumas drogas (hd mais de oitenta) que apresentam
interacfes medicamentosas com a CBZ. Ou seja, 0 uso concomitante dessas drogas ird causar
efeitos indesejados™.

Tabela 6. Alguns medicamentos que apresentam intera¢gGes medicamentosas com a CBZ.

Alprazolam Reduz o efeito do benzodiazepina
Atorvastatina Diminui o efeito da estatina

Cimetidina Aumenta o efeito da carbamazepina

Etinil Estradiol Pode causar pequena diminuicao do efeito contraceptivo
Fluconazol Aumenta o efeito da carbamazepina
Fluoxetina Aumenta o efeito carbamazepina

Isotretinoina Diminui o efeito carbamazepina

Praziquantel Notadamente diminui os niveis de praziquantel
Risperidona Diminui o efeito da risperidona

Ritonavir Aumenta o efeito da carbamazepina

Sertralina Aumenta o efeito da carbamazepina
Simvastatina Diminui o efeito da estatina

Warfarin Diminui o efeito anti coagulante

Ziprasidona Aumenta o efeito e toxicidade da ziprasidona
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O polimorfismo da CBZ é amplamente estudado na literatura. Algumas referéncias

designam a Carbamazepina como tendo 4 formas anidras, um dihidratado e alguns solvatos.

Mas uma busca no banco de dados da CSD (Cambridge Structural Database) fornecido pelo

Cambridge Crystallographic Data Centre, verifica-se que existem 5 formas anidras, 3 formas

dihidratadas e 37 solvatos. A Tabela 7, sumariza os polimorfos encontrados no CSD. Nao

foram encontrados estudos sobre a forma anidra de grupo espacial Pbca além do artigo com a

determinacdo de sua estrutura. A Tabela 8 apresenta as densidades e habitos dos principais

polimorfos da CBZ.

Tabela 7. Polimorfos da Carbamazepina encontrados no banco de dados do CSD.

CBZ Forma  Grupo a(A) b(A) c(A) o’ B° v° Ref
Espacial
Anidra o P2, 7537(1)  11,156(2) 13,912(3) 90 92,86(2) 90 2
1T} P2,/c 7,529(1)  11,148(2) 15470(2) 90 116,17(1) 90 -
1T P2./n 7534(1) 11,150(2) 13,917(3) 90 9294(4) 90 4
1l R3 35454(3) 35454(3) 5,253(1) 90 90 120 s
Iy PI 5,171 20,574(2) 22,245(2) 84,12 88,01 85,19 46
v C2lc 26,609(4) 6,927(1) 13957(2) 90 109,70 90 o
Pbca 9,088(2)  10,425(4) 25,005(7) 90 90 90 48
Acetona P1 9,001(3) 7,441(2)  13,755(3) 119,48(1) 78,96(2)  101,61(2)
dihidratada Abam 28,659(9) 4,924(2)  19,748(5) 90 90 90 49
dihidratada Cmca 19,630 4,843 28,805 90 90 90
dihidratada P2,/c 10,066(2) 28,719(5) 4,831(1) 90 103,45(1) 90 o0
dihidratada P2,/c 10,105 28,809(1) 4,838 90 103,87(1) 90 o1
Furfural P2,/n 5,182 26,045(1) 20,573(1) 90 91,30 90 >
Acido P2,/n 15,014 5,287 20,249 90 101,74 90
trifloroacético
Acetamida P2,/c 7,505 19,506(2) 11,781(1) 90 96,60 90 53

Outros solvatos da CBZ estdo listados a seguir:

2,2,2-trifluoretano;

acido 2,6-piridinadicarboxilico;
4,4'-bipiriding;

acido 4-aminobenzoico monohidratado;
acido 4-aminobenzoico;

acido 5-nitroisoftalico e metanol;

acido acético;

acido adamantane-1,3,5,7-tetracarboxilico;
brometo de amonio;

cloreto de amonio;

aspirina;

acido butandéico;

dimetilsulfoxida;

benzoquinona;

formamida;

acido férmico;
isonicotinamida;

acido malénico;
metilpirrolidona;
N,N-dimetilformamida;
nicotinamida;
nitrometano;
pirazina-N,N'-dioxido;
quinoxalina-N,N'-diéxido;
sacarina;
tereftalaldeido;
tetraidrofurano;

acido trimesico;
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Tabela 8. Habito e densidade dos polimorfos da CBZ segundo a literatura®’.
Forma CBZ Densidade (g.cm™) Habitos

I 1,343 agulha
I 1,235 -
i 1,343 prisma
\Y 1,268 plagqueta
A Forma Il ¢é utilizada comercialmente porque apresenta maior estabilidade a

temperatura ambiente e maior solubilidade e biodisponibilidade®. A forma IV pode se
formar, sob algumas condigdes, durante a formulagdo do medicamento. A forma IV apresenta
menor solubilidade que a forma Ill, consequentemente a presenca afetaria a
biodisponibilidade, assim como a presenca dos outros polimorfos da CBZ>®. A Forma Ill e a
Forma | é um par enantiotropo, sendo transformacdo da forma Ill na forma | a ~185°C , a
Forma Il pode ser obtida por recristalizacdo da forma Il de uma solucdo supersaturada em
etanol a 0°C, a forma IV de recristalizagdo em metanol a 80°C>>*°,

As Formas | e Il podem ser distinguidas por DSC, como apresenta a Figura 6. A
Forma | apresenta um evento endotérmico em 192°C referente a sua fusdo; e a Forma lll
apresenta um evento endotérmico em 175,7°C referente a sua fusdo, um evento exotérmico a
176,6°C referente a cristalizacdo da forma | e por ultimo um evento endotérmico em 191,3°C

referente a fusdo da forma I.

Farm 1 {_
176,6°C 1920C
Form [l 175,70(: ) 4
191,3°C
ggmu 160 180 200 220
[N

Temperatura (°C)

Figura 6. Curvas de DSC dos polimorfos | e Il da CBZ descritos por Ghita (2008)** sob aquecimento de 10°C
min™ e atmosfera de nitrogénio.
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Para a caracterizacao inequivoca dos polimorfos da CBZ a difracédo de raios X é uma
boa opcdo como se observa na Figura 7, que apresenta o difratograma caracteristico de cada
polimorfo e que aparentemente tem picos de facil diferenciacdo entre eles. E para uma
possivel mistura de polimorfos é possivel a utilizacdo do M R e quantifica-los ja que estes tem

a estrutura cristalina conhecida.

Figura 7. Difratogramas de raios X para as Formas LIl 1l e IV da CBZ gerados a partir de suas estruturas
cristalinas “***" encontradas no banco de dados CSD e condig6es de equipamento convencional Ac, = 1,5406 A.

3.3 Tibolona

A tibolona (IUPAC — (7a,17p)-17-etinil-17-hidroxi-7-metilester-5(10)eno-3-ona) é um
farmaco usado para reposi¢cdo hormonal feminina apds a menopausa e em 2001 verificou-se
que ele também age na prevencao da osteoporose, e embora cause a diminui¢do do HDL (bom
colesterol), ndo aumenta os riscos da mulher sofrer problemas nos vasos cardiacos® ®.

Também se verificou que ela pode prevenir cancer em mulheres pés-menopausa®®®3. Depois
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da administracao oral ele é rapidamente convertido em trés metabolitos. Dois sdo estrogénicos
e 0 terceito progesténicos®*.

Tem sua patente de preparacdo apresentada pela empresa Organon por Jonh e Vliet
(1967) US 3340279 ® e outra patente também de posse da Organon do processo de obtencao
melhorado por Winter e Harryvan (1969), US 3475465 .

OH
CH3l —cH

(a) (b) Y

0 CHg

Figura 8: (a) Molecula de Tibolona e (b) formula estrutural plana (C,1H,505).

A Figura 8 apresenta a molécula da tibolona, que na literatura também o comumente
encontrada por 7aMNa®’. No Brasil comercializada pela industria Libbs Farmoquimica Ltda,
vendida como medicamento similar pelas inddstrias Cifarma, Libbs, Organon, Biolab Sanus,
Greenpharma, Farmoqguimica e Neoquimica. O medicamento de referéncia para a dosagem de
1,25 mg é o Libiam® comercializado pela Libbs enquanto que o de 2,50, Livial® é
comercializado pela Organon.

A tibolona apresenta dois polimorfos que sdo designados como polimorfo triclinico de

1%® e 0 monoclinico de grupo espacial P2,%. Seus difratogramas gerados a

grupo espacial P
partir de suas estruturas cristalinas estdo mostrados na Figura 9. Neste caso a caracterizacdo
visual por difracdo de raios X é dificultada pela alta sobreposicdo dos picos dos dois
polimorfos, porém adequadamente caracterizada levando-se em conta suas estruturas

cristalinas, utilizando o MR.
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Figura 9. Difratogramas gerados das estruturas cristalinas dos polimorfos (a) triclinico P1 e (b) monoclinico P2,
da Tibolona com condigdes de equipamento convencional A¢, = 1,5406 A.

A obtencdo da fase triclinica (P1) pode se realizada através de solventes apolares como,
por exemplo, o hexano resultando na caracteristica deste polimorfo que tem o habito em
forma de agulhas enquanto que a fase monoclinica pode ser obtida com solventes de media
polaridade como a acetona e acetonitrila formando habitos de plaquetas®”’.

No organismo, a tibolona, se converte rapidamente em trés metabolitos sendo o
principal o 3o0-OH-tibolona (propriedade estrogénica) seguido do 3p-OH-tibolona
(propriedade estrogénica) e o isomero A* " também chamado de isotibolona. A formagéo

destes metabdlitos é o que confere a tibolona sua atividade hormonal.

3.4 Isotibolona

A isotibolona é um metabdlito importante da tibolona também encontrado na literatura
como isdmero A* e tem propriedades tanto progesténica como androgénica’®. Estudos tém
verificado que esse isdbmero pode evitar o crescimento de células cancerigenas, quando
metabolizado, em mulheres pds-menopausa®®®*’*"2 porém, quando no medicamento, seu

efeito pode ser o inverso e é, portanto, indesejado na matéria-prima.



46

OH
CH3|l —cH

(@) (b)

7
oid CHg

Figura 10. (a) Molécula da Isotibolona e (b) férmula estrutural plana(C,;H,505).

A isotibolona néo tinha a estrutura cristalina determinada. Assim, o doutorando Gabriel
Lima Barros de Araujo a sintetizou para que pudesse ser caracterizada. Ela foi indexada
usando DRXP" para a sua identificacdo em misturas. Sua estrutura cristalina também foi

determinada e usada na quantificacdo em matérias primas de tibolona.

3.5 Mebendazol

Mebendazol (IUPAC (5-benzoil-1H-benzimidazol-2-il)carbamato de metila) e um pé
branco ligeiramente amarelado, insolGvel em &gua, solugdes &cida, alcool, éter e cloroférmio,
teve sua patente de preparacdo US 3657267 em 1972. E utilizado como anti-helmintico (ativo
para nematodeos e cestoideos), sendo eficiente para infestacbes de mais de um tipo de verme.
A Figura 11 apresenta a molécula do Mebendazol*">.

No Brasil é comercializada pela indistria Formil. E vendido como similar pelos
laboratorios Belfar, Ducto, Sanval, Herald’s, Hypm, Pharmascience, Royton, Biofarma,
Greenpharma, Geolab, Elofar, Osorio de Moraes, Ache, Neo quimica, Multilsb, Bunker,
Nycomed pharma, Janssen-Cilang, Teuto, Profarb, Unido quimica, Globo, Cifarma, Lasa e
Delta; como genérico pelos laboratorios Legrand genéricos, Lasa, Mariol, Cifarma, EMS,
Prati.Donaduzzi, Medley, Abbot, Genericos Germed, Geolab, Biossintética, Biolab, Cimed,
Teuto, Neo quimica e Cristalia; O medicamento de referéncia de 100mg é comercializado
pela Ache (Necamin®), o de 20mg (solugéo) e de 500 mg pela Janssen-Cilang com nome de
Pantelmin®. Os muitos laboratérios optam por produzir este medicamento primeiramente
pela procura, principalmente porque no Brasil existem problemas de saneamento basico o que
prolifera este tipo de doenca em nas areas afetadas e também porque ¢ um medicamento de

baixo custo.
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(b) )—NH
N
Figura 11. (a) Molecula de Mebendazol e (b) formula estrutural plana C,6H13N30s.

O mebendazol é descrito como tendo trés formas polimorficas forma A, forma B e
forma C. Em meio fisioldgico a solubilidade dos polimorfos é: Forma B > Forma C > Forma
A. A forma C é a preferida por causa de seu aumento de solubilidade em &gua e tendo

adequada biodisponibilidade. O medicamento n&o possui atividade anti-helmitica™ ™

se a
Forma A esta acima de 30%.

Estudos de estabilidade térmica’ mostram que, sob aquecimento, os polimorfos C e B
se transformam no polimorfo Forma A, em temperaturas acima de 170°C e 210°C,
respectivamente e que os polimorfos B e C ha alteracdo da estrutura cristalina e a fusdo da
forma A",

A Figura 12 apresenta os difratogramas gerados a partir das estruturas cristalinas, da

Forma C e da Forma A”"8.

$ Determinagao realizada Furlan (2009), colaborador do grupo de pesquisa.
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Figura 12: Difratogramas gerados das estruturas cristalinas das formas (a) C e (b) A do Mebendazol

com condigdes de equipamento convencional Ac, = 1,5406 A.

3.6 Atorvastatina

Atorvastatina faz parte da classe das estatinas. Estatinas sdo farmacos frequentemente
prescritas para o combate ao colesterol (LDL - low density lipoprotein), sdo agentes
hipolipemiantes que exercem o0s seus efeitos através da inibicdo da HMG-CoA redutase,
enzima fundamental na sintese do colesterol, levando a uma redugdo do colesterol tecidual e
um conseqliente aumento na expressdao dos receptores de LDL. O alto nivel de LDL no
sangue esté relacionado com a formacéo de lesdes coronérias’®. Atorvastatina é indicada junto
com uma dieta como tratamento de dislipidemia, especificamente hipercolesterolemia.
Também tem sido usado no tratamento da hiperlipidemia’.

Tem como forma molecular CesHesCaF2N4O10 (Figura 13), nome IUPAC (3R,5R)-7-[2-(4-
fluorofenil)-3-fenil-4-(fenilcarbamoil)-5-propano-2-ilpirrol-1-il]-3,5-dihidroxiheptanoato  de
célcio. A patente do medicamento de referéncia Liptor® for descrita por Briggs (1999)%° para
o laboratoério Pfizer, que apresenta a Forma | da atorvastatina célcica, que € o medicamento

mais utilizado para o controle do colesterol e 0 medicamento mais vendido do mundo.



(a)

(b)

HaC cH,
OH OH

(0]
Il o}
©\NH 74 N/\/\/\/\

o Q

F

49

2+
Ca

2

Figura 13. (a) Molecula da Atorvastatina calcica e (b) formula estrutural plana CggHegCaF,N4O 1.

A atorvastatina apresenta 12 formas cristalinas descritas pelas patentes: Briggs
(1999)® Formas I, Il e IV; McKenzie (2000)*'Forma III, Ayalon (2000)** Forma V;
Aronhime (2003 e 2008) 8% VI a X1l e XIV, XVI e XVII.

Nestes pedidos de patente as caracterizacdes foram feitas apenas com RMN **C no

estado solido e difragdo de raios X. Briggs é responsavel pela patente mais valiosa porque é a

utilizada pela Pfizer para o Liptor®. Segundo sua patente a Forma | contém trés moléculas de

agua, tem particulas menores e mais uniformes que a fase amorfa assim como melhores

caracteristicas para filtragem e secagem.

Ayalon (2000) descreve a forma V da atorvastatina, mostrando que esta tem maior

solubilidade em agua do que a Forma | (Figura 14).
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Figura 14. Difratograma da Forma V da atorvastatina segundo a patente WO/2001/036384, medidas de
equipamento convencional Ac, = 1,5406 A.

Apesar destas patentes apresentarem caracterizacdo por difracdo de raios X, ainda nédo
tiveram suas estruturas cristalinas determinadas, mas é apresentada a indexacdo das formas
VI, IX e X. Uma maior discussdo complementa sobre estas patentes é apresentada na secédo
4.6.

A indexacdo da forma | esta descrita, neste trabalho, na se¢éo 9.3.1.

Bertolini (1997)%, apresenta em seu trabalho uma comparacdo entre a atorvastatina
(Liptor®) e a pravastatina (outra estatina utilizada para o controle do colesterol), que a
atorvastatina apresenta melhor eficacia.

No Brasil a atorvastatina calcica é comercializada pela Pfizer como Citalor® e Lipitor®.

4 Introducéo Teorica

4.1 Meétodo de Rietveld

O método de Rietveld realiza um ajuste do padrdo de difragcdo, refinando
simultaneamente os parametros instrumentais (fendas, fator de polarizacéo, radiacao de fundo,
comprimento de onda), estruturais (parametros de rede, posi¢cdes atbmicas, deslocamentos
atdbmicos, ocupacdo atbmica) e os relacionados com as caracteristicas fisicas da amostra
analisada (tamanho de cristalito, microdeformacdo). O método permite refinar a estrutura
cristalina, porém ndo resolve uma estrutura desconhecida. Assim deve-se ter um modelo
estrutural (grupo espacial, cela unitaria e posicGes atdmicas, pode ser usado o arquivo CIF

(cristallographic information file ) para o inicio do refinamento. A funcdo minimizada no
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refinamento é o residuo, M, resultado da comparacéo entre o difratograma experimental e um

difratograma simulado baseado num modelo estrutural:
M = A . b —V. I 2, d = y l
2w (y,(obs) -y, (cal))", onde w, = J7 &)

yi(obs) e yi(cal) sdo, respectivamente, as intensidades observada (experimentalmente) e
calculada no i-ésimo passo do difratograma.
O valor da intensidade calculada em cada ponto é dado por:

Yei = Orsi Z¢ So Zho Jhe LPho |Fh¢|2 Ghei angi Pho + Ybi (2)
onde h séo os indices de Miller da reflexdo (hkl), ¢-i € uma funcdo para corrigir a rugosidade
superficial que ocorre normalmente para materiais com alto coeficiente de absorcédo, S € o
fator de escala, J, é a multiplicidade da reflexdo, Lpn é a equacdo para corrigir pelos efeitos
de Lorentz e de polarizacdo, Fy, é o fator de estrutura, G, é a funcdo que descreve o perfil de
cada pico de Bragg, an € a funcdo para corrigir a assimetria do pico, P, € a funcdo para
corrigir as intensidades pelos efeitos de orientacdo preferencial e y, € a funcdo para corrigir a
linha de base (radiacdo de fundo) do difratograma. A somatdria em ¢ se da para todas as fases
cristalinas e a somatoria em h se da para todas as reflexdes que possuem um pico de difracao
h contribuindo para o i° ponto.

O modelo estrutural de partida deve estar suficientemente proximo do real para que a
intensidade calculada seja suficientemente proxima da observada a fim de que o procedimento
de minimos quadrados possa convergir.

A Figura 15 é chamada de grafico de Rietveld pela comunidade internacional de
usuarios do método e assim serd chamado nessa Tese por fazer parte do jargdo internacional.
Esse grafico consiste da sobreposi¢do do padréo observado (mostrado por pontos) e o padréo
calculado (mostrado por uma linha continua), segmentos de linha verticais que mostras as
posicBes dos picos de Bragg para cada fase, e mais abaixo esta a diferenca entre o

difratograma observado e o calculado.



52

Figura 15. Grafico caracteristico de Rietveld, com o calculado (linha continua vermelha); observado (x em
preto); radiacdo de fundo (linha continua verde); a diferenca entre o observado e o calculado (linha continua
azul) e os picos de Bragg (barra vertical magenta).

Para a andlise dos resultados obtidos com os refinamentos do método de Rietveld, ndo
sO a observacdo grafica é utilizada, sdo também analisados os indices que descrevem a

qualidade do refinamento, descritos a seguir.

Z|Ih0_|h0|

RBragg ou RB =t e
Z Iho
h 3)
ZWi (yio - yic )2
Rponderadodeperfil ou RwP = ZWi (yio )2 (4)

onde I, € a intensidade integrada da reflexdo de Bragg de indice h = (hkl) ao final dos ciclos
de refinamento. Os termos y; se referem as intensidades dos pontos. Os indices o0 e ¢ se
referem as intensidades observadas e calculadas respectivamente. O peso w; da equacdo 4 é
dado pelo inverso da variancia de cada respectiva observacdo (= 1/y;). O numerador na
equacdo 4 ¢é a funcdo minimizacao M.

Outro parametro a se levar em conta é a qualidade do ajuste, 7*:
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, M pr Zi:Wi (yo - yc)2
CoF=x &N—P)}RWJ P ?
sendo,
_ (N-P)
- Zwi(yio)z
‘ : (6)

N é o nimero de pontos medidos e P é o nimero de parametros refinados. ? igual a 1,0
significa que o Ry atingiu o valor estatisticamente esperado (Rexp) para aqueles dados.

A proporcdo em massa das fases cristalinas é determinada de acordo com a equagao 7 86.
_SMV),

p N
Z(SMV )
(7)
onde p se refere a fase cuja quantidade se esta determinando, i se refere a cada uma das N
fases presentes, e SMV € o produto do fator de escala S, pela massa M da cela unitaria em

unidade atdbmica de massa e pelo volume V cela unitéaria da i-ésima fase.

4.2 Meétodo de Le Bail

E usado para decomposicdo de padrdo de difracio e refinamento de cela unitéaria. Foi
derivado do método de Rietveld, sendo que ndo requer pardmetros estruturais a ndo ser, claro,
os da cela unitaria. Ou seja, a intensidade é corrigida em cada ciclo, a partir de um valor
inicial definido pelo usuario. As posi¢des dos picos sdo definidas pelo grupo espacial e
parametros da cela unitéaria.

No método de Rietveld a equacédo para calcular a intensidade em um ponto é dada pela
equacao 2.

E no método de Le Bail, a equacao é:
Yei = @rsi S In “Iho” Gni @ni Pn + Ybi (8)

onde a intensidade passa a ser apenas ajustada durante os refinamentos de parametros de
perfil e radiagdo de fundo. Ou seja, “ln,” € dado escrito entre aspas porque ele ndo é realmente

observado, mas sim avaliado a partir do valor calculado através da equacao:
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ho" = W Jn The 2 ©

Yijc

O valor inicial da intensidade calculada (Iyc) também nédo é realmente calculada, mas
fornecida pelo usuario ou ja definida pelo programa (normalmente o valor inicial é zero ou 1).
Por esse método, o nimero de parametros refinados é limitado pelos pardmetros de
perfil, de radiacdo de fundo e de cela unitaria. Ou seja, tanto faz se for um difratograma com
40 ou 400 picos que estiver sendo decomposto por esse método, pois 0 nimero de parametros

refinados sera 0 mesmo.
Um grafico semelhante ao de Rietveld, porém resultante de um refinamento pelo

meétodo de Le Bail, sera chamado de “grafico de Le Bail”.

4.3 Método de Pawley

Assim como o método de Le Bail, o método de Pawley é usado para decomposicédo de
padrdo de difracdo e refinamento de cela unitaria. Nesse caso as intensidades sdo parametros
refinaveis. O valor inicial para a intensidade de cada pico, com anteriormente, pode ser
mesmo zero. O numero de parametros refinados depende do nimero de picos e por isso, 0
refinamento pode ser mais demorado que no caso de Le Bail. O resultado € idéntico nos dois
casos: Le Bail ou Pawley.

Um gréafico semelhante ao de Rietveld, porém resultante de um refinamento pelo

método de Pawley, sera chamado de “grafico de Pawley”.

4.4 Meétodo de Rietveld modificado por Scarllet e Madsen

A anélise quantitativa pelo MR ¢ realizada através da equacdo 7, quando a estrutura
cristalina é conhecida. Entretanto, quando a estrutura cristalina ndo é conhecida, ndo temos
informacBes nem da massa (M) e nem do volume (V) da cela unitaria. Assim, essa equacéo
ndo pode ser aplicada diretamente. Scarlett e Madsen (2006)*" desenvolveram uma
metodologia que permite encontrar um valor para ZMV quando a estrutura cristalina ndo é
conhecida. Isso é realizado através de medidas de DRXP de uma amostra com um padrédo
interno de estrutura cristalina conhecida.

Uma dificuldade desse método é encontrar um padrdo adequado para a determinacéo da
constante de fase. O padrdo deve ter coeficiente de absorcdo da mesma ordem de grandeza do
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material analisado, para evitar problemas de microabsorc&o®® e pelo menos uns 4 picos na
regido de 20 medida, para que se possa avaliar, e corrigir se necessario, efeitos de orientacdo

preferencial.

4.5 Nomenclatura dos polimorfos

Polimorfos sdo designados com numeros romanos ou letras gregas e as vezes, na
literatura, encontra-se 0 mesmo polimorfo ora com nimeros romanos, arabicos e letras gregas
e alguns poucos casos pelo grupo espacial. O problema é quando cada autor decide usar uma
nomenclatura. Um exemplo é a carbamazepina que Murphy (2002)%* descreveu suas
principais formas como o B y, enquanto Grzesiak (2003) “® que determinou a estrutura
cristalina do polimorfo | (ou o), utiliza nUmeros romanos.

As confusdes encontradas na literatura ndo sdo poucas como a nomenclatura descrita
por Suda (2008)*° que também no caso da CBZ coloca a forma monoclinica-P como forma |
(é a forma IlI); a triclinica como forma Ill (é a forma 1) e coloca como a forma IV como

sendo uma forma dihidratada (é monoclinica — C).

4.6 Patentes

N&o ha muito tempo a industria farmacéutica iniciou a utilizacdo de DRXP como meio
de caracterizacdo de farmacos solidos, e também por falta de procura poucos especialistas da
area de difracdo (quimicos/fisicos/engenheiros de materiais) se interessavam na area
farmacéutica, por isso ainda hoje a demanda é maior do que pessoas trabalhando na area.
Desta forma, uma gama de farmacos ndo tem a estrutura cristalina determinada ou indexada
para analisar estes farmacos.

Optou-se por busca de patentes, que é a metodologia empregada pelas industrias
farmacéuticas, para estes farmacos. Mas infelizmente, outros obstaculos apareceram, patentes,
infelizmente, algumas vezes ndo apresentam dados de boa qualidade. Abaixo exemplos
encontrados nas patentes utilizadas para a caracterizagao da Atorvastatina.

Em todas as patentes pesquisadas das atorvastatinas mostradas neste trabalho
apresentam apenas caracterizaces por difragdo de raios X e RMN **C do estado sélido. As
Figuras de 16 e 17, mostram as Formas de | a V encontradas nas patentes US5.969.156
US6. 121.461%' W0O/2001/036384. Nota-se que os dados tem uma qualidade média a ruim,
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mas entre estes casos ainda pode-se observar diferencas visuais entre os difratogramas e com
0 auxilio das tabelas (posi¢cdo (20) vs. Intensidade) incluidas nas patentes faz com a

identificacdo seja trabalhosa porem possivel de ser realizada.
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Figura 16: Forma I, Il e IV da atorvastatina calcica, segundo a patente US5.969.156 medidas de equipamento
convencional Ag, = 1,5406 A.
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Figura 17. Forma Il e V da atorvastatina célcica, segundo as patentes US6.121.461 e WQ/2001/036384,
respectivamente, de equipamento convencional Ac, = 1,5406 A.

Problema maior é encontrado em Aronhime et al que entrou com varios pedidos de
patentes para varios polimorfos da atorvastatina célcica (até repetidamente): no pedido
internacional WO 2002/041834 A3 descreve a forma VII logo em seguida no WO
2002/043732 A1® descreve as formas VI, VII e de 1X a XIl. Em 2004 entra com o pedido
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(WO 2004/043918 A2) das Formas de VI a XIlI e XIV, XVI e XVII e em 2008 consegue a
patente nos Estados Unidos (US 7,342,120 B2)®* das formas VI, VIII e de IX a XII. As

Figuras abaixo apresentam os difratogramas destas formas.

Intensidade (cts)
Intensidade (cts)

20(°) 26(°)

Intensidade (cts)
Intensidade (cts)

Intensidade (cts)
Intensidade (cts)

29(0) 29(0)
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Figura 18: Difratogramas dos polimorfos da atorvastatina calcica apresentados no pedido de patente WO
2002/043732 A1, medidas de equipamento convencional Ac, = 1,5406 A.

Note que a forma XII além de dados ruins apresenta varios difratogramas diferentes
representando o mesmo polimorfo. As Formas de VIII — X e a XVII sdo similares tendo
poucas diferencas que podem ser atribuidas o tamanho de cristalito, orientacdo preferencial e
guantidade de material amorfo. Os dados também por serem de equipamento convencional
apresentam alta sobreposicéo de pico o que pode dificultar a interpretacdo. Segundo a patente
os picos que diferem a forma VIII das outras formas sdo os picos em 19,2° e 20° em 260,
porém estes picos também aparecem nos polimorfos citados acima cujas diferencas séo
explicadas pelos motivos acima, ndo necessariamente sendo novas estruturas cristalinas.

No pedido WO 2002/043732 A1, as formas VIII, IX e X também foram analisadas em

alta resolucdo, o que seria uma Otima maneira de comprovacdo das diferencas entre elas,



59

porém nédo foram fornecidas todas as informacfes necessarias para uma boa avaliacdo como,
por exemplo, o comprimento de onda utilizado. Mesmo assim, € apresentada a indexacédo
destes polimorfos como sendo todos monoclinicos com os parametros de cela: Forma VIII:
a= 18,55 (A) — 18,7(A) b =5,52(A) — 5,53(A) c= 31,0(A) — 31,2(A) e B = 97,5° — 99,5°;
Forma IX: a=18,75(A)-18,85(A) b = 5,525(A) — 5,54(A) c= 30,9(A)-31,15(A) p= 96,5° —
97,5°; e Forma X a= 18,55(A) — 18,65(A) b =5,52(A)-5,53(A) ¢=30,7(A) -30,85(A) p= 95,7°
-96,7°. De qualguer forma a suspeita de se tratar do mesmo polimorfo continua, pois as
indexacOes estdo muito proximas e para confundir é colocada uma grande variacdo de valores.
Veja no Anexo 4 os fatores que podem alterar de forma significativa os valores dos

parametros da cela unitaria.
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Figura 19. Difratogramas de alta resolucao dos 'polimo-rfos (@) Forma VIII (b) Forma IX e (c) Forma X da
atorvastatina célcica apresentada no pedido de patente WO 2002/043732 Al.
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4.7 LimitacOes de DRXP

4.7.1 Orientagéo preferencial

Inicialmente a teoria de difracdo de raios X assume que o espécime banhado, tem uma
distribuicdo randomica, onde “infinitos™ cristalitos estdo em posicdo de reflexdo. Uma vez
que essa condicao é satisfeita e os cristalitos sdo isotropicos, o padréo de difracdo obtido pode
ser considerado uma “impressdo digital” do material. Entretanto, se os cristalitos sdo
anisotropicos, por exemplo, com forma de agulhas ou plaquetas, como normalmente ocorre
com os farmacos, os cristalitos se orientam no porta-amostra de forma preferencial,
ocorrendo, entdo, o efeito de orientacdo preferencial, o qual pode apresentar grandes

90-91

distor¢des no padrdo de difracdo, e levar a possiveis erros de interpretacdo™ . Para

exemplificar a influéncia da orientagéo preferencial, foram simulados difratogramas da forma
triclinica da tibolona, usando parametros fundamentais™, o programa TOPAS Academic 4.1%
e considerando geometrias de Debye-Scherrer (capilar) e Bragg-Brentano (planar). A Figura
20 (a) apresenta o difratograma correspondente a cristalitos na forma de agulhas de dimensdes
5000 x 50 x 50 nm nas direcOes perpendiculares aos planos (h00), (Ok0) e (00l), e os planos
(h00) estao orientados perpendicularmente ao eixo do capilar. Na Figura 20 (b) os cristalitos
possuem forma de plaquetas de dimensdes 50X5000X5000 nm nas dire¢bes perpendiculares
aos planos (h00), (OkO0) e (00I), e os planos (h00) estdo orientados paralelos a superficie do
porta-amostra. Enquanto na Figura 20(d) podem ser visualizados os picos referentes aos

planos (h00), na Figura 20(c) os mesmos planos apresentam intensidades praticamente nulas.

“ Utilizou-se fendas de divergéncia de 2°, recepcao de 0,3 mm e fendas soller de 5°. A anisotropia foi definida
usando a macro (Anexo 3).
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Figura 20. (a) Cristalitos na forma agulhas com a dire¢do dos planos (h00) na mesma direcdo do eixo da agulha;
(b) cristalitos na forma de plaquetas com a direcdo dos planos (h00) paralelos ao superficie da amostra;
Simulagdes da Tibolona (Forma triclinica) usando o programa TOPAS onde (c) simula a geometria Debye-
Scherrer e (d) Bragg-Brentano.

Uma forma de minimizar o efeito de orientacdo, entdo € a utilizagdo de capilar, mas a

maioria dos equipamentos convencionais ndo vem com esta alternativa de porta amostra.

4.7.2 Distribuicdo de tamanho de cristalitos

Matérias-primas homogéneas sdo requeridas para a producdo de medicamentos de qualidade e
a distribuicdo bimodal de tamanho de cristalitos (dois modos de distribui¢do de tamanho de
cristalitos) é, portanto, indesejada. Para verificar essa caracteristica dos p6s de matérias-
primas, duas metodologias sdo possiveis com a difracdo de raios X.

A primeira é através do refinamento pelo método de Rietveld, considerando cristalitos

com valores médios diferentes. Porém, se as particulas de uma das distribui¢cbes sdo muito
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grandes, ird ocorrer a falta de cristalitos aleatoriamente distribuidos para todos os planos
cristalogréficos (efeito granularidade), o que impede o uso do método de Rietveld.

A segunda maneira para identificar a distribuicdo bimodal é para 0s casos em que 0
método de Rietveld ndo pode ser aplicado, como citado acima, quando os cristalitos sdo muito
grandes (acima de 10um). Nesses casos, a metodologia requer que e use as recomendagdes
para coletas de dados adequados de difracdo. Por exemplo, é altamente recomendado manter a
amostra girando durante a coleta, uma vez que aumenta a estatistica das particulas *. Assim,
mesmo quando o efeito da granularidade da amostra esta presente, pode-se obter dados de boa
qualidade, ou seja, com intensidades relativas que representam uma distribuicdo aleatéria de
todos os planos cristalinos. Logo, procedendo dessa forma, o efeito causado pelos cristalitos
grandes pode ser minimizado. No caso em questdo, o que se quer é verificar se existe essa
variacdo no tamanho de cristalito e, portanto, as medidas devem ser realizadas sem que a
amostra esteja girando.

A Figura 21 apresenta o efeito da granularidade para uma amostra de NaCl, com
grandes cristalitos, em duas posicdes, sendo que na Figura 21(b) ela esta girada de 90° com

relacdo ao vetor deslocamento .

Figura 21. Pico (200) do NaCl. O difratograma da figura (a) foi obtido com a amostra girada de 90° em torno do
vetor deslocamento , com relacdo ao da figura (b).

Nota-se, na Figura 21 (a) e (b), que aparecem picos, que podem levar o analista a
interpretacdo de que uma segunda fase estd presente. Esses efeitos, na verdade, deixam claro
que a amostra apresenta cristalitos extremamente grandes para analise por difracdo de raios X.

A Figura 22 apresenta 0 mesmo pico de difracdo do mesmo espécime, obtido com a
amostra girando. Pode-se notar que ele apresenta uma forma mais parecida com uma funcéo
de Voigt.

Esse efeito pode ser usado para verificar se uma determinada amostra possui particulas

acima de 10um, se as medidas de difracdo forem realizadas com porta amostra sem girar.
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Figura 22. Pico (002) do NaCl, obtido com o porta amostra girando.

Para exemplificar, na Figura abaixo sdo mostrados exemplos de um farmaco, com
problemas de granuralidade com medidas de equipamento convencional.

A Figura 23 apresenta varias medidas da reflexdo (002) do farmaco. A Figura 23 (a) é
do pd da maneira que foi recebida no Laboratério. A Figura 23(b) foi moida em um almofariz
de 4gata e entdo medida. A Figura 23 (c) foi obtida apds peneirar o p6 moido, em uma peneira
MESH 200.

Nota-se que a distribuicdo bimodal ocorre nos trés casos. Porém, conforme o material
vai sendo moido, o efeito de granularidade diminui. No p6 peneirado (Figura 23(c)), ainda se

observa um pequeno “ombro” no lado esquerdo, que é causado por cristalitos grandes.

(@) (b) (©)

Figura 23. Difratogramas da reflexdo (002) do principio ativo forma I. (a) Como recebida no Laboratério, (b)
moida e (c) moida e peneirada em MESH 200.

5 Objetivos

Estabelecer condicdes para medidas adequadas de difracdo de raios X para a identificacao
e quantificacdo de polimorfos cristalinos de compostos ativos de farmacos usados na inddstria
nacional.

Estabelecer uma metodologia basica para a quantificacdo de polimorfos, independente do
farmaco estudado.
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6 Metodologia

A caracterizacdo estrutural das amostras foi realizada pelo método de Rietveld, a partir de
dados de difracdo de raios X por policristais. Para o refinamento das estruturas e analise
quantitativa de fases, foi usado o programa TOPAS Academic 4.1%.

Para a obtencdo dos dados de DRX para as anélises foram usados os difratbmetros
convencionais: de anodo rotatério Rigaku RINT2000, com monocromador curvo de grafite no
feixe difratado, fenda de divergéncia e espalhamento de ¥4°, fenda de recepcdo de 0,3mm e
fenda Soller de 5° e 2,5° de divergéncia e o difratdbmetro Siemens/Bruker modelo D5000
(IGC-USP), na radiagio CuKa (A=1.5418A), operando com 40 KV e 40 pA de tensdo e
corrente do tubo, respectivamente e espelho focalizador (Gobel Mirror). O difratdmetro de
alta resolucéo equipamento Stoe STADI-P com radiagdo CuKa; monocromatizada por cristal
curvo de Ge(111), também foi usado. Algumas medidas foram realizadas nas linhas D10B-
XPD e D12A-XRD1 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). As datas e
condicdes experimentais estdo apresentadas na Tabela 9. A primeira medida foi realizada com
comprimento de onda de 1,3771 A. Das outras vezes o comprimento de onda variou em torno
de 1,24A (10 KeV). A razdo para que se tenha usado menor comprimento de onda (maior
energia) foi diminuir a absorcdo nas medidas com capilares e aumentar ligeiramente o nimero

de informag0es na regido medida - normalmente até 30° (20).

Tabela 9. Condi¢6es das medidas dos farmacos.

LNLS
Rigaku 2007 2008

CBz A=1,3771A Capilar 0,7mm
Acido _ '
Mefenamico A=1,3771A Capilar 0,7mm
Atorvastatina _ .

Formal | A=1,3771A Capilar 0,7mm
Atorvastatina A= 1,5406A;1,5444A _ .

Forma VIII Lz 05 A=1,3771A Capilar 0,7mm
CBZ 190 Geometria Bragg- A=1,37757A  Capilar 0,7mm
CBZ 195 Brentano A=1,37757A  Capilar 0,7mm
Mebendazol A (reflexdo) A=1,37757A  Capilar Imm
Mebendazol C A=1,37757A  Capilar Imm
isotibolona A=1,24018A  Capilar 0,7mm
tibolonas 1=1,24018A  Capilar 0,7mm

Atorvastatina

Forma VI 2=1,240126A  Capilar 0,7mm

Para identificacdo dos polimorfos e localizagéo das estruturas cristalinas, foram usados 0s

bancos ICDD-PDF®, Cambridge Structural Database®, e as fontes de periddicos cientificos.
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7 Definicdo das condi¢cbes instrumentais para 0 equipamento
convencional

No estudo das formas polimoérficas ha a necessidade de termos disponiveis dados de
difracdo da melhor qualidade possivel. Para isso, 0 primeiro passo para a definicdo das
condicdes experimentais foi encontrar o conjunto de fendas de divergéncia/espalhamento que
melhor resultado para a melhor resposta intensidade/resolugdo do padrdo de difracdo para os
farmacos do difratbmetro de tubo de Cu. Estas fendas ajustam tanto a intensidade quanto a
resolucdo dos picos do difratograma®. Antes da analise das fendas de recepcdo, deve-se
analisar qual a fenda de divergéncia que deve ser usada. A escolha das fendas é feita com base
na posicéo do primeiro pico do padréo de difracdo do composto a ser medido. Ou seja, a fenda
deve permitir que todo o feixe de raios X esteja atingindo a amostra quando o primeiro pico
comecar a ser medido. A Figura 24 apresenta a extensdo da amostra atingida pelo feixe de
raios X no porta amostra. A Figura 25 apresenta a relacdo entre as fendas e a area banhada
pelo feixe de raios X no porta amostra. Por exemplo, se a primeira reflexdo ocorre em 10°
(20) e a cavidade da amostra no porta amostra tem 20 mm de comprimento, entdo uma fenda
de divergéncia maior que “2° deve ser rejeitada. Se a cavidade for de 10 mm a fenda de
divergéncia deve ser menor ou igual a ¥%°. Isso ird evitar que a intensidade relativa desse

primeiro pico seja menor devido & menor quantidade de raios X que iria atingir a amostra.

@

W= 7 sint
W
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L H T ]
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Figura 24. Comprimento da amostra que é atingida pelo feixe de raios X (L)
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Figura 25: Gréfico do comprimento irradiado (L) versus fendas de divergéncia.

As fendas de recepcao citadas a seguir sdo dadas em mm. Na andlise, a determinacao
de largura total a meia altura foi considerada desnecessaria devido a distingdo da forma dos
picos.

Fendas Soller 5°

Uma amostra padrdo de CeO; a foi utilizada para o estudo da fendas, em porta amostra
de 1 cm. A Figura 26 (a) apresenta o pico de difracdo (220) do 6xido de cério obtido com a
fenda de divergéncia %2° e recepcdo 0,05, 0,15, 0,60, 0,30, como foram medidos e (b)
normalizado para a mesma intensidade para facilitar a comparacdo da resolugdo. Pode-se
observar que a fenda de recepcdo 0,60 fornece maior intensidade, seguida pelas fendas de
0,30, 0,15 e 0,05, como era de se esperar, As fendas de recep¢do 0,05 e 0,15 apresentam
melhor resolucdo, com uma quase imperceptivel vantagem para a fenda de 0,05, seguidas pela
fenda de 0,30 e por ultimo a fenda de 0,60. A escolha da fenda deve ser com base na melhor
relacdo possivel entre intensidade/resolucdo. Assim, embora as fendas de 0,05 e 0,15
apresentem resolucdo ligeiramente melhor que a de 0,30, elas causam uma queda significativa
na intensidade que iria exigir um tempo significativamente maior para as medidas, o0 que é
inviavel para um equipamento multiusuario. Assim, para um experimento com fenda de

divergéncia %2, deve-se usar a fenda de recepcéo de 0,30 mm.
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Figura 26: Grafico de CeO, com fenda de divergéncia %2
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. (@) como medido e (b) normalizados para a mesma

Na Figura 27, é apresentado o grafico com a fenda de divergéncia %° e fendas de

recepcdo 0,05, 0,15, 0,30, 0,60. Pode-se observar que a intensidade é diretamente

proporcional a largura da fenda de recep¢do, como esperado. Nota-se que a resolucdo varia

inversamente proporcional a largura da fenda de recep¢do. Nota-se também que as fendas

apresentam resolucdo ligeiramente diferentes, com pequena vantagem para as de 0,05 e 0,15.

As fendas de 0,60 e 0,30 (Figura 28) apresentam resolucdo semelhante de forma que a que

fornece maior intensidade (fenda de 0,60 mm) deve ser a melhor opgéo, para um experimento

regular.
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Figura 27: Grafico de Ce O, com fenda de divergéncia ¥ (a) como medido e (b)

intensidade.
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Figura 28. Normalizacdo das medidas de fenda de divergéncia de ¥° e recepcdo 0.60 e 0,30 mm.

Na Figura 29, é apresentado o grafico com a fenda de divergéncia de % ° e recepcdo

igual a 0,05, 0,15, 0,30, 0,60. Nota-se que todas as fendas produzem boa resolucéo, exceto a

0,05 mm que praticamente impediu que os fotons de raios X atingissem o detector. A fenda de

0,15 mm apresenta resolugcdo pouco melhor que as outras, embora com menor intensidade.

Assim como na fenda de divergéncia de ¥°, a melhor opcéo aqui é a fenda de recepcéo 0,60,

embora para experimentos regulares essa fenda ndo seja recomendada devido ao tempo que

sera necessario para uma coleta de dados de boa qualidade.
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Figura 29: Gréfico de CeO2 com fenda de divergéncia 1/6° (a) como medido e (b) normalizados para a mesma
intensidade.

Avaliando os parametros considerando a melhor resposta intensidade vs. resolucao

opta-se, entdo, por utilizar fendas de divergéncia de ¥° e de recepg¢do 0,3 mm.
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Fendas Soller 2,5°

Assim como anteriormente, utilizou-se o CeO, para a analise das fendas de
divergéncia e recepcdo com a fenda soller de 2,5° de divergéncia. As Figuras 30-32 mostram
0 pico (220) do CeO,, com fendas de divergéncia variando de ¥° a 1/6° e de recepgéo
variando de 0,05mm a 0,60mm. Na Figura 30 (fenda de divergéncia 1/2°) nota-se que o

melhor compromisso entre intensidade e resolucéo ¢ a de fenda de recepg¢éo de 0,30 mm.

20004 . o —+—0.60mm 2000 4 X o . —+—0.60 mm
Fenda de divergéncia = 1/2° .- 030mm Fenda de divergéncia = 1/2%)/\ —+—0.30 mm
)
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Figura 30. Pico (220) do CeO, obtido com fenda soller de 2,5° e (a) fenda de divergéncia %2° e fenda de recepcéao
nos valores descritos na figura, como medido e (b) normalizados para a mesma intensidade.

Na Figura 31 (fenda de divergéncia 1/4°) nota-se que o melhor compromisso entre
intensidade e resolucéo é a de fenda de recepcdo de 0,30 mm. A intensidade diminuiu de 1/3
com relacdo a fenda de recepcdo de 0,60 mm. Entretanto houve uma ligeira melhora na
resolucdo. Assim, mesmo que o tempo de medida para a fenda de 0,30mm deva ser maior, a
pequena melhora de resolucdo a torna a melhor opgéo para o caso dos farmacos.

Para a fenda de divergéncia de 1/6° a intensidade caiu demasiadamente, tornando
inviavel para as medidas dos farmacos.

Assim, as melhores condicGes experimentais para a analise de farmacos sdo com fenda
Soller 2,5° de divergéncia, fenda de divergéncia de ¥° e fenda de recepcdo de 0,30mm. O
tamanho de passo ndo precisa ser menor do que 0,02° (20), j& que para 0 padrdo, nestas
condicbes, nove pontos serdo medidos dentro da FWHM (Full Width, definindo

adequadamente o perfil do pico.
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Figura 31. Pico (220) do CeO2 obtido com fenda soller de 2,5° e (a) fenda de divergéncia % ° e fenda de
recepcdo nos valores descritos na figura, como medido e (b) normalizados para a mesma intensidade.
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Figura 32. Pico (220) do CeO, obtido com fenda soller de 2,5° e (a) fenda de divergéncia 1/6° e fenda de
recepcao nos valores descritos na figura, como medido e (b) normalizados para a mesma intensidade.

8 Experimental

Os medicamentos comercializados foram adquiridos no comércio da cidade de
Araraquara, assim como uma amostra de Tibolona adquirida de uma farmacia de
manipulagéo.

A Tibolona e a lIsotibolona fazem parte de um extenso trabalho realizado na tese de
Gabriel Lima Barros de Araujo (2009)* onde alguns dos estudos por difracdo de raios X
foram aqui realizados.

Os excipientes de comprimidos estudados, estédo apresentados no Anexo 2.

As Curvas de DSC foram realizadas em porta amostra de aluminio lacrado, com

atmosfera de N, 50mL/min. e aquecimento de 10°C/min.
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8.1 Refinamentos

No primeiro caso estudado, o acido mefenamico, sera detalhada a estratégia para 0s

refinamentos que serdo usados nos demais casos.
9 Resultados e Discusséo

9.1 Acido Mefenamico

Hé& duas formas polimdrficas do acido mefendmico, sendo que apenas uma (forma 1)
tem a estrutura cristalina determinada. A analise por DSC Figura 33 indica que a matéria-
prima analisada é a forma I, pois apresenta os eventos de cristalizacdo da forma Il em 189°C,
seguido da fusdo em 231°C, como descrito por Cesur (2008)* e Kato (2006)%*.

A

Figura 33. Curva de DSC da matéria-prima do Acido Mefenamico, aquecimento 10°C/min.

9.1.1 Analise de Matéria-Prima e do comprimido

Uma vez indicado por DSC o polimorfo na matéria-prima, foi realizada a anélise por
DRXP, que corroborou o resultado obtido por analise térmica, ou seja, é a forma |.

Com os dados de DRX obtidos no equipamento Rigaku RINT2000, foram realizados
refinamentos pelo método de Rietveld, usando a estrutura cristalina descrita por McConnell
(1976) ** sendo o grupo espacial P1, a= 14,5560 A; b= 6,8110 A; c=7,6570 A; a= 119,57°,
p=103,93°; y = 91,30°, V= 631,8 A e Z=2. Os resultados obtidos pelo método de Rietveld
s30 Rwp = 13,11%; 3 = 1,19 ; Rergq = 1,40%, € 0 gréfico de Rietveld esta na Figura 34.
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Figura 34. Grafico de Rietveld da matéria-prima do acido mefenamico, medidas de equipamento convencional
Lcy = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

O gréafico mostrado na Figura 35 apresenta a o difratograma do 4cido mefenamico, do
excipiente e do comprimido genérico. Observa-se que no difratograma do comprimido o
padrdao de difracdo da matéria-prima se mantém inalterado, indicando que o polimorfo
presente no comprimido é o mesmo da matéria-prima. Ou seja, ndo houve alteragdo de
polimorfo durante o processo de fabricacdo. A alteracdo que pode ser observada no
difratograma do comprimido ¢ o aparecimento de uma banda, entre 20 e 25° (20)

correspondente ao excipiente amorfo.
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Figura 35. Difratogramas da matéria-prima, placebo e comprimido, medidas de equipamento convencional Ac, =
1,5406 A e fendas soller de 5°.

Na Figura 36 é apresentado o DSC do comprimido do Acido Mefenamico, onde indica
a presenca da Forma I. Outros eventos sdo relacionados aos excipientes presentes no
comprimido. Pequenas variagdes dos eventos em relacdo ao PA também estéo relacionados

com a presenca dos excipientes na amostra.
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A

Figura 36. Curva de DSC do comprimido do Acido Mefenamico, aquecimento 10°C/min.

O Refinamento de Rietveld e o ajuste com os dados de difragdo de raios X do
comprimido (Figura 37) confirma que o polimorfo | esta presente. Os indices de Rwp =
10,08%; %* =1,12; Rayagq = 0,96%.
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Figura 37. Grafico de Rietveld do comprimido do acido mefenamico, medidas de equipamento convencional ¢,
=1,5406 A e fendas soller de 5°.
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As analises tambem foram realizadas com dados obtidos na linha D10B-XPD do
LNLS, confirmado os resultados obtidos com o Rigaku. A Figura 38 apresenta o grafico de
Rietveld para o caso da matéria-prima com os dados do LNLS. Os indices de refinamento
foram Rwp = 4,43%; y° =1,45; Rpragy = 0,65%.
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Figura 38. Gréfico de Rietveld do acido mefenamico com dados do LNLS, A = 1.37709 A.
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A Figura 39, apresenta o refinamento de Rietveld para o comprimido do acido

mefendmico, que resultou nos indices Rwp = 4,97%; y* =2,68; Rgragg = 0,41%.
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Figura 39. Gréfico de Rietveld para o comprimido de &cido mefenamico com dados do LNLS, A = 1.37709 A.

Uma vez que a matéria-prima analisada é a mesma usada na fabricacdo do
medicamento, pode-se verificar qual a alteracdo que o principio ativo sofreu durante todas as
etapas até o comprimido final. J& foi visto que a estrutura cristalina ndo passou por alteracoes.

A anisotropia de um material é descrito em funcdo do alargamento dos picos de
difracdo, mas estes alargamentos também sdo causados por fatores instrumentais que néao
devem ser desprezados. Para uma analise adequada de tamanho de cristalito, apenas o
alargamento fisico deve ser usado nos calculos. Assim, deve-se medir uma amostra padréo,
livre de alargamento fisico’’, nas mesmas condicdes e do mesmo equipamento onde foi
medida a amostra de interesse. Com isso, o alargamento instrumental podera ser extraido do
alargamento observado do farmaco, para se calcular o tamanho de cristalito.

Em todas as medidas, do &cido mefenamico, mostrados anteriormente apenas os dados
obtidos com o anodo rotat6rio Rigaku puderam ser usados, tendo em vista que as medidas do
padrdo do NIST LaB6 SRM660a, realizadas no LNLS, ndo ficaram adequadas para
determinacdo do alargamento instrumental devido a problemas de coleta que ndo foram
possiveis de se corrigir na época. A Figura 40 apresenta os perfis dos picos do LaBg, com uma
forma “achatada” nd3o Voigtiana. Ou seja, ndo representativa de um alargamento instrumental

tipico.

" O alargamento fisico é aquele causado pelas dimensdes de tamanho de cristalito e microdeformagdo. Uma
amostra padrdo nao possui alargamento fisico, de forma que apenas alargamento instrumental estara presente.
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Figura 40. Refinamento do padrdo do NIST LaBs SRMG660A, de onde se pretendeu obter o alargamento
instrumental para analises de tamanho de cristalito.

Outra forma de se obter o alargamento instrumental é através de pardmetros
fundamentais (PF). Por esse procedimento, as larguras das fendas, entre outros parametros
instrumentais, sdo utilizadas para se determinar o alargamento instrumental, e o tamanho de
cristalito é refinado.

Para as analises de tamanho de cristalito com os dados do RIGAKU o método PF foi
usado, como descrito acima. No ANEXO 1 esta a macro usada no ajuste anisotropico.

Costuma-se usar algum meétodo de ajuste de perfil de picos, como o método de Le Bail
(MetLB) ou mesmo o método de Pawley (MetP), para se determinar tamanho de cristalito.
Sera mostrado, a seguir, que quando se conhece a estrutura cristalina, refinar simultaneamente
tamanho de cristalito, cela unitaria, anisotropia e orientacdo preferencial, pelo menos no caso
do &cido mefenamico, se obtém bons resultados.

Entretanto, se 0 MetLB ou MetP forem usados, a cela unitaria ndo deve ser refinada
inicialmente, pois levara a resultados inadequados. Isso acontece porgue as intensidades dos
picos sdo inicialmente zero nesses casos e, ao ajustd-las, junto com a cela unitéria, 0s
parametros da cela irdo variar aleatoriamente na tentativa de encontrar a melhor posicéo para
satisfazer o0 método de minimos-quadrados®. Assim, orientagdo preferencial, alargamento dos
picos, cela unitaria, anisotropia, deslocamento da amostra irdo convergir para valores

inadequados.
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A matéria-prima do acido mefenamico, com dados do anodo rotatério Rigaku, foi

usada para demonstrar os problemas que podem ocorrer conforme a estratégia de refinamento.

As estratégias de refinamento foram:

1. Método de Rietveld: foram refinados, desde o inicio, fator de escala, cela unitaria,
tamanho de cristalito, orientacdo preferencial, anisotropia, radiacdo de fundo e
deslocamento da amostra.

2. Le Bail: da mesma forma que o método de Rietveld (inadequado).

3. Refinando inicialmente radiacdo de fundo e deslocamento da amostra. Depois
foram incluidos no refinamento os parametros de tamanho de cristalito,
anisotropia, e finalmente foram incluidos os parametros da cela unitéria.

Abaixo estdo os resultados (Tabela 10) dos refinamentos utilizando as estratégias 1,2 e

3, onde a estratégia 2 levou a valores divergentes da cela unitaria. No caso da utilizacdo do
método de Rietveld essa divergéncia ndo ocorre porque é levada em consideracdo a estrutura
cristalina, e tomando os devidos cuidados o método de Le Bail também converge a valores

proximos aos obtidos pelo método de Rietveld.

Tabela 10. indices de qualidade de refinamento do &cido mefenamico com método de Rietveld e estratégias
descritas na pagina 50(t é o tamanho médio de cristalito).

1-Rietveld 2-Le Bail* 3-Le Bail

Rwp (%) 9.268 10.714 7.881

r 2.381 2.73 2.16

a(A) 14.571(2) 14.458(1) 14.586(3)
b(A) 6.8132(7) 6.8228(7) 6.814(1)
c(A) 7.6612(8) 7.6725(9) 7.670(1)
a® 119.654(8) 119.579(8) 119.65(1)
B° 103.987(7) 103.838(7) 104.03(1)
A° 91.225(10) 91.206(9) 91.16(2)

7 (nm) 125(4) 104(2) 169(8)

* Método de Le Bail realizado de forma equivocada que levaram a divergéncia dos resultados mesmo que
com bons indices de qualidade.

Assim, caso seja necessario utilizar métodos de ajuste de perfil € necessério o cuidado
para ndo chegar a resultados errados mesmo que parecam adequados. Para isso deve-se tomar
0 cuidado de refinar os parametros de forma ordenada e passo-a-passo e assim chegar a

resultados confiaveis.
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Com o ajuste adequado pode-se passar para a analise dos resultados obtidos pelo
calculo de tamanho de cristalito, calculados tanto para a matéria-prima quanto para o

comprimido do &cido mefenamico:

Tabela 11. Resultados de anisotropia para o acido mefenamico (matéria-prima e comprimido).

h0oo 0kO 00l
Matéria-prima 116,0(4,3) nm 38,1(3,9) nm 35,4(3,7) nm
Comprimido 50,3(4,3) nm 28,4 (0,9) nm 27,6 (1,7) nm

Os valores apresentados sdo fornecidos em nandémetros, sendo assim com este método
o0 acido mefenamico, da matéria-prima, apresenta pouca varia¢ao de tamanho de cristalito nos
planos cristalinos, apenas no plano h00 existe uma maior diferenga. O mesmo ocorre para o
comprimido, com distribuicdo do tamanho de cristalito com pouca variagdo, mas com maior
diferenca para o plano h00. Sendo assim, no caso do acido mefenamico, tanto para a matéria-
prima quanto para o comprimido houve pouca variacdo de tamanho de cristalito, podendo

inferir que os materiais mantém uma distribuicdo de tamanho de cristalito uniforme.

9.1.2 Andlise de Medicamentos comerciais

Uma vez estabelecidos os critérios para analise, foram adquiridos alguns
medicamentos comerciais do &cido mefenamico, incluindo similar (Ponsdril® e Pontin™),
generico (EMS, Biossintética) e o medicamento de referéncia Ponstan® (Pfizer). Todos 0s
comprimidos adquiridos séo de 500 mg.

Como no caso do genérico, apresentado anteriormente, todos os comprimidos
adquiridos também apresentaram a forma | do &cido mefenamico, sem nenhuma alteracdo de
sua estrutura cristalina e parte amorfa relacionada com os excipientes utilizados.

As Figura 41 a Figura 45 mostram os graficos final de Rietveld para cada amostra.
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Figura 41. Gréfico de Rietveld do Ponstan® Referéncia Pfizer, medidas de equipamento convencional Ac, =
1,5406 A e fendas soller de 5°.
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Figura 42. Gréfico de Rietveld do Acido Mefenamico - Genérico EMS, medidas de equipamento convencional
Acu = 1,5406 A e fendas soller de 5°.
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Figura 43. Grafico de Rietveld do Acido Mefenamico - Ponsdril® (similar) Legrand, medidas de equipamento
convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.
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Pontin™ (similar) Hexal Lote AE8906
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Figura 44. Grafico de Rietveld do Acido Mefenamico - Pontin™ (similar) Hexal, medidas de equipamento
convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

Acido Mefenamico Biossintética (Ach&) Lote 0901290
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Figura 45. Gréfico de Rietveld do Acido Mefendmico Biossintética, medidas de equipamento convencional A, =
1,5406 A e fendas soller de 5°.

Os indices de qualidade dos refinamentos estdo sumarizados na Tabela 12,
caracterizando o ajuste adequado do polimorfo, Forma | do Acido Mefenamico em todos os

Casos.

Tabela 12. indices de qualidade do refinamento de Rietveld para amostras comercias do acido mefenamico.
RWp (%) %®  Reug (%) h0O(nm) OkO(nm) 00I(nm)

Ponstan® Pfizer 6,36 1,92 0,58 35,42 30,08 28,60
Genérico EMS 8,04 1,48 0,95 33,71 32,23 26,26
Ponsdril® Legrand 9,38 1,16 1,38 34,59 32,46 24,33
Pontin™ Hexal 11,62 1,18 1,76 39,54 34,08 29,67
Genérico Biossintética 7,68 1,63 1,01 34,86 33,00 28,98

Os resultados mostram que para o caso do &cido mefendmico, e para os medicamentos
adquiridos, existe a da utilizacdo do polimorfo | e que ndo houve alteracdo na estrutura do PA
durante a fabricacdo do medicamento e estocagens desde a saida da fabrica. O método de

Rietveld é adequado e de certa maneira pode ser usado sem maiores problemas para a analise
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dos comprimidos de Acido Mefenamico, ja que todos excipientes sdo amorfos e tem seu

ajuste na radiacdo de fundo, nédo interferindo na analise do PA.
9.2 Carbamazepina

9.2.1 Analise de Matéria-Prima e do comprimido

A primeira etapa da analise da CBZ foi encontrar o polimorfo utilizado na matéria-
prima (PA), e se houve transi¢do polimorfica, apos o processamento no comprimido.

Primeiramente realizou-se o DSC, para obter alguma indicacdo sobre o polimorfo
presente. A Figura 46 apresenta o DSC da matéria-prima da carbamazepina que apresenta o0s
eventos relacionados com a Forma Ill da Carbamazepina: Fusdo da Forma Ill, cristalizacdo da
Forma | e Fusdo da Forma I (175,19°C, 178,05°C e 191,83°C respectivamente), abaixo de
150°C néo hove evento.

A

Figura 46. Curva de DSC da matéria-prima da Carbamazepina, aquecimento a 10°C/min.

Para confirmar o PA da CBZ, as Figuras de 47- 51 mostram simula¢des do
difratograma observado da matéria-prima com as estruturas conhecidas da CBZ. Fica nitido
que apenas a estrutura monoclinica P21/c (Figura 51) se adéqua ao perfil do difratograma.
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Figura 47. Comparacao entre a matéria-prima da CBZ e difratograma simulado da Forma IV (C2/c), medidas de
equipamento convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.
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Figura 48. Comparagao entre a matéria-prima da CBZ e difratograma simulado da Forma I (P1), medidas de
equipamento convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.
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Figura 49. Comparacao entre a matéria-prima da CBZ e difratograma simulado de grupo espacial Pbca, medidas
de equipamento convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

24,000
22,000
20,000

T 18.000

16,000

14,000

12,000

10,000

5,000
6.000
4,000
2,000

0

2

— matéria-prima
— R}

Intensidade (ct

o L T T Y W Y A TN T W TN N TN VR TR T TN I AT AT
2 4 6 8 10 12 14 1€ 18 20 22 24 26 28 30 32 34 38 38 40 42 44 %5 43 50

2Theta (°)

Figura 50. Comparacao entre a matéria-prima da CBZ e difratograma simulado da Forma Il (R3), medidas de
equipamento convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.
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Figura 51. Comparagao entre a matéria-prima da CBZ e difratograma simulado da Forma 1l (P21/c), medidas de

equipamento convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

A Figura 52 apresenta o gréafico de Rietveld que confirma o polimorfo monoclinico
(Forma I1I). Nao s6 graficamente comprova-se 0 ajuste, mas também com os indices de
qualidade que resultaram: Rwp = 4,11% ; x* = 2,22; Rpragy = 0,23% € a cela unitéria: a =
7,547(2)A; b = 11,170(3)A; ¢ = 15,510(4)A e B = 116,204(3)°.

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 28 kL] 3z k1 * 38 40 42 4 46 48 50

“oTheta(?)
Figura 52. Gréafico de Rietveld para a CBZ matéria-prima, ajustado com a Forma Il (P21/c), medidas de
equipamento convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

No caso da CBZ dois comprimidos foram analisados de 200 mg e 400 mg. O DSC dos
dois comprimidos esta apresentado na Figura 53, 0s eventos caracteristicos da forma 11l estdo
presentes. Outros eventos e a variagdo de temperatura dos eventos sao devido aos excipientes

presentes nos comprimidos e abaixo de 100°C ndo apresentou evento.

A
Figura 53. Curva de DSC dos comprimidos de 200mg e 400mg da CBZ, aquecimento 10°C/min.
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Para a andlise do comprimido, primeiramente, foram comparados a matéria-prima,
placebo e o comprimido de 200mg. A Figura 54 apresenta esta comparagdo. Observa-se que

0s picos do comprimido é a somatoria da matéria-prima (forma 111) com o placebo.
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'
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4,000
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2Theta (°)
Figura 54. Difratogramas: azul- placebo; verde — matéria-prima; magenta — comprimido CBZ 200mg, medidas
de equipamento convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

Quando se aplica 0 método de Rietveld se observa o ajuste na Figura 55; os indices do
refinamento sdo: Rwp = 3,00%; y? =2.56; Rerag = 0,23%. No difratograma, observa-se o
alargamento semi-cristalino resultante do placebo. Cela unitaria a=7,558(1)A; b=11,185(1)A;
c=15,529(2)A e B = 116,233(6)°.
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232Thetsan(")
Figura 55. Gréfico de Rietveld para o comprimido de CBZ de 200 mg, ajuste da Forma IllI, medidas de
equipamento convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

O mesmo resultado foi possivel, também, para o comprimido de 400 mg, como pode-
se observar nas figuras abaixo.
50,0004 — Comprimido 400mg

ss000] — Placebo
— Matéria-Prima

ZBZThetse: Q)
Figura 56. Difratogramas: azul- placebo; verde — matéria-prima; magenta — comprimido CBZ 400mg, medidas
de equipamento convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.
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Os resultados para o comprimido CBZ 400 mg foram Rwp =2,41% ; XZ = 2.53; Rpragg
=0.19% e a cela unitaria: a=7,5542(8)A; b= 11,1760(7)A; c= 15,518(1)A e p=116,220(5)°.

55,000
50,000
45,000

—_

0 0,000

O
~= 35,0009
Q
5 30,0009
T 25,0009
(7]

= 20,0009

D 500

10,000

5,0004

1, ) i
T

B e N N I L

10 12 14 16 18 20 22 24 % 28 30 32 34 36 a8 40 42 44 46 48 50
2Theta(")

Figura 57. Grafico de Rietveld para o comprimido de CBZ de 400 mg, ajuste com a forma Ill, medidas de
equipamento convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

Na
Tabela 13 esta os resultados dos célculos de anisotropia para os casos da matéria-
prima e comprimidos de 200mg e 400mg. Os resultados sdo bastante variados pela incluséo

de excipientes nos comprimidos.

Tabela 13. Anisotropia calculada pelo MR para a matéria-prima, 200 mg e 400mg da CBZ.

h00 (nm) OkO (nm) 001(nm)
Matéria-prima 39,73 41,81 104,71
200 mg 49,88 47,31 60,095
400mg 61,22 59,36 ©

9.2.2 Aguecimento

Com o objetivo de obter a Forma | da CBZ, realizou-se uma série de tratamentos
térmicos para a transformacgéo da forma Ill para forma I. Os aquecimentos foram realizados
com rampa de aquecimento de 10 °C por minuto. Foram realizados cinco aquecimentos a:
180°C, 185°C, 190°C, 195°C e 200 °C por 30 minutos.

9.2.2.1 Aquecimento 180°C
Primeiramente, a CBZ foi colocada no forno a 180 por 30 minutos (Figura 58), ndo
houve transformacéo para forma |, apenas a forma Il é observada. Os indices de qualidade de

refinamento foram Rwp = 25,93% ; XZ =1,11.
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Figura 58. Gréafico de Rietveld da CBZ aquecida a 180 °C por 30 minutos, ajuste da Forma Ill, medidas de

equipamento convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

9.2.2.2 Aquecimento 185°C

A Figura 59 apresenta a CBZ tratada a 185°C por 30 minutos, ndo houve
transformacao total para forma I e sim uma mistura de Forma | e Ill. Os indices de qualidade

de refinamento foram Rwp = 26,957; %2 = 1,207
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Figura 59. Grafico de Rietveld da CBZ aquecida a 185 °C por 30 minutos, ajuste das formas Il e I, medidas de
equipamento convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

9.2.2.3 Agquecimento a 190°C

No aquecimento a 190 °C por 30 minutos foi possivel verificar que, aparentemente,
houve a transformacéo para forma I. Os resultados obtidos pelo método de rietveld sdo Rwp =
8,18% ; %* = 1,73; Rpragy = 1,69%.
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Figura 60. Grafico de Rietveld da CBZ aquecida a 190 °C por 30 minutos, ajuste das forma I, medidas de

equipamento convencional Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

Assim como 0 DRXP o DSC (Figura 61) para este aquecimento apresenta a presenca

apenas da forma | com seu ponto de fusdo caracteristico (191°C) e nenhum evento anterior a

este que caracterizasse a presenca da Forma llI.

Figura 61. Curva de DSC para o aquecimento da CBZ 190°C por 30 min.

Medidas realizadas no LNLS foram obtidas também para a amostra CBZ 190 (Figura

62), onde se percebe que o ajuste ndo esta adequado.
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Figura 62. Grafico de Rietveld da CBZ, aquecida a 190°, ajuste da forma | medidas realizadas no LNLS,

A=1,37757.

Com a ampliacdo (Figura 63 (a)) observa-se alguns picos ndo ajustados, enquanto que

em (b) a ampliagdo do difratograma correspondente do equipamento convencional néo

aparece este picos ndo ajustados. Conclui-se que a resolugdo do equipamento e a alta
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sobreposicdo de picos do convencional ndo foi suficiente para constatar pequenas proporcoes

do outro polimorfo (Forma I11) presente no padrao de difragéo.
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Figura 63. Ampliacdo do gréafico de Rietveld de posicoes equivalentes de 26 da (a) medida do LNLS
1=1,37757A e (b) medidas de equipamento convencional A, = 1,5406 A e fendas soller de 5°. Ajuste apenas da
Forma I.

Com a inclusdo da Forma 111 no refinamento de Rietveld observa-se o ajuste adequado
que resultou em ~ 95% da Forma | e ~ 5% da Forma Ill, os indices foram Rwp = 2.902; x* =

19000
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Figura 64. Grafico de Rietveld da CBZ, aquecida a 190°, (a) ajuste das formas | (P1) e Il (P21/c) medidas
realizadas no LNLS, A=1,37757. (b) sua ampliacdo de 12 a 17°.

Para melhorar a resolu¢do do equipamento convencional foi possivel trocar as fendas

Soller de 5° por de 2,5° e fez-se as medidas da CBZ aquecida a 190°C por 30 min, mostrada
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na Figura 65(a), pode-se observar que ndo ha ajuste salientado na ampliacdo Figura 65(b),

como na Figura 63 (b) (fendas de 5°).
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Figura 65: (a) Gréfico de Rietveld com medidas de equipamento convencional, Ac, = 1,5406 A e fendas Soller
de 2,5°(CBZ 190° 30 min) e (b) sua ampliacéo.

Tendo medidas de maior resolucdo é possivel inferir a necessidade de mais uma fase,
no caso o polimorfo Forma Il da CBZ, o método de Rietveld para este caso resultou nos
indices Rwp = 13.61%; y° = 3,80; Reragg (P1)= 5,14 € Raragg(P21/n) = 6,09.
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Figura 66. (a) Grafico de Rietveld para CBZ aquecida 190°C 30 min com medidas de equipamento
convencional, Ac, = 1,5406 A com fendas Soller 2,5 e sua (b) ampliagéo.
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9.2.2.4 Agquecimento 195° C por 30 minutos

O aquecimento a 195° C resultou em uma mistura da Forma Il e Forma I, esta medida
também foi realizada com fendas Soller de 2,5°. O refinamento de Rietveld (Figura 67)
resultou nos indices Rwp = 13.04 %, y* = 4.27, Raragy = 0.86% (Forma I11) e Rpgq = 2.70%

(Forma ).
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Figura 67. Gréafico de Rietveld da CBZ aquecida a 195 °C por 30 minutos, ajuste das formas Il e I, com

medidas de equipamento convencional, Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

9.2.2.5 Agquecimento 200 °C por 30 minutos

As medidas para o aquecimento a 200° C foram realizadas com fendas Soller de 5° e
resultou em uma mistura da Forma Il e Forma |. Na Figura 68 apresenta o grafico de
Rietveld que resultou nos indices: Rwp = 15,12%:; y*= 1,567; Reragg = 2,46% (Forma IlI) e
RBragg = 8,38% (Forma ).
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Figura 68. Grafico de Rietveld da CBZ aquecida a 200 °C por 30 minutos, ajuste das formas 1l e I, com medidas

de equipamento convencional, ¢, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

A alteracdo de transformacao polimdrfica, encontrada nas diversas temperaturas em
que foram analisadas, pode ser explicada devido ao forno utilizado que € normalmente

utilizado para calcinagdo de materiais ceramicos que chega a 1200°C. Entdo na temperatura
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utilizada nestes aquecimentos o forno possivelmente nao apresentava estabilidade. E devido a

isso na temperatura de 190°C néo houve transformacdo completa da Forma 111 para a Forma I.

9.2.2.6 Aquecimento in situ.

Com uma camera de aquecimento no LNLS (na linha D10B-XPD), foi possivel,
analises in-situ com a CBZ (Forma IIl), para identificar a temperatura de inicio de
transformacéo de fase, com rampa de 10°C/min e plataformas de 18 minutos para se realizar 3
medidas nas temperaturas indicadas, foram medidas em dois intervalos em 26 de 9,5° a 11,5°
e outro de 14,6° a 16,7°. As figuras abaixo mostram o porta amostra (a) no inicio e no (b)

final do aquecimento.

(a) (b)

Figura 69. Fotografia do (a) porta amostra no inicio do aquecimento e (b) no final do aquecimento da CBZ.

O deslocamento dos picos nos graficos (Figuras 71 e 72) é resultado tanto do
aquecimento da amostra e consequente dilatacdo, quanto do deslocamento da amostra causado
pela dilatacdo da mesma.

A Figura 70, apresenta o inicio do aquecimento e em (b) aparece as primeiras

alteracdes do difratograma.



92

8000 |-
—_—160-2

6000 (b)

4000 |

2000 -
0

!
195 18.0 185 110
8000 |-

!
' 19.0 '
—160-1
5000 |- (
a)

4000 |-
2000 |- ‘

1

145 15.0 155 16.0 16.5 17.0
26 ()
Figura 70. Difratograma da CBZ a 160 graus. (a) Logo ap06s atingir a temperatura e (b) 6 minutos ap6s atingir a
temperatura de 160°C, as setas indicam o inico do surgimento dos picos da forma 1.
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Na Figura 71 estdo todos os intervalos e medidas realizadas.

Figura 71. Difratogramas da amostra de CBZ obtidos em temperaturas variando entre ambiente e 170°C.

Apos verificar que a forma 1l inicia a transformagdo de fase a 160 °C, ela foi mantida
fixa a essa temperatura, apds ser aquecida com taxa de 10°/min. Foram realizadas medidas a
cada 5 minutos. Os resultados podem ser vistos nas Figuras 71-72. Observa-se que aos 5
minutos a transformacdo de fase j& havia iniciado. Entretanto, ap6s 405 minutos, ainda havia

resquicios da forma Il1.
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Figura 72.Difratogramas in-situ da forma Il1 da carbamazepina a 160°C, ap6s os tempos indicados. Regido entre
9,5° e 11,6° (20).
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Figura 73.Difratogramas in-situ da forma 111 da carbamazepina a 160°C, ap6s os tempos indicados. Regido entre
14,6° e 16,7° (26).

A forma I1l foi observada em todos os tratamentos térmicos que realizamos para a
obtencdo da forma I, o que nos leva a crer que ela sempre estara presente, em pequenas
guantidades, quando a forma | for preparada aquecendo a forma I11.

A andlise de DRXP ¢é adequada para analise da CBZ no PA e no comprimido
mostrando que ndo houve alteracdo de polimorfos durante a producdo do medicamento. Mas
para analise da CBZ com tratamento térmico é necessario maior resolucdao para verificar

pequenas quantidades de Forma Il na Forma I.



95

9.3 Atorvastatina

A atorvastatina Forma | é mostrada na Figura 74, cuja comprovacdo foi realizada

através da comparacdo com os dados fornecidos na patente US 5,969,156.
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14,000
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Figura 74. Difratograma da atorvastatina forma I, , com medidas de equipamento convencional, Ac, = 1,5406 A
e fendas soller de 5°.

Intensidade (cts)

9.3.1 Indexagéo

Como a Atorvastatina Forma | ndo tem a estrutura cristalina determinada, optou-se
pela indexacdo e entdo usar o padrdo decomposto para sua identificacdo em misturas e
comprimidos. Para a indexacdo foi necesséario dados de melhor qualidade, utilizando medidas
do LNLS com A= A26 de 2° a 47°. A Figura 75 é o difratograma da medida. Assim, com

dados com menos sobreposicéo foi possivel a indexacdo, como é mostrado a seguir.

60,000
55,000
50,000
45,000
40,000

35,000

Intensidade (cts)

H 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 o 28 0 3z ESY * B 40 a2 44 46 48
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Figura 75. Difratograma da Forma | da atorvastatina com medidas do LNLS, A=1,24018.

As etapas da indexacdo foram realizadas com o TOPAS®. Primeiramente foram
identificados os picos de difracdo. Esses picos tiveram suas posicOes, perfil e intensidades
ajustadas para se obter as posi¢cGes com a melhor precisao possivel. Para o ajuste do perfil foi
usada a funcéo de Thompson-Cox-Hastings modificada®™. Com as posicdes e intensidades dos
picos obtidas desse ajuste, foi realizada a indexac¢do usando o procedimento chamado por

Coelho (2003)%" de “método iterativo”. As 10 primeiras solu¢des sio mostradas na Tabela 14.
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sol. Sg Vol Gof  Zero a(R) b (R) c(A) a (%) B () 7 (%)

1) P1 1753.179 42.20 0.0000 6.2742 9.5352 29.9018 78.792 87.714 90.405
2) P1 1753.212 41.98 0.0000 6.2744 9.5345 33.1072 62.376  91.949 89.604
3) P1 1753.147 4197 0.0000 6.2739 9.5355 29.5667 97.235 87.564 90.402
4) P1 1753.112 41.72 0.0000 6.2740 9.5352 29.5665 82.764 87.561 89.593
5) P1 1753.179 41.69 0.0002 6.2742 9.5352 29.9018 78.792 87.714 90.405
6) P1 1753.147 41.59 0.0002 6.2739 9.5355 29.5667 97.235 87.564 90.402
7) P1 1753.112 41.48 0.0001 6.2740 9.5352 29.5665 82.764 87.561 89.593
8) P1 2604.113 38.51 0.0000 10.6581 10.5672 37.8678 62.797 128.802 127.913
9) P1 1523.567 37.73 0.0000 5.4525 9.8849 30.2637 76.849 99.124 105.305
10) PI1 1523.369 37.70 0.0000 5.4517 9.8857 29.6178 95.814 94.244 105.287

Apesar das primeiras solucGes apresentarem indices (Gof) mais baixos, elas sdo

inadequadas, como pode se observar na Figura 76 que apresenta varios picos nao ajustados.
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Figura 76. Gréafico de Pawley para a solugdo 1 da atorvastatina.

Foram realizados ajustes dessas dez primeiras solucGes e os indices de qualidade estdo

listados na Tabela 15.

Tabela 15. Resultados dos Refinamentos com método de Pawley para as 10 primeiras solugoes.

Sol# 1 2 3 4 5 6 7 8 9

10

Rwp
(%)

7.240 7.249 7312 7321 7318 7.320 7.318 5927 2541 2.550

x> 4361 4340 4377 4383 4.381 4.383 4381 3.768 1.511 1.516

As solucBes 9 e 10 apresentaram o menor valor para os indices ¥° e Rwp, e foram

escolhidas como as melhores solugbes para a atorvastatina forma I. As duas solugdes
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representam a mesma rede cristalina com diferentes parametros, como mostrado na Figura 77.

A matriz T transforma a cela unitaria da solucdo 9 para a cela unitaria da solucao 10:

1 0 0
([I 1 l])
T=%w -1 1

Figura 77. Cela unitaria das soluges 9 e 10.

As Figuras 78 e 79 apresentam o ajuste pelo método de Pawley para as
solucdes 9 e 10. Vé-se que todos os picos foram ajustados. Os resultados dos refinamentos
estdo na Tabela 16. A lista de picos, com 26 observado e calculado, distancias interplanares

observada e calculada, indices de Miller e Intensidade relativa (1100) estdo no Apéndice 1.

Tabela 16. Resultados do refinamento da cela unitéria das soluces 9 e 10.

sol # a(A) b (A) c(A) a(®) B () v (°)
9 54551(3) 9,8886(5) 30,310(1) 76,797(3) 99,198(5) 105,331(5)
10 54549(3) 9,8890(5) 29,656(1) 95,739(3) 94,295(5) 105,344(5)
o (@)
Y
’ ) ’ ’ " N " N * “ “ 242The2!':a (")ZE ¢ N i N ¢ * “ ¢ “ N
e (b)

188 188 19 194 192 192 194 185 196 197 198 199 20 204 202 203 204 205 206 207 208 209 20 211 212 213 214

2Theta (°)
Figura 78. (a) Grafico de Pawley para a solugdo 9 e (b) ampliacdo de 18,8° a 21,5° em 260.
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Figura 79. (a) Gréafico de Pawley para a solugdo 10 e (b) ampliagdo de 18,8° a 21,5° em 26.

9.3.2 Identificacdo de polimorfos sem estrutura cristalina.

Até esta parte no trabalho foi mostrado a quantificacdo dos polimorfos usando o
meétodo de Rietveld. Para o caso da atorvastatina 0 MR néo pode ser aplicado. Para mostrar
como a identificacdo pode ser aplicada mesmo quando a estrutura cristalina é apenas
parcialmente conhecida (apenas indexada), foi preparada uma mistura com 50% em massa de
cada forma (I e VIII). Essa amostra foi medida por DRXP no anodo rotatério.

Os difratogramas das Formas | e VIII, obtidos no LNLS, foram decompostos e usados
para identifica-los na mistura preparada.

O uso do método de Le Bail ou do método de Pawley é indicado para a decomposi¢éo
nestes casos, ja que se dispde do grupo espacial e dos parametros da cela unitaria. Na Figura
80a esta o refinamento pelo método de Pawley em que foi realizada a decomposicdo do
padrdo de difracdo da forma VIII obtido no LNLS. Os picos obtidos nessa decomposicao,
juntamente com os picos obtidos na decomposic¢do da forma I, foram usados no ajuste do
difratograma da mistura. O programa Topas Academic permite usar os padrdes decompostos
para sobrepor a um difratograma observado, sendo necessario apenas corrigir o fator de escala
e, se necessario, a orientacdo preferencial, largura e anisotropia dos picos. Nota-se, na figura
80b, que o ajuste fica excelente, comprovando que o método pode ser usado satisfatoriamente
em casos semelhantes. Ou seja, em casos onde se conhece a cela unitéria, grupo espacial e se

dispdes dos valores de intensidade, mesmo que sejam as intensidades relativas fornecidas no
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banco ICDD-PDF. Os indices da qualidade no refinamento da mistura sdo Rwp = 3,32 e 3% =
1, 98. As diferencas nas posi¢des dos picos entre o difratograma da forma VIII e na mistura é

porque o comprimento de onda para o caso do LNLS foi A = 1.3771A e para o anodo rotatério

foi 1.5406A.
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Figura 80. Grafico de Pawley (a) da forma VIII da atorvastatina com dados de difragdo obtidos no LNLS
1=1,24018 A e (b) para mistura de atorvastatina (50% Forma 1):(50% forma VII1).

9.4 Mebendazol

O mebendazol tem a estrutura de duas de suas formas cristalinas determinadas, Forma
AeC.
Duas amostras de PA foram analisadas. Na amostra 1A acreditava-se existir apenas a
forma A, assim como na amostra 1C acreditava-se existir apenas a forma C do mebendazol.
A Figura 81 apresenta o resultado obtido para a amostra 1A, com dados de DRXP de

cobre (Rigaku) onde foi encontrada uma pequena quantidade (~ 2%) de Forma C.
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Figura 81. Grafico de Rietveld para o Mebendazol (matéria-prima 1A) considerando a forma A e C com medidas
de equipamento convencional, ¢, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

A Figura 82 apresenta o resultado obtido para a amostra 1C, com uma pequena
guantidade (~ 4%) de Forma A.
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Figura 82. Grafico de Rietveld para o Mebendazol (matéria-prima 1C) considerando a forma A e C com medidas
de equipamento convencional, ¢, = 1,5406 A e fendas soller de 2,5°.

Analises realizadas em comprimidos comercializados também foram realizadas e sdo
mostradas a seguir. Sao duas amostras sendo um genérico da EMS comprimido de 100 mg e 0

comprimido de referéncia, Pantelmin® de 500 mg, produzido pela Janssen-Cilag.

Geneérico EMS Lote 254332

A forma encontrada no medicamento da EMS infelizmente é a Forma A, polimorfo
ndo desejado para 0 mebendazol®. A Figura 83 apresenta o gréfico de Rietveld com os picos
da Forma A e outros relacionados aos excipientes utilizados e cristalinos (talco e manitol).
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Figura 83. Grafico de Rietveld para amostra de mebendazol (genérico EMS) com medidas de equipamento
convencional, Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 2,5°.

Pantelmin® Lote MFLOA42
O gréafico de Rietveld (Figura 84) apresenta que uma pequena porcentagem da Forma
A (~2%) esta presente na amostra, Nao ha duvida da sua presenca ja que o pico em 7,6° (em

destaque no grafico) é caracteristico apenas da Forma A.
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Figura 84. Grafico de Rietvel para a amostra de referéncia Pantelmin® (Janssen-Cilag.) com medidas de
equipamento convencional, Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 2,5°.

9.5 Tibolona

A Tibolona apresenta dois polimorfos, o triclinico e o monoclinico. Analises para
caracterizacdo por DRXP foram realizadas para sua quantificacdo em uma amostra de PA
adquirida de uma farmacia de manipulacdo, recristalizacdes e uma amostra de comprimido.
As recristalizaces, como ja foi dito, fazem parte da tese de Araujo (2009)*°, o is6mero
(isotibolona), discutido na proxima secéo, foi encontrado no andamento do trabalho e também

ndo é desejada na matéria prima para manufatura do medicamento.
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9.5.1 Manipulacédo

O principio ativo tibolona, comprado na farmacia de manipulagdo, com dados do
Rigaku € mostrado na Figura 85, que apresenta o grafico de Rietveld onde foram considerados

os polimorfos triclinico e monoclinico da tibolona.
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Figura 85. Grafico de Rietveld de tibolona considerando os polimorfos triclinico e monoclinico, com medidas de
equipamento convencional, Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

Com estes dados e a alta sobreposicdo de picos a identificacdo de impurezas é
dificultada, como por exemplo, se houvesse a isotibolona, Figura 86 (isomorfo da tibolona
discutido na préxima secdo). Nao é possivel a identificacdo dos picos referentes a cada
estrutura cristalina devido a qualidade dos dados.
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Figura 86. Grafico de Rietveld de tibolona considerando os polimorfos triclinico e monoclinico e a contaminagéo
isotibolona (realce), com medidas de equipamento convencional, Ac, = 1,5406 A e fendas soller de 5°.

A fim de obter melhores dados para a analise, utilizou-se o equipamento de alta
resolucdo (Stoe), Figura 87. Observa-se que a picos estdo melhores definidos. Pode-se, por
exemplo, identificar picos isolados da forma monoclinica (120) em 14,46° (26) e (1 -2 -1)
17,86° (26) e da forma triclinica (1 1 -1) 20,77° (20) e (10-2) 24,21° (26) e ndo existe
indicages da isotibolona. Os indices de qualidade do refinamento ficaram: Rwp= 3,17% ; y?
= 2,14; Reragg = 0,40% (Triclinica) e Rgragg = 0,67% (Monoclinica).
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Figura 87. Gréfico de Rietveld da tibolona adquirida em farmacia de manipulagcdo com dados do Stoe (A, =
1,5406 A) considerando os polimorfos triclinico e monoclinico. Em azul reflexdes da forma monoclinica e em
verde reflexdes da forma triclinica isoladas de cada forma.

Esta amostra também foi medida no LNLS, a Figura 88 apresenta o grafico de
Rietveld que resultou na quantificacdo de ~35% do polimorfo Monoclinico e de ~ 65% do
Triclinico, os indices ficaram Rwp= 12.82% ; y* = 1.94; Rgagq = 1,41% (Triclinica) e Rpragy =
4,20% (Monoclinica).
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Figura 88. Gréafico de Rietveld da tibolona adquirida em farmacia de manipulagdo com dados do LNLS
(A=1,24018A) considerando os polimorfos triclinico e monoclinico.

Nesses casos, mesmo 0 método de Rietveld ndo e adequado para identificar/quantificar
as fases, se dados de um equipamento convencional (fendas Soller de 2,5° de divergéncia,
fenda de divergéncia de %° e recepcdo de 0,3mm) sdo usados. Vé-se que um ajuste muito

bom se obtém com dados convencionais, supondo a isotibolona ou néo.

9.5.2 Recristalizagdes
n-hexano

A isotibolona também foi encontrada em uma amostra de tibolona recristalizada de n-
hexano e foi identificado o polimorfo Triclinico (P1).
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A amostra apenas recristalizada apresentou cristalitos muito grandes, conforme é
indicado pelos dados de DRX obtidos em difratdmetro convencional (Bruker) (Figura 89).
Nota-se, na ampliacdo, que os picos em 14°, 15° e 17,5° (20) ndo apresentam um perfil bem
definido e, como foi mostrado na secdo 4.7, o perfil desses picos sdo tipicos de materiais com
grandes cristalitos e que, por isso, ndo apresentam a aleatoriedade na distribuicdo de todos os
planos cristalinos. Isso faz com que surjam reflexdes satélites devido ao posicionamento de

cristalitos em posicdes distantes do centro do gonidmetro.

Rwp =13,61%
v’ = 2,58

Figura 89. Difratograma de raios X do p6 da amostra de tibolona triclinica, recristalizada de n-hexano. Na
ampliacdo nota-se o efeito de granularidade nos picos em 14°, 15° e 17,5° (20). Medidas de equipamento
convencional, Ac, = 1,5406 A

Entretanto, os dados de difracdo obtidos em capilar de 0,7mm de didmetro interno
mostram um difratograma sem problemas de granularidade. Essa diferenca é justificada pela
amostragem. Enquanto que com um equipamento convencional a analise representa toda a
amostra, no caso do LNLS, devido a dificuldade de inserir, no capilar, as maiores particulas
de po, as anélises sdo representativas apenas de uma parcela com menores cristalitos. Assim,
0 que se observa com dados do LNLS (capilar) é um difratograma sem os problemas de
granularidade. Na Figura 90, estad o grafico de Rietveld realizado com esses dados de alta

resolugdo. Os indices do refinamento sdo: Rwp = §,69%, XZ = 1,46 e Rpragg = 1,74%.



105

Rwp = 8,69%,
v’ = 1,46

Figura 90. Gréfico de Rietveld para tibolona recristalizada de n-hexano, obtida com capilar de 0,7mm de
didmetro interno, no LNLS. A = 1.240728 A.

Dessa forma, como um dos objetivos do trabalho é definir os procedimentos para
medidas de difracdo de raios X usando equipamentos convencionais, e a alta resolugédo da luz
Sincrotron estaria sendo usada como padrdo, conclui-se que medidas com capilar s6 podem
ser usadas quando o pé ndo apresenta esses efeitos indesejados. Assim, medidas no LNLS,
quando esse efeito de granularidade esta presente na amostra, devem ser realizadas com
amostra plana, na geometria Bragg-Brentano.

De qualquer forma, matérias-primas com problemas de granuralidade, sdo indesejadas
na industria farmacéutica. Assim, medidas em equipamentos convencionais podem ser usadas
para uma analise qualitativa do pd, para verificar se a necessidade de um tratamento para
diminuir o tamanho das particulas e homogeneizar o po.

Para a homogeneizacdo desta amostra recristalizada de n-hexano, foi realizada a
micronizaco®. Apos esse tratamento, foram realizadas novas medidas, tanto com
difratbmetro convencional (amostra plana) quanto no LNLS (capilar). Neste caso, como na
amostra ndo micronizada, o polimorfo identificado da tibolona foi o triclinico (P1).

Os graficos de Rietveld estdo nas Figuras 91 e 92 respectivamente, considerando
apenas a forma triclinica da tibolona. Os indices de qualidade do refinamento foram
Rwp=13,61%; %2 = 2,58; Reragg = 2,39% para os dados de DRX de equipamento convencional
e Rwp=12,34%; %° = 1,67; Reragy = 1,55% para os dados do LNLS.
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Figura 91. Gréafico de Rietveld para a amostra recristalizada de n-hexano e micronizada, com medidas de
equipamento convencional, Ac, = 1,5406 A

(a)

(b)

Figura 92. (a) Grafico de Rietveld para a amostra recristalizada de n-hexano e micronizada, com os dados do
LNLS, A= 1,24018 A (b) Ampliagéo entre 10,4° ¢ 11,85° em 20 da amostra de tibolona recristalizada em hexano
e micronizada, considerando apenas a estrutura da tibolona.

Com os dados do LNLS notou-se uma pequena assimetria a esquerda do pico (010)
(~10,82°) e a direita do pico (100) (~11,21°) (indicados com setas na b), que indicavam a
presenca de mais algum composto cristalino na amostra.

Para a identificagdo foram realizados refinamentos considerando também a forma

monoclinica da tibolona.
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A Figura 93 (a) apresenta o grafico de Rietveld considerando as duas formas e com 0s
dados do Bruker. Foi encontrado 0,21% da forma monoclinica, o que € uma quantidade
fisicamente impossivel de determinar tendo em vista a alta sobreposicao de picos. Na Figura
93 (b) estd uma ampliacdo da linha de base mostrando o padrdo da forma monoclinica. Note
que o padrdo calculado apresenta picos de tdo baixa intensidade que ele é ajustado na
flutuacéo da intensidade dos pontos observados (ruido do difratograma). Assim, isso significa
gue a forma monoclinica ndo é observada. Na Figura 93 (c) nota-se que 0s picos em torno de
8,5° e 13,5° (20) apresentam o efeito devido a granularidade da amostra. Assim, o que
pareciam ser picos da fase monoclinica (indicado com setas na figura) séo, na verdade, picos
satélites causados por cristalitos longe do centro do goniometro. Em 12,73° (20) também

aparece outro pico satélite causado pela granularidade da amostra.

(@)

(b)

(©)

Figura 93. (a) Gréfico de Rietveld supondo as duas formas da tibolona. (b) amplia¢do da base do difratograma,
mostrando, em verde, o padrdo calculado da forma monoclinica (realce) (c) Ampliagdo entre 6,5 ¢ 14° (260)
mostrando que o efeito da granularidade da amostra ainda esta presente. Medidas de equipamento convencional,
Acy = 1,5406 A
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O gréfico de Rietveld com os dados do LNLS esta na Figura 94. N&o foi observada a

forma monoclinica.

Figura 94. Gréfico de Rietveld considerando as duas formas da tibolona, para os dados do LNLS A = 1,24018A.

Por fim, a isotibolona foi incluida nos refinamentos, junto com a forma triclinica. Foi
determinado 93,9(5)% da tibolona triclinica e 6,1(5)% de isotibolona nessa amostra. Os
indices de qualidade do refinamento foram Rwp=11,43%; % = 1,55; Rgagq(Tibolona) =
1,18% Rgragg(Isotibolona) = 2,19% (Figura 95).

(@)

(b)

Figura 95. (a) Gréafico de Rietveld considerando a isotibolona e a forma triclinica da tibolona. (b) Ampliacéo
mostrando o ajuste dos picos da isotibolona em tornos dos picos da tibolona. Medidas do LNLS A = 1,24018A.

Assim, com a estrutura cristalina determinada foi possivel verificar que a

micronizag&do causou a formacéo da isotibolona em uma amostra da forma triclinica.
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Recristalizacdo de Acetona

A Figura 96(a) apresenta o refinamento pelo método de Rietveld, para a amostra
recristalizada em acetona, onde foi considerada como sendo o polimorfo monoclinico da
Tibolona, pois como apresenta a ampliacdo (Figura 96(b)) a forma triclinica (4(1)%) é
altamente sobreposta a forma monoclinica (96(1)%). Foram obtidos os parametros de cela
unitaria: a = 6,5333(8); b = 41,220(4); ¢ = 6,6714(7) e p= 101,540(5) e os indices de
qualidade do refinamento: Rwp = 6,81 3% = 7,83 e Reag= 2,43(monoclinica); Rege= 2,71
(triclinica). O tamanho médio de cristalito para fase Monoclinica ficou 442(42) nm e para a
fase Triclinica 147(38) nm.

(a)

0.95 1 1.05 1.1 115 1.2 1.25 1.3 1.3

Figura 96. (a) Gréfico de Roetveld para tibolona recristalizada em acetona, considerando as formas monoclicnica
e triclineca. Medidas de equipamento convencional, A, = 1,5406 A

A Figura 97 apresenta a Tibolona recristalizada de acetona com dados do LNLS, ao
contréario do que acontece com a medida convencional, com esta pode-se observar claramente
(Figura 97 (b)) picos referentes as formas monoclinica e triclinica da Tibolona. O refinamento
de Rietveld resultou em: Rwp = 11,61; ¥* = 1,26 Rpug= 2,70 (Forma monoclinica =
93,5(1,2)%) Regragg= 2,57 (Forma triclinica= 6,5 (1,2)%).
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Figura 97. (a) Gréfico de Roetveld para tibolona recristalizada em acetona, considerando as formas monoclicnica
e triclineca. Medidas do LNLS %= 1,24018A

Recristalizagdo de Tolueno

A Tibolona também foi recristalizada em tolueno, a principio considerou-se apenas o
polimorfo triclinico como apresenta a Figura 98 (a) que levou aos indices de qualidade de
Rwp =11,28; %° = 1,84 € Rpragy = 2,96.

Na ampliagdo (Figura 98(b)), nota-se que alguns picos tém alargamentos assimétricos
ndo bem ajustados. Procurou-se verificar, entdo se seriam devido a pequena porcentagens do
polimorfo monoclinico. Entretanto, nestas posi¢cbes nao existem reflexdes do polimorfo

monoclinico.
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Figura 98. (a) Grafico de Roetveld para tibolona recristalizada em tolueno, considerando a forma triclinica. (b)

Ampliagio. Medidas do LNLS A= 1,24018A

Intensidade (cts)

A outra possibilidade seria a existéncia de pequena porcentagem de isotibolona. O
refinamento pelo método de Rietveld confirma isso, como visto na Figura 99 (a) e na sua
ampliacdo em (b), os indices de qualidade do refinamento foram Rwp = 10,85; Xz = 1.77,
Raragg (Triclinico) = 2,87% e Rgagq (isotibolona) = 4,47%.
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Figura 99. (a) Grafico de Roetveld para tibolona recristalizada em tolueno, considerando a forma triclinicae a
isotibolona. (b) Ampliagdo. Medidas do LNLS A= 1,24018A

9.5.3 Medicamento de Referéncia

Anélises da Tibolona néo séo triviais, como visto anteriormente os dois polimorfos tem
uma alta sobreposicdo de picos necessitam de dados de alta resolucdo para a correta
caracterizacao.
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A analise do comprimido é ainda mais complicada, pois a tibolona estd em pequena
quantidade em consideracdo aos excipientes, que sdo amorfos e cristalinos. A Figura 100
apresenta o difratograma do medicamento de referéncia livial®, do laboratério Pfizer, com
dados do LNLS.

11,000
10,0004
5,000
8,000
7,000
6,000
5,000

4,000

Intensidade (cts)

3,000

2,000
1,000
5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 7 18 19 20 21 2 23 24 25 2% 27 28 2 30

2Theta (%)
Figura 100. Difratograma do medicamento de referéncia livial.com medidas do LNLS A= 1,24018A

Simulagdes foram realizadas considerando os polimorfos (monoclinico e triclinico)
com os dados mostrados anteriormente O resultado pode ser observado na Figura 101 (a) e
sua ampliacdo em (b). Nota-se que as reflexdes dos polimorfos encontram-se coincidentes em

picos de baixa intensidade enquanto que os picos do excipiente sdo consideravelmente mais
intensos.

(@)

(b)

Figura 101. Comparacéo entre a amostra de livial e as formas monoclinica e triclinica da tibolona com os dados
do LNLS A=1,2320 A.
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Optou-se em restringir a area de analise entre 10,6° e 15° em 26 e excluindo 0s picos
de maior intensidade que ndo sobrepunham a reflexdes dos polimorfos da tibolona. Ajustes
desta area foram analisados considerando o polimorfo monoclinico, o triclinico e a
isotibolona. Como apresenta a Figura 102, o polimorfo que ajustou foi 0 monoclinico, este €

um indicativo que este polimorfo esta presente neste comprimido.

P21 100.00 %

108 1[IIE 1'1 11'2 11'4 11'5 11'8 1'2 12'2 12'4 12'5 12IE 1'3 13'2 13'4 13'5 1:;8 1'4 14‘2 14'4 14‘5 MIB
2Theta (°)
Figura 102. Grafico de Rietveld Ajuste do polimorfo monoclinico na amostra do livial, com os dados do LNLS

A=1,2320 A

9.6 Isotibolona

A estrutura cristalina foi determinada para o desenvolvimento deste trabalho. O
procedimento ndo serd discutido aqui, pois, como ja foi dito anteriormente, ndo faz parte dos
objetivos. A indexacao, que é a primeira etapa para o procedimento para a determinacdo de
estrutura sera considerada porque o padrdo decomposto pode ser usado para identificacdo

desse composto em matérias-primas, como foi visto na se¢do 9.3.2.

9.6.1 Indexagéo

Na indexagdo da isotibolona foram utilizadas as medidas realizadas na linha D12A-
XRD1 do LNLS, com geometria Debye-Sherrer em capilar de 0,7 mm de diametro
(borosilicato), A26 foi de 0,005° de 2° a 39,7°. Para o refinamento foram usados os dados
obtidos a temperatura ambiente em um equipamento Stoe. A Figura 103, apresenta o
difratograma obtido com os dados do sincrotron e as posi¢es dos 95 picos utilizados na
indexacgdo realizada pelo método interativo, implementado Topas-Academic v4.1, com

correcéo de 20o.
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Figura 103. Difratograma da isotibolona e picos utilizados usados na indexagio, dados do LNLS A=1,24018A.
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Os 10 primeiros resultados obtidos na indexacdo estdo mostrados na Tabela 17. Nota-
se que todas as 10 solucbes séo iguais. A diferenca, quando comparada com a primeira
solucdo, é a troca do eixo a pelo eixo ¢ em algumas solu¢des € o angulo B’, das outras
solugdes, ser igual a 180°-B. Ou seja, a diferenga é apenas de origem da cela. Portanto,
qualquer uma pode ser usada para o refinamento e decomposicdo do padrdo pelos métodos de
Pawley ou Le Bail, que o resultado deverd ser o mesmo. Assim, foi usada a primeira solugdo
(a = 6,8066 A, b = 20,7350 A, ¢ = 6,4489 A, B = 76,428°, V = 884,75 A’ para a
decomposic¢édo do padréo. Entretanto, para a determinagédo da estrutura cristalina, por escolha
do autor** do programa (resumo ACA2009 — P-T065, foi usado a cela unitéria da solucdo (7)).

A matriz transformacédo T da cela unitaria da solucdo (7) para a da solucéo (1) é:

1 00
T=(I] 1 [I)
0 0 1

Sendo a cela a solugdo (1) dada pelo vetor A’ e a da solucdo (7) dada pelo vetor A, a
transformacéo é dada por A’ = TA, e a transformacéo das posi¢Oes atdmicas (vetor X’ e X

respectivamente para os atomos na cela da solucéo (1) e (7) é dada por X’ = (T")™* X.

** Ariel Gomes. Department of Physics. University of Guelph, Guelph, Ontario, Canada.



Tabela 17. Os 10 primeiros resultados fornecidos pelo TOPAS para a Isotibolona.
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Sol Ef;ggg | Volume  Gof a(A) b(A) o(A) a(®) B() 1)
1) p21 884.749 176.93 6.8066 20.7350 6.4489 90.000 76.428 90.000
2) p21 884.749 173.48 6.4489 20.7354 6.8065 90.000 76.427 90.000
3) P21 884.734 171.38 6.4488 20.7346 6.8068 90.000 76.428 90.000
4) P21 884.757 170.41 6.4487 20.7350 6.8068 90.000 76.429 90.000
5) P21 884.724 168.64 6.8068 20.7343 6.4487 90.000 103.571 90.000
6) P21 884.699 167.77 6.8065 20.7339 6.4489 90.000 76.428 90.000
7) P21 884.737 167.73 6.8063 20.7356 6.4490 90.000 76.427 90.000
8) P21 884.722 167.58 6.8062 20.7354 6.4490 90.000 103.574 90.000
9 P2 884749 16749 68066 207350  6.4489  90.000 76428  90.000
10) P21 884706 16577  6.8064 207339  6.4490  90.000 76430  90.000

Para o refinamento pelo método de Pawley a radiacdo de fundo foi ajustada usando o
polindmio de Chebyschev®® com 16 parametros. O perfil do pico foi ajustado por uma
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aproximacgédo do modelo de Double-Voigt™ implementado no programa TOPAS Academic

v4.1, com anisotropia corrigida para planos independentes (h00), (0k0), (00I), (hk0), (hOl),
(OKI) e (hk1)®. A assimetria foi corrigida pelo modelo de Cheary e Coelho%1%,

Apos o refinamento da cela unitaria com o método de Pawley, os parametros ficaram a
= 6,8066(2) A, b = 20,7351(5) A, ¢ = 6,4490(2) A, B = 76,430(1) °, V = 884,77(4) A%. Os
indices de qualidade para o refinamento foram: Ry, = 5,992 %, ° = 1,389, estatistica de d'*
1% de Durbin-Watson (d-DW) = 1,228, Rgragq = 0,290 %. A lista de picos, com 26 observado
e calculado, distancias interplanares observada e calculada, indices de Miller e Intensidade
relativa (1100) estdo no Apéndice 2.

Na Figura 104 estdo os difratogramas observado, ajustado e a diferenca entre o
observado e ajustado, obtidos ap0ds os refinamentos pelo método de Pawley e ampliacbes de
varias regides mostrando que todos os picos presentes no difratograma foram devidamente
ajustados. Isso indica que a amostra de isotibolona estudada esta pura ja que ndo apresenta

qualquer evidencia de fase secundaria.

55 Modelo desenvolvido no LabCACC e implementado no programa TOPAS Academic por C.O.Paiva-Santos.
Esse modelo ainda esta incompleto e ndo funciona adequadamente para estruturas triclinicas. Anexo 3.
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Figura 104. Gréafico do refinamento de Pawley com resultados obtidos da indexacdo. (a) todo o padrdo de
difracdo medido. (b) ampliacdo mostrando a regido entre 6 e 13,5°. (c) ampliacdo mostrando a regido entre 13° e
18°. (d) ampliacdo mostrando a regido 17,5° e 24° (e) ampliagdo mostrando a regido entre 23 e 30°. (f)
ampliacdo mostrando a regido entre 29,5 e 35°. (g) ampliacdo mostrando a regido entre 32,5 e 40°.
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9.6.2 Alguns aspectos sobre a determinacdo da estrutura da Isotibolona

A determinacdo da estrutura cristalina foi realizada pelo Dr. Ariel Gomes, da
Universidade de Delphi, Canadd, com o qual o LabCACC mantém colaboracdo ha varios
anos. Os dados do LNLS foram usados. Essa foi a primeira estrutura cristalina determinada
pelo Dr. Ariel usando o programa desenvolvido por ele mesmo para determinacdo de
estruturas cristalinas usando método de espaco direto e dados de difracéo por policristais'®. A
determinacdo da estrutura partiu dos resultados da indexacdo apresentados acima. Os atomos
de hidrogénio foram incluidos apds a determinacdo da estrutura.

A Figura 105 apresenta a estrutura cristalina nas celas unitarias em que = ~103° e
~76°. Apos o refinamento com a cela unitaria da solucdo-0, os parametros ficaram a=
6.8065(2)A, b = 20.7348(7)A, ¢ = 6.4489(2)A, B = 76,429(1)°, V = 884,74(5)A3, e os indices
Rwp = 9,185%, Rwp’ = 13,337%, d-DW = 0,664, ° = 2,108, Rpg = 1,97. O gréafico de
Rietveld esta na Figura 106. Como era de se esperar, os valores dos indices no refinamento da
estrutura pelo método de Rietveld sdo ligeiramente maiores que os obtidos no refinamento
pelo método de Pawley, uma vez que no refinamento pelo método de Rietveld estd se
considerando a estrutura cristalina e pequenos efeitos de orientagdo preferencial, mesmo apos
a correcdo, podem ser responsaveis por essa diferenca.

Figura 105. Isotibolona P2;. (a) Estrutura cristalina e a cela unitaria da solu¢do-6 (p = 103.57°) e (b) estrutura
cristalina e a cela unitaria da solu¢do-0 (B = 76.43°).

A estrutura cristalina também foi refinada com os dados obtidos no equipamento da
Stoe. Os indices foram: Rwp = 4,606%, Rwp’ = 9,956%, d-DW = 0,294 ¢ xz = 2,585 € Ragragg
= 1,12%. A Figura 107 apresenta o grafico de Rietveld desse refinamento. Pode-se observar
com o auxilio da ampliacdo o ajuste de todo padrdo de difracdo. Os resultados dos indices de
qualidade do refinamento foram: Rwp = 3,765%, Rgrags= 0,974% e v? =2,113.
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Figura 106. Gréfico de Rietveld da Isotibolona com dados do LNLS A=1,24018.

Figura 107. Grafico de Rietveld da Isotibolona com os dados de alta resolugio do Stoe A = 1,5406A.

9.6.3 Analise Quantitativa de Fase

A seguir serd mostrada a identificacdo da isotibolona em uma matéria-prima de
tibolona e determinar a sua proporcdo em massa. Na Figura 108 estd o refinamento de
Rietveld, considerando a forma monoclinica da tibolona, O refinamento foi realizado com
dados obtidos na linha D12A-XRD1 do LNLS, A = 1,24018A. Nota-se que existem picos que
ndo correspondem a essa forma cristalina. Na Figura 108(b), uma ampliacdo do gréfico de
Rietveld entre 10 e 21° (26), pode-se observar varias reflexdes que ndo foram ajustadas com a
estrutura cristalina monoclinica da tibolona.

Foram realizados refinamentos considerando as duas formas cristalinas conhecidas da
tibolona (monoclinica e triclinica) e se observou que os picos ndo identificados na Figura 108

também ndo sdo ajustados pela estrutura cristalina triclinica P1 (Figura 109).
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De fato, esses picos foram gerados pela isotibolona. Sua estrutura cristalina foi
incluida nos refinamentos e se observou que todos os picos foram ajustados (Figura 110).

Assim, foi possivel determinar a propor¢do de 89,6(1,8)% de Tibolona e 10,4(1,8)%
de isotibolona. Rwp = 7,15%, x” = 1,61, Rergg = 1,79% (tibolona) e 2,51% (isotibolona). Na
Figura 110b, uma ampliagdo do grafico de Rietveld entre 10 e 21° (20), pode-se observar
varias reflexdes que ndo foram ajustadas com a estrutura cristalina monoclinica da tibolona, e

que foram identificadas, posteriormente, como sendo da isotibolona.
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Figura 108. (a) Gréfico de Rietveld apds o refinamento pelo método de Rietveld da amostra de comercial
heartwell, considerando apenas a estrutura cristalina monoclinica da tibolona. (b) Ampliacdo onde se observa
varios picos que ndo foram ajustados (setas) com a estrutura monoclinica, dados do LNLS A = 1,24018A.
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Figura 110. (a) Gréfico de Rietveld considerando a forma monoclinica e a isotibolona; (b) ampliacdo de 10,2° a
13,3° em 26, e setas identificando as reflexfes da isotibolona.
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De acordo com Araujo (2009)%, a forma triclinica é a menos estavel e, portanto, mais
favoravel a transformacao para outras formas.

O conhecimento da estrutura cristalina da isotibolona permitiu identificar e determinar
a propor¢cdo em massa desse composto em matérias-primas de tibolona. Foi possivel também
verificar que a micronizacdo causou a formacdo da isotibolona em uma amostra da forma
triclinica.

Medidas em equipamentos convencionais permitem analisar amostras com cristalitos
muito grandes e inadequados para uso em formulacdes. Medidas com amostras em capilares
ndo sdo representativas de toda a amostra, pois, devido as dificuldades de inser¢ao no capilar,
as maiores particulas ficam de fora e ndo sdo analisadas.

Analises de amostras homogéneas podem ser realizadas com capilares e esse modo é
recomendado quando se deseja evitar a orientacao preferencial.

Para determinacdo de estruturas, o uso de capilar é recomendado porque a orientacdo é

minimizada.

10 Conclusao

A DRXP é uma 6tima ferramenta para a caracterizacdo de polimorfos tanto em matérias-
primas quanto em comprimidos, quando a quantidade de PA é suficiente para a limitacdo da
técnica. O método de Rietveld enriquece os resultados pela técnica quando os farmacos tém
estrutura cristalina conhecida, mas quando nao, é possivel identificar misturas de polimorfos
inequivocamente utilizando a decomposicdo do padrédo adequadamente.

Em primeiro lugar, deve-se conhecer o equipamento em que serdo realizadas as medidas.
Ou seja, para cada condicdo experimental, deve-se ter sido realizada uma medida com um
padrdo para se obter o alargamento instrumental. Recomenda-se 0 SRM660a LaB6 NIST.
Apo6s as medidas, deve-se determinar o alargamento instrumental usando esses dados. A
FWHM sera definida através dos parametros da funcdo que descreve o perfil dos picos. A
funcdo de Thompson-Cox-Hastings modificada, implementado no programa TOPAS
Academic v4.1 e GSAS séo recomendadas.

Conhecendo-se a FWHM, o tamanho de passo deve ser definido de forma que entre 5 e
10 pontos estejam presentes no menor valor de FWHM do padrdo. Como nenhum outro
difratograma ira apresentar um alargamento menor que o do padrdo, isso ird garantir que

todos os picos serdo adequadamente definidos.
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Se o farmaco apresentar cristalitos pequenos, que causam maior alargamento dos picos, o
tamanho do passo pode ser maior. Assim, o tamanho maximo de A26 para cada medida deve
ser definido a partir de uma medida prévia. Ou seja, a partir de uma medida rapida.

A pré analise tambeém permitira definir o tempo adequado para medida de cada ponto do
difratograma. Para isso, deve escolher o tempo que permita definir picos de baixa intensidade,
pois eles podem ter sido causados por algum outra forma cristalina presente em pequena
quantidade.

Considerando que a sobreposicdo de picos é sempre alta no caso de farmacos,
recomenda-se 0 roteiro a seguir para os refinamentos pelo método de Rietveld e para o caso
de método de Pawley ou Le Bail, quando a estrutura cristalina ainda ndo foi determinada.

Considerando, por exemplo, em uma regido em torno de 25 graus, onde existe a
sobreposicdo de 6 picos com altos valores de (h k I). Quando se refina os pardmetros de cela
unitaria, eles irdo variar de forma a minimizar a “soma do quadrado da diferenga entre as
intensidades observadas e calculadas” naquela regido (fun¢do minimizacdo do método de
minimos-quadrados).

Sabe-se que quanto menor o valor de 26, maior o erro introduzido. Assim, os valores dos
parametros de cela unitaria baseado nos picos de menor ordem, com menor sobreposicdo e a
mais baixo angulo, podem variar muito, sem que a suas posi¢fes variem de forma
significativa. Como os picos a alto angulo estdo sobrepostos, pequenas variagdes na sua
posicdo causam grandes variagOes nas distancias interplanares d (e nos pardmetros da cela
unitaria). Como a definicdo correta de suas posices ndo é possivel, grandes variacfes nas
dimensGes da cela unitaria podem ocorrer. Veja na Figura abaixo, extraida do Anexo 4, como
¢ a dependéncia do erro na distancia interplanar em fun¢do do angulo (20) de Bragg
observado. Deve-se considerar ainda que a anisotropia no alargamento dos picos, causada
pela anisotropia na forma dos cristalitos, € mais uma fonte de problemas para a definicdo das
posi¢Bes de picos quando ocorre sobreposicdo e a estrutura cristalina ndo é considera nos
refinamentos.

Assim, nos refinamentos de cela unitaria onde as intensidades ndo sdo definidas pela
estrutura cristalina, como sdo os métodos de Pawley e o de Le Bail, as dimensdes da cela
unitaria podem variar muito, pois o valor de intensidade pode variar muito para qualquer
posicdo dos picos. Quando a estrutura cristalina é conhecida (método de Rietveld) as

intensidades sdo definidas por ela (I o |FhkI)?)) e os parametros da cela unitaria terdo um
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menor liberdade para variar ja que devem satisfazer o método de minimos-quadrados.
Detalhes sobre esses problemas estdo detalhadamente descritos no Anexo 4.
Com base nisso, foram definidas algumas recomendacdes gerais para o refinamento com

dados de difracdo de raios X por policristais de farmacos.
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Figura 111. Dependéncia do erro na distancia interplanar, od, em fungéo do &ngulo de Bragg, para alguns erros
na medida de 26, para radiagio de cobre Ka; (A = 1,5406 A).

Caso de método de Rietveld
(1) Ajustar o fator de escala e a radiacéo de fundo e deslocamento da amostra.
(2) (1) + Verificar se existe orientagdo preferencial. Corrigi-la se observada.
(3) (2) + refinamento de parametros isotrépicos da FWHM. A assimetria deve ser

mantida fixa assim como foi obtida para o padréo.

Entretanto, o padrdo LaB6 tem seu primeiro pico aparecendo entre 25 e 26° (20) para a
radiacdo de cobre, o que ndo permite uma definicdo adequada da assimetria causada pela
divergéncia axial abaixo desse angulo. Os primeiros picos dos farmacos normalmente
aparecem entre 2 e 10°. Assim, embora a assimetria esteja sendo mantida fixa, deve-se ter em
mente que ela devera ser corrigida em algum momento. O ideal seria encontrar um padrdo que

possua picos a baixo angulo, para definir adequadamente o alargamento instrumental,



124

incluindo a assimetria causada pela divergéncia axial. Na auséncia de um padrdo adequado,
pode-se usar parametros fundamentais com grande vantagem. Infelizmente, os programas que
fazem uso desse procedimento ndo sdo distribuidos gratuitamente para uso académico. Esse
procedimento ndo é adequado para o caso em que dados de difracdo sdo obtidos com luz
Sincrotron.

(4) (3) + refinamento dos parametros de cela unitéria.

(5) (4) + anisotropia e assimetria.

(6) (5) + posicdes atbmicas mantendo vinculo de distancias e angulos interatdbmicos.

(7) Liberar os vinculos de (6). Se o resultado for insatisfatério, encerre o refinamento

em (6).

Para o refinamento inicial pelo método de Pawley ou de Le Bail.
(1) Ajustar a radiagdo de fundo. Com isso o padrdo de difragdo “calculado” ja deve
estar préximo do observado.
(2) (1) + e deslocamento da amostra
(3) (2) + refinamento de parametros isotropicos da FWHM.
(4) (3) + refinamento dos parametros de cela unitéria.

(5) (4) + anisotropia e assimetria.

Para o refinamento pelo método de Pawley usando um padrdo de difracdo previamente
decomposto.

(1) Ajustar o fator de escala e a radiacdo de fundo e deslocamento da amostra.

(2) (1) + Verificar se existe orientacdo preferencial. Corrigi-la se observada.

(3) (2) + refinamento de parametros isotropicos da FWHM.

(4) (5) + refinamento dos parametros de cela unitéria.

(5) (6) + anisotropia e assimetria.

Embora esse roteiro tenha sido recomendado, ele serve apenas como uma indicagao

para inicio dos refinamentos, cada caso deve ser considerado individualmente, ver anexo 4.
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ANEXO 1 - Conceitos técnicos ANVISA

Medicamento Genérico

Medicamento similar a um produto de referéncia ou inovador, que se pretende ser com
este intercambiavel ", geralmente produzido apés a expiracdo ou reniincia da protecdo
patentaria ou de outros direitos de exclusividade, comprovada a sua eficacia, seguranca e
qualidade;

Medicamento Similar

Medicamento que contém 0 mesmo ou 0S mesmos principios ativos, apresenta a
mesma concentracdo, forma farmacéutica, via de administracdo, posologia e indicacdo
terapéutica, preventiva ou diagnostica, do medicamento de referéncia registrado no 6rgéao
federal responsavel pela vigilancia sanitaria, podendo diferir somente em caracteristicas
relativas ao tamanho e forma do produto, prazo de validade, embalagem, rotulagem,
excipientes e veiculos, devendo sempre ser identificado por nome comercial ou marca;

Medicamento de Referéncia

Medicamento inovador registrado no 6rgdo federal responsdvel pela vigilancia
sanitaria e comercializado no Pais, cuja eficacia, seguranca e qualidade foram comprovadas

cientificamente junto ao 6rgéao federal competente, por ocasido do registro;

Equivaléncia Farmacéutica

Segundo a legislacdo brasileira, 0 medicamento genérico deve ser equivalente
farmacéutico ao seu respectivo medicamento de referéncia, ou seja, deve conter 0 mesmo
farmaco, na mesma dosagem e forma farmacéutica. O teste de equivaléncia farmacéutica é
realizado "in vitro" (ndo envolve seres humanos), por laborat6rios de controle de qualidade
habilitados pela ANVISA. Os testes realizados sdo: Teor de Principio ativo; Caracteristicas
fisicas da formulacéo; Perfil de dissolucdo em meio aquoso.

Biodisponibilidade

“* Equivalente terapéutico de um medicamento de referéncia, comprovados, essencialmente, os mesmos efeitos
de eficécia e seguranca (ANVISA)
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A biodisponibilidade relaciona-se a quantidade absorvida e a velocidade do processo
de absorcdo do farmaco liberado a forma farmacéutica administrada. Quando dois
medicamentos apresentam a mesma biodisponibilidade no organismo, sua eficécia clinica é
considerada comparavel.

Bioequivaléncia

O teste de bioequivaléncia consiste na demonstracdo de que o medicamento genérico e
seu respectivo medicamento de referéncia (aquele para o qual foi efetuada pesquisa clinica
para comprovar sua eficdcia e seguranca antes do registro) apresentam a mesma
biodisponibilidade no organismo. A bioequivaléncia, na grande maioria dos casos, assegura
que o medicamento genérico é equivalente terapéutico do medicamento de referéncia, ou seja,
que apresenta a mesma eficacia clinica e a mesma seguranca em relagdo ao mesmo.

Para realizar esse teste sdo administrados em pessoas sadias, em momentos distintos, uma
dose do medicamento genérico e na outra ocasido, uma dose do medicamento de referéncia.
Apos cada administracdo destes medicamentos sdo recolhidas amostras sanguineas, que apos
analises serdo transformados em graficos que mostram a liberacdo, absorcdo, distribuicao,
metabolizacdo e eliminacdo destes medicamentos. Ap0Os esse processo, as informacgdes séo

cruzadas e devem ter uma relagéo equivalente
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ANEXO 2 - Excipientes dos comprimidos analisados.

CBZ:

Para o comprimido foram utilizados os excipientes: amido de milho; celulose
microcristalina avicel pH; didxido de silicio coloidal; estearato de magnésio; glicolato de
amido sodico; polividona 30.

Acido mefenamico:

Os excipientes usados num comprimido do acido mefenamico sdo: amido de milho;
celulose pH 102; didxido de silicio coloidal; estearato de magnésio; lauril sulfato de sodio;
polividona 30; vanilina.

EMS - Amido, celulose microcristalina, estearato de magnésio, laurilsulfato de sédio,
povidona, didxido de silicio.

Legrand - Amido, celulose microcristalina, estearato de magnésio, laurilsulfato de
sodio, povidona, dioxido de silicio.

Pfizer - Amido de milho , celulose microcristalina, estearato de magnésio, laurilsulfato
de sodio, povidona 30, vanilina, corante amarelo FDC n°5 de aluminio laca, dioxido de silicio
coloidal.

Hexal - Amido de milho, celulose microcristalina, estearato de magnésio, laurilsulfato
de sodio, povidona, didxido de silicio coloidal.

Ache - Amido, celulose microcristalina, estearato de magnésio, povidona, vanilina,
croscarmelose sodica, amarelo de quinolina ,dioxido de silicio

Mebendazol:

Janssen-Cilang - amido de milho, amido glicolato de sddio, aroma de morango, celulose
microcristalina, didxido de silicio coloidal, estearato de magnésio, lactose, metilcelulose e
sacarina sodica.

EMS - amido, talco, croscarmelose sodica, celulose microcristalina, manitol, estearato

de magnésio, esséncia de laranja.
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ANEXO 3 - Macro utilizada no programa TOPAS academic v 4.1 para correcdo de
anisotropia.

prm lor2_h00 200 min .3

prm lor2_0k0 200 min .3

prm lor2_001 200 min .3

prm lor2_hk0 200 min .3

prm lor2_h0l 200 min .3

prm lor2_0kl 200 min .3

prm lor2_hkl 200 min .3

prm gauss2_h00 200 min .3

prm gauss2_0k0 200 min .3

prm gauss2_00I 200 min .2

prm gauss2_hk0 200 min .3

prm gauss2_hO0l 200 min .3

prm gauss2_0kl 200 min .2

prm gauss2_hkl 200 min .2

prm =1/1B_from_CS(gauss2_h00, lor2_h00); : 50 ‘Lol HOO

prm =0.89 / Voigt FWHM_from_CS(gauss2_h00, lor2_h00); : 50 'L_FWHM_HO00
prm =1/I1B_from_CS(gauss2_0kO, lor2_0k0); : 50 'LVVol 0KO

prm =0.89 / Voigt FWHM_from_CS(gauss2_0kO0, lor2_0k0); : 50 'L_ FWHM_0KO0
prm =1/I1B_from_CS(gauss2_00l, lor2_00l); : 50 'LVVol HOO

prm =0.89 / Voigt FWHM_from_CS(gauss2_00l, lor2_00l); : 50 'L_FWHM_00L
prm =1/ IB_from_CS(gauss2_hk0, lor2_hk0); : 50 'LVol HKO

prm =0.89 / Voigt FWHM_from_CS(gauss2_hkO0, lor2_hk0); : 50 'L_ FWHM_HKO0
prm =1/I1B_from_CS(gauss2_h0l, lor2_h0l); : 50 'LVVol HOL

prm =0.89 / Voigt FWHM_from_CS(gauss2_h0l, lor2_h0l); : 50 'L_FWHM_HOL
prm =1/I1B_from_CS(gauss2_O0kl, lor2_0kl); : 50 'LVol OKL

prm =0.89 / Voigt FWHM_from_CS(gauss2_0kl, lor2_0kl); : 50 'L_FWHM_0OKL
prm =1/I1B_from_CS(gauss2_hkl, lor2_hkl); : 50 ' This is LVol HKL

prm =0.89 / Voigt FWHM_from_CS(gauss2_hkl, lor2_hkl); : 50 ' This is LVol_FWHM
lor_ fwhm =

(0.1 Rad Lam / Cos(Th)) /

IF And(H ==0, L ==0) THEN

lor2_0kO

ELSE IF And(K ==0, L ==0) THEN

lor2_h00

ELSE IF And(H == 0, K ==0) THEN

lor2_00lI

ELSE IF And(H ==0) THEN

lor2_OKlI

ELSE IF And(K ==0) THEN

lor2_hol

ELSE IF And(L == 0) THEN

lor2_hkO0

ELSE

lor2_hkl

ENDIF

ENDIF



ENDIF

ENDIF

ENDIF

ENDIF ;

gauss_fwhm =

(0.1 Rad Lam / Cos(Th)) /

IF And(H ==0, L ==0) THEN
gauss2_0kO0

ELSE IF And(K ==0, L ==0) THEN
gauss2_h00

ELSE IF And(H == 0, K ==0) THEN
gauss2_00I

ELSE IF And(H ==0) THEN
gauss2_OkKl

ELSE IF And(K ==0) THEN
gauss2_hol

ELSE IF And(L == 0) THEN
gauss2_hk0

ELSE

gauss2_hkl

ENDIF

ENDIF

ENDIF

ENDIF

ENDIF

ENDIF;
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ANEXO 4 - Problemas que podem acontecer nos refinamentos.

Esse texto foi inicialmente escrito para um curso a distancia ministrado no Instituto de
Quimica. Tendo em vista que foi considerado suficientemente didatico, foi decidido que o seu
conteddo ndo fosse incluido no texto da tese, mas como anexo, de forma que possa ser
separado e distribuido livremente na Internet e nos cursos do 1Q e do LabCACC.

O objetivo foi determinar as condi¢des que as medidas devem ser realizadas em nosso
equipamento, a fim de fornecer os mesmo resultados que se obtém com os dados de alta
resolucdo obtidos nas linhas D10B-XPD do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron.

107-108

Esse principio ativo possui dois polimorfos , sendo um com estrutura cristalina

109, também com estrutura cristalina conhecida. Possui também

conhecida, e um isémero
alguns pseudo-polimorfos'®, que sdo compostos com moléculas do solvente que foram
incorporadas & estrutura cristalina durante a recristalizacao, por exemplo.

Em todos os casos foi identificado apenas o polimorfo com estrutura cristalina descrita
por J.F.McConnell e F.Z.Company em 1976".

Esse caso serviu para dar uma idéia das diferencas reais nas analises com dados
obtidos com o anodo rotatério de cobre (A=1.5418A) Rigaku RINT2000 (RIG) com raio do
difratdmetro de 185 mm, fenda de divergéncia de 0,25°, recepcdo de 0,3mm e fenda Soller de
5° de divergéncia, e com os dados obtidos na linha D10B-XPD do Laboratério nacional de
Luz Sincrotron, em Campinas-SP, no modo de alta resolucdo usando capilares.

Abaixo (Figura 112) estdo os difratogramas obtidos nos dois laboratorios.
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Figura 112. (a) Difratograma obtido no anodo rotatério Rigaku RINT2000, do LIEC-Araraquara. (b)
Difratograma obtido na linha XPD do LNLS, no modo de geometria de transmissdo (capilar) em alta resolucédo
(A =1.3117 A).

Note, nas ampliaces na Figura 112, o pico (100). A assimetria do pico no caso do
RIG é muito grande. No caso da XPD o pico é praticamente simétrico. A diferenca na posi¢édo
dos picos é devido a diferenca nos comprimentos de onda (1.5418A para o anodo de cobre e
1.3771 A no caso do LNLS). Essa grande assimetria é causada pela extremamente alta
divergéncia axial de ~5,2° da fenda Soller. Detalhes sobre os efeitos da divergéncia axial
sobre 0 alargamento e deslocamento dos picos podem ser encontrados no livro de Jenkins e
Snyder'™®, paginas 187 a 191. Essa divergéncia é suficiente para analises de materiais
cerdmicos, que normalmente possuem poucos picos abaixo de 20° (20) e baixa sobreposicéo
acima de 20° (26), mas para compostos organicos isso € um grande problema, pois a
divergéncia axial, além de causar essa altissima assimetria causa também deslocamento dos
picos da posicéo de Bragg e mais sobreposi¢cdo acima de 20°.

Na Tabela 18 estdo os resultados dos refinamentos da estrutura do acido mefenadmico
com os dois conjuntos de dados. A cela unitaria refinada com os dois conjuntos de dados é

bem diferente.
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Tabela 18. Alguns resultados obtidos com os dados do nosso laboratério e do Laboratério Nacional de Luz

Sincrotron.
RIG XPD RIG-fix
a(A) 14,596(2) 14,5539(5) idem XPD
b (A) 6,833(1) 6,8111(2) idem XPD
c(A) 7,675(1) 7,6605(2) idem XPD
a (°) 119,61(1) 119,529(2) idem XPD
B (°) 103,971(7) 103,914(2) idem XPD
v (°) 91,28(1) 91,348(3) idem XPD
V (V®) 636,74(18) 632,21(4) idem XPD
Rwp (%) 8,162 3,046 8,875
2 2,103 1,423 2,284
d-DW 0,564 1,164 0,499

RIG: Anodo Rotatdrio Rigaku, fenda Soller 5°. RIG-fix. Cela unitéria ndo refinada

XPD: linha XPD-Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, A=1.3771A.

Rwp. Indice de qualidade do refinamento'!!, d-DW: estatistica-d de Durbin-Watson.

A explicacdo para isso requer alguns comentarios sobre os dois equipamentos usados

nas medidas. Na Tabela 19 estdo algumas comparacOes entre eles. O grande alargamento

instrumental do RIG produz alta sobreposicdo de picos, enquanto que no LNLS a

sobreposicao € muito baixa. Por ter baixa absorcao, ocorre um deslocamento de A26 dos picos

devido a transparéncia da amostras aos raios X, sendo que A28 = (sen 26)/(2uR), em que

R é o raio do difratbmetro e u o coeficiente de absorcdo linear, tem-se que o maior

deslocamento de picos ocorre para 6 = 45°.

O deslocamento da amostra, s, produz deslocamento dos picos que varia com cos(6),

Portanto, maior deslocamento de picos para angulos mais baixos.

2 s cosf

R

Pela lei de Bragg, vemos que o erro na posicao dos picos introduz erro nos parametros

da cela unitéria, e quanto mais baixo o 26 maior € o erro. A lei de Bragg é:

A=2dsenb,



isolando d tem-se
d = A/2senf
e diferenciando tem-se

i= o8 A cosB
oe=9 2 (senh)?

que da o erro nas distancias interplanares (od) em funcdo do erro na medida de 26 (c0).
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Na Figura 113 sdo mostrados os efeitos de transparéncia e deslocamento da amostra.

Na Figura 114 é mostrado o erro introduzido nas distancias interplanares pelo erro na medida

de 26. Veja que na regido onde estdo os picos mais intensos dos farmacos € a regido onde

ocorre 0 maior erro na medida das posigdes dos picos.
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Figura 113. Representacdo da dependéncia dos erros na posicdo do pico em funcdo do coeficiente de absorcéao
linear p (transparéncia) e deslocamento da amostra s, para um tubo de cobre
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A orientacdo preferencial é outro artefato que causa alteracbes nas intensidades
relativas dos picos de um padrdo de difracdo. A medida com capilar praticamente elimina a
orientacdo preferencial, enquanto que no porta-amostra plano a orientacdo preferencial é
inevitavel e chega a ser muito alta no caso de farmacos na forma de agulha ou plaquetas,
como € comum acontecer. Em situacdes de alta sobreposicdo de picos e muitas fases, a
correlacé@o entre os parametros de rede e 0s que corrigem a orientacdo preferencial é alta. Nas
Figuras 115 e 116 estéo simulagdes mostrando o efeito que a orientagédo preferencial causa em
um padrdo de difracdo, na configuracdo de Bragg-Brentano, em funcdo da forma do cristalito.
A Figura 115(a) € o difratograma simulado para o caso sem orientagdo preferencial e cristalito
isotropico. A Figura 115(b) é o difratograma simulado para 0 caso sem orientacdo
preferencial e cristalito com forma de agulha e dimensdes (40, 360, 40)nm respectivamente
nas direcdes de a, b, c. A Figura 115(c) representa a realidade para o caso da amostra ser
depositada sobre um porta amostra plano para medidas na geometria Bragg-Brentano. Os
cristalitos tendem a se posicionar com o eixo das agulhas paralelo a superficie do porta
amostra, de forma que poucos ou nenhum cristalito irdo ter planos (0k0) em condicdo de
Bragg para apresentar picos de difracdo. Note que a altura dos picos se alteram em funcéo da
anisotropia do cristalito. Na figura 116(a) é o padrdo simulado de difracdo para o caso de um
cristalito na forma de plaqueta e dimensdes (360,40, 360)nm respectivamente nas direcdes de
a, b, c. Na Figura 116(b) est4 o padréo de difracdo com as plaquetas orientadas paralelamente
a superficie do porta-amostra.

A intensidade relativa se mantém, mas como a largura dos picos se alteram em funcao
das dimens0es dos cristalitos, ocorre essa aparente alteracdo na intensidade relativa. Ou seja,

0 pico pode ter mesma area, e se a largura for menor, o pico ficamais alto, e vice-versa.
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Figura 114. Dependéncia do erro na distancia interplanar, od, em fungdo do &ngulo de Bragg, para alguns erros

na medida de 20, para radiacio de cobre Ko (A = 1,5406 A).
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Figura 115. (a) Padrdo de difracdo para o caso de cristalito isotropico e sem orientagdo preferencial. (b) Cristalito
na forma de agulha com comprimento (40, 360, 40) nm respectivamente nas direcdes de a, b, ¢, Sem orientagdoa
preferencial (c) agulhas orientadas paralelas & superficie do porta-amostra. As setas indicam as posi¢Ges dos

planos que em (b) e (c) estdo em orientacdo preferencial.
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Figura 116. Cristalito na forma de plagueta, de dimensées (360, 40, 360)nm respectivamente nas direcdes de a,
b, c. (a) Sem orientagdo preferencial e (b) com as placas se acomodando paralelamente & superficie do porta
amostra. As setas indicam as posic¢des dos planos que em (b) estd em orientagdo preferencial.

O refinamento da cela unitaria pelo método de minimos-quadrados ird buscar 0s
valores de a, b, ¢, a, B e y que minimizam a funcdo minimizacdo (FM) definida soma do

quadrado das diferencas entre os difratogramas observado e calculado**™*.

FM = zwi(YObs _YCalc)zr

w; é 0 peso da i? e Yobs,Yealc SA0, respectivamente a intensidade medida e calculada no i® ponto.
E, nesse processo, 0s parametros da cela unitéria irdo variar buscando a melhor posi¢do para
os picos, de forma a fornecer o valor minimo da FM. A Figura 117 apresenta algumas regides
onde se pode observar que com dados de alta resolu¢do a sobreposicdo de picos € muito
menor. Nessa Figura 117 os difratogramas sdo mostrados no espaco Q (=27/d) para que se
possam comparar diretamente 0s picos correspondentes em cada caso. Note que durante o
refinamento varios pardmetros correlacionados deverdo ser refinados, entre eles os que estdo

relacionados com:

e Alta orientagéo preferencial,
e Sobreposicdo devido a baixa resolucgéo,
e Sobreposicdo devido ao tamanho de cristalito,
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e Sobreposicdo devido a baixa simetria e grande cela unitéria,
e Deslocamentos dos picos causados pelo deslocamento da amostra,
e Deslocamento dos picos causados planaridade da amostra. Veja a pagina 191 a 193 do

livro de Jenkins e Snyder**,

e Alta divergéncia axial que causa tanto assimetria quando deslocamento dos picos.

Tabela 19. Comparacao de caracteristicas experimentais entre os dois equipamentos usados.

RIG

XPD-LNLS

209 Zero

# Zero (varia para cada
Deslocamento amostra _

medida)

Alargamento instrumental  Alto, = 0.7° (26)

Radiacao oy e o (lap/lo=0.5)
divergéncia axial 5° (fenda Soller)
Porta amostra Plano

Area atingida pelos feixe ~ 17,5mm em 5,2°(26)

~ 0 (ajustado em cada medida)
Zero

<0.2° (20)

Definido pelo usuéario através
de monocromador

~ 0 (ajustado por sistema de
espelhos)

Capilar

Capilar de 0.7mm diametro por

de raios X fenda horizontal 5mm  ~3mm ao longo do capilar
@) (b)

Figura 117. Detalhes de regides em Q (2n/d), onde a sobreposicéo dos picos €é nitida, (a) e (b) sdo medidas do
equipamento convencional Rigaku e (c) e (d) de alta resolucdo do LNLS.

Assim, ndo é de estranhar que diferencas significativas ocorram entre as duas medidas,

pois com os dados obtidos no LNLS nenhum dos problemas citados acima existe. Assim,

devemos tomar por base as medidas obtidas no LNLS, realizar os refinamentos e depois
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procurar encontrar com o RIG qual a melhor maneira de realizar as medidas e os célculos, a
fim de se obter resultados comparaveis aos do LNLS.

A recomendacdo para as analises com dados de baixa resolucdo e tantos problemas
experimentais envolvidos & manter os parametros da ela unitaria fixos nos valores
encontrados na referéncia, enquanto corrige o deslocamento da amostra, assimetria,
orientacdo preferencial, alargamento fisico e, uma vez concluido, fixar tudo e refinar os
parametros da cela unitaria. E sé entdo liberar novamente os outros parametros.

Na Figura 118 estdo os difratogramas das outras duas amostras de matérias primas de
comprimidos de acido mefenamico analisadas em nosso laboratério. Os refinamentos foram
realizados seguindo as sugestdes descritas acima. Nao foram realizadas medida no LNLS para
essas amostras, tendo em vista que, além dos procedimentos definidos para os calculos serem
adequados, apenas uma fase foi observada e ndo havia necessidade de analise quantitativa de
fases. As duas amostras abaixo apresentam tamanho médio de cristalito de 670A e 1050A
respectivamente para B002648 e MAO00741107. Os calculos foram realizados usando

5

pardmetros fundamentais'® implementados no programa Topas Academic v4.2, de Alan

Coelho™®. Nota-se que na amostra com maiores cristalitos existe uma alta orientagdo
preferencial dos planos (00I), enquanto que na amostra B002648 praticamente ndo houve

orientacdo preferencial.
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Figura 118. Graficos de Rietveld de duas amostras de principio ativo acido mefendmico. Nota-se na amostra
MAO00741107 uma alta orientacdo preferencial.
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Durante a execucdo desse trabalho com o &cido mefenamico notamos que o banco de
dados de difracdo de raios X ICDD-PDF possui varias fichas com erros. Sdo mostrados aqui
apenas o do acido mefenamico, mas varios outros existem, como, por exemplo, a ficha do
mebendazol forma A.

No ICDD-PDF existem 4 registros de dados de DRX para esse farmaco, sendo 3 para
aforma | e 1 para a forma Il. Na Figura 119 estdo os dados das quatro fichas juntamente com
o difratograma observado nesse trabalho. A forma Il (picos vermelhos) nitidamente néo
corresponde a forma presente no material que estamos analisando. Sobram, entdo, as outras

trés que correspondem a forma I, que € 0 que esperamos para 0 nosso material.

ac_mef LNLS-1.37709 A

— & 45-1577 Mefenamic acid |

———45-1578 Mefenamic acid Il
-y 38156t Mefemamic-acid

10.0

Figura 119. Difratograma observado do acido mefendmico e as quatro fichas do ICDD-PDF.

Veja as comparagdes separadamente (Fig 120(a)-(c)). Em cada caso, picos que foram
observados ndo sdo fornecidos nas fichas do ICDD-PDF, indicando que o material que

estamos analisando possui contaminantes.
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— U I

fenamiMd

————230-1561 M¢

10.0 15.0 200 250

10.0 15.0
Figura 120. Comparagdes do difratograma observado do &cido mefendmico com as fichas ICDD-PDF. Em cada
ficha falta pelo menos um pico, destacados por elipses.

Entretanto, como a estrutura cristalina € conhecida, faz-se um refinamento e todos os
picos observados séo perfeitamente ajustados (Figura 121). No caso do LNLS, praticamente

ndo se observa orientacao preferencial.
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Figura 121. Refinamentos pelo método de Rietveld, com dados (a) do anodo rotatério e (b) da linha D10B-XPD
do LNLS.

Isso serviu para nés como um alerta para o uso do banco ICDD-PDF. Quando um pico
observado ficar “sobrando”, ndo quer dizer que o material esta contaminado, mesmo que esse
pico tenha intensidade altissima, como foi o caso com as fichas 39-1687 e 45-1577 mostradas
aqui. Para casos como esses, deve-se procurar pela estrutura cristalina, e se ndo encontrar, as
patentes podem ser uma alternativa para buscar os padrdes de difragdo, embora, néo
raramente, os difratogramas apresentados nas patentes sdo 0s piores possiveis. Temos
apresentados varios exemplos em cursos e palestras em eventos cientificos sobre os
problemas que podem surgir com a confianca exagerada nesse banco de dados, que, embora
seja caro, ainda assim € util para o inicio dos trabalhos.

As conclusdes sobre as analises relacionadas as variacfes de cela unitaria descritas
acima foram baseadas ndo apenas na analise do acido mefendmico, mas em todas as analises

realizadas com matérias primas descritas na tese.
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APENDICE 1

indices de Miller (hkl), posicdo dos picos em 20 e intensidade relativa (1100/%) para
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APENDICE 2

indices de Miller (hkl), posicido dos picos em 260 e intensidade relativa(1100/%)

Isotibolona.
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