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RESUMO

O ingrediente farmacéutico ativo (API) doxiciclina (DOX), CaH24N2Og, 2-
naphthacenecarboxamide, nome IUPAC 4(dimethylamino)-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-
octahydro-3,5,10,12,12a-pentahydroxy-6-methyl-1,11-dioxo-, [4S-(4a, 4aq, 5a, 5aq,
6a,12aa)], € um antibidtico de largo espetro usado no tratamento de infecgbes
respiratorias e do trato urinario e, a exemplo de outros medicamentos, pode ter a
eficacia afetada pelo fenébmeno do polimorfismo em sdlidos farmacéuticos. Até o
presente momento, s6 € conhecida a estrutura cristalina do hiclato de doxiciclina
(DOX<HIC), CxH24N20g, HCI, %2 C,HsO (etanol), ¥2 H,0O, 512,9 g/mol, o qual é o
nome genérico da forma pseudo-polimoérfica da DOX usada como API de
medicamentos de referencia como DORYX®, PERIOSTAT®, ATRIDOX® e
VIBRAMYCIN®. Parte desse trabalho apresenta, pela primeira vez, a caracterizagéo
estrutural por meio de difracdo de raios X por monocristal (MXRD), de outra forma
pseudo-polimorfica comercial da DOX conhecida como doxiciclina mono-hidratada
(DOX*H,0), C2oH24N20Og, H,0O, 462,45 g/mol, o qual € o nome genérico do insumo
usado na fabricacdo de medicamentos de referencia como MONODOX® e
ORACEA®. Além de reportar pela primeira vez a estrutura da DOX*H,O, nesse
trabalho foram sintetizadas e cristalizadas duas novas formas pseudo-polimorficas
da DOX: 1) A doxiciclina dihidratada co-cristalizada/solvatada com acido acético
(DOXeHAC), C22H24N20g, 2H,0, C,H40, (acido acético), 512,93 g/mol; e 2) o nitrato
de doxiciclina hemi-hidratado (DOX*NIT), C,,H24N20Og, HNO3, ¥2H,0, 516,46 g/mol.
As estruturas cristalinas das duas formas inéditas também foram determinadas
inambiguamente por MXRD. As estruturas das trés formas pseudo-polimorfos
inéditas da DOX foram comparadas a estrutura do DOX<HIC e analisadas em termos
de suas geometrias intra e intermoleculares. Todas as formas cristalizam-se como
“zwitterions” da DOX no qual o grupo dimetilamina esta protonado e uma hidroxila
esta desprotonada. Dois conférmeros foram observados para a DOX*NIT, a exemplo
do que foi observado previamente para o DOX.HIC, o que significa que o grupo
amina esta proximo do enolato de um dos conférmeros (T1) e préximo a carbonila
no outro (T2). Em outras palavras, ocorre uma rotacdo de 180° em torno da ligacéo
C-C do grupo amida que direciona o0 oxigénio do grupo amida para a direcdo do
grupo dimetilamina, no caso de um dos conférmeros (T1) presente no estado sélido,

enquanto na outra molécula de DOX, independente por simetria (T2), o atomo de



nitrogénio da amida estd do mesmo lado da amina. Outra importante similaridade
entre 0 DOX<HIC e o DOX*NIT é que em ambas a DOX possui duas cargas positivas
e uma negativa e é portanto um cation, diferentemente da DOX*H,0 e da DOX*HAc,
para as quais 0 “zwitterion” gera uma carga positiva e uma negativa, sendo a
molécula neutra. Apesar da DOX+H,0 e da DOX+*HAc serem neutras e apresentarem
apenas uma moléculas de DOX na unidade assimétrica, as duas estruturas diferem
significativamente em outros aspectos estruturais. Na DOX-HAc é o atomo de
nitrogénio do grupo amida que esta voltado para o grupo dimetilamina, enquanto na
DOX-H,O é o atomo de oxigénio da amida que estd voltado para o grupo
dimetilamina. Portanto, a DOX-HAc solido exibe a forma tautomérica e a
conformagdo da amida observada no DOX-HYC T2, enquanto a DOX-H,O sdlida
exibe a forma tautomérica do DOX-HYC T2 e a conformacgéo da amida do DOX-HYC
T1. Em termos gerais, desde que a doxiciclina é uma molécula robusta do ponto de
vista conformacional (poucos angulos diedros), sua geometria intramolecular
apresenta poucas distor¢des como resultado de forcas intermoleculares. Contudo, a
presenca de solventes, aguas e ions na rede cristalina parece afetar a rotacdo da
ligagdo C-C da amida levando aos conformeros e, ou tautomeros T1l e T2. O
empacotamento cristalino das formas pseudo-polimorficas da DOX estudadas nesse
trabalho séo estabilizadas por varias ligagbes de hidrogénio intermoleculares
classicas e ndao-classicas envolvendo interagdes DOX-DOX, DOX-agua, DOX-
solvente, DOX-ion, &agua-agua, solvente-solvente, ion-ion, agua-solvente, ion-
solvente e ion-agua. Essas diferencas nas intera¢des intermoleculares tem como
consequéncia comportamentos diferenciados na solubilidade e no perfil de
dissolucdo do DOXHIC, da DOX*H,0, da DOX*HAc e do DOX*NIT. Apesar disso,
os testes de dissolucdo e solubilidade mostraram que todas as formas pseudo-
polimorficas apresentam biodisponibilidade equivalente aos APl comercializados.
Todas as formas pseudo-polimérficas foram também caracterizadas por difracdo de

raios X por pé e espectroscopia na regiao do infravermelho.

Palavras-Chave: Doxiciclina. Polimorfismo (Cristalografia) / pseudo-polimorfismo de

so6lidos farmacéuticos. Dissolucéo
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ABSTRACT

The active pharmaceutical ingredient (API) doxycycline (DOX), CzH24N2Og, 2-
naphthacenecarboxamide, IUPAC name 4(dimethylamino)-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-
octahydro-3,5,10,12,12a-pentahydroxy-6-methyl-1,11-dioxo-, [4S-(4a, 4aq, 5a, 5aq,
6a,12a0)], is a broad-spectrum antibiotic mainly used in the treatment of respiratory
and urinary tract infections and, like many drugs, its efficacy may be affected by the
polymorphism phenomenon. Up to now, only the crystal structure of doxycycline
hyclate (DOX<HIC), C,,H24N20g, HCI, ¥2 C,HgO (ethanol), ¥2 H,0, 512,9 g/mol, which
is the generic name of a DOX pseudo-polymorphic form used as API in brand names
such as DORYX®, PERIOSTAT®, ATRIDOX®, and VIBRAMYCIN®, has been
reported. Part of this study presents the monocrystal X-ray diffractometry (MXRD)
structural characterization of another DOX commercial pseudo-polymorphic form,
namely, doxycycline monohydrate (DOX<H,0), C2H24N,Og, H,O, 462,45 g/mol,
which is the generic name of brand names such as MONODOX® and ORACEA®.
Beyond to report for the first time the crystal structure of DOX+H,0, others two news
pseudo-polymorphic forms of the DOX were synthetized and crystallized in the
present study: 1) doxycycline dihydrate co-crystallized/solvated with acetic acid
(DOXeHACc), CzH24N20g, 2H,0, C,H4O, (acetic acid), 512,93 g/mol; and 2)
doxycycline nitrate hemihydrate (DOXeNIT), CH24N20Og, HNO3, ¥2H,0O, 516,46
g/mol. The crystal structure of DOX*HAc and DOX*NIT were also unambiguously
determined by MXRD methods. The three new pseudo-polymorphic forms of DOX
were compared with the known one, DOX-HIC, and analyzed in terms of intra and
intermolecular geometries. All forms crystallize as zwitterions in which the
dimethylamine group is protonated and one hydroxyl group is disprotonated. Two
conformers were observed in the DOX*NIT as previously reported for DOX-HIC, i.e.,
the amine group is next to the enolate in one of them (T1) and beside the carbonyl in
the other one (T2). In other words, occurs a rotation around the C-C bond of the
amide group, directing the oxygen toward the amine group in one (T1) of the two
conformers present in these solid state phases, while in the other crystallographically
independent molecule (T2), the amide nitrogen atom is at the same side of the
amine. Another important similarity of DOX*HIC and DOX-«NIT is that in both structure
the DOX appears as a cation, differently of DOX*H,O and DOX+HAc for which the

DOX is neutral. In spite of being both neutral and present just one DOX molecule in
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the asymmetric unit, DOX+*H,O and DOX<HAc differ themselves. While DOX-HIC and
DOX«NIT present two tautomers, T1 and T2, the conformer T1 and tautomerism
observed for T2 was found in DOX<HAc and either conformer or tautomer of T2 was
found in DOX+H,O. In general, since doxycycline is a conformationally robust
molecule, its framework adopts only small distortions due to variable intermolecular
hydrogen bonding patterns. Nevertheless, the presence of crystallization solvent,
water and/or ions in the lattice affects the rotation around the C—C bond of the amide
group, directing the NH, portion toward the amine in one (T2) of the two
crystallographically independent molecules, while in the another one (T1), the amide
oxygen atom is next to amine.. The crystal packing of DOX forms studied here are
stabilized by several intermolecular hydrogen bonds (classical and non-classical),
involving interactions DOX-DOX, DOX-water, DOX-solvent, DOX-ion water-water,
solvent-solvent, ion-ion, water-solvent, ion-solvent, ion-water. The differences of
these supramolecular interactions when the pseudo-polymorphic forms are
compared result in significant differences in the solubility and in the dissolution profile
of the DOX<HIC, DOX<H,O, DOX*HAc, and DOX*NIT also performed in this work.
However, all forms do not show significant differences in the bioavailability of the API
DOX. The four DOX pseudo-polymorphic forms were also characterized by powder
X-ray diffraction and infrared spectroscopy.

Key-words: Doxycycline. Polymorphism (Crystallography) / pseudo-polymorphism in
pharmaceutical solids. Dissolution
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1 INTRODUCAO
1.1 POLIMORFISMO EM SOLIDOS FARMACEUTICOS

Muitos solidos farmacéuticos exibem polimorfismo (do grego poli = varios e
morfos = forma), o que €&, normalmente, definido como a habilidade de uma
substancia, no estado solido, existir em duas ou mais fases cristalinas, com
diferentes arranjos e, ou, conformacdes das moléculas ou atomos que a constitui .
A existéncia do polimorfismo foi constatada, em 1788, pelo quimico alemdo Martin
Heinrich Klaproth que identificou duas formas cristalinas diferentes do carbonato de
calcio: a calcita e a aragonita.

O modo como 0s compostos quimicos organizam-se nos diferentes estados
fisicos da matéria é determinante para suas propriedades fisico-quimicas. Portanto
os solidos polimorficos, mesmo se tratando de uma mesma molécula (estrutura
intramolecular), podem apresentar diferencas significativas em suas propriedades
fisico-quimicas quando essas estiverem relacionadas a forma como a molécula se
empacota no estado solido %3,

Na area de ciéncias farmacéuticas os polimorfos, hidratos, solvatos, sais, co-
cristais e amorfos de um determinado insumo farmacéutico ativo (API) séo
normalmente chamados genericamente de polimorfos. Contudo, a literatura atual
considera polimorfos “verdadeiros” apenas os casos em que as diferentes formas
sélidas forem constituida por uma tnica molécula neutra ®. Os solvatos, sais,
hidratos e co-cristais podem ser definidos como os diferentes arranjos de uma
substancia com mais de um tipo de molécula, fendmeno conhecido como pseudo-
polimorfismo. Apesar da diferenca conceitual, polimorfos e pseudo-polimorfos de um
determinado API podem ter mudancas drasticas de comportamentos farmacéuticos
de interesse, como a sua biodisponibilidade e farmacocinética. No viés da
oportunidade, o fenbmeno do polimorfismo em soélidos farmacéuticos pode ser
explorado por pesquisadores e industrias farmacéuticas de forma a obter o polimorfo
que ofereca o melhor desempenho ao medicamento, tanto em termos de eficiéncia
terapéutica como processabilidade * .

Por outro, este dilema das formas solidas também oferece desafios.
Recentemente, este tema vem merecendo destaque e atengao, pois a existéncia de

polimorfismo pode gerar problemas durante a producédo e, até, na utilizacdo de
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farmacos . Isso se deve ao fato de diferentes formas polimérficas terem diferentes
velocidades de dissolucéo e diferentes solubilidades ®, sendo que, normalmente, a
absorcédo de um farmaco depende desses dois parametros & ”. Assim, a inadvertida
producdo de uma forma polimoérfica errada ou qualquer transformacéo de uma forma
numa outra durante o processamento (secagem, moagem, granulagdo, compressao
etc.) e estocagem, durante o tempo de validade do medicamento, pode resultar em
dosagens farmacéuticas ineficazes ou até mesmo téxicas. Portanto, dos pontos de
vista comercial, terapéutico e regulatério, € imperativo que se possa identificar e
caracterizar, de maneira adequada, a presenca de polimorfos e sua cristalinidade,
de forma que se dé seguranca que a industria esta utilizando o APl em sua forma
cristalina correta durante a manufatura do medicamento e que essa forma cristalina
seja estavel durante todo o tempo de sua validade. Diante do exposto, a
identificagdo das diferentes formas solidas de um medicamento, determinacdo de
suas propriedades fisico-quimicas, estabilidade termodinamica e condi¢des cinéticas
de dissolucdo/solubilidade sao essenciais para assegurar 0 comportamento

reprodutivel dos farmacos e sua seguranca.
1.2 O API ESTUDADO NESTE TRABALHO

Em 1947, Benedict e Langlykke® conceituaram antibiético como um
composto quimico derivado de organismo vivo ou sintetizado que seja capaz, em
concentracdes baixas, de inibir os processos vitais de microrganismos. Uma das
principais classificagbes dos antibioticos baseia-se na estrutura quimica dessas
substancias e subdivide o grupo em classes, como exemplo, a classe das
penicilinas, cefalosporinas, cloranfenicol, tetraciclinas, sulfas, polipeptidicos,
nucleosidicos etc. Os antibioticos sdo amplamente utilizados e empregados com
diversas finalidades, como por exemplo: combate a infec¢cbes sistémicas,
circulatérias, respiratorias, 6sseas, topicas, profilaticas e, até mesmo, para fins de
diagnésticos de enfermidades como neoplasias ®. N&o ha& davidas sobre a
importancia desse grupo de medicamentos e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) sancionou a resolucdo da diretoria colegiada, RDC n° 44 em
2010, que dispde sobre o controle de medicamentos & base de substancias
classificadas como antimicrobianos (antibiéticos). Isso devido aos niveis de

intoxicagdes causadas pelo uso indiscriminado e, também, ao crescente e alarmante
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fenbmeno de resisténcia bacteriana, o qual esta se intensificando ndo sé no Brasil,
mas no mundo como um todo “9,

Os medicamentos antibidticos para exercerem sua acdo devem ser
absorvidos e apresentarem uma concentracdo inibitéria minima durante todo o
periodo de tratamento para serem efetivos. Concentra¢ges inferiores prejudicam o
tratamento e podem gerar resisténcia bacteriana. Sabendo da influéncia do
polimorfismo em farmacos e sabendo-se das varias caracteristicas que podem ser
alteradas por esse fenbmeno, como bioequivaléncia e biodisponibilidade, torna-se
imprescindivel a realizacdo de pesquisas relacionadas ao estudo, obtencdo e
controle de polimorfos. Neste trabalho foi estudado o fendmeno de polimorfismo no
API doxiciclina (DOX), C2H24N2Og, 2-Naphthacenecarboxamide, nome IUPAC
4(dimethylamino)-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahydro-3,5,10,12,12a-pentahydroxy-6-
methyl-1,11-dioxo-, [4S-(4q, 4aq, 5a, 5aa, 6a,12aa)].
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DOXICICLINA

A DOX representada na Figura 1 é um antibiético bacteriostatico de amplo
espectro da classe das tetraciclinas derivada da oxitetraciclina. As tetraciclinas
constituem um importante grupo de antimicrobianos®™?. A DOX apresenta maior
estabilidade e acdo prolongada comparada a outras tetraciclinas, isso ocorre devido

a substituicdo do grupo 6-hidroxi por um grupo metila (FIGURA 2).

OH o) OH 0 NH,
OH ‘
“‘ O
OH
H H
CH;  OH N
HoC”  CH,

Figura 1- Estrutura molecular da DOX. Fonte: Modificada, USP 20072,

OH 0 OH 0 0 OH 0 OH 0 0
OH OH
/ /
NH, NH;
OH OH
HO CH, g v H CHs o .
AN P
HSC 3 '3 3

a) Oxitetraciclina b) Doxiciclina

Figura 2 - Substituicdo do grupo 6-hidroxi. Procedimento que confere ao composto maior estabilidade
e acao prolongada® *?. Fonte: Modificada, USP 20072

A DOX sofre absorcdo mais completa e excre¢cdo mais lenta em relacao as
demais tetraciclinas, esta propriedade torna-se interessante, pois permite um
tratamento com doses menores e menos frequentes, tornando o antibibtico
recomendavel para pacientes com insuficiéncia renal ®.

A DOX é utilizada, principalmente, no tratamento de infec¢des bacterianas.
Mas, pode ser utilizada no tratamento de clamidias, rickettsias, micoplasma®,

malaria®® | virus maiores® ¥, HIV®® 19 e melanona®”. Também é necessério



19

salientar que existem tratamentos mais especificos para o HIV e a utilizacdo de
antibiéticos no tratamento de virus deve ser combinada com antirretrovirais 2.

Normalmente a DOX é comercializada na forma de monohidrato (DOX<H,0),
C22H24N20g°H,0, 462,45 g/mol ou na forma de hiclato (DOX<HIC), C22H24N20g, HCI,
% C,HeO (etanol), ¥2 H,0O, 512,9 g/mol. A DOX*H,O é um hidrato, portanto um
pseudo-polimorfo da DOX e a DOX-HIC é um pseudo-polimorfo classificado como
um sal da DOX, embora possua no cristal solvente (etanol) e agua.

Embora a DOX seja comercializada em duas formas pseudo-polimorfas, a
DOX*H,O e a DOX-HIC, apenas a estrutura da DOX<HIC esta reportada na
literatura*®. A DOX+HIC cristaliza-se no grupo especial monoclinico P2; com os
seguintes parametros de cela: a = 18,203(2) A, b = 16,045(1) A, ¢ =8,004(1) Aep =
94,11(1)°. A estrutura possui duas moléculas de DOX, independentes por simetria,
na cela unitaria. Sera mostrado mais adiante que essas duas moléculas tratam-se
de diferentes tautbmeros da DOX em um mesmo cristal, chamados por T1 e T2. A

Figura 3 mostra a representacéo da estrutura da DOX<HIC.

Figura 3- Representacdo do empacotamento cristalino da DOX-HIC ao longo do plano [110]. Os
cétions de DOX em amarelo (T1) e vermelho (T2), os ions cloreto em azul e verde, a

agua em branco e etanol em roxo. Fonte: Autor
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2.2 POLIMORFISMO EM INSUMOS FARMACEUTICOS ATIVOS

O polimorfismo pode ser definido como a capacidade de cristalizacdo de uma
espécie quimica, sob determinadas condicdes, em mais de uma forma cristalina®. A
existéncia de polimorfismo pode influenciar a biodisponibilidade, estabilidade
quimica e fisica do farmaco e ter implicagcdes no desenvolvimento e estabilidade da
forma farmacéutica, levando-se em consideracdo as alteracdes ocorridas nas
caracteristicas dos cristais .

A ocorréncia do fenébmeno de polimorfismo em soélidos farmacéuticos pode
levar a diferencas significativas nas propriedades fisico-quimicas de APIls, como,
solubilidade, taxa de dissolucdo, ponto de fusdo, densidade, dureza, habito (forma
externa do cristal), propriedades dpticas, elétricas e pressdo de vapor Y. Na Tabela
1 séo listadas algumas das propriedades fisicas e quimicas que séo influenciadas
pelo polimorfismo em sélidos.

Em consequéncia da correlacdo estrutura-atividade, medicamentos
administrados via oral na forma soélida (comprimidos, drageas, capsulas) podem
apresentar variacdes significativas no perfil de dissolucdo caso contenha um
polimorfo, ainda que em quantidades parciais, diferente daquele para o qual foram
realizados os testes pré-clinicos e clinicos durante o desenvolvimento do
medicamento. Tendo em vista que a velocidade de dissolucdo de um farmaco é um
fator limitante da sua absorcdo pelos pacientes, se uma forma polimérfica espuria
ocorrer inadvertidamente em um medicamento poderé resultar em alteracbes em
sua biodisponibilidade e farmacocinética, comprometendo sua eficacia no tratamento
da doenca 2.

Outro ponto critico em relacdo ao fendbmeno de polimorfismo é que o0s
polimorfos originam-se de diferentes arranjos das moléculas ou ions no reticulo
cristalino e apresentam diferentes energias de interacdo no estado solido, e, em
alguns casos, sob um dado conjunto de condi¢cbes, podem ocorrer transicoes de
fase polimérficas, ou seja, a forma polimérfica de maior energia tende a se
transformar na forma de menor energia. Considerando essa possibilidade, a
estabilidade de um polimorfo deve ser verificada durante os estudos de preé-
formulagédo, fase em que devem ser identificadas e determinadas as possiveis
transi¢cdes polimorficas que podem ocorrer em funcdo do tempo e da temperatura de

armazenamento, do tipo de processo de compresséo e da reducdo do tamanho de
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particulas, que podem interferir na eficicia e seguranca do produto final. O palmitato
de cloranfenicol, por exemplo, uma forma metaestavel originalmente, pode se

transformar na forma mais estavel com perda de atividade ©% 2%,

Tabela 1 - Propriedades fisicas afetadas por diferentes polimorfos W

1. Propriedades estruturais
- Densidade e volume molar
- indice de refracéo

- Condutividade elétrica e térmica

2. Propriedades termodinamicas
- Temperaturas de fuséo e sublimacédo
- Energia interna e entropia
- Capacidade calorifica
- Energia livre e potencial quimico
- Atividade termodindmica

- Presséo de vapor e solubilidade

3. Propriedades espectroscopicas

- Transi¢des eletrbnicas, vibracionais, rotacionais e spin nuclear

4. Propriedades cinéticas
- Taxa de dissolucéo e estabilidade

- Taxas de reacao de estado sélido

5. Propriedades de superficie
- Energia livre de superficie

- TensOes interfaciais e forma

6. Propriedades mecénicas
- Dureza, compactacdo e conformagéo

- Escoamento, resisténcia a tracdo e maleabilidade

Fonte: BRITTAIN, H.G., 2000.

Além disso, o polimorfismo pode acarretar inUmeros problemas de
formulagdo, como o crescimento de cristais e perda de estabilidade fisica em
suspensdes, modificacbes no estado cristalino por processos tecnoldgicos e
problemas de estabilidade quimica®.

Surpreendentemente, um grande numero de farmacos exibe o fenémeno do
polimorfismo. Por exemplo, 70% dos barbitlricos (sedativos), 60% dos sulfonamidas

(antibiéticos) e 23% dos esteroides (anti-inflamatérios) apresentam polimorfismo 2.
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Estudos detalhados de muitos sistemas levaram a descoberta de um grande niamero
de polimorfos 223,

Esse € um dado bastante preocupante, pois se por um lado o polimorfismo tem
contribuido, significativamente, para a variabilidade em produtos com desempenho
na industria farmacéutica, quimica e de alimentos, por outro o dilema das formas
sOlidas ainda continua sendo um desafio para os cientistas da area ao produzir
farmacos de qualidade consistente. E possivel que um farmaco responsavel pela
atividade desejada quando em sua forma polimorfica adequada, apresente, quando
cristalizado em outra forma polimorfica, menor atividade, ou até mesmo auséncia de
atividade devido a sua menor solubilidade, ou ainda possa ser toxico, devido a
solubilidade de o polimorfo especifico estar acima do especificado para o polimorfo
adequado. Fica evidente no ambito da questdo regulatdria e controle de qualidade, a
necessidade do estudo de polimorfismo em soélidos farmacéuticos, bem como o
estudo das propriedades fisicas referentes a cada polimorfo apresentado por um
farmaco® 24 %),

Por outro lado, no ambito das oportunidades, pesquisadores da area de
Ciéncias Farmacéuticas, Quimica do Estado Sdlido e Cristalografia, ttm mostrado
grande interesse na possibilidade de modular propriedades de farmacos por meio da
engenharia de cristais. Farmacos pouco sollveis podem alcancar valores maiores
de solubilidade quando obtidos na forma de cristais multicomponentes, bem como,
propriedades mecéanicas, como fluidez, podem ser desenhadas com o objetivo de
melhorar a processabilidade dos medicamentos e APIs, o que acarretaria custos

menores de produgéo & 27,

2.3 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DE SOLIDOS FARMACEUTICOS

Quanto a caracterizacdo do polimorfismo em sdlidos farmacéuticos, existem
alguns métodos que séo frequentemente empregados, como as técnicas de difragdo
de raios X (XRD, sigla inglesa X-ray diffraction), microscopia eletrénica de varredura
(MEV) apresenta a morfologia e habito do cristal, analise termogravimétrica (TG),
analise térmica diferencial (DTA), calorimetria exploratoria diferencial (DSC),
espectroscopia no infravermelho (IV) e Raman e ressonancia magnética nuclear
(NMR) 28,
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Dentre todas as técnicas citadas, a mais robusta e a mais utilizada para a
diferenciacdo das formas polimorficas € a técnica de XRD, tanto pelo método do pé
(PXRD, sigla inglesa para powder X-ray diffraction) quanto de monocristal (MXRD,
sigla inglesa para single crystal X-ray diffraction). A analise dos dados obtidos nos
experimentos de XRD permite distinguir, com exatidao, os diferentes arranjos dos
atomos nos solidos. Por meio da MXRD é possivel determinar analitica e
inequivocamente a estrutura de atomos e moléculas quando estes estiverem
organizados periodicamente em uma rede cristalina. Como a técnica permite
também ter acesso a estrutura intermolecular, ou seja, a maneira com que as
moléculas se arranjam no estado sélido torna-se também uma sonda de polimorfos,
uma vez que o critério que define a existéncia do polimorfismo € a demonstracao de
uma estrutura ndo equivalente a estrutura cristalina de uma forma pré-existente.
Contudo, um fator limitante intrinseco dessa técnica € a necessidade de se analisar
a amostra quando essa for monocristalina, sendo o cristal de qualidade (baixa
mosaicidade, ndo geminado, idealmente imperfeito) e tamanho (0,02 a 0,2 mm)
adequados ao método, 0 que, nem sempre é facil de ser conseguido %39, A PXRD
€ outro poderoso método apropriado para distinguir diferentes estruturas cristalinas,
poliméricas (mesma substédncia com diferente estrutura) ou ndo (estrutura e
substancia diferente) em que, diferentemente da MXRD, a amostra deve estar na
forma de po (policristais pulverizados) o que é mais facil de ser conseguido do ponto
de vista prético. Outra vantagem da PXRD em relacdo a MXRD é o custo da técnica.
Por outro lado, as informacdes que se obtem de um difratograma obtido por meio de
PXRD sao limitadas, quando comparadas com os provenientes da MXRD. No
passado a PXRD limitava ao estudo de identificacdo e quantificacdo de fases,
enquanto a MXRD era a Unica técnica que permitia determinar a posicao relativa de
atomos dentro de uma cela unitaria, ou seja, determinar a estrutura. Atualmente,
com o grande avanco de hardware e software, da resolugdo instrumental dos
equipamentos, e da intensidade de fontes de raios X, incluindo o proveniente de
radiacdo sincrotron, vem se tornado cada vez mais rotineiro a determinacdo de
parametros da unidade de cela e grupo espacial, bem como a determinacao (espaco
real - ab initio) da estrutura cristalina por meio de PXRD ®9. A PXRD também pode
ser usada para determinacdo do grau de cristalinidade, analise quantitativa das

fases nos sélidos polimoérficos e cinética das reacdes do estado sélido®?.
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A espectroscopia vibracional infravermelho (IV) e Raman tém-se tornado cada
vez mais importante e parte integrante das técnicas fisicas de caracterizagdo de
sélidos farmacéuticos™ 3> 3. As espectroscopias de IV e Raman s&o técnicas que
fornecem espectros, os quais tém sua estrutura fundamentada nos modos
vibracionais das moléculas. Estes espectros sdo impressfes digitais das formas
polimorficas, principalmente na diferenciagdo de formas anidras e hidratadas de um
mesmo farmaco. Ambas as técnicas oferecem informacdes sobre a estrutura e, a
espectroscopia Raman pode fornecer a conformacéo molecular do sélido. Exemplos
que podem ser citados sdo a nabumetona, em que ha um deslocamento no valor da
banda no estiramento da carbonila de suas formas | e Il, indicando uma grande
diferenca nas interacdes intermoleculares ©¥ e, a clorpropamida, onde a orientacdo
relativa do anel aromético e da alquila terminal permitem a diferenciacao das formas
I, e Iv 2,

As técnicas de analise térmica, como analise termogravimétrica (TG), andlise
térmica diferencial (DTA), distinguem polimorfos com base nas transicdes de fase
gue sofrem durante o aquecimento e podem ser usadas para se obter informacdes
adicionais com respeito as transicbes de fase, como a do ponto de fusdo,
desidratacdo, dessolvatacdo, cristalizacdo e transicdo vitrea. A calorimetria
diferencial de varredura (DSC) mede a quantidade de energia absorvida ou liberada
pela amostra quando aquecida, resfriada ou mantida em temperatura constante. As
curvas de DSC obtidas para as diferentes formas polimérficas da carbamazepina,
por exemplo, indicam as diferencas no comportamento térmico de suas fases,
podendo ser usadas para distingui-las. As curvas também indicam que as formas II,
Il e IV se transformam na | com o aquecimento ©®®. A determinacdo da pureza
absoluta de um farmaco é de extrema importancia na sua caracterizacdo®®,
Determinagfes de ponto de fusédo tém sido, ha muito tempo, utilizadas como método
de medicdo de pureza. Quanto mais alargado o aspecto do pico apresentado na
curva DSC, mais impuro o composto. Um método de DSC que quantifica

efetivamente este procedimento é baseado na equac&o de Van't Hoff .
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2.4 TECNICAS E METODOS EMPREGADOS NA OBTENCAO DE NOVOS
POLIMORFOS

O termo engenharia de cristais é definido como a modelagem, desenho,
sintese de solidos cristalinos, como uma predefinicdo desejada do aglomerado de
moléculas e ions que formariam o soélido. Assim, as propriedades do material podem
ser modeladas, ampliando suas possibilidades de aplicacdo. O alvo principal da
engenharia de cristais é desenhar e sintetizar cristais em que arranjos de seus
constituintes, atomos e, ou, moléculas, sdo controlados de modo a produzir uma ou
mais propriedades funcionais desejadas da forma cristalina®”.

Solidos cristalinos podem ser imaginados como a expressdo de um auto
reconhecimento e organizacdo de moléculas por meio de interacbes
intermoleculares preferenciais. O “self-assembly” de moléculas para formar os
cristais confere distintas propriedades fisicas e quimicas para o cristal, quando
comparado com as moléculas individuais que o constituem. Cristais moleculares
podem entdo ser vistos como supermoléculas ou supramoléculas com
caracteristicas fisicas e quimicas proprias. Um requisito fundamental para modelar
cristais € compreender as interacdes moleculares envolvidas na formacéo do cristal
e utiliza-lo para desenhar um novo sélido com as propriedades desejadas. Embora a
natureza das forcas que atuam entre as moléculas de um cristal organico seja

conhecida, ainda assim, é dificil saber sobre sua complexa distribuicéo no espago ©*

38, 39).

Substancias ativas farmacéuticas que existem em diferentes formas
polimoérficas podem apresentar vantagens distintas em uma particular aplicagéo.
Uma forma metaestavel pode ser preferivel quando se busca melhorar a taxa de
dissolucdo de um medicamento ®. Por outro lado, a estabilidade da forma mais
estavel, a qual confere a substancia uma baixa suscetibilidade a decomposicao
guimica, € importante principalmente quando a farmaco é utilizada em suspensoées.
Fatores relacionados ao processamento, como caracteristicas de fluidez do pé,
compressibilidade, capacidade de absorver vapor de agua, facilidade de sintese e
reprodutibilidade sdo aspectos que podem decidir sobre a escolha ou uso de um
polimorfo em detrimento de outro @.

Ao se isolar um polimorfo por uma determinada rota de sintese e, ou,

cristalizagcdo, € fundamental conhecer sua estabilidade termodindmica antes de
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conduzir os testes pré-clinicos e clinicos. Uma forma metaestavel pode converter-se
na forma mais estivel durante o processo de estocagem e comprometer sua

eficiéncia terapéutica “* V.

No entanto, existem 0s incentivos para isolar e
caracterizar novas formas polimérficas que fornecam determinadas vantagens e
possibilidade de patente ou publicacdo de conhecimento novo. No Brasil as leis nao
permitem patentes de novas formas polimoérficas sem que estas apresentem um
segundo uso terapéutico, ou uma inovacao tecnoldgica “?. Novas discussdes sobre
o assunto foram debatidas em 2007 pela diretoria de patentes do INPI (Instituto
Nacional de Propriedade Industrial) sobre a obtencéo de patentes de novas formas
polimérficas, sendo que ainda n&o foi atingido um consenso sobre o assunto “2.

As condi¢Bes termodinamicas e cinéticas que envolvem a nucleacdo de uma
fase cristalina podem ser manipuladas de modo a induzir a formacdo de um
polimorfo desejado. Além do que, essas condi¢des sobre as quais a forma cristalina
€ obtida fornecem informacdes e pistas valiosas para a compreensdo dos
mecanismos que possibilitam e mantém uma forma cristalina estavel ou existem em
uma forma metaestavel ).

Tomando-se como base a afirmacdo de Mcrone™?, de que toda substancia ou
composto tem diferentes formas polimérficas, e que, em geral, o numero de formas
conhecidas para um dado composto é proporcional ao tempo e dinheiro gasto em
pesquisas com o composto ou substancia, tem-se um amplo leque de possibilidades
em relacdo a manipulacdo de procedimentos de sintese e engenharia de cristais

para a obtencéo e entendimento dos diferentes polimorfos formados “%.
2.4.1 Sublimacao

A sublimacdo é uma das técnicas que pode ser empregada para a obtencéo
de polimorfos. Um simples experimento pode ser montado com uma chapa de
aguecimento elétrico, uma chapa de vidro e um vidro de reldgio: coloca-se uma
pequena quantidade do material que se deseja recristalizar sobre a superficie do
vidro plano com o vidro de reldgio por cima, de modo a cobrir a amostra. O sistema
pode ser aquecido se estiver montado sobre o aquecedor elétrico, fazendo com que
a amostra sublime e condense, resultando na deposicdo de material cristalino ou
amorfo na superficie do vidro de relégio. O controle da temperatura da chapa e do

vidro de relogio pode ser manipulado de modo a modificar as condi¢des
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termodinamicas e, ou, cinéticas que favorecem ou ndo a cristalizacdo de um ou

outro polimorfo®.
2.4.2 Evaporacao

A evaporacdo lenta de solventes em solugdes, nas quais o soluto é a
substancia ativa do farmaco que se deseja recristalizar é outra rota que pode ser
utilizada na tentativa de preparar uma nova forma cristalina. Pode-se usar apenas
um solvente ou a combinacdo de solventes. Fatores, como concentracdo da
solucao, velocidade de evaporacédo do solvente, solubilidade das formas polimérficas
no solvente, tipo de solvente (polar ou apolar) e as condicdes em que 0s solventes
sdo misturados sdo algumas das principais variaveis a serem trabalhadas. A
supersaturacao da solucao com a evaporac¢ao do solvente propiciara condi¢des para
a nucleacao e crescimento de cristais na solucao. O resfriamento de uma solugéao
supersaturada em uma temperatura mais elevada também possibilita a formacéo de
ndcleos cristalinos, € uma outra rota possivel com a utilizacdo de solventes. Os

hidratos e solvatos também s&o obtidos a partir de recristalizacées com solventes®.
2.4.3 Fuséao/Cristalizacao

Tratamentos térmicos e cristalizacdo a partir da substancia fundida também
permitem cristalizacao de diferentes formas polimérficas. Um determinado polimorfo
submetido a tratamento térmico pode converter-se em outro. O tratamento promove
uma transicdo de fase estrutural. Ao se resfriar uma substancia fundida, além da
cristalizacdo, ainda é possivel que o estado amorfo tome lugar no processo. Taxas
de resfriamento elevadas, em geral, levam a formacdo de formas amorfas, e o

resfriamento lento favorece a cristalizagéo da forma mais estavel .
2.4.4 Aditivos

O emprego de aditivos € um método que se mostra bastante eficaz como
estratégia para cristalizar um polimorfo desejado. Os aditivos exercem influéncia nas
condigbes de nucleagéo e crescimento dos cristais, e, portanto, sdo capazes de

induzir a formagé&o de cristais com diferentes formas cristalinas ou habitos (forma
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externa do cristal). Escolher o aditivo adequado ao fim que se deseja € uma das

principais variaveis a serem manipuladas neste método & #°.
2.4.5 Mecanoquimica

Um processo de moagem mecanica (esfor¢co mecanico) pode resultar em uma
transformacao entre fases polimérficas de um composto ou mesmo levar ao estado
amorfo™ %),

Ainda existem outros métodos e técnicas que podem ser usados, e, assim
como os citados acima, oferecem uma grande quantidade de parametros e

condicBes experimentais que podem ser manipuladas.

2.5 ANALISES DE EQUIVALENCIA FARMACEUTICA - TECNICA DE
DISSOLUCAO

Dissolucdo € o processo pelo qual um farmaco € liberado da sua forma
farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido pelo organismo. As formas
farmacéuticas sélidas devem passar por um processo de dissolucdo pelos liquidos
biolégicos para que o farmaco possa ser absorvido e passe para a circulacdo
sistémica e exerca sua acdo. O ensaio de dissolucdo € um teste fisico, no qual o
farmaco passa por processos semelhantes ao realizado pelo organismo para que
este seja absorvido.

A dissolucdo de uma substancia a partir de uma forma farmacéutica em que
esta insoluvel envolve duas etapas: liberacdo da substancia a partir de sua matriz
(desintegracdo), seguido pela sua dissolucdo no meio em que se encontra
(solubilizagéo) “®).

Testes de dissolucédo in vitro € uma importante ferramenta de controle de
gualidade em diferentes estagios de ciclo de vida de um medicamento. Nos
primeiros estagios do desenvolvimento farmacotécnico séo Uteis para identificar
variaveis criticas na producéo, escolher entre diferentes formulagdes, aperfeicoa-las

e fazer avaliagdes de riscos, como no caso das formas de liberacdo controlada “% "

48, 49)

Durante a fase de producao sao importantes para liberacao dos lotes e testes

de estabilidade, uma vez que, dentro de certos limites, as caracteristicas de
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dissolucdo de um produto devem manter-se constantes durante todo o periodo de
validade do mesmo. Também ¢é importante avaliar o impacto que certas mudancas,
tais como equipamentos ou locais de fabricacdo, podem ter sobre a forma do
produto(46’ 47, 48, 49).

Outra aplicacdo dos estudos de dissolugdo muito utilizada é a isencdo de
estudo de biodisponibilidade relativa e bioequivaléncia para algumas dosagens de
um mesmo produto. Os estudos de bioequivaléncia sdo necessarios para o registro
de medicamentos genéricos e quando se comprova que todas as dosagens de um
determinado produto apresentam perfis de dissolucdo semelhantes, e existe um
estudo de bioequivaléncia que a comprova em relacdo a um produto de referéncia
para uma das dosagens, geralmente a mais alta, as demais podem ser registradas
também sem que haja realizacéo de novos estudos in vivo % %Y.

Com os avancos da tecnologia e das pesquisas envolvendo a liberacdo de
farmacos, modernizacdo dos testes e mais énfase na previsibilidade de efeitos
terapéuticos por meio de testes in vitro, os testes de dissolugdo tém ganhado cada
vez mais popularidade e, apesar de terem sido introduzidos como uma forma de
caracterizar o perfil de liberagdo de farmacos pouco sollveis, atualmente os testes
de dissolucéao fazem parte das monografias de quase todas as formas farmacéuticas
sélidas®?.

No Brasil os ensaios de dissolucdo passaram a ser exigidos para o registro de
medicamentos juntamente com a introducdo de medicamentos genéricos em 1999.
Os ensaios de dissolucdo devem ser desenvolvidos de forma a serem reprodutiveis,
mas é desejavel que a selecdo das condicdes de ensaio vise também testes
discriminativos. Variacbes na matéria prima do ativo ou na formulacdo que
potencialmente influenciem na biodisponibilidade da substancia devem ser
detectados por meio do teste de dissolucdo. Quando se determina correlacdo in
vitro/vivo pode-se prever o comportamento do farmaco durante a liberacdo nos
fluidos biolégicos e, assim, reduzir o nimero de estudos clinicos requeridos®.

O sistema de classificacdo biofarmacéutico (SCB) classifica os farmacos em
funcdo de sua solubilidade e permeabilidade gastrointestinal e € uma classificacéo
reconhecida pela ANVISA e FDA (TABELA 2). De acordo com essa classificacao,
farmacos pouco sollveis podem apresentar a solubilizacdo do ativo como etapa
limitante na absorcdo, entdo nesses casos sdo necessarios desenvolvimentos de

métodos de dissolucdo®® 59,
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Tabela 2 — Classificacdo biofarmacéutica para farmacos®

Elevada solubilidade Baixa solubilidade
Elevada permeabilidade Classe | Classe I
Baixa permeabilidade Classe llI Classe IV

Fonte: AMIDON, G. et al., 1995

2.5.1 Fatores que podem influenciar os resultados do teste de perfis de dissolucdes

Existem muitas variaveis que podem modificar os resultados de um ensaio de
dissolucéo. Todas devem ser observadas, mas algumas sdo de grande importancia
para a aquisicdo de resultados confiaveis. Fatores relacionados com o farmaco,
forma farmacéutica (formulacdo) e equipamento de dissolucdo, entre os quais
solubilidade, tamanho de particula, natureza quimica, forma farmacéutica,
excipientes, fabricacdo, aparato, geometria do sistema de dissolucao, vibracoes,
posicdo das hastes, nivel de volume do meio, pH, bolhas de gases, viscosidade e

temperatura podem alterar drasticamente os resultados®> 657,
2.5.1.1 Fatores relacionados com o farmaco e a sua forma farmacéutica

Entre os fatores relacionados ao farmaco a solubilidade € um dos fatores que
mais afetam a dissolucdo®® °”. A solubilidade é um parametro termodinamico que
apresenta a concentracdo da solucdo de um farmaco em equilibrio com o soluto®?
%3 Pode ser determinada por meio da adicdo de um excesso de farmaco ao meio,
seguido de agitacdo, filtracdo e quantificacdo do farmaco dissolvido® %9, O
Tamanho da particula também influencia a solubilidade e a absorcdo de farmacos.
Um farmaco dissolvera mais rapido quanto maior for a sua area de superficie, ou
seja, quanto menor for o tamanho de suas particulas. Por esta razdo, muitos
farmacos se encontram micronizados, de forma a facilitar a sua dissolugdo e
absorcdo. Outro fator que influencia na area de superficie e a forma da particula é
sua densidade®®.

A natureza quimica esta relacionado com o estado amorfo, cristalino e com a
existéncia de polimorfismo. Geralmente, substancias amorfas sdo mais sollveis que
as cristalinas, assim como substancias anidras sédo mais sollveis que as hidratadas

do mesmo farmaco®! *». A formacéo de sais é um recurso muito utilizado para se
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aumentar a solubilidade de um &cido fraco. O mesmo acontece com sais &acidos de
bases fracas, mas também é possivel a formacdo de um sal pouco soltvel®Y. Outro
fator a se considerar é a presenca de impurezas®”.

Com relacdo a formas farmacéuticas e excipientes, capsulas de gelatina
geralmente rompem-se rapidamente expondo seu conteldo aos meios de
dissolucéo e do organismo, mas a tecnologia de fabricacdo e os diluentes presentes
na formulacdo podem fazer com que a dissolucdo ndo ocorra rapidamente. A
dissolucdo de comprimidos depende da desintegracdo dos mesmos. Comprimidos
revestidos devem ter o revestimento rompido antes que possam sofrer
desintegracdo e posterior dissolucdo®?. Praticamente todos os excipientes
envolvidos na formulacdo exercem influéncia na dissolucdo, seja negativa ou
positiva. Lubrificantes insollveis, por exemplo, retardam a dissolucao, ja o uso de
amida tende a facilitar a dissolucao®® *%. Outro fator a ser considerado é a adsorcado
de 4gua no farmaco e, também, em componentes da formulacéo®.

Também, a tecnologia utilizada para a fabricagdo de medicamentos, como o
tipo de granulacdo utilizada, via seca ou via Umida tem impacto significativo na
dissolucéo. A técnica de spray-drying, por exemplo, pode aumentar a solubilidade de
compostos pouco soliveis®”. De modo geral, a granulacdo Umida favorece a
dissolucdo de farmacos por conferir a eles caracteristicas mais hidrofilicas®®. A
forca de compressdo é uma variavel complexa e também pode afetar a
dissolucdo®?, de uma maneira geral quanto mais forca for utilizada na compresséo

menor sera a dissolucéo.
2.5.1.2 Fatores relacionados com equipamento de dissolucéo

E reconhecido que os aparatos oferecem condi¢cdes de trabalho diferentes
dependendo do seu mecanismo. Parametros como velocidade de agitagcdo e nivel

do meio de dissolugdo diferem de aparato para aparato® °

. Na geometria do
sistema, o0s eixos dos elementos de rotacdo das cestas ou das pas devem coincidir
em todos os pontos com o eixo central da cuba, sendo permitido no maximo um
desvio de + 2 mm, desde que isso ndo afete a velocidade de agitacdo®®. No geral
desvios maiores aumentam a taxa de dissoluc&o®?.

Os aparelhos de dissolugcdo devem ser posicionados em bancadas niveladas

e livres de vibrag&o oriundas de outros aparelhos. O ideal é que ndo haja nenhum
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tipo de vibragdo do sistema, pois isso pode aumentar a energia dinamica do sistema

aumentando a taxa de dissolugao®?.

Outros fatores como posicdo da haste, método de amostragem e aqueles
relacionados ao meio de dissolucdo como volume, presenca de gases (bolhas), pH e

temperatura, também podem alterar o processo de dissolucao®® * °7.
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3 JUSTIFICATIVA

Um tema que vem merecendo destaque atualmente é o problema na
producdo de farmacos, causado pela presenca de polimorfismo® 2. Um estudo
preliminar indicou que, dos dez medicamentos mais comuns indicados a pacientes
nos Estados Unidos, oito exibem polimorfismo ou pseudopolimorfismo, como
hidratos e solvatos®). Esse é um dado alarmante, pois se sabe que diferentes
formas polimoérficas tém diferentes velocidades de dissolucdo e diferentes
solubilidades, sendo que, normalmente, a absor¢cdo de uma farmaco depende
desses dois parametros®.

Para se alcancar velocidades adequadas de dissolu¢do de farmacos pouco
sollveis em agua faz-se uso de compostos ativos na forma amorfa ou na forma
cristalina metaestavel ©® . Como ambas s&o termodinamicamente instaveis, em
alguns casos, essas formas tendem a se converter para a forma cristalina mais
estavel durante o processo de fabricacdo ou durante a estocagem. Portanto, o
controle na qualidade da forma sélida deve ser acompanhado durante a fabricacéo e
toda a vida atil do medicamento.

No caso especifico dos antibiéticos, que sdo farmacos que devem ser
utilizados de maneira correta e em intervalos de tempo apropriados para que sejam
seguros e efetivos durante o tratamento de infec¢cdes, o uso de uma forma
polimorfica inadequada pode ocasionar resisténcia bacteriana e, até mesmo, a
intoxicacdo. Pesquisas realizadas com ampicilina® e cloranfenicol® 2% 69
demonstraram a ineficicia e a toxicidade das diferentes formas polimorficas.

Portanto, considerando o paradoxo do polimorfismo que oferece por um lado
desafios no que tange a regulamentacdo para que seja assegurada a saude da
populacdo e, por outro, oportunidades no que tange a planejar e construir novas
formas solidas de um farmaco que apresentem vantagens farmacocinéticas e
mecanicas é que se justifica o presente trabalho qué, em especifico, se prontifica a

obter e estudar polimorfos e pseudo-polimorfos da doxiciclina.
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4 OBJETIVOS

Cristalizar e caracterizar estruturalmente formas polimorficas e pseudo-
polimorfos (sais, hidratos, solvatos e co-cristais), conhecidas e inéditas do farmaco
doxiciclina.

Os trabalhos desenvolvidos nessa dissertagdo tiveram por objetivos
especificos:

1) Realizar tentativas de recristalizacdo do farmaco doxiciclina a partir de
técnicas de Engenharia de Cristais, com o intuito de preparar polimorfos e, ou,
pseudo-polimorfos;

2) Determinar a estrutura cristalina usando as técnicas de MXRD dos polimorfos
e, ou, pseudo-polimorfos, inétitos, ou ndo, cuja a estrutra sejam desconhecidadas;

3) A partir dos dados estruturais obtidos por MXRD criar padrdes de PXRD a
serem utilizados na identificacdo das formas polimérficas desse farmaco;

4) Investigar caracteristicas estruturais e térmicas das formas polimorficas e, ou,
pseudo-polimérficas a partir dos dados de MXRD, PXRD, espectroscopia de
infravermelho e andlises térmicas (TG-DTA e DSC);

5) Determinar propriedades fisico-quimicas dos polimorfos e, ou, pseudo-
polimorfos da doxiciclina;

6) Determinar o perfil de dissolucdo dos diferentes polimorfos e, ou, pseudo-
polimorfos da doxiciclina;

7) Determinar parametros de equivaléncia dos diferentes polimorfos e, ou,
pseudo-polimorfos da doxiciclina;
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CAPITULO I: OBTENGAO E CARACTERIZACAO
5 MATERIAIS E METODOS
5.1 SINTESE E CRISTALIZACAO
5.1.1 Sintese dos pseudo-polimorfos de doxiciclina

O API utilizado como precursor de todas as sinteses foi o hiclato de
doxiciclina, DOXeHIC, adquiridos em farméacias e, ou, junto as industrias de
medicamento e insumos farmacéuticos. A partir da DOX*HIC foram obtidos trés

novas formas pseudopolimorfas da DOX.
5.1.1.1 Sintese e cristalizacdo da doxiciclina mono-hidratada, DOX<H,O

5g de hiclato de doxiciclina foram dissolvidos em 200mL de agua destilada,
esta solucgéo foi aquecida a 90° C por duas horas e em seguida neutralizada (pH = 7)
por adicdo gota a gota de solucdo de NaOH 1 mol.L™.

5.1.1.2 Sintese e cristalizacdo do acetato de doxiciclina, DOX*HAc

Em 20mL de &cido &cetico glacial PA adicionou-se 10mL de &gua destilada.
Com auxilio de um agitador magnético, adicionou-se nessa solugdo DOX<H,O
sintetizado de acordo com 5.1.1.1 até a saturacdo. Em seguida o sobrenadante foi

sepadado do excesso de DOX+H,0 por filtracéo.
5.1.1.3 Sintese e cristalizacéo do nitrato de doxiciclina, DOXNIT

Com auxilio de um agitador magnético, adicionou-se nessa solugao DOX<H,O
sintetizado de acordo com 5.1.1.1 em uma solucdo 6 mol.L™? de HNO; até a
saturagdo. Em seguida a o sobrenadante foi sepadado do excesso de DOX<H,O por

filtragc&o.
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5.1.2 Formacéo dos cristais dos pseudo-polimorfos de DOX

Técnicas de engenharia de cristais, tais como lenta evaporacdo do solvente,
saturacdo de vapor e recristalizacdo em gel foram empregadas nesse trabalho de
maneira a obter monocristais dos pseudo-polimorfos sintetizados.

A técnica de lenta evaporacdo do solvente (FIGURA 4) refere-se ao método
de solubilizar a substancia de interesse em um solvente, ou mistura de solventes,
vedando o cristalizador com um septo e perfurando este septo com uma agulha, a
fim de que o vapor de solvente em equilibrio com a solu¢cdo contendo o soluto
escape mais lentamente uma vez que a Unica saida se da através da cavidade
interna na agulha. Apés montagem do aparato, deixa-se o cristalizador em repouso
e com isso o0 solvente ira evaporar lentamente até atingir o ponto de saturacéo do

sélido. Deste momento em diante ocorre a nucleacao e crescimento do cristal.

— —
T

Figura 4- Representa¢do da técnica de lenta evaporacdo do solvente.

Ja a técnica de saturacdo de vapor (FIGURA 5) consiste em solubilizar a
substancia de interesse em um solvente ou mistura de solventes com uma
determinada polaridade e inserir o cristalizador em uma cuba contendo solvente de
menor polaridade. O vapor deste ira saturar o solvente mais polar, diminuindo sua
polaridade e, portanto, fazendo com que o ponto de saturacdo do soélido seja
alcancado.

A técnica de cristalizacdo em gel (FIGURA 6) é largamente utilizada para
produtos de baixa solubilidade. Nesta insere-se 0 metal em metassilicato de sédio e
quando este se encontra em estado de gel, adiciona o ligante solubilizado em um
solvente ou mistura de solventes, a fim de se formar duas fases. A reagdo entre
metal e ligante ocorre na interface solvente-gel, e devido a velocidade de tal reacéo,

a cristalizacdo também ocorre.
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Figura 5- Representacédo da técnica de saturacédo de vapor.
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Figura 6- Representagdo da técnica cristalizacdo em gel.

Tomando como primeira op¢do o método de evaporagdo lenta do solvente,
utilizando a solucdo do proprio meio reacional, logrou-se éxito na obtencdo de
monocristais de DOX*HIC, DOX*H,0, DOX*HAc, DOX*NIT. Os frascos contendo 0s
cristalizadores foram mantidos em local ausente de luz, a temperatura do ambiente
durante todo o tempo de cristalizacdo. A formacéo de cristais foi acompanhada
periodicamente por inspecdo visual com auxilio de um microscépio estereogréafico
binocular com luz polarizada. Verificou-se a morfologia dos cristais avaliando se esta

era apropriada para um experimento de difracéo de raios X por monocristal, ou seja,



38

arestas bem definidas, auséncia de geminagfes e tamanho adequado (cerca de
0,02 de didmetro minimo e 0,2 mm de didmetro maximo). Os cristais utilziados nas
medidas de MXRD foram obtidos apoés 8, 8, 4 e 8 dias para 0 DOX*HIC, DOX+H,0,
DOX<HAc, DOX*NIT, respectivamente.

5.2 CARACTERIZAQAO DAS AMOSTRAS OBTIDAS
5.2.1 Difracéo de raios x por monocristal (MXRD)

As medidas de difratometria de raios X por monocristal foram realizadas no
Laboratério de Cristalografia da Universidade Federal de Minas Gerais (LabCri).
Este laboratorio dispde de facilidades como um difratbmetro de raios X GEMINI para
estudo de amostras monocristalinas, policristalinas e nanomateriais, dotado com
detector CCD, acessérios para estudos em altas (<650K) e baixas temperaturas
(>90K), MoKa. (L = 0,71073 A) e CuKa (A = 1,5418).

Assim, todas as medidas experimentais nos monocristais obtidos na UNIFAL-
MG foram realizadas na Universidade Federal de Minas Gerais em cooperacdo com
o Prof. Dr. Carlos Basilio Pinheiro, um dos professores responsaveis pelo
equipamento.

As estruturas foram resolvidas usando os métodos de Patterson e, ou, diretos,
com o programa SHELXS-97?. Os modelos obtidos foram refinados (minimos
quadrados de matriz completa) em |F|*> usando o programa SHELXL-97 V. O
programa WINGX'?, usado na andlise dos dados. Os programas ORTEP-3 (®),
STRUPLOY e Mercury 1.1.2 (CCDC, 2001-2002) foram utilizados para analisar e

elaborar representacfes graficas das estruturas.
5.2.2 Ponto de fuséo

Para se realizar as medidas de ponto de fus&o utilizou-se o aparelho de ponto
de fusdo, da marca Marte®, nimero de série 295234, com controlador de
temperatura e aquecimento de 2 °C por minuto até préximo a temperatura de fuséo
e, a partir dai, 1 °C por minuto até o término do experimento. As amostras foram
trituradas e acondicionadas em tubos capilares que s&o acoplados ao aparelho.

Realizou-se o aquecimento e por observagao chegou-se as temperaturas de fusao
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ou decomposicao das diferentes formas pseudo-polimérficas da DOX, com auxilio de
um termdmetro de mercurio. As medidas das amostras foram realizadas com cinco
repeticoes.

Sabendo-se que diferentes polimorfos apresentam diferentes propriedades
fisicas, antes de obterem-se os resultados de ponto de fus&o, foi proposta uma
andlise estatistica para verificar se existiriam diferencas de ponto de fusédo entre as
diferentes amostras. O teste de analise de variancia escolhido foi o teste de Scott-

Knott a 5% de significancia”.
5.2.3 Difragao de raios x por policristais (PXRD)

ApoOs a constatacdo da obtencao das formas pseudopolimorfas da doxiciclina
para o experimento de MXRD, foram sintetizadas mais amostras e em escalas
maiores. O processo de evaporacdo mais rapida precipitou uma massa solida
policristalina que foram analisados por PXRD com a finalidade de se confirmar,
especificamente, se o pseudo-polimorfo planejado havia sido formado sem fases
espurias.

As medidas de difratometria de raios X por policristal foram realizadas em
um difratometro Rigaku Ultima IV pertencente ao Laboratério de Cristalografia da
Universidade Federal de Alfenas. As medidas foram realizadas utilizando um
comprimento de onda CuKa (A = 1,5418), geometria Bragg-Bretano e fenda dupla
em um modo step-scan , entre 3° e 50° em 260, com passo de 0,02° em 26 e tempo
de 0,8 passo/s. Para as medidas foi usado uma voltagem de 40KV e corrente de 30
mA.

5.2.4 Espectroscopia na regiao do infravermelho

As medidas de infravermelho foram realizadas utilizando o equipamento da
marca Shimadzu, modelo FT-IR-Prestige-21, Beam Splitter KBr (escala de varredura
no IV de 4000 a 400 cm™, detector DLATGS, resolucdo 4 cm™, interferdmetro selado
de Michelson com alinhamento dindmico. As amostras foram preparadas por
trituracdo em almofariz de 4gata com brometo de potéssio e posterior pastilhamento
em prensa hidraulica. A quantidade de KBr e de amostra utilizada nas analises s&o

padronizadas pela espatula que acompanha o equipamento.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PONTO DE FUSAO

As medidas do intervalo de fusdo, para os compostos obtidos, indicaram que
0S mesmos estdo puros, pois apresentaram temperaturas constantes durante o
processo de fusdo. Uma excecdo ocorreu com o a DOX*HAc que em uma das
repeticbes apresentou valores de inicio e fim de fusdo com diferenca de intervalos
um pouco maior, 12° C, o que pode caracterizar a presenca de impurezas no
pseudo-polimorfo analisado.

Na Tabela 3 encontram-se os resultados das andlises de ponto de fusdo e o

resultado do teste estatistico aplicado para comparar os diferentes pseudo-

polimorfos.
Tabela 3 - Ponto de Fuséo e Andlise de Variancia (ANOVA)
Amostra PF1 PF2 PF3 PF4 PF5 Média® Desvio
DOX-HIC 201,0 202,0 200,5 201,0 203,0 201,6d 0,89
DOX-H,0 162,5 161,5 162,0 162,5 161,0 162,2 b 0,58
DOX«NIT 186,5 186,0 185,5 186,0 187,0 186,4 c 0,51
DOX-HAC 124,0 125,0 123,0 124,0 125,0 1242 a 0,75

T Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si a 5% de significancia pelo teste de
Scott-Knott.

6.2 DIFRACAO DE RAIOS X POR MONOCRISTAL: MXRD

6.2.1 Estrutura da DOX-HIC

Como informado anteriormente, dos polimorfos/pseudo-polimorfos conhecidos
da DOX, a DOX.HIC e a DOX<H,0, apenas a primeira possui estrutura cristalina

determina 9

. No trabalho publicado o DOX<HIC é reportado no grupo especial
monoclinico P2; com os seguintes parametros de cela: a = 18,203(2) A, b =
16,045(1) A, ¢ = 8,004(1) A e B = 94,11(1)°. No presente trabalho o DOX<HIC foi
recristalizado em uma solugcdo H,O:Etanol 1:1 obtendo-se monocristais que foram
confirmados por MXRD como sendo de DOX+HIC reportada anteriormente . Na

Tabela 4 constam os principais dados cristalograficos da estrutura redeterminada.
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Formula Empirica

Massa Molecular / g-mol™
Temperatura / K

Sistema Cristalino
Comprimento de onda / A
Grupo Espacial

Cela Unitéaria

alA

b/A

cl/A

B °/grau

Volume

4

Densidade (calculada) / Mg/m3

Coeficiente de Absor¢éo / mm-l
F(000)

Tamanho do Cristal / mm

0 maximo / grau

Intervalos de indices

Reflexdes Coletadas

Reflexdes Independentes
Completeza até 0aximo/ %

Dados / restricbes / parametros

Qualidade do Refinamento em F2

indice R Final [I>2sigma(l)]
indice R (dado completo)
Parametro de Flack

Picos e vales mais intensos / A®

C46H58C|2N4018
1025,86

293(2) K
Monoclinico
0,71073

P2,

18,1980(4)
16,0654(3)
8,0220(2)
94,226(1)

2338,92(9) A3
4
1,457

0,221

1080

0,70 x 0,09 x 0,08 mm
23,82

-20<=h<=20, -17<=k<=18, -9<=I<=9
6698

6698 [R(int) = 0,0000]

97,5

6698 /1 /636

1,040

R1 =0,0347, wR2 = 0,0874
R1 =0,0378, wR2 = 0,0925
-0,04(5)

0,287e-0,185¢€

Enfatiza-se que a estrutura da DOX<HIC possui duas moléculas de DOX,

independentes por simetria, na unidade assimétrica. Trata-se de dois tautdmeros

“zwitterionicos” da DOX em um mesmo cristal, chamados por T1 e T2 (Figura 7a e

7b). Em T1 e T2 o grupo dimetilamina esta protonado e o grupo hidroxila esta

desprotonado: o O7 no caso de Tl (FIGURA 7a e 8a) e o O6 no caso de T2

(FIGURA 7b e 8D).
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Figura 7 - Representacdo ORTEP da DOX-HIC T2. Presentes na unidade assimétrica da DOX-HIC.
LigagBes de hidrogénio intramolecular séo representadas como dupla linha tracejada. Os
atomos de hidrogénio sao representados por esferas de raio arbitrario e os elipsoides dos
demais atomos estdo a 50% de probabilidade. A orientagdo do grupo amida envolvido no
conformerismo € destacada em laranja.

Aléem de serem considerados tautdmeros, as duas moléculas de DOX do
DOX-HIC sao também considerados conférmeros, tendo em vista a rotagao de 180°
em torno da ligagdo C17-C20 o que faz trocar as posi¢coes da carbonila e da amina
do grupo carboxiamida. Além de T1 e T2, a estrutura do DOX<HIC contém também
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uma molécula de etanol, uma agua e dois cloretos na unidade assimétrica. Os dois
atomos de cloros sao os contra-ions de T1 e T2 uma vez que a protonacado de O8 d&
as duas moléculas de DOX uma carga positiva liquida. A representacdo do
empacotamento cristalino da DOX-HIC ao longo do plano [110] € mostrada na

Figura 3.

(b)

Figura 8- Diagrama quimico da DOX-HIC T1 (a) e DOX-HIC T2 (b).

A configuracdo absoluta da DOX reportada na literatura e confirmada pelo
parametro de Flack refinado para a estrutura redeterminada da DOX-HIC, foi
utilizada em todos os refinamentos subsequentes (DOX-H,0O, DOX-HAc e DOX:NIT).
Nas trés estruturas inéditas reportadas a seguir, foi considerada a média dos pares
de Friedel tendo em vista que os a&tomos presentes (C, O e N) ndo possuem elétrons
suficientes para que o espalhamento andémalo permitisse o refinamento do
parametro de Flack.

As geometrias intra e intermoleculares do DOX*HIC nao serdo discutidas em
detalhes nesse trabalho por se tratar de uma estrutura ja reportada por Stezowski
em 197719,

6.2.2 Estrutura da DOX<H>O

Devido a baixa solubilidade da forma neutra monohidratada da doxiciclina,
tanto em meio aquoso neutro como em solventes organicos, a estratégia adotada
para se obter monocristais de tamanho adequado para o estudo cristalografico foi
partir de uma solucdo aguosa quente do hiclato de doxiciclina, bastante soluvel, e
neutraliza-la gradativamente pela adicdo de solucdo aquosa de hidroxido de sodio.
Este procedimento permitiu a obtencéo de uma solugéo supersaturada de DOX:-H,0,

a qual, apos resfriamento lento, deu origem a monocristais adequados para medidas
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de difragdo de raios X por monocristal. As informacdes sobre coleta dos dados e

refinamento da estrutura estdo sumarizadas na tabela 5 e uma representacdo

ORTEP da unidade assimétrica da DOX-H,O é apresentada na Figura 9.

Tabela 5 - Dados Cristalinos e Refinamento da Estrutura da DOX-H,0O

Férmula Empirica
Massa Molecular / g-mol™
Temperatura / K
Sistema Cristalino
Comprimento de onda
Grupo Espacial

Cela Unitéria

allA

b/A

cl/A

B /grau

Volume

4

Densidade (calculada) / Mg/m®

Coeficiente de Absorgéo / mm™

F(000)

Tamanho do Cristal / mm
0 maximo / grau

Intervalos de indices
Reflexdes Coletadas
Reflexdes Independentes
Completeza até 0aximo/ %

Dados / restricbes / parametros

Qualidade do Refinamento em F2

indice R Final [I>2sigma(l)]
indice R (dado completo)

Parametro de Flack

Picos e vales mais intensos / A®

C2H26N20g
462,45

100 (2)
Monoclinico
0,71073 A

P2,

a=5,9241 (1)

b = 9,4808 (2)

c = 18,5568 (4)

B =91,192 (2)
1042,02 (4) A®

2

1,474

0,115

488

0,70 x 0,09 x 0,08
32,84

-8<=h<=9, -14<=k<=13, -28<=I<=28
16517

3786 [R(int) = 0,0393]
99,8

3786 /1/322
1,051

R1 =0,0369, wR2 = 0,0918
R1 =0,0413, wR2 = 0,0945
-0,4(2)

0,390 e -0,223 e
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Figura 9- Representacdo ORTEP da unidade assimétrica da DOX-H,0. Os atomos de hidrogénio s&o
representados por esferas de raio arbitrario e os elipsoides dos demais atomos estédo a 50%
de probabilidade. A orientacdo do grupo amida envolvido no conformerismo é destacada em

verde.

Diferentemente do hiclato de doxiciclina, que possui duas moléculas com
diferentes formas tautomeéricas e orientacdes distintas do grupo amida (T1 e T2) em
sua estrutura cristalina *®, DOX-H,O apresenta apenas uma molécula na unidade
assimétrica e, consequentemente, somente um tautbmero e uma orientacdo do
grupo amida (conférmero) ocorrem nesta forma sélida. A analise intramolecular
realizada com o programa MOGUL mostrou que todas as distancias e angulos de
ligacdo estdo de acordo com os valores estatisticos esperados e revelou alguns
aspectos interessantes com relacdo as distancias encontradas em comparag¢do com
os tautdmeros T1 e T2 presentes na unidade assimétrica do DOX-HIC®® e com
fragmentos semelhantes de outras estruturas depositadas no CSD (TABELA 6).

A ligacdo C10-02 é maior do que o valor médio esperado encontrado pelo
MOGUL como consequéncia da ligacédo de hidrogénio bifurcada envolvendo o &tomo

02 e duas hidroxilas adjacentes, formando dois aneéis intramoleculares fundidos

1 1
S (6), 0S guais, juntamente com outro anel adjacente S, (5), déo origem ao padrao

2
supramolecular 5:(13) (FIGURA 10). Uma vez que esse mesmo synthon ocorre no
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hiclato de doxiciclina, € de se esperar que desvios semelhantes de distancias de
ligagdo também ocorram para esta forma soélida da farmaco. Além destas interacdes,

1
outro anel intramolecular 1 (6) é formado pela interagdo entre os atomos O6 e H2b

do nitrogénio da amida (FIGURA 10).

Tabela 6 - Valores de distancias de ligagéo (A) para DOX-H,0, anélise intramolecular do MoGguL™

(média) e correspondentes em DOX-HIC®?

Valor médio
. Fragmentos
Ligacao DOX-H,0 MOGUL DOX-HICT1L DOX-HICT2
] no CSD

(desvio padréo)
C10-02 1,272(2) 1,22(2) 4018 1,276(3) 1,275(3)
C20-08 1,246(2) 1,24(3) 419 1,304(4) 1,314(3)
C17-C20 1,466(2) 1,47(2) 37 1,455(4) 1,440(3)
C16-C17 1,447(2) 1,44(3) 28 1,407(4) 1,441(4)
C16-07 1,230(2) 1,22(2) 998 1,267(3) 1,231(3)
C20-N2 1,352(2) 1,33(4) 419 1,312(5) 1,311(3)
C17-C18 1,415(2) 1,35(3) 17 1,434(4) 1,417(3)
C18-06 1,254(2) 1,25(3) 24 1,234(4) 1,266(3)

H3a Q3 H5
L& =0 H2b
02 - J 06 oA N2
l;l\l e p— 4 3 k \'—‘ = \
‘lﬁ / ,05 \ C‘)O

"’\ \/ T 1\\{ o

/ Ao s
S W,

~\7 /

Figura 10- Representacdo ORTEP das interagcdes intramoleculares na DOX-H,0O:

2 1
anel $:(13) (violeta) e 5:(6) anel (verde).

E importante notar que, da mesma forma como o hiclato, DOX-H,O cristaliza-

se como um “zwitterion”. A carga positiva esta localizada sobre o atomo de



47

nitrogénio protonado N1 do grupo dimetilamino e, para manter a eletroneutralidade,
a hidroxila mais proxima ao grupo amida sofre desprotonacao. A ligagdo C16—-07 &
préxima ao valor médio encontrado pela analise do MOGUL e comparavel aquela
encontrada no DOX-HIC T2, mas mais curta do que T1, indicando um forte carater
de dupla ligacdo. J4 a ligacdo C16—0O7 em DOX-HIC T1 é significativamente mais
longa do que o valor médio do MOGUL, mostrando maior carater simples (FIGURA
11). A despeito da Tabela 6 mostrar que todos os valores experimentais das
ligacbes C18-06 estdo de acordo com o MOGUL, na DOX-H,O esta ligacdo é mais
longa do que em T1 e ligeiramente mais curta do que T2, de forma que a carga
negativa pode ser formalmente atribuida ao atomo O6, embora ela esteja, na
verdade, deslocalizada sobre o sistema T-conjugado mostrado na (FIGURA 11). Foi
observado que os valores das ligacdes C16—C17 estdo de acordo com os valores
médios do MOGUL, exceto em DOX-HIC T1, no qual ela € menor, de acordo com o
esperado devido ao maior carater de dupla da ligagdo C—C. Por outro lado, todas as
ligacbes C17—C18 nestas trés unidades de DOX sé&o cerca de 0,05 A mais longas do
que o valor médio encontrado pelo MOGUL, corroborando novamente a forte
ressonancia envolvendo a unidade O7-C16-C17-C18-06 (FIGURA11l). Mesmo
considerando a deslocalizag&o 1, nota-se que as distancias das ligagdes C16—C17 e
C17-C18 na DOX-H,0O sédo mais préximas as correspondentes em DOX-HIC T2 do
gue aquelas em DOX-HIC T1, apoiando os esquemas estruturais propostos nas
FIGURAS 11a, b e c. A ligacdo C20-08 na DOX-H,O ¢é mais de 0,05 A mais curta
do que em DOX-HIC (tanto T1 como T2). Portanto, o carater duplo desta ligacao é
mais forte na DOX-H,O do que em DOX-HIC, j& que, no ultimo, a protonacdo do
atomo de oxigénio da amida causa um decréscimo na ordem da ligacdo C=0O.
Analisando os comprimentos das ligacdes C17—C20, pode-se observar que o valor
na DOXH,O é muito préximo a média encontrada pelo MOGUL, mas
consideravelmente maior do que as correspondentes em DOX-HIC Tl e T2. Esta
caracteristica estrutural evidencia o carater predominantemente simples da ligagéo
C17-C23 na DOX-H,O, ao contrario da maior ordem esperada por conta da
conjugacao 1. Assim, é possivel afirmar que a conjugacdo T esta limitada ao
fragmento O7-C16-C17-C18-06 na DOX-H,0, enquanto ela se estende ao grupo
amida em DOX-HIC. As ligacbes C20-N2 remanescentes, tanto para DOX-H,0
como para DOX-HIC (T1 e T2), estdo de acordo com os valores médios encontrados

pelo MOGUL. Assim, com base nas consideragfes acima, o diagrama estrutural que
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melhor representa o anel ligado ao grupo amida na DOX-H,0O € aquele representado
na FIGURA 11b.

Este farmaco pode exibir tanto tautomerismo como conformerismo no estado
sélido. No DOX-HIC T1, o enolato e o oxigénio da amida estdo proximos ao grupo
dimetilamino, enquanto no DOX-HIC T2 € a carbonila e o nitrogénio da amida que
estdo nestas posigdes. A DOX-H,O sélida exibe apenas a forma tautomérica do
DOX-HIC T2 e somente a conformacado da amida observada no DOX-HIC T1. Como
pode ser inferido pela Tabela 6, no DOX-HIC ambos tautbmeros possuem o0 atomo
de oxigénio da amida protonado e, como consequéncia, essas ligagbes C-O sé&o
mais longas, apresentando um menor carater de ligacdo dupla quando comparadas
com a equivalente C20-08 na DOX-H,O. Uma forte ligacdo de hidrogénio
intramolecular O—H:--O envolvendo o oxigénio protonado da amida e o oxigénio
cetbnico é responsavel pele alongamento da ligagdo C=0 no DOX-HIC T2 quando
comparado com a distancia O7—-C16 na DOX-H,0. As demais distancias de ligacao
do arcabouco molecular sdo préximas aos valores da literatura e aos fragmentos de

estruturas semelhantes depositadas no CSD.

H2a
N2 08 |

> c\zo H/N /O
H2b
06 | % o o
o An\uc/l() '
C18 HO HO
al L Hla . _H
A \% o N
\x( c/—\Ng Ho | e
\@\o CHs
o
(a) (b) (c) (d)

Figura 11- Diagrama ORTEP do anel da doxiciclina ao qual o grupo amida esta ligado na DOX-H,O
(a) juntamente com seu diagrama quimico (b) e os correspondentes a DOX-HIC T1 (c) e

DOX-HIC T2 (d) para fim de comparacéo.

Além das ligacdes de hidrogénio discutidas anteriormente, a existéncia de
diversos grupos hidroxila na doxiciclina também favorece a formagéo de interagdes
intermoleculares com moléculas de DOX e de agua adjacentes que estabilizam o
empacotamento cristalino. Desta forma, as moléculas de agua atuam como
doadoras e receptoras, ligando trés moléculas de DOX através de um grupo enolato
e duas hidroxilas: O4-H4a--09, 09-H9a--06' e 09-H9b--O1" (FIGURA 12). Assim,
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0 4tomo O6 atua como um receptor bidentado de ligagbes hidrogénio, participando

de uma ligacao intramolecular e outra intermolecular (FIGURA 10 e 12).

Figura 12- Ligacdes de hidrogénio envolvendo moléculas de doxiciclina e agua. Transformacdes de

simetria usadas para gerar moléculas equivalentes: (i) (x, y—1, z) e (ii) (—x+2, y—Y%, —z+1).

Também existem interacdes envolvendo o atomo de oxigénio da amida e o
hidrogénio ligado ao nitrogénio da amina, N"~H1a"---O8, e um nitrogénio da amida e

0 oxigénio do enolato, O7"-H2a:-N2, com a formac&o de anéis supramoleculares

2
R (9) (FIGURA 13). Desta forma, cada molécula de doxiciclina interage com outras
duas adjacentes relacionadas por um eixo parafuso 2;. Esses anéis alternados,
juntamente com as ligacdes de hidrogénio O4-H4:-09 e 09-H9a—-06' (cadeia

supramolecular 022(9)) dao origem a uma cadeia em “zig-zag” na direcdo [010]
(FIGURAL14).

Sumarizando os aspectos supramoleculares da DOX-H,0O, enquanto cadeias
paralelas de moléculas do farmaco estdo conectadas em um arranjo “cabeca-
cabecga” por contato direto através de duas ligagdes de hidrogénio dependentes por

simetria (FIGURA 13), o arranjo “cauda-cauda” é mediado por trés ligagdes de
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hidrogénio envolvendo uma molécula de agua e trés moléculas de DOX (FIGURA
12). Esta organizagao “cabecga-cabecga” e “cauda-cauda” se propaga ao longo das
direcbes [001] e [010] e, combinada com as outras forcas nao-covalentes
previamente discutidas, resulta em uma rede supramolecular bidimensional no plano
[011].

s

2
Figura 13- Padrdo intermolecular R2 ©) formado entre unidades DOX adjacentes. Transformacdes
de simetria usadas para gerar atomos equivalentes: (iii) (—x+1, y+¥%2, —z) and (iv) (—x+1, y—
Y, —2).

o

P ; [010]
—_—

Figura 14- Cadeia em zig-zag observada na estrutura cristalina da DOX-H,O. As interagfes

2
DOX---DOX estédo destacadas em cinza e as DOX:-H,O (C2 (9)) em azul.
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Um esquema de como as moléculas da farmaco e de solvente sao
organizadas € mostrada na FIGURA 15 e a Tabela 7 sumariza todas as ligagbes

mencionadas.
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Figura 15 - Representacdo esquematica da rede bidimensional formada pelas interacbes
supramoleculares entre moléculas de agua e de doxiciclina (a) e diagrama Mercury
do empacotamento cristalino da DOX-H,O no plano [011] (moléculas de doxiciclina

em verde e 4gua em azul).

Tabela 7 Distancias e angulos das ligagdes inter e intramoleculares presentes na estrutura cristalina
da DOX-H,0. Os &tomos doadores e receptores sdo denominados por “D” e “A” respectivamente

D H A D-H (A) H-A (A) DA (A) D—H--A (°)
o1 H1 02 0,90(3) 1,75(3) 149(2) 2,566(2)
03 H3a  O2 0,86(3) 1,71(3) 154(3) 2,516(2)

< 05 H5 03 0,78(4) 2,34(3) 106(2) 2,657(2)

= N2 H2b 06 0,91(3) 1,93(3) 139(2) 2,685(2)

a 04 Haa 09 0,84(3) 1,94(3) 174(3) 2,780(2)
09 Hoa  O6 0,85(3) 1,98(3) 167(3) 2,814(2)
09 Hob  O1' 0,83(3) 2,10(3) 167(3) 2,911(2)

x N2 H2a  O7" 0,88(3) 2,21(3) 151(2) 3,012(2)

= N1 Hia 08"  0,93(3) 1,85(3) 145(2) 2,662(2)

ﬁansformagﬁes de simetria usadas para gerar atomos equivalentes: (i) (x, y—-1, z), (i) (=x+2, y—%2, —
z+1), (iii) (—x+1, y+¥%, —z) and (iv) (—x+1, y-%, —2).

Comparando DOX-H,O e DOX-HIC sob o ponto de vista supramolecular, a
despeito de ambas cristalizarem-se no grupo espacial P23, seus parametros de cela
unitaria (TABELAS 4 e 5) e conteudos sdo bem diferentes. Conforme discutido

anteriormente, DOX-H,O apresenta somente um conférmero, enquanto existem dois
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no DOX-HIC. No hiclato, a hidroxila do etanol interage somente com o grupo NH, de
T2, 0 que evidencia que esta ligacdo de hidrogénio pode ser responsavel pela
estabilizacdo necessaria para esse conférmero — com o grupo NH, mais proximo a
dimetilamina — existir no estado solido (FIGURA 16). Assim, os cétions da
doxiciclina T1 no DOX-HIC - os quais ndo interagem com o etanol — bem como as
moléculas do farmaco na DOX-H,O possuem seus oxigénios da amida préximos a
amina. Mesmo considerando as orientacfes distintas dos grupos amida, a rigidez da
molécula de doxiciclina permite apenas pequenas variacdes nos angulos de torcéao,
que sdo causadas provavelmente por outras ligagdes de hidrogénio envolvendo
anions cloreto no hiclato (FIGURA 17).
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Figura 16- Diagrama ORTEP das ligacdes de hidrogénio entre o tautbmero DOX-HIC T2 e a molécula

de etanol de cristalizagédo. Legendas analogas a DOX-H,0.

R Xk

Figura 17- Sobreposi¢do das unidades de doxiciclina em DOX-H,0O (azul) e DOX-HIC (conférmeros

T1 e T2 em vermelho e verde, respectivamente).



53

6.2.3 Estrutura da DOX+*HACc

O sumario das informacfes sobre coleta dos dados e refinamento da
estrutura da forma neutral da DOX bi-hidratada e solvatada ou co-cristalizada por
acido acético (DOX-HAC) e a representacdo ORTEP de sua unidade assimétrica sdo
mostrados na Tabela 8 e na FIGURA 18, respectivamente. A Figura 18 mostra
também as ligacdes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares envolvendo
as aguas e o acido acético, primeiros vizinhos da DOX.

Da mesma forma como o DOX-HIC e a DOX-H,O, a DOX-HAc cristaliza-se
como um zwitterion. A carga positiva estd localizada sobre o 4&tomo de nitrogénio
protonado N1 do grupo dimetilamino e, para manter a eletro-neutralidade, a hidroxila
mais proxima ao grupo amida sofre desprotonacao. Similar a DOX-H,0, a DOX-HAc
apresenta apenas uma molécula de DOX na unidade assimétrica. Portanto a
DOX-HAc possui um unico tautbmero e uma Unica orientacdo do grupo amida
(conférmero) quando comparado ao hiclato. Contudo, o DOX-HAc difere em relacao
a DOX:H,O em trés importantes aspectos: 1) Como os mapas de diferenca de
Fourier indicaram a presenca do acido acético e ndo do ion acetado, a DOX-HAc
apresenta a DOX na sua forma neutra e além de ser considerado um pseudo-
polimorfo hidratado pode também ser classificada como um solvato; 2) Na DOX-HAc
o NH; do grupo amida esta voltada para o O7 enquanto na DOX-H,0 ele se volta
para o O6 (FIGURA 19 b). Portanto, o DOX-HAc soélido exibe a forma tautomérica e
a conformacgdo da amida observada no DOX-HIC T2, enquanto a DOX-H,0 sélida
exibe a forma tautomérica do DOX-HIC T2 e a conformagéo da amida do DOX-HIC

T1 (FIGURAS 11, 18 e 19); 3) ndo se forma o anel S; (13) (violeta) observado para a
DOX-H,0O (FIGURA 19 a) uma vez que a hidroxila O5-H5 participa de uma interacao
intermolecular, O5-H5...011, no caso da DOX-HAc. (FIGURA 19 b).

A existéncia de diversos grupos doadores e receptores de ligacdo de
hidrogénio na DOX, nas moléculas de agua e no acido acético presentes na
estrutura desempenham importante papel na estabilizacdo do empacotamento
cristalino. De uma maneira absolutamente idéntica ao padrédo de empacotamento
observado para a DOX-H,O (FIGURA 12) uma das moléculas de 4gua atuam como
doadora e receptora, ligando trés moléculas de DOX através de um grupo enolado e
duas hidroxilas: O4-H4a--09, 012-H12a-+-06' e O12-H12b--O1" (FIGURA 20).
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Salienta-se que o atomo O6 ndo atua como um receptor bidentado de ligacdes
hidrogénio, participando de uma ligagéo intramolecular e outra intermolecular, como
observado para a DOX-H,O (Figuras 12 e 20).

Tabela 8 - Dados Cristalinos e Refinamento da Estrutura para da DOX*HAc

Formula Empirica Co4H3:N,045

Massa Molecular / g-mol™ 1025,86

Temperatura / K 293(2)

Sistema Cristalino Monoclinico

Comprimento de onda / A 0,71073

Grupo Espacial P2:2:2;

Cela Unitéaria

alA 6,4753(2)

b/A 9,0970(4)

clA 42,8077(16)

Volume / A® 2521,6(2)

4 4

Densidade (calculada) / Mg-m™ 1,424

Coeficiente de Absorcéo / mm™ 0,115

F(000) 1144

Tamanho do Cristal 0,70 x 0,09 x 0,08 mm®

6 maximo® 29,49

Intervalos de indices -7<=h<=8, -12<=k<=10, -57<=I<=55
Reflexdes Coletadas 24360

Reflexdes Independentes 3768 [R(int) = 0,0503]
Completeza até 0aximo/ % 93,5

Dados / restricbes / parametros 3768 /0 /356

Qualidade do Refinamento em F2 0,997

indice R Final [I>2sigma(l)] R1 = 0,0425, wR2 = 0,1007
indice R (dado completo) R1 =0,0665, wR2 = 0,1066
Parametro de Flack -0,1(10)

Picos e vales mais intensos / A® 0,196 e -0,184 e

A molécula de acido acético também tem participacao efetiva na estabilizacao
do empacotamento cristalino do DOX-HAc. Sua hidroxila atua como doador (O9-
H9... O8) de ligacdo de hidrogénio ligando-se a carbonila do grupo amida de uma
DOX vizinha. A carbonila do acido acético, por sua vez, € um receptor de ligacéo de

hidrogénio que se liga bifurcadamente a um dos atomos de hidrogénio do nitrogénio
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do grupo amida (N2-H2a... O10) e ao atomo de hidrogénio do grupo dimetilamina

(N1"-H1a"...010).

Figura 18- Representacdo ORTEP da unidade assimétrica da DOX-HAc. Os atomos de hidrogénio
séo representados por esferas de raio arbitrario e os elipsoides dos demais 4&tomos estao
a 25% de probabilidade. Liga¢cdes de hidrogénio séo representadas como dupla linha

tracejada. A orientacdo do grupo amida envolvido no conformerismo é destaca em verde.
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Figura 19- Representacdo ORTEP comparando as interacdes intra e intermoleculares na a) DOX-H,O

e b) na DOX-HAc.
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Figura 20- Ligagbes de hidrogénio envolvendo moléculas de DOX e &gua. Transformagbes de

simetria usadas para gerar moléculas equivalentes: ' = x, y+1,z; " = —x+1, y+Ys, —z+5.

A participacdo do &cido acético na estabilizagdo do empacotamento conta
ainda com uma ligacdo de hidrogénio ndo-classica (C24-H24a... O7") envolvendo
um hidrogénio metilico do acido acético e o0 O7 de uma terceira molécula de DOX.
Portanto, o O7 também €& um receptor bifurcado de ligacdo de hidrogénio.
Diferentemente da DOX-H,O onde cada molécula de doxiciclina interagem-se
diretamente (FIGURA 21), na DOX-HAc o acido acético se intercala entre trés
moléculas de DOX ndo havendo nenhuma ligacdo de hidrogénio classica por meio
de interacdo direta DOX-DOX. A estabilizagdo do empacotamento € completada
pela participacdo da segunda agua de cristalizacdo que se liga as moléculas de
DOX ao longo da dire¢do [100]. Na Figura 22 observa-se que a 4gua atua com uma
receptora de ligacdo de hidrogénio intermolecular (O5-H5... O11) e um de seus
atomos de hidrogénio liga-se bifurcadamente a duas carbonilas de uma mesma
molécula de DOX (0O11-H11b...06" e 011-H11b...08"). As geometrias de todas as

ligagbes de hidrogénio sdo mostradas na Tabela 9. As Figuras 23 e 24 trazem a
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ilustracdo do empacotamento cristalino com vista perpendicular aos planos [011] e
[101] da cela unitaria, respectivamente.

Figura 21- Padrao intermolecular entre as unidades de DOX e &cido acético. Transformacdes de

simetria usadas para gerar atomos equivalentes: " =x, y-1, z e V' = x-1/2, -y+1/2, -z+1.
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Figura 22- Padrdo intermolecular de ligacdes de hidrogénio ao longo da direcao [100].

Transformacdes de simetria usadas para gerar atomos equivalentes: ¥ = x+1, y, z.
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Figura 23- Empacotamento cristalino da DOX<HAc vista perpendicular ao plano [011]. DOX em verde,

aguas em amarelo e vermelho e acido acético em azul.

Figura 24- Empacotamento cristalino da DOX*HAc vista perpendicular ao plano [101]. DOX em verde,

aguas em amarelo e vermelho e acido acético em azul.
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Tabela 9 Distancias e angulos das ligacdes inter- e intramoleculares presentes na estrutura cristalina
da DOX+HAc. Os atomos doadores e receptores sao denominados por “D” e “A” respectivamente

D H A D-H (A) HeeeA (A) DeesA (A) D—HeeA (°)
INTRA o1 H1 02 0,8200 1,8700 2,578(3) 144,00
03 H3a 02 0,8200 1,7900 2,504(2) 145,00
05 H5 03 0,8200 2,4950 2,653(3) 92,00
N2 H2b o7 0,8600 1,9800 2,648(3) 134,00
INTER 04 H4a 012 0,8200 1,9200 2,738(4) 176,00
05 H5 Ol1 0,8200 1,9200 2,736(3) 171,00
09 H9a 08 0,97(4) 1,63(4) 2,552(3) 159(3)
N2 H2a 010 0,8600 2,2800 3,050(3) 149,00
012 H12a 06' 0,8500 1,9800 2,764(3) 154,00
012 H12b o1' 0,8500 2,0700 2,906(4) 168,00
N1" Hia" 010 0,9100 2,0800 2,874(3) 145,00
C24 H24a o7" 0,9600 2,3200 3,273(3) 171,00
O1l1 H11lb 06" 0,8500 2,5000 2,901(3) 110,00
011 H11lb 08" 0,8500 1,9900 2,833(3) 169,00
Transformacdes de simetria usadas para gerar atomos equivalentes: ' =x, y+1, z; " = —x+1, y+%, —

z+ve " =x, y-1, z; V= x-1/2, -y+1/2, -z+1; ¥ =x+1,y, Z.

6.2.4 Estrutura da DOXNIT

A Tabela 10 traz o sumario das informacdes sobre coleta dos dados e
refinamento da estrutura do nitrato de DOX hidratado (DOX-NIT). A Figura 25 mostra
a representacdo ORTEP dos dois cations de DOX, independente por simetria,
presentes na unidade assimétrica da cela unitéria triclinica P1 da DOX-NIT. A Figura
25 mostra também as ligacdes de hidrogénio intramoleculares e algumas das
ligacdes de hidrogénio intermoleculares envolvendo a agua de cristalizacdo e os
dois contra-ions nitrato dos cations de DOX". Ou seja, diferentemente da DOX-H,0
e da DOX:HAc, nos quais as moléculas de DOX sado neutras, e, portanto,
classificados como pseudo-polimorfos do tipo hidrato e, ou, solvato, a DOX-NIT,
similar ao DOX-HIC, é classificado como um sal hidratado da DOX. A DOX-NIT
apresenta ainda o mesmo padrdao tautomérico/conformacional mostrado pelo
DOX-HIC. Ou seja, possui dois tautbmeros zwitterionicos da DOX em um mesmo

cristal.
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Formula Empirica

Massa Molecular / g-mol™
Temperatura
Comprimento de Onda A
Sistema Cristalino

Grupo Espacial

Cela Unitéaria

alA

b/A

cl/A

o/ grau

B /grau

v/ grau
Volume / A®
Z

Densidade (calculada) / Mg-m™

Coeficiente de Absorgdo / mm™

F(000)

Tamanho do Cristal / mm
6 maximo / grau
Intervalos de indices
Reflexdes Coletadas
Reflexdes Independentes

Completeza até 6maximo / %

Dados / restricbes / parametros

Qualidade do Refinamento em F2

indice R Final [I>2sigma(l)]
indice R (dado completo)
Parametro de Flack

Picos e vales mais intensos / A*

C44H52NG()23
1032,92
293(2) K
1,54180
Triclinico

P1

8,0679(2)

8,9156(3)

16,6791(5)

77,872(2)

87,581(2)

74,133(3)

1128,11(6)

1

1,520

1,065

542

0,70 x 0,09 x 0,08

66,37

-8<=h<=9, -10<=k<=10, -19<=I<=19
21480

3922 [R(int) = 0,0296]

98,6

3922 /3/662

1,017

R1 =0,0313, wR2 = 0,0813
R1 =0,0339, wR2 = 0,0838
-1,9(6)

0,449 e -0,279 e.

A Figura 25 a corresponde a T1 e a Figura 25 b a T2. O conformerismo

também se mostra na DOX:-NIT uma vez que se observa uma rotagdo de 180° em

torno da ligagdo C17-C20 o que faz trocar as posi¢cdes da carbonila e da amina do

grupo carboxiamida quando se compara T1 e T2. Modelos de refinamentos e mapas

de diferenca de Fourier confirmaram a presenca dos dois conférmeros da DOX.

Destaca-se ainda que um dos nitratos (FIGURA 25 a) apresenta uma desordem
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estatica cujo refinamento aponta para uma proporcdo 60 e 40% para 0s nitratos
contendo N4 e N4’, respectivamente. As Figuras 25 a 27 mostram as principais
interacOes intermoleculares envolvendo ligacbes de hidrogénio classicas e nao-
classicas no DOX-NIT. A Figura 25 mostra que a agua participa do empacotamento
cristalino como um receptor de ligacdo de hidrogénio intermolecular N1-H1la...012.
Essa agua ajuda na estabilizacdo do empacotamento cristalino por meio de seus
dois atomos de hidrogénio: 012"-H12b"...011 (FIGURA 26) e bifurcadamente por
meio de O12“-H12a"...015 e O12"-H12a"..015 (FIGURA 27). A inspecdo das
Figuras 25, 26 e 27 mostra que a agua se intercala entre a DOX-NIT T2 e os dois
nitratos independentes por simetria presentes na DOX:NIT. A Figura 26 mostra as
principais interacfes intermoleculares do nitrato n&o-desordenado da DOX-NIT.
Esse anion se intercala entre uma DOX+NIT T1, por meio da interagdo N1''-
H1a™...011, duas DOX-NIT T2, por meio das interacdes O5- H5...010, O4-
H4a'...010, C15- H15'...010 e C11- H11'...09, e uma molécula de agua, por meio da
interacdo O12™- H12b'...011. Observa-se que 010 e O11 s&o receptores de ligacéo

de hidrogénio trifurcado e bifurcado, respectivamente.



62

Figura 25 - Representacdo ORTEP da DOX:NIT T1 (a) e DOX- NIT T2 (b) presentes na unidade
assimétrica da DOX-NIT. LigacBes de hidrogénio intramolecular sdo representadas como
dupla linha tracejada. A orientacdo do grupo amida envolvido no conformerismo é
destaca em verde. Os atomos de hidrogénio séo representados por esferas de raio

arbitrario e os elipsoides dos demais atomos estao a 50% de probabilidade.
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A Figura 27 ilustra a participacao do nitrato desordenado na estabilizacdo do
empacotamento cristalino. O tamanho do intersticio estrutural gerado pelo
empacotamento das DOX e as possibilidades de ligacdo de hidrogénio oferecidas
pela hidroxila O4-H4a, pelo grupo amida e pela agua podem ser considerados
causas da desordem manifestada no DOX-NIT. Em outras palavras, infere-se que
uma explicacdo plausivel para a presenca da desordem estéatica se deve ao fato de
0 nitrato ndo conseguir interagir fortemente, na mesma posicao cristalografica, com
0s grupos hidroxila e amida das DOX que geram o intersticio cristalino, devido a
distancia desses dois grupos doadores de ligagdo de hidrogénio. Assim, esses dois
grupos doadores de ligacdo de hidrogénio competem pelo nitrato durante a
cristalizacdo, o qual tende a ocupar duas posi¢cOes cristalograficas distintas. A
molécula de agua pode também contribuir, ainda que minoritariamente, para a
desordem estatica desse nitrato. Os parametros geométricos das ligacbes de
hidrogénio mostram que o nitrato que contem o N4 apresenta ligacdes de hidrogénio
ligeiramente mais curtas do que aquelas formadas com o nitrato que contem o N4’.
Isso pode justificar a maior propor¢cado do nitrato que contem o N4 em detrimento
aquele que contem N4'. As geometrias de todas as ligagbes de hidrogénio
mencionadas acima sao mostradas na Tabela 11. As Figuras 28, 29, 30 e 31 trazem
a ilustracdo do empacotamento cristalino com vista perpendicular aos planos [11-1],

[01-1], [10-1] e [110] da cela unitaria, respectivamente.
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Figura 26- Padrdo intermolecular entre as unidades de DOX, agua e nitrato ordenado.
Transformacdes de simetria usadas para gerar &tomos equivalentes: '=x, y+1, z; "= x-1,

y+l,ze =y, y+1, z-1.

Figura 27- Padrdo intermolecular entre as unidades de DOX, agua e nitrato desordenado.
Transformacdes de simetria usadas para gerar atomos equivalentes: Y=y, y,z+le' =

x+1,y, z+1.
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Tabela 11 - Distancias e angulos das ligacdes inter- e intramoleculares presentes na estrutura

cristalina da DOX+NIT. Os atomos doadores e receptores sao denominados por “D” e “A”

respectivamente
D H A D-H (A) HeesA (A) DeeeA (A) D—HeeA (°)
INTRA o1 H1 02 0,8200 1,8420 2,563(3) 146,00
o1 H1’ 02 0,8200 1,8060 2,536(3) 147,00
03 H3a 02 0,8200 1,7250 2,453(2) 147,00
03 H3a’ 02 0,8200 1,8200 2,533(2) 145,00
05 H5 03 0,8200 2,2580 2,688(3) 113,00
05’ H5’ 03 0,8200 2,6320 2,688(3) 109,00
08 H8a 06 0,8200 1,6870 2,688(3) 152,00
08’ H8a’ or 0,8200 1,7000 2,452(3) 152,00
N2 H2b o7 0,8600 2,1820 2,806(3) 129,00
N2’ H2b’ 06’ 0,8600 2,0920 2,724(3) 130,00
D H A D-H (A) HeeeA (A) DeeA (A) D—Hse*A (°)

INTER o4’ H4a’ 013 0,8200 1,9990 2,795(4) 164,00
o4’ H4a’ 015 0,8200 2,2750 2,953(4) 140,00
04' H4a' 010 0,8200 2,3470 3,128(4) 159,00
05 H5 010 0,8200 2,0350 2,818(3) 160,00
012" Hi2p" 011 0,9900 1,8770 2,861(3) 171,00
012" Hi12a" 015 0,9900 1,9760 2,892(4) 171,00
012" Hi2a" 01% 0,9900 2,0950 2,950(4) 153,00
N1 Hla 012 0,9100 1,8880 2,735(3) 154,00
N1"  H1a" 011 0,8600 1,9680 2,816(3) 154,00
N2 H2a" 014 0,8600 2,0760 2,932(3) 174,00
N2 H2a" 014’ 0,8600 2,2210 2,896(3) 135,00
c11' H11' 09 0,9800 2,3750 3,099(4) 130,00
C15' H15' 010 0,9800 2,3260 3,280(4) 164,00

Transformacdes de simetria usadas para gerar atomos equivalentes: ' = x, y+1, z; " = x-1, y+1, z; "' =

X, y+1,z-1;V =x, y, z+1 e’ =x+1,y, z+1.
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Figura 28- Empacotamento cristalino da DOX*NIT vista perpendicular ao longo do plano [1 1 -1].

DOX’s em azul (T1) e verde (T2), agua em amarelo e nitratos em vermelho e rosa. A

desordem apresentada por um dos nitratos (em rosa) foi omitida.
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Figura 29- Empacotamento cristalino da DOX+NIT vista perpendicular ao plano [01-1]. DOX's em azul
(T1) e verde (T2), agua em amarelo e nitratos em vermelho e rosa. A desordem

apresentada por um dos nitratos (em rosa) foi omitida.

.
|
!
!
i

e
e i 20\
—

Figura 30- Empacotamento cristalino da DOX+NIT vista perpendicular ao plano [10-1]. DOX’s em azul
(T1) e verde (T2), 4gua em amarelo e nitratos em vermelho e rosa. A desordem

apresentada por um dos nitratos (em rosa) foi omitida.
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Figura 31- Empacotamento cristalino da DOX<NIT vista perpendicular ao plano [110]. DOX's em azul
(T1) e verde (T2), agua em amarelo e nitratos em vermelho e rosa. A desordem

apresentada por um dos nitratos (em rosa) foi omitida.

6.3 DIFRACAO DE RAIOS X POR POLICRISTAIS: PXRD

Tendo em vista que a difratometria de raios X por policristais ou por pé
(PXRD) pode ser utilizada na identificagdo e quantificacdo de formas polimorficas de
medicamentos’® ’® 7" os padrdes de difracdo de p6 do DOX-HYC, da DOX-H,0, da
DOX-HAc e do DOX-NIT foram simulados a partir de suas estruturas determinadas
por difratometria de raios X por monocristal e comparadas com seus respectivos
difratogramas de pd experimentais. Observa-se nas Figuras 32 a 35 que a linhas
calculadas, geradas a partir das estruturas determinadas, se sobrepdem com boa
concordancia com os picos de difracdo experimentais das quatro formas da DOX
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estudadas. Observa-se ainda, que todos 0s picos experimentais estdo sobrepostos
pelas linhas dos picos de Bragg da estrutura determinada. Isso mostra qué, para
todas as amostras policristalinas estudadas por PXRD, o material € monofasico. E
importante enfatizar, que se a amostra tiver uma cristalinidade adequada, é
perfeitamente possivel identificar a presenca do DOX-HYC, da DOX-H,O, da
DOX-HAc e do DOX:-NIT, ou a mistura delas, tanto na matéria-prima, durante a
manufatura do produto, como em seus respectivos medicamentos. Na pratica, por
exemplo, a técnica de PXRD poderia ser utilizada para identificar se em um insumo
ou medicamento a forma presente € a DOX-H,O ou a DOX-HIC tendo em vista que
esses sdo 0s nomes geneéricos da MONODOX® e do DORYX®, respectivamente.
Embora ndo explorado nesse trabalho, € possivel também quantificar as diferentes
formas da DOX em uma amostra desconhecida por meio de PXRD utilizando-se o
Método de Rietveld’®. Isso s6 é possivel, pois agora as estruturas da DOX-H,0 e
do DOX-HIC sé&o inequivocamente conhecidas. Em resumo, por ser um método
analitico simples, rapido e relativamente de baixo custo, a PXRD pode ser utilizada
para fins de controle de qualidade e triagem de matéria-prima para DOX:-H,O e
DOX-HYC, evitando desempenho anormal dos medicamentos. A técnica se presta
ainda para qualificar e quantificar as duas novas formas pseudo-polimérficas obtidas
nesse trabalho, a DOX-HAc e o DOX:NIT, caso as mesmas venham a ser utilizadas

como medicamentos fonte do APl DOX.
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Figura 32 - Difratograma de raios X por p6 experimental do DOX<HIC (linha continua em preto)
sobreposto as reflexdes de Bragg simuladas a partir da estrutura determinada por

MXRD (linhas verticais em vermelho).
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Figura 33 - Difratograma de raios X por pé experimental do DOX*H,O (linha continua em preto)
sobreposto as reflexdes de Bragg simuladas a partir da estrutura determinada por MXRD

(linhas verticais em vermelho).
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Figura 34- Difratograma de raios X por p6é experimental do DOX*HAc (linha continua em preto)
sobreposto as reflexdes de Bragg simuladas a partir da estrutura determinada por MXRD

(linhas verticais em vermelho).
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Figura 35 - Difratograma de raios X por p6 experimental do DOXsNIT (linha continua em preto)
sobreposto as reflexdes de Bragg simuladas a partir da estrutura determinada por MXRD

(linhas verticais em vermelho).
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A Figura 36 mostra os espectros vibracionais na regiao do infravermelho do
DOX-HYC, da DOX-H,0, da DOX-HAc e do DOX-NIT. E importante destacar que o
espectro vibracional podera ter a contribuicdo da molécula/cation de DOX, da &gua,

dos solventes (acido acético e etanol) e contra-ions (cloreto e nitrato).
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Figura 36 - Espectro vibracional na regido do infravermelho do DOX-HYC, da DOX-H,0O,
DOX-HAc e do DOX-NIT.

da

Na Figura 36 € possivel observar bandas caracteristicas dos diferentes

pseudo-polimorfos, como a banda larga entre 3280 a 3450 cm™, correspondente ao

alongamento da ligacdo OH do etanol e deformacéo angular de moléculas de agua,

que cristalizam-se com a DOX no DOX<HIC. Esse alargamento ocorre devido

a

ligacdo C-OH mais longa do etanol e a ocorréncia de ligacdes de hidrogénio inter e

intramoleculares entre essas moléculas ®. No espectro da DOX*HAc observa-se

uma banda muito larga (3400-2400 cm™) devido a ligacdes de hidrogénio
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envolvendo &cidos carboxilicos (alongamento v OH). Neste também ha deformacao
angular de moléculas de agua. Essa banda impede a leitura de outros eventos
vibracionais que se encontram nessa regido ®. No DOX:NIT, as bandas
correspondente ao estiramento das ligacdes N-O sdo observadas em 1762 cm™ e
1384 cm™. Na DOX+H,0, pode-se observar as bandas relacionadas a hidratos em
moléculas organicas '® nas posicdes 3614 cm™ 3550 cm™ e 1622 cm™.

E possivel verificar que nas diferentes formas existem pequenos
deslocamentos de bandas, que seriam melhor evidenciados pela espectroscopia
Raman. A Tabela 12 apresenta uma compilacdo dos principais eventos vibracionais

e a atribuicdo dos mesmos aos respectivos grupos funcionais.

Tabela 12 - Posicdo das bandas (cm™) nos espectros de infravermelho’® da DOX-HYC, da
DOX-H,0, da DOX-HAc e do DOX:NIT

Grupo Funcional DOX-HIC DOX+H,0O DOX<HAc DOXNIT
v ANEL (C-H) 709 709 709 707
v ANEL (C=C) 802 804 800 800
v ANEL (C=C) 875 867 873 825
3 ETILA (C-H) 761 762 763 775
v OH 935 935 937 933
v OH 995 999 995 995
v (O-H) 3332 3307 3317 3302
C-OH 1041 1041 1041 1041
v (C-OH) 1130 1130 1130 1134
v C-N 1172 1170 1172 1168; 1213
v C-N 1242 1244 1242 1244
v C=0 1335 1325 1330 1321
v AMIDA (C=0) 1570-1680 1683 1560-1700 1666
5 AMINA N-H 1460 1458 1462 1462;
3300-3550
v (N-O) 1382; 1355;
1762
o H,O 1620 1622; 3550; 1616 1624; 3552;
3614 3612
v Ac. Carboxilico 2670-3470

Podemos observar pelos espectros vibracionais dos diferentes pseudo-
polimorfos que ocorrem poucos deslocamentos de bandas e existem picos que
ocorrem especificamente devido a presenca de diferentes solventes que
cristalizaram juntamente com a molécula de DOX. Na Figura 37 podem-se observar
alguns deslocamentos causados pelas diferentes interacfes quimicas presentes nas

diferentes amostras contendo a DOX.
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—— DOX.HIC
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—— DOX.NIT
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Figura 37 - Espectro vibracional comparado na regido de 600 a 1500 cm™ das diferentes formas

pseudo-polimorficas da DOX.
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CAPITULO Il — SOLUBILIDADE E PERFIL DE DISSOLUCAO
7 MATERIAIS E METODOS
7.1 SOLUBILIDADE

A solubilidade foi avaliada por dois métodos diferentes, o método da
farmacopeia brasileira’ e o método descrito por Manadas e colaboradores®® e

Prista e colaboradores®” e, conhecido como solubilidade intrinseca.
7.1.1 Solubilidade segundo a Farmacopéia Brasileira

O método descrito pela farmacopeia brasileira'® foi verificado pesando-se
10mg de amostra e transferindo-se para tubos de ensaio. A agitacdo para a
solubilizacdo da amostra € realizada de maneira manual. O ensaio foi realizado com
temperatura de 25 °C + 2 °C. Utilizou-se a Tabela 13 para classificar os diferentes
pseudo-polimorfos quanto sua solubilidade . Os solventes utilizados foram agua,
etanol, &cido cloridrico 0,01 mol.L™ e 0,1 mol.L™.

Tabela 13 - Classificacdo da solubilidade

Classificacéo Quantidade de Solvente
Muito soluvel Menos de 1 parte
Facilmente sollvel De 1 a 10 partes
Solavel De 10 a 30 partes
Ligeiramente solavel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco sollvel De 1000 a 10000 partes
Praticamente insolvel Mais de 10000 partes

Fonte: Farmacopeia Brasileira V"

7.1.2 Solubilidade Intrinseca

Para realizacdo dos testes de solubilidade intrinseca e quantificacdo do API
(DOX) utilizou-se o Espectrofotdmetro UV/VIS — Shimadzu 1601 PC, Toquio, Japéao,

selecionando-se o comprimento de onda especificado pela farmacopeia dos Estados
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Unidos (USP)®Y, 276 nm, conforme método validado. Foram realizadas
determinacdes de parametros como limite de quantificacdo, linearidade,
especificidade e exatidao. A validacdo desses procedimentos baseou-se em critérios
estabelecidos pela USP®. A solubilidade intrinseca foi realizada apenas com o
solvente 4gua e em temperatura préxima aos 25 + 2 °C. A agitagcdo e aquecimento
do sistema foi realizada com auxilio de agitador magnético com aquecimento. Usou-
se 800 RPM para solubilizar as amostras. Para determinacéo da solubilidade foram
preparadas solucdes de 10mL saturadas e com pequeno excesso de farmaco. Estas
solugdes foram filtradas e do filtrado retirou-se aliquotas de 1mL. Essas aliquotas
foram diluidas em diferentes proporc¢des e analisadas por espectroscopia UV/VIS em
triplicata no comprimento de onda especificado pela USP ©V. Foi delineado um teste
estatistico para observar diferencas entre as solubilidades dos pseudopolimorfos. O
teste de analise de variancia escolhido foi o teste de Scott-Knott a 5% de

significancia‘’.
7.2 PERFIL DE D|SSOLUCAO

Foram elaboradas seis capsulas contendo o equivalente a 100mg de
doxiciclina para cada pseudo-polimorfo. Foram utilizadas capsulas transparentes de
gelatina obtidas na Farmacia Escola da Unifal-MG. Para garantir a homogeneidade
do tamanho das particulas foram utilizados tamis “mesh” 16 (malha). As capsulas
foram preenchidas em encapsuladora manual sem utilizag&do de excipientes.

Para realizacdo da quantificacdo durante os testes de perfil de dissolucéo do
APl (DOX) utilizou-se o Espectrofotémetro UV/VIS — Shimadzu 1601 PC, Toquio,
Japao, selecionando-se o comprimento de onda especificado pela farmacopeia dos
Estados Unidos (USP)®Y, 276 nm, conforme método validado. Foram realizadas
determinacdes de parametros como limite de quantificacdo, linearidade,
especificidade e exatiddo. A validacédo desses procedimentos baseou-se em critérios
estabelecidos pela USP®Y e resolucao especifica, RE n° 899 ®2. A especificidade
do método foi detectada através da analise do espectro de absor¢cdo da amostra e
de placebos (capsulas vazias) e com outros solventes (acido cloridrico e metanol)
observando-se a existéncia, ou ndo, de interferéncia com o espectro de absor¢édo da
doxiciclina no comprimento de onda correspondente. Este procedimento também foi

feito misturando-se os diferentes sais de doxiciclina obtidos e o Unico tipo de
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interferéncia encontrada foi o0 aumento da absorbancia na regido correspondente.
Este procedimento mostrou que o ponto para a realizagcdo das leituras nao sofre
interferéncia dos fatores testados neste trabalho. O limite de quantificacdo foi
determinado através de repetidas analises de solucdes contendo doxiciclina em
diferentes concentragfes. Também foi observado se o aparelho apresentava algum
tipo de ruido que pudesse comprometer as andlises. A linearidade foi constituida
através da construcdo de curvas de calibracdo com solucdes padrdes de doxiciclina
e dos pseudo-polimorfos encontrados. Essas curvas foram confeccionadas em
triplicata e utilizando-se o solvente apropriado para cada amostra®. Seguindo a
recomendacdo da USP utilizou-se a agua como solvente para o DOX-HIC e &cido
cloridrico 0,01 mol.L™ para a DOX.H,O. Para as outras formas utilizou-se 4gua como
solvente uma vez que 0s mesmos apresentaram boa solubilidade nesse solvente.

Para os testes de dissolucdo foram utilizados o dissolutor da marca
Eletrolab® modelo TDT 08L, bomba Eletrolab ® temperature controller , um aparato
de pa com sinker. Amostras contendo os pseudo-polimorfos foram submetidas ao
teste de dissolucdo segundo métodos descritos na USP®Y e conforme descrito na
Tabela 14.

Tabela 14 — Condi¢Bes usadas para o teste de dissolucdo para Doxiciclina

DOX*HIC/DOX*HAc/DOX*NIT DOX<H,0O
Sistema de agitagéo Aparato 2 (p4) Aparato 2 (p4)
Rotag6es por minuto (RPM) 75 RPM 75 RPM
Meio de dissolucao / Volume H,O / 900mL HCI 0,01 molsL™ / 900mL
Meio de deteccao UV 276 nm UV 276 nm
Tempo de Amostragem 1 60 minutos 60 minutos
Pontos de Coletas 5’;10’; 15’; 30"; 60’ 5’;10’; 15’; 30"; 60’
Tempo de Amostragem 2 30 minutos 30 minutos
Pontos de Coletas 3,69, 15’ 20%; 30° 3,69, 15’; 20%; 30°

Os perfis de dissolucdo das amostras foram construidos observando-se a
porcentagem de farmaco dissolvido em funcdo do tempo em minutos. Calculou-se a
eficiéncia de dissolucdo (ED) a partir das curvas de porcentagem de farmaco
dissolvido versus tempo. A comparacao entre as eficiéncias foi calculado utilizando-
se a razdo entre a area abaixo da curva e a area total do grafico ®® e comparada

pelo teste de Scott-Knott!®. A investigacdo por modelo independente também foi
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comparado pelo mesmo teste estatistico. A tolerancia estabelecida para os testes de
dissolucéo foram de mais de 80% (Q) de doxiciclina em 30 minutos®.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO
8.1 SOLUBILIDADE E PERFIL DE DISSOLUCAO

A Figura 38 mostra a varredura entre 200 a 450 nm das diferentes formas
pseudo-polimérficas da DOX. A doxiciclina é um hidronaftaceno® e possui um
sistema de anéis cromoéforos®?, assim como as outras tetraciclinas. Foram
realizadas varreduras para se observar o comportamento dos espectros de absor¢éo
das diferentes formas pseudo-polimoérficas. Visou também verificar a possivel
presenca de interferéncias causadas por solventes® e, ou, possiveis formacdes de
complexos em solucéo, que poderiam eventualmente alterar o comportamento das
analises, por exemplo, por meio de deslocamento do comprimento de onda da

regido de maior absorcao da DOX®®.

— 25 mcg/mL
»s1[(@a) DOXHAc| |20 meg/mL
— 15 mcg/mL
—— 10mcg/mL
—— 5 mecg/mL

~

ABSORBANCIA

COMPRIMENTO DE ONDA

Figura 38 — Andlise de varredura (UV-VIS) entre 200 a 450nm das diferentes formas pseudo-
polimérficas da DOX: a) DOX+HAc, b) DOX<NIT, ¢) DOX.H,0 e d) DOX<HIC.
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Verificou-se (Figura 38) um padrédo similar entre os diferentes pseudo-
polimorfos nas analises de varredura e a observacdo do comprimento de onda de

87

maior absorcdo em 276nm, conforme sugerido em trabalhos anteriores™”, e em

concordancia com o método validado pela farmacopeia dos Estados Unidos(®.
Assim, como o método proposto e validado na literatura ndo apresentou interferéncia
do tipo de solvente ou ions presentes nos diferentes pseudo-polimorfos da DOX, o
comprimento de onda utilizado nas leituras foi o de 276nm"® e a curva de calibracdo
no intervalo de concentracdo de 1,0 a 30ug/mL para o qual o método validado

mostra ter linearidade®”.

As curvas de calibracdo a 276nm com diferentes concentracfes conhecidas
de DOX sdo apresentadas nas Figuras 39 a 42. Elas foram utilizadas para se
determinar a concentracdo das diferentes amostras nos testes de dissolucdo e

solubilidade intrinseca.
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Figura 39 — Curva de calibracdo da DOX-HIC.



80

0.8

1[DoxH20
07 ][y =0.0280x-0.0017
|| R?=0.9989
0.6
<
&) 0.5 4
=
=
o 0.4 -
o)
w
5 6F
0.2 4
0.1 4
! : ! D | 2 | ! | 1
- CONCENTRAGCAO/ pgemL 25
CONCENTRACAO

Figura 40— Curva de Calibracdo da DOX<H,O.
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Figura 41— Curva de calibracdo da DOX-HAc.
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Figura 42— Curva de Calibracdo da DOX«NIT.

8.1.1 Teste de solubilidade segundo a Farmacopeia Brasileira
Seguindo parametros e métodos estabelecidos pela farmacopeia brasileira’®

foi possivel classificar a solubilidade dos diferentes pseudo-polimorfos do farmaco
doxiciclina (TABELA 15).

Tabela 15 — Solubilidade Segundo a Farmacopeia Brasileira IV

Agua Metanol HC/ 0,01 mol-L™* HCL 0,1 mol-L™"
DOX-HIC Facilmente Solivel Facilmente Solivel Facilmente Soltvel Facilmente SolGvel
DOX<H,0O Pouco Soluvel Pouco Soluvel Soluvel Soluvel
DOXNIT Solavel Solavel Facilmente SollGvel Facilmente Soltvel

DOX-HAC Solavel Solavel Soluvel Facilmente SolGvel
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8.1.2 Teste de Solubilidade Intrinseca

Na Tabela 16 encontram-se o0s resultados dos testes de solubilidade

intrinseca “® 79

. Pode-se verificar diferencas significativas em termos estatisticos
entre as solubilidades dos quatro pseudo-polimorfos da DOX em agua. O DOX<HIC
€ 0 mais soluvel ao passo que a DOXeH,O é forma menos solivel. Um dado
interessante € que o DOX*NIT e o0 DOX<HAc possuem solubilidades intermediéarias
as do DOX-HIC e da DOX<H,O que sao as duas formas usadas como API da DOX
em medicamentos. E possivel que a solubilidade intermediaria das duas novas
formas sintetizadas nesse trabalho possa oferecer, de alguma forma, melhorias na

processabilidade e farmacocinética da DOX.

Tabela 16 — Solubilidade Intrinseca mg/mL em agua

Amostra Solubilidade Solubilidade Solubilidade Média Desvio
DOX-HIC 50 47 51 49,33 d 1,70
DOX<H,0O 18 15 20 17,67 a 2,05
DOXNIT 34 37 31 34,00 b 2,45
DOX-HAc 42 39 38 39,67 c 1,70

T Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si a 5% de significancia pelo teste de
Scott-Knott.

8.1.3 Perfil de dissolucéo

O perfil de dissolucéo é util para a realizacdo de comparacfes entre formas
farmacéuticas solidas, estudos de equivaléncia farmacéutica e, também, na
comparacao entre performances in vitro de farmacos e com isso identificar
formulacbes que possam apresentar risco potencial com relacéo a biodisponibilidade
e bioequivaléncia. Além disso, este processo pode auxiliar na escolha de uma
determinada formulacdo durante o processo de desenvolvimento de medicamentos,
pois com esta analise é possivel selecionar a forma farmacéutica que apresenta o
melhor desempenho para liberacdo do farmaco “¢°" %9,

A Figura 43 mostra o comportamento da dissolugdo das quatro formas de
DOX estudadas em agua com um tempo total de dissolugdo de 60 minutos. O teste
de perfil de dissolucdo até 60 minutos foi realizado para se ter informacdes
preliminares do comportamento do API. Acompanhado os resultados de solubilidade
e solubilidade intrinseca, para os quais a DOX*H,O mostrou-se ser pouco soluvel em

agua e a forma de menor solubilidade intrinseca em agua (17,67 mg/mL), no teste
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de perfil de dissolugdo observa-se que a DOX*H,O apds 30 minutos ndo libera 80%
do seu contetdo. Também de acordo com o teste de solubilidade intrinseca que
mostrou que a DOX*HIC é a forma mais soluvel em agua, observa-se no teste de
perfil de dissolucdo que essa forma libera praticamente 100% de seu contetdo com
menos de 10 minutos. As formas DOX*HAc e DOX*NIT, que apresentaram valores
de solubilidade intrinseca muito proximos, mostraram também curvas de perfil de
dissolucdo praticamente iguais. Antes de 15 minutos, as curvas de perfil de
dissolucdo da DOX*HAc e do DOX*NIT mostram valores de quantidade de DOX
liberada intermediarios aos do DOX<HIC e da DOX*H,0O. Depois de 15 minutos as
curvas do DOX<HIC, da DOX+*HAc e do DOX*NIT se sobrepdem indicando que mais
de 90% do seu conteudo foi dissolvido. Na Tabela 17 sdo apresentados os valores

percentuais individuais de cada pseudo-polimorfo analisado nesta primeira analise.
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Figura 43— Perfil de dissolugdo comparativo entre DOX.HIC, DOX+H,O, DOX*HAc e DOX-NIT.
Porcentagem média liberada em fung&o do tempo até 60 minutos. O meio de dissolugao

de todas as amostras foi a agua.

Tendo em vista a baixa solubilidade intrinseca da DOX.H,O em agua e uma
eficiéncia de dissolugcéo de apenas 60,66% no teste de perfil de dissolugdo em agua,

uma cuba foi preparada para se testar o perfil de dissolucdo da DOX.H,O em HC{

0,01M. Na Figura 44 séo reapresentados os perfis de dissolugdo em &agua do
DOX-HIC, da DOX*HAc e do DOX+NIT juntamente com o perfil de dissolugdo da
DOX.H,O em HC{ 0,01M. Nesse novo teste, observa-se que mais de 80% da
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amostra de DOX.H,0 foi liberada ap6s 15 minutos de ensaio observando-se ao final

uma eficiéncia de dissolucao de 88,60%.

Tabela 17 - Valores individuais de dissolucéo e eficiencia de dissolugdo em agua

TEMPO DOXe-HIC DOX+H,O DOX<HAc DOX*NIT
5 93,73 9,00 49,65 43,66
10 98,38 24,83 59,14 65,14
15 95,28 45,93 91,86 89,86
30 96,83 73,55 93,73 97,63
60 95,28 80,69 90,93 95,93
ED 89,95 60,66 85,68 88,20

ED = Eficiéncia de Dissolucao
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Figura 44— Perfil de dissolugdo comparativo entre DOX+HIC, DOX<H,O, DOX*HAc e DOX-<NIT.

Porcentagem média liberada em funcéo do tempo até 60 minutos. O meio de dissolucéo
da DOX*H,0 foi o HCI 0,01M e os demais em agua.

Apbs a execucao dos testes preliminares executou-se os testes definitivos de

perfil de dissolucdo. Esses testes foram feitos em triplicada e com tempo méaximo de

dissolucéo de até 30 minutos, tendo em vista que até esse tempo observou-se nos

testes preliminares que mais de 90% das quantidades de DOX se dissolveram. A

Figura 45 mostra o perfil de dissolucdo das diferentes amostras sendo que nas

curvas constam as barras de erros relativas ao desvio padrdo de cada pseudo-

polimorfo, oriundo da média das trés capsulas formuladas para cada forma da DOX.
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Os tempos em que a concentragdo da DOX foi medida na solugdo do dissolutor
foram 3, 6, 9, 15, 20 e 30 minutos. Na Tabela 18, estdo os resultados das eficiéncias
de dissolucdo, suas respectivas médias e desvio padrdo encontrados para cada
forma da DOX estudada.

100+ t\‘?%ii,
g _
S 80
% —4—DOX.HIC |
2 o0 —e—DOX.H,0
o
S 401 DOX.HAc -
g —v— DOX.NIT
g 20 T
5|

O — T T T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura 45 — Perfil de dissolugdo comparativo entre DOX-HIC, DOX<H,O, DOX*HAc e DOX-NIT.
Porcentagem média liberada em funcdo do tempo. As barras verticais correspondem ao
desvio padrdao. O meio de dissolugdo da DOX+H,O foi o HCI 0,01M e os demais em

agua.

Tabela 18 — Valores individuais de eficiéncia de dissolugao do DOX-HIC, DOX*H,0, DOX*HAc e

DOXNIT
DOX Capsula
1 2 3 Média
DOX-HIC 90,85 88,88 88,25 89,32+ 3,44
DOX<H,0 88,60 85,94 88,06 87,53 + 5,86
DOX-HAc 85,68 87,43 86,13 86,41+ 0,74
DOXsNIT 88,20 86,88 84,57 86,55 + 4,98

Na medida de concentracdo feita no tempo 1 (3 minutos) observa-se que a
DOX.H,O e o DOX*NIT praticamente ndo se dissolveram, o DOX.H20O dissolveu
~35% e 0 DOX*HIC dissolveu ~15%. No tempo 2 (6 minutos) observa-se que ndo ha
diferencga significativa entre os niveis de dissolugdo da DOX.H,0 e da DOX<HAc que
dissolveram mais de 50%; a quantidade de DOX«NIT dissolvida é um pouco menor
que a da DOX.H,O e DOX<HAc; e mais de 90% do DOX-HIC ja se dissolveu. No

tempo 3 (9 minutos) observa-se que néo ha diferencga estatistica entre os perfis de
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dissolucdo do DOX<HAc e do DOX-HIC que ja dissolveram mais de 90% de sua
guantidade nas capsulas preparadas, as quais sdo acompanhadas de perto pela
DOX.H,O e DOXNIT que tiveram dissolvida ~80% da DOX presente nas capsulas.
No tempo 4 (15 minutos) pode-se observar que todas as amostras liberaram mais
que 90% de seus farmacos ndo havendo diferenca estatisticas entre as formas da
DOX. Portanto, todas as formas estdo de acordo com os padrdes de qualidade
estabelecidos pela farmacopeia dos Estados Unidos!’® e resolucdo especifica 899"
gue determinam que pelo menos 80% do farmaco seja liberado com menos de 30
minutos tanto para o hiclato, quanto para a forma monohidratada que j& séo
utilizados como insumos de medicamentos comercializados como fonte do APl DOX.
Outro fator importante € a eficiéncia da dissolucdo que também apresentou niveis
superiores a 80% para todas as formas da DOX. Contudo, as farmacopeias néo
estabelecem valores maximo e minimo para esse parametro, o qual é utilizado para
se fazer comparacdo entre os medicamentos diferentes com o mesmo farmaco
(genéricos) e, neste caso, entre os diferentes pseudo-polimorfos testados.

E importante destacar que em um estudo de bioequivaléncia e
biodiponibilidade reportado na literatura utilizando-se a doxiciclina monohidratada e
o hiclato de doxiciclina, foi mostrado que as duas formulacdes, apesar das suas
diferencas estruturais e de solubilidade em &gua, sdo bioequivalentes®®. Nesse
trabalho foram levados em consideracédo fatores farmacocinéticos como: Taxa de
absorcdo, tempo de meia vida no organismo, niveis plasmaticos médios e
eliminacdo ®. Essa é uma informacdo importante e promissora em relacdo aos
outros pseudo-polimorfos gerados nesse trabalho, a DOX*HAc e o DOXNIT, pois
além de terem o mesmo perfil de dissolucdo do DOX-HIC e da DOX.H,0O, podem
apresentar vantagens em relacdo as formas comerciais existentes como por
exemplo melhor compressibilidade, umectancia e outros fatores farmacotécnicos
que, se implicarem em diminuicdo de custos de producédo do medicamento final,
podem despertar o interesse das industrias farmacéuticas. Vislumbra-se, portanto,

uma possivel aplicacdo tecnolégica dos resultados aqui obtidos.
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9 CONCLUSOES

VI.

VII.

VIII.

XI.

XII.

A estrutura da forma pseudo-polimérfica DOXeH,O foi determinada pela
primeira vez,

Duas novas formas pseudo-polimoérficas da DOX, a DOX*HAc e o DOX*NIT
foram sintetizadas, cristalizadas e caracterizadas estruturalmente por MXRD,
PXRD e IR;

Todas as formas cristalizaram em grupo espacial centro-simétrico e portanto
sao enantiomericamente puras;

A sintese e a obtencdo de cristais de todas as formas da DOX sao
reprodutiveis tanto no sentido de se obterem monocristais como para se obter
maiores quantidades policristalinas;

Padrées de PXRD experimentais e teoricos, gerados a partir da estrutura de
monocristal determinada, das formas pseudo-polimoérficas do DOX*HIC, da
DOX<H,0, da DOX*HAc e do DOX*NIT foram estabelecidos;

Com o conhecimento da estrutura das formas pseudo-polimérficas da DOX
pode-se agora utilizar a técnica de PXRD na caracterizacdo polimorfica,
qualitativa e quantitativa, de insumos e medicamentos contendo o APl DOX;
Os espectros de IR também podem ser utilizados na diferenciacdo das formas
pseudo-polimérficas da DOX se as mesmas se apresentarem puras, uma vez
que 0s espectros apresentaram caracteristicas distintas;

Todas as formas da DOX estudadas nesse trabalho cristalizam-se como
zwitterions no qual o grupo dimetilamina esta protonado e uma hidroxila esta
desprotonada;

Além da carga negativa e positiva zwitterionica, o DOX*HIC e o DOX*NIT
detém também o préton oriundo dos &cidos cloridrico e nitrico presentes,
respectivamente, nas suas redes cristalinas e, portanto, possuem uma carga
positiva liquida caracterizando a estrutura como um sal;

A DOX-H;0 é neutra e classificada como um hidrato da DOX;

No caso da DOX-<HAc, apesar da presenca do acido acético no meio
reacional, a resolucdo da estrutura mostrou que ndo houve transferéncia do
préton para a molécula de DOX e, portanto, essa forma pseudo-polimorfica
pode ser classificada como um solvato ou um co-cristal hidratado da DOX;

As moléculas de DOX podem apresentar tautomerismo e conformerismo;
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Dois conférmeros da molécula de DOX, chamados de T1 e T2, foram
encontrados no mesmo cristal para o DOX+HIC e 0 DOXNIT;

A DOX-HAc exibe o tautébmero e o conférmero T2, enquanto a DOX-H,O
exibe o tautbmero de T2 e conférmero de T1;

Com excecdo do grupo amida da DOX, a geometria intramolecular das
diferentes formas pseudo-polimérfica das quatro formas estudadas
apresentaram pequenas variacoes;

A presenca de solventes, aguas e ions na rede cristalina determina a rotacao
da ligagdo C-C da amida levando aos conférmeros e, ou, tautbmeros T1 e T2.
Contudo mais estudos sdo necessarios para se fazer alguma proposta de
mecanismo supramolecular que possa estar induzindo a geometria
intramolecular que leva a T1 ou T2 ou ambos;

O empacotamento cristalino das formas pseudo-polimoérficas da DOX
estudadas nesse trabalho sdo estabilizadas por varias liga¢cdes de hidrogénio
intermoleculares classicas e ndo-classicas, envolvendo interaces DOX-DOX,
DOX-agua, DOX-solvente, DOX-ion, agua-agua, solvente-solvente, ion-ion,
agua-solvente, ion-solvente e ion-agua;

Essas diferencas nas interagfes intermoleculares tem como consequéncia
comportamentos diferenciados na solubilidade e no perfil de dissolugcdo da
DOX-HIC, DOX<H,0, DOX*HAc € DOX*NIT;

A solubilidade em agua das formas estudadas apresentaram a seguinte
ordem DOX<HIC, > DOX*HAc > DOX*NIT > DOX*H,0;

Apesar disso, os testes de dissolucao e solubilidade mostraram que todas as
formas pseudo-polimorficas tém biodisponibilidade equivalente aos API
comercializados da DOX;

Devido a sua baixa solubilidade em agua, os testes de perfil de dissolucdo da
DOX-H,0 tiveram que ser realizados em HC{ 0,01M;

O estudo do perfil de dissolucdo demonstrou que para todas as formas
pseudo-polimorficas da DOX ha liberacdo de mais de 80% dos farmacos em
30 minutos, o que esta de acordo com a recomendacdo das agéncias

regulatorias de saude e farmacopeias brasileiras e norte-americanas;
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10 PERSPECTIVAS E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Caracterizar o DOX<HIC, a DOX+*H,0O, a DOX*HAc e o DOX*NIT por meio e
analises térmicas e espectroscopia Raman,;

Realizar ensaios farmacotécnicos com as duas formas inéditas da DOX, a
DOXsHAc e o DOX<NIT, vislumbrando-se uma possivel utilizacdo dos
mesmos como fontes do APl DOX a exemplo do que ja corre com 0 DOXHIC
e a DOX*H,0;

Realizar testes biolégicos e de bio-equivalencia com a DOX.HAc e o
DOX«NIT;

Obter novas formas pseudo-polimérficas da DOX;

Realizar refinamentos pelo método de Rietveld valendo-se dos dados de
difracédo de raios X por p6é e monocristal obtidos nesse trabalho das amostras
puras e em misturas simuladas para testar a eficiéncia do método na

quantificacdo das formas de DOX em insumos e medicamentos.
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