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Resumo

Avaliacao das Propriedades Fisico-Quimicas da Matéria-Prima Talidomida com
Enfase no Polimorfismo e sua Influéncia Frente a Dissolucido e Compactacao

O objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades fisico-quimicas de diferentes
matérias-primas de talidomida visando a identificacdo de parametros criticos a
serem observados para garantir a aquisicao de insumo com qualidade farmacéutica.
Sete amostras foram caracterizadas a partir de estudos tecnoldgicos,
espectroscopicos, morfoldgicos, térmicos e cristalograficos, sendo avaliadas frente a
processos de dissolucao e compactacdo. Os resultados obtidos demonstraram a
inexisténcia de homogeneidade entre as matérias-primas analisadas, apresentando
diferencas em relacdo a constituicdo cristalina e morfolégica, comportamento
térmico, velocidade de dissolugcdo intrinseca e comportamento frente a
compactacao. Foi observada e quantificada a presenca de fases polimérficas a e e
materiais semicristalinos. A amostra Ts demonstrou desfavoraveis propriedades
tecnoldgicas, gerando indicativos de problemas relativos a processabilidade do
farmaco em medicamento, ao contrario de T4. A analise térmica forneceu indicios de
transicdo sélido-sélido entre fases polimérficas de farmaco, provavelmente
relacionada a propriedades quimico-mecanicas das amostras associadas a insercao
de calor. Amostras semicristalinas apresentaram maior velocidade de dissolucéao
intrinseca, principalmente associada ao polimorfo B, representando, possivelmente,
um desvio de qualidade em processos sintéticos. Estudos preliminares indicaram
que a amostra Ty exibiu melhor compactabilidade que Ts. Devido a sua pureza
cristalografica e propriedades tecnolégicas, a amostra Ty se mostrou a mais indicada

ao desenvolvimento de comprimidos de talidomida.

Palavras-chave: talidomida, propriedades fisico-quimicas, polimorfo, dissolugéo,

compactacao.






Abstract

Physicochemical Properties Evaluation of the Thalidomide Raw Material and
Polymorphic Relationship with Dissolution and Compaction

The objective of this work was to evaluate physicochemical properties of different
thalidomide raw material in order to identify critical parameters to assure the
acquisition of a product with pharmaceutical quality. Seven samples were
characterized by technological, spectroscopic, morphological, thermal and
crystallographic approaches. Dissolution tests and degree of compaction were used
to evaluate the samples. The results demonstrated raw materials with lack of
homogeneity and differences related to crystal and morphological constitution,
thermal behavior, intrinsic dissolution rate and compaction behavior. Polymorphic
forms o and B and semicrystalline materials were observed and quantified. In
contrast to Ty, the sample Ts presented unfavorable technological properties
generating indicatives of relative problems impairing the tablets manufacturing
process. Thermal analysis indicated solid-solid transition between polymorphic
phases probably related to chemical-mechanical properties of the samples
associated with heating. Semicrystalline materials presented higher intrinsic
dissolution rate than other samples, mainly related to the polymorph B, possibly
representing quality deviation associated with synthetic process. Early studies
indicated better compactability of sample T4 than Ts. Due its crystallographic purity
and technological properties, it is suggested that T; is the sample choice to be used
during the development of a pharmaceutical solid oral dosage form containing
thalidomide.

Keywords: thalidomide, physicochemical properties, polymorphism, dissolution,

compaction.
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Introducéo

O farmaco talidomida apresenta-se como um composto racémico amplamente
conhecido ha mais de quatro décadas principalmente devido a acdes teratogénicas
associadas a sua administragcdo em gestantes, acoes estas detectadas logo apds o
inicio da comercializacdo do medicamento em meados da década de 60, fato que
culminou na retirada do produto do mercado mundial (FRANKS et al.,, 2004). No
entanto, atualmente tem-se renovado o interesse clinico pelo farmaco, pelo fato
deste apresentar promissoras atividades antiinflamatérias, imunomodulatérias e
anticarcinogénicas. A talidomida é considerada o farmaco de escolha para o
tratamento da reacdo hansénica tipo eritema nodoso, auxiliar no tratamento de
ulceracdes apresentadas por portadores do virus VHI (SIDA), auxiliar no tratamento
de pacientes com doencas cronico-degenerativas, sendo também recentemente
aprovada para o tratamento de mieloma multiplo (BRASIL, 1997; FDA, 1998;
BRASIL, 2002; ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU et al., 2004; FRANKS et al., 2004;
SLEIJFER et al., 2004; FDA, 2006).

Parametros como velocidade de absor¢cdo e biodisponibilidade sao
diretamente influenciados pelo grau de solubilidade de um farmaco, definindo perfis
farmacocinéticos e consequientemente eficacia do medicamento. Muitos farmacos
sao constituidos por mais de uma forma cristalina, denominadas polimorfos, que
podem apresentar diferentes propriedades fisico-quimicas. Como consequéncia, a
existéncia de polimorfismo nestes casos podera refletir em propriedades
biofarmacéuticas diferenciadas, estando diretamente associadas a uma forma
cristalina em especial (MARTIN et al.,, 1993; LACHMAN et al., 2001; SINGHAL e
CURATOLO, 2004).

A talidomida na forma de mistura racémica apresenta escassa solubilidade
em agua (ERIKSSON et al, 2001) e alto grau de cristalinidade, estando suas
moléculas agrupadas em arranjos cristalinos que conduzem a formacao de duas
formas polimérficas (ALLEN e TROTTER, 1970; CAIRA et al., 1994; REEPMEYER
et al., 1994; LARA-OCHOA et al., 2007). A existéncia de polimorfismo para o
farmaco pode refletir em propriedades tecnolédgicas, termodinamicas, cinéticas e
mecanicas diferenciadas para cada polimorfo (DATTA e GRANT, 2004). Desta
forma, caracteristicas fisico-quimicas particulares a cada fase cristalina poderao

influenciar a processabilidade e até mesmo a agdo do medicamento, devendo ser



Introducéo

analisadas com o intuito de fornecer informagdes necessarias ao desenvolvimento

de uma forma farmacéutica eficaz.

No Brasil o medicamento talidomida € produzido pelo Laboratério
Farmacéutico Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED), sob a forma de comprimidos de
100 mg. A FUNED integra a rede de laboratérios oficiais, sendo o unico laboratério
nacional responsavel pela producdo do medicamento. O objeto de estudo do
trabalho surgiu tendo em vista a necessidade, por parte da industria farmacéutica,
de estabelecer especificacdes cientificamente embasadas que conduzam a garantia
da qualidade da matéria-prima a ser adquirida.

Devido a caracteristicas particulares apresentadas pela talidomida, como
quiralidade, reduzida solubilidade em agua na forma de racemato e polimorfismo
comprovado, a proposta deste trabalho consiste na avaliagdo das propriedades
fisico-quimicas atribuidas ao farmaco, envolvendo utilizagdo de técnicas como
microscopia eletrénica de varredura, espectroscopia em infravermelho, difratometria

de raios X, calorimetria exploratéria diferencial e dissolugao intrinseca em disco.

Foram analisadas amostras da matéria-prima talidomida oriundas de
diferentes fornecedores, considerando-se aspectos principais relacionados a
dissolucdo, padrao cristalografico, comportamento térmico, bem como

comportamento das estruturas cristalinas frente a compactacao.
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Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Analisar comparativamente as propriedades fisico-quimicas de diferentes
amostras da matéria-prima talidomida, tendo em vista a identificacdo de parametros
criticos a serem observados para garantir a aquisicdo de um insumo com qualidade

farmacéutica.

2.2 Objetivos Especificos

- Realizar estudos de caracterizacdo das matérias-primas de talidomida
envolvendo andlises fisico-quimicas, tecnoldgicas, espectrofotométricas e

morfolégicas, com énfase principal no estudo cristalografico;

- Analisar o comportamento térmico apresentado pelas matérias-primas de

talidomida, monitorando padrdes cristalograficos em funcao da temperatura;

- Determinar a velocidade de dissolugao intrinseca em disco para diferentes
amostras de talidomida, avaliando o comportamento das estruturas cristalinas e

polimorficas frente ao ensaio de dissolugao;

- Avaliar a influéncia dos processos de compactacdo em relagdo as
propriedades cristalinas e polimérficas da talidomida;

- Propor a inclusao de novos critérios junto as especificacbes de matéria-

prima talidomida, visando a garantia da qualidade do produto final.
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3.1 Talidomida

3.1.1 Historico

A talidomida foi sintetizada em 1954 por Wilhelm Kunz, um quimico da
industria alema& Chemie Grinenthal GmbH. Ao farmaco foram associadas
propriedades hipnético-sedativas e antieméticas, sendo considerado relativamente
seguro por ndo causar letalidade em roedores na concentracdo excessiva de 10
g/kg. O 6rgao norte-americano Food and Drug Administration (FDA) julgou
insuficientes os testes relativos a toxicidade realizados para o farmaco,
inviabilizando a sua comercializagdo nos Estados Unidos (KESLEY, 1988;
ERIKSSON et al., 2001).

A talidomida foi langada no mercado em 1957, sendo amplamente indicada
como sedativo e agente anti-nduseas e prescrita rotineiramente para gestantes. Em
1960, o farmaco ja havia se tornado um sedativo popular e de venda livre,
comercializado em cerca de vinte paises (inclusive no Brasil), em aproximadamente
quarenta especialidades farmacéuticas diferentes. Até o inicio da década de 60, as
industrias alemas ja haviam vendido em torno de quatorze toneladas de talidomida
aos outros paises (LENZ, 1966; ERIKSSON et al., 2001; FRANKS et al., 2004).

Em 1961, alguns pesquisadores comecaram a associar malformacdes
congénitas em bebés recém-nascidos ao consumo de talidomida durante o primeiro
trimestre de gestacao (MCBRIDE, 1961). Ap6s a confirmacéo da teratogenicidade, o
farmaco foi retirado do mercado mundial, contabilizando-se milhares de vitimas de
anormalidades como focomelia, amelia, dismelia, problemas auditivos, cardiacos,
dentre outros (LENZ, 1966; SMITHELLS, 1973; KESLEY, 1988; ERIKSSON et al.,
2001; FRANKS et al., 2004; TEO et al., 2004b).

Quatro anos mais tarde, em 1965, o médico israelita Jacob Sheskin
prescreveu talidomida como sedativo a pacientes leprosos e observou efeitos

antiinflamatérios e imunomodulatérios, com acentuada e rapida melhora das lesbes
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ocasionadas pelos lepromas (SHESKIN, 1965). Desta forma, ressurgiu o interesse
clinico pela talidomida, sendo que, anos mais tarde, apds a confirmagcdo de sua
eficacia, a talidomida foi denominada o farmaco de escolha para o tratamento da
reacdo hansénica tipo eritema nodoso, sendo essa sua principal aplicacéo
atualmente. Essa indicacdo foi reconhecida pelo FDA em 1998, que aprovou a
comercializacdo de Thalomid®, na forma de capsulas, produzido pelo laboratério
norte-americano  Celgene  Corporation (NIGHTINGALE, 1998; CELGENE
CORPORATION, 2007).

No Brasil, a talidomida vem sendo amplamente utilizada para o tratamento da
hanseniase. Em 1994, o Brasil chegou a ter a segunda maior populacao de
pacientes com hanseniase do mundo, depois da India, sendo que na regido
amazénica, o grau de incidéncia foi de trinta e seis casos a cada dez mil habitantes
(ROCHA, 1994). O unico laboratério nacional responsavel pela producdo de
talidomida na forma farmacéutica final é a Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED), um
laboratério oficial que volta toda a producdo do medicamento para suprir programas
governamentais (FUNDACAO EZEQUIEL DIAS, 2007).

Desde o inicio da década de 90, muitas pesquisas vém sendo realizadas com
o intuito de avaliar novas potencialidades do farmaco (SHANNON et al, 1997;
ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU et al., 2004; FRANKS et al., 2004), explorando
suas propriedades antiinflamatérias e imunomodulatérias, e, durante os Uultimos
anos, tem-se avaliado o uso deste farmaco como agente antineoplasico para varios
tipos de céncer. O uso de talidomida também vem sendo investigado para tratar
pacientes infectados pelo virus VHI e ainda complicagdes decorrentes da doenca
enxerto contra hospedeiro (AMERICAN HOSPITAL FORMULARY SERVICE, 2000;
ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU et al., 2004; FRANKS et al.; 2004).

3.1.2 Bioatividade

A talidomida é um composto racémico que apresenta um centro quiral,
constituida dos enantibmeros (-)-(S)-talidomida e (+)-(R)-talidomida (Figura 1). O
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farmaco apresenta-se na forma de mistura racémica equimolar (AMERICAN
HOSPITAL FORMULARY SERVICE, 2000; ERIKSSON et al, 2001; TEO et al.,
2004a; CELGENE CORPORATION, 2007; USP THALIDOMIDE REFERENCE
STANDARDS, 2005).

@)
H
—_— N IIIIII Y O
N
H
(-)-S-talidomida (+)-R-talidomida
Figura 1. Estrutura dos enantidmeros de talidomida.

A confirmacéo dos efeitos teratogénicos relacionados a talidomida, ocorridos
no inicio da década de 60, demonstrou a importdncia do conhecimento das
potencialidades terapéuticas e toxicas de ambos enantibmeros, quando
administrados na forma de mistura racémica. A forma enatiomérica (+)-(R)-
talidomida atribui-se as propriedades hipnético-sedativas e antieméticas, enquanto
que para a (-)-(S) os efeitos teratogénicos, antiinflamatérios, imunomodulatérios e
antitumorais (KNOCHE e BLASCHKE, 1994; ERIKSSON et al., 1995; LIMA et al.,
2001; FRANKS et al., 2004).

Com a constatacdo de que a teratogenicidade do farmaco €
enantioespecifica, varias pesquisas foram realizadas com o intuito de sintetizar e
administrar os enantibmeros separadamente, tanto em modelos animais, quanto in
vitro. O enantibmero puro pode ser obtido por sintese enantioseletiva ou
cromatografia quiral preparativa (CHANG et al., 2003). Através destas pesquisas,
constatou-se que os enantibmeros sofrem facil inversdo quiral in vivo e in vitro
(quando simuladas condi¢des bioldgicas). Desta forma, a administracao somente de
(+)-(R)-talidomida n&o evita os efeitos teratogénicos do farmaco (KNOCHE e
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BLASCHKE, 1994; ERIKSSON et al., 1995; ERIKSSON et al., 1998; REIST et al;
1998; ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU et al., 2004).

Apesar da confirmada teratogenicidade associada ao enantibmero (-)-(S),
atualmente as indicacdes farmacoldgicas da talidomida estao relacionadas somente
a essa forma enantiomérica, demonstrando que as importantes propriedades
terapéuticas prevalecem sobre o grave efeito colateral. A talidomida tem se
mostrado eficaz para tratar pacientes com doencas de dificil tratamento, como
alguns tipos de carcinomas, onde as terapias convencionais mostram-se pouco
efetivas. O farmaco possui um rigido controle por parte dos 6rgaos sanitarios quanto
a sua indicacao e distribuicdo, bem como suas contra-indicagées (BRASIL, 1997;
DIMOPOULOS e ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU, 2004; TEO et al., 2004a). Ao
mesmo tempo, hoje se considera a sedagdo e sonoléncia produzida por (+)-(R)-
talidomida, um efeito colateral indesejado (ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU et al.,
2004).

3.1.3 Acoes Farmacoldgicas

A utilizacdo das propriedades imunomodulatérias e antiinflamatérias da
talidomida para o tratamento da reacdo hansénica tipo eritema nodoso € consagrada
e aprovada ha alguns anos, sendo um medicamento prescrito rotineiramente para
esse tipo de patologia (SHESKIN, 1965; NIGHTINGALE, 1988; BRASIL, 1997; FDA,
1998; CELGENE CORPORATION, 2007; FUNDACAO EZEQUIEL DIAS, 2007). A
indicagao do farmaco para tratamento de outras dermatoses vem sendo investigada,
apresentando resultados promissores na redugcdo de estados inflamatérios na
Sindrome de Behcet e lupus eritematoso sistémico. A talidomida é recomendada
clinicamente em etapas cronicas das doengas, quando outros farmacos mostram-se
ineficazes (AMERICAN HOSPITAL FORMULARY SERVICE, 2000; FRANKS et al.,
2004).

Pesquisas vém sendo realizadas utilizando talidomida como medicamento

auxiliar ao tratamento de doencas desenvolvidas por pacientes portadores da
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sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA/AIDS). Apesar destes estudos ainda
estarem em fase inicial de desenvolvimento, os resultados encontrados indicam
melhora moderada de pacientes com sarcoma de Kaposi ap6s administracao de
talidomida  (AMERICAN HOSPITAL FORMULARY  SERVICE, 2000;
ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU et al, 2004; FRANKS et al, 2004), sendo
relativamente eficaz para tratar ulceracdes aftdides idiopaticas e a sindrome de
Wasting. Os pacientes infectados com VHI tratados com talidomida apresentaram
menor perda de peso e outras pesquisas apontam para a possibilidade do farmaco
inibir a replicacdo viral (AMERICAN HOSPITAL FORMULARY SERVICE, 2000;
LIMA et al., 2001).

A talidomida também tem apresentado relativa eficacia no tratamento da
doenca enxerto contra hospedeiro por sua atividade imunomodulatéria,
principalmente em pacientes com transplante de medula éssea. A terapia com o
farmaco € iniciada quando ndo se obtém progressos terapéuticos com terapias
convencionais (AMERICAN HOSPITAL FORMULARY SERVICE, 2000;
ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU et al., 2004; FRANKS et al., 2004).

Apbés a constatagdo de que a talidomida possui propriedades anti-
neoplasicas, a mesma tem sido avaliada para tratar varios tipos de cancer.
Resultados promissores foram encontrados para o tratamento do mieloma multiplo
(BRASIL, 2002; AMERICAN HOSPITAL FORMULARY SERVICE, 2000;
ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU et al., 2004; FRANKS et al., 2004; MELCHERT e
LIST, 2007), visto que a talidomida representa a primeira terapia disponivel nos
ultimos vinte anos para o tratamento desta neoplasia (LIMA et al., 2001). Tendo em
vista estes resultados, o FDA concedeu recentemente a aprovagao do farmaco para
essa finalidade (FDA, 2006). Este medicamento também vem sendo testado para
tratar tumores cerebrais, carcinoma renal, cancer de prostata, melanoma, glioma,
dentre outros tipos de neoplasias (ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU et al., 2004;
FRANKS et al., 2004; COX et al., 2006; MELCHERT e LIST, 2007).

Especialmente devido ao risco de neuropatogenicidade, a menor dose
possivel de talidomida deve ser administrada, preferivelmente uma vez ao dia,
durante a noite, devido ao seu efeito sedativo. Uma Unica dose de farmaco ao dia
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tem se mostrado eficiente para o tratamento de véarias doencas (ERIKSSON et al.,
2001).

A talidomida esta disponivel em comprimidos e cdpsulas, nas concentragoes
de 50 mg a 200 mg por unidade posolégica, na forma de mistura racémica
(AMERICAN HOSPITAL FORMULARY SERVICE, 2000; ERIKSSON et al., 2001;
TEO et al., 2004a; CELGENE CORPORATION, 2007; FUNDACAO EZEQUIEL
DIAS, 2007).

3.1.4 Mecanismos de Acao

O mecanismo de agédo da talidomida é complexo e pouco conhecido. Os
efeitos imunomodulatérios e antiinflamatérios do farmaco parecem estar
relacionados com a reducdo dos niveis do fator de necrose tumoral a (TNF-a), co-
estimulador das células T. O TNF-a regula a cascata inflamatéria, resultando em um
aumento na proliferacdo das células T e conseqliente produgéo de interleucina-2 e
interferon-y. A talidomida n&o possui direta atividade antibacteriana contra
Mycobacterium lepra, indicando que a acado terapéutica para o tratamento de
reacoes hansénicas se deve as suas propriedades antiinflamatérias e
imunomodulatérias (AMERICAN HOSPITAL FORMULARY SERVICE, 2000;
ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU et al., 2004; FRANKS et al., 2004).

O mecanismo pelo qual a talidomida mostra-se teratogénica aparentemente é
0 mesmo que a classifica como agente anticarcinogénico. O farmaco possui a
propriedade de inibir a angiogénese em células jovens, e, desta forma, a inibicdo no
crescimento dos vasos sanglineos pode gerar a auséncia ou crescimento
incompleto de 6rgdos e membros no feto, bem como desprover o tumor de
alimentacéo, pela auséncia de vasos sanglineos no local. No entanto, 0 mecanismo
pelo qual ocorre o efeito antiangiogénico promovido pela talidomida ainda ndo esta
estabelecido (AMERICAN  HOSPITAL FORMULARY  SERVICE, 2000;
ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU et al., 2004; FRANKS et al., 2004).
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O efeito hipnotico-sedativo do farmaco no sistema nervoso central ocorre pela
ativagdo de centros do sono no cérebro, por um mecanismo diferente dos
barbitaricos (AMERICAN HOSPITAL FORMULARY SERVICE, 2000). A talidomida
apresenta reduzida toxicidade aguda no sistema nervoso central, exceto quando
utilizada por longos periodos em doses elevadas, podendo, nesses casos, levar ao
desenvolvimento de neuropatia periférica, um efeito adverso observado
principalmente quando o farmaco € associado a agentes quimioterapicos
(AMERICAN HOSPITAL FORMULARY SERVICE, 2000; ERIKSSON et al., 2001;
DIMOPOULOS e ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU, 2004).

3.1.5 Talidomida no Brasil

O medicamento talidomida é produzido no Brasil pelo laboratério farmacéutico
Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED), sendo o unico laboratério nacional responsavel
pela produgédo de talidomida na sua forma farmacéutica final. O medicamento é
comercializado na forma de comprimidos com 100 mg de talidomida (FUNDACAO
EZEQUIEL DIAS, 2007).

A talidomida é um medicamento controlado, regulamentado pela Portaria
344/98, classificado como imunossupressor, classe C3. Também é um medicamento
essencial, constando na Relagao Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME),
sendo de uso restrito a programas governamentais (BRASIL, 1998).

A Portaria 354/97 regulamenta o registro, a producdo, a fabricacdo, a
comercializagdo, a exposi¢ao a venda, a prescri¢cao e a dispensagao dos produtos a
base de talidomida. O farmaco deve ser dispensado com notificagdo de receita para
medicamento especial, contendo dados sobre a dispensagdo do medicamento,
tendo o prescritor que assumir termos de compromisso, responsabilidade e
esclarecimento em relacdo ao paciente, sendo que este deve assinar um termo de
conhecimento de risco. Neste documento, destaca-se que mulheres em idade fértil
nao devem utilizar o medicamento, exceto em situacdes onde for clinicamente
indicado (BRASIL, 1997).
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No Brasil, as indicagdes do farmaco sdo para hanseniase (reacdo hansénica
tipo 1l ou tipo eritema nodoso), DST/SIDA (ulceras aftdides idiopaticas em pacientes
portadores de VHI/SIDA), doengas cronico-degenerativas (lupus eritematoso,
doencga enxerto contra hospedeiro) e mieloma mdultiplo (BRASIL, 1997; BRASIL,
2002; FUNDAGAO EZEQUIEL DIAS, 2007).

3.1.6 Propriedades Fisico-Quimicas

A talidomida, [(+)2-(2,6-dioxo-3-piperidinil)-1H-isoindol-1,3-(2H)-diona ou (*)-
a-(N-ftalimidoglutarimida] € um composto racémico neutro, derivado do &cido
glutamico, possuindo um anel ftalimida e um carbono quiral no anel glutarimida
(Figura 1) (SHANNON et al., 1997; LIMA et al., 2001; CHANG et al., 2003), gerando
os enantiobmeros (+)-(R) e (-)-(S)-talidomida, comercializado na forma de mistura
racémica equimolar, com rotacao 6ptica zero (AMERICAN HOSPITAL FORMULARY
SERVICE, 2000; ERIKSSON et al., 2001; MOFFAT et al., 2004; TEO et al., 2004a;
CELGENE CORPORATION, 2007; USP THALIDOMIDE REFERENCE
STANDARDS, 2005).

Caracteriza-se por ser um po6 cristalino branco, com escassa solubilidade em
agua, metanol, etanol e acetona, sendo praticamente insolivel em cloroférmio, éter
e benzeno e muito solivel em dimetilformamida, dioxano e piridina a 25° C
(MOFFAT et al.,, 2004; CELGENE CORPORATION, 2005; USP THALIDOMIDE
REFERENCE STANDARDS, 2005). A solubilidade do racemato em agua a 25°C é
de 45 - 60 pg/mL, sendo que os enantibmeros separados sao de trés a cinco vezes
mais sollveis que o farmaco na forma racémica. A solubilidade em agua relatada
para 0s enantibmeros separados normalmente é em torno de 250 pg/mL
(AMERICAN HOSPITAL FORMULARY SERVICE, 2000; ERIKSSON et al., 2001).

A talidomida possui féormula molecular C13H1gN2O4 massa molecular 258,23,
Log P (octanol/agua) 0,33 e faixa de fusdo de 269 - 271° C, sendo que algumas
referéncias indicam que o ponto de fusdo ocorre a temperatura de 275 °C

18



Revisao da Literatura

(ABRAHAM, 2004; MOFFAT et al. 2004; USP 29, 2006; CELGENE CORPORATION,
2007; USP THALIDOMIDE REFERENCE STANDARDS, 2005).

3.1.6.1 Estabilidade

A talidomida é rapidamente degradada por hidrélise espontdnea em meio
aquoso com pH fisiolégico (SCHUMACHER, 1965; KNOCHE e BLASCHKE, 1994;
ERIKSSON et al, 1995; ERIKSSON et al, 1998; AMERICAN HOSPITAL
FORMULARY SERVICE, 2000). Todas as ligacoes amida sao sensiveis a hidrélise
nessa faixa de pH, sendo que em pH 7,4 sdo formados vinte produtos de hidrélise
resultantes do rompimento dessas ligagdes. A taxa de inversdo e hidrélise dos
enantibmeros aumenta com o aumento do pH na faixa de 7,0 a 7,5 (SCHUMACHER,
1965; ERIKSSON et al., 1998; REIST et al., 1998). De acordo com ERIKSSON e
colaboradores (1998), a taxa de hidrélise de ambos enantibmeros € maior e
aproximadamente trés vezes mais rapida que a inversdo quiral, na faixa de pH
fisioldgico.

Ao mesmo tempo, a inversao quiral € duas vezes mais rapida que a hidrélise
no sangue e plasma, ocorrendo majoritariamente nesses fluidos biologicos
(ERIKSSON et al.,, 1998), especialmente em altas concentragcdes de albumina
sérica, sendo esta inversdo mais lenta em sitios periféricos (KNOCHE e
BLASCHKE, 1994; ERIKSSON et al., 1995; ERIKSSON et al., 1998; REIST, 1998).

3.1.6.2 Polimorfismo da Talidomida

A talidomida na forma de mistura racémica possui baixa solubilidade em
agua, o que limita sua absorcao. Esta solubilidade limitada ndo parece ser devido a
sua estrutura lipofilica, visto que o farmaco possui uma distribuicdo entre as fases
lipidica e aquosa na proporgao de 2:1. Ha indicios de que os quatro grupos carboxila
presentes na molécula do farmaco, quando na forma racémica, interajam através de

ligacbes de hidrogénio, resultando em relativa insolubilidade aquosa (AMERICAN
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HOSPITAL FORMULARY SERVICE, 2000). GOOSEN e colaboradores (2002)
acreditam que o hidrogénio presente na estrutura do farmaco (ver Figura 1), ligado
ao nitrogénio da amida, seja responsavel pela forte ligacao de hidrogénio, refletindo
alto grau de cristalinidade do farmaco. Desta forma, ap6s administracdo da
talidomida por via oral, a absorcdo apresenta-se lenta, sendo que a baixa
solubilidade aquosa de talidomida afeta sua velocidade de absorcdo por via oral
(AMERICAN HOSPITAL FORMULARY SERVICE, 2000).

A literatura descreve a existéncia de pelo menos duas formas polimérficas
para a talidomida (ALLEN e TROTTER, 1971; CAIRA et al., 1994; REEPMEYER et
al., 1994; LARA-OCHOA et al., 2007), classificando cristalograficamente estes
polimorfos, denominadas de o e B ou lll e I, respectivamente (CAIRA et al., 1994;
REEPMEYER et al, 1994). Refletindo o renovado interesse pelo tema,
recentemente LARA-OCHOA e colaboradores (2007) procederam a determinagdes
avaliando o comportamento termodinamico de cada forma polimérfica, sugerindo a
existéncia do novo polimorfo B*, formado em condigbes particulares de aquecimento
das amostras. De acordo com REEPMEYER e colaboradores (1994), os polimorfos
sao caracterizados como sendo racémicos, ou seja, devido a presenca de um centro
de simetria ocorre a formacdo de pares de dimeros (+)-(R) e (-)-(S)-talidomida. A
existéncia de polimorfismo para a talidomida pode ser relacionada ao fato de que a
sintese do farmaco normalmente ocorre por seqiéncia de trés etapas, sendo que a
ultima envolve uma reacao de fusdo, formando um insumo que necessita de varias
recristalizac6es para sua purificacdo (GOOSEN et al., 2002; CHANG et al., 2003).

TEO e colaboradores (2004a) suspeitam que diferentes formas polimérficas e
tamanhos de particula de talidomida possam levar a diferentes perfis de dissolucéo

relacionados a forma farmacéutica final do farmaco.

Estudos de caracterizagdo polimérfica para talidomida realizados até entao
estabeleceram padrdes cristalograficos para as formas polimérficas apresentadas.
Porém, informagb6es complementares importantes ndo sdo encontradas na literatura
e necessitam ser investigadas para que seja assegurada a eficacia do medicamento.
Os principais aspectos relacionados envolvem avaliagdo das propriedades fisico-
guimicas, estudos termodinamicos, tecnoldgicos, mecanicos e cinéticos, associados
a cada polimorfo, em particular.
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3.2 Propriedades Cristalinas de Farmacos e a Influéncia em Estudos de Pré-

Formulacao e Desenvolvimento de Formas Farmacéuticas

Qualquer substancia ativa que se pretenda comercializar com intuito de
utilizacdo clinica, deve passar por uma série de avaliagdes visando a obtencédo de
um medicamento seguro e eficaz (OCHOA et al., 2001). Testes de pré-formulagao
S840 0s primeiros passos para o0 desenvolvimento racional de uma forma
farmacéutica. Uma etapa preliminar fundamental ao desenvolvimento €& a
investigagdo das propriedades fisicas e quimicas de um farmaco, que servirdo de
suporte para o pesquisador formular uma forma de dosagem estavel e biodisponivel,
que possa ser produzida em larga escala (WADKE et al., 1990). Estas informacdes
direcionardo o0s eventos subseqlientes relativos ao desenvolvimento de uma
formulacdo (WELLS, 2005).

Para desenvolver uma forma farmacéutica que propicie ao farmaco alcancar o
efeito terapéutico desejado, é fundamental o conhecimento das caracteristicas
peculiares ao proprio farmaco (propriedades fisico-quimicas) e particularidades da
formulagdo (caracteristicas farmacotécnicas). Ambas estdo relacionadas e
influenciam as propriedades biofarmacéuticas do medicamento (OCHOA et al.,
2001).

3.2.1 Propriedades Cristalinas e Polimorfismo

A maioria dos compostos organicos e inorganicos de relevancia farmacéutica
pode existir em mais de uma forma cristalina, sendo essa propriedade conhecida
como polimorfismo (WADKE et al., 1990; OCHOA et al., 2001; WELLS, 2005).
Quando aplicado a sdlidos, a denominacdo polimorfismo implica em cristais
constituidos de unidades estruturais localizadas em trés dimensbées no espaco.
Essas unidades, para cada polimorfo, apresentam uma orientagao particular, com
forma e volume definidos através da configuracao espacial de atomos e moléculas
necessarios a geracgao do cristal (VIPPAGUNTA et al., 2001).
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Polimorfos cristalinos tém a mesma composicdo quimica, mas diferentes
estruturas cristalinas internas, o que leva a diferentes propriedades fisico-quimicas.
As diferentes estruturas cristalinas em polimorfos surgem quando a substancia
cristaliza em diferentes arranjos de empacotamento de cristal e/ou conformacgdes.
Desta forma, a cristalizacao representa um papel importante no controle da forma
cristalina e distribuicdo de tamanho destes cristais (VIPPAGUNTA et al., 2001;
GRANT e BYRN, 2004).

A fase cristalina é citada como uma conseqiéncia dos processos de
agregacao particular em solucao que leva a formacéo de um nucleo, o qual alcanca
certo tamanho durante a fase de nucleagcédo, havendo o crescimento de cristais
macroscopicos. Os fatores que afetam a velocidade e os mecanismos pelos quais 0s
cristais sdo formados sdo: solubilidade, supersaturacdo, difusividade, temperatura e
reatividade superficial (BYRN et al, 1995; VIPPAGUNTA et al., 2001; WELLS,
2005). Existe ainda um numero ndo muito expressivo de polimorfos que podem ser
formados por sublimacdo ou recristalizagdo de um composto fundido (WELLS,
2005).

Desta forma, polimorfos apresentam significantes diferencas em suas
propriedades fisicas, se comportando como entidades quimicas diferentes.
Densidade, dureza, compressibilidade, morfologia do cristal, propriedades de fluxo,
indice de refracdo, ponto de fusdo, entalpia de fusao, presséao de vapor, solubilidade
e velocidade de dissolucao sao freqientemente muito diferentes para cada polimorfo
(WADKE et al.,, 1990; VIPPAGUNTA et al.,, 2001; WELLS, 2005). Diferencas nas
propriedades fisicas de varias formas cristalinas tém importantes efeitos no
processamento de farmacos em produtos farmacéuticos, enquanto diferengas na
solubilidade podem ter implicagbes na absor¢cdo da forma ativa de um farmaco e
interferir na dosagem correta do mesmo, por afetar a velocidade de dissolugédo
(VIPPAGUNTA et al., 2001).

A exposi¢dao a mudangas de temperatura, pressao e umidade relativa ocorre
freqUentemente durante processos tecnoldgicos, tais como secagem, granulagéao,
moagem e compressdo. O estresse aplicado aos cristais durante processos

farmacéuticos pode causar defeitos na estrutura dos cristais e contribuir para a
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desordem nos mesmos, afetando, assim, as propriedades fisicas do po
(KALINKOVA, 1999; VIPPAGUNTA et al., 2001).

A estrutura cristalina de farmacos é caracterizada por um conjunto de
metodologias, pois ndao ha um sistema universal para investigar o polimorfismo de

farmacos, aplicavel a todas substancias existentes (KALINKOVA, 1999).

Um dos métodos mais completos na detecgdo da presenca de polimorfos é a
difratometria de raios X (DRX) em p6s. Essa técnica fornece a “impressao digital” da
fase sélida e pode também ser usada para determinar a estrutura do cristal. Uma
vez detectada a existéncia de polimorfismo, definido por DRX, métodos
espectroscdpicos, tais como absorcdo por espectroscopia em infravermelho com
transformadas de Fourier (FT-IR), espectroscopia por espalhamento Raman e
espectroscopia por ressonancia magnética nuclear em estado sélido, podem ser
empregados para futura caracterizacdo. S&o de especial significancia os métodos
térmicos, tais como calorimetria exploratéria diferencial (DSC), que detecta
processos endotérmicos, como temperatura de fusdo, e exotérmicos, como
recristalizacdo e decomposicdo (WEST, 1984; BYRN et al., 1995; TOSCANI, 1998;
AGUIAR, 1999; KALINKOVA, 1999; VIPPAGUNTA et al., 2001; BUCKTON, 2005).

3.2.2 Polimorfismo e a Influéncia na Atividade Farmacoldgica

O interesse pelo estudo do polimorfismo em sélidos de aplicacdo
farmacéutica iniciou-se durante as décadas de 50 e 60, apresentando crescente
ascensao na comunidade farmacéutica nesta época, a qual perdura até os dias de
hoje. Neste periodo, alguns cientistas relataram o aparecimento de polimorfos em
novos farmacos sintetizados, onde foi constatado que a diferenca na estrutura
cristalina de algumas substancias refletia em biodisponibilidade diferenciada para
cada forma polimérfica (GRANT e BYRN, 2004). Um exemplo importante que
resultou em grande impacto na area farmacéutica € relatado para o palmitato de
cloranfenicol, onde alguns pesquisadores detectaram uma diferenca expressiva
entre a solubilidade de dois polimorfos apresentados para o farmaco, sendo o
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polimorfo B significativamente melhor absorvido que o polimorfo A em humanos
(WADKE et al., 1990; SINGHAL e CURATOLO, 2004).

O impacto destes estudos atraiu a atencao do FDA, sendo que atualmente o
polimorfismo recebe uma atencdo especial deste 6rgao, particularmente no
desenvolvimento de novos farmacos (GRANT e BYRN, 2004). Para a aprovagao de
um novo farmaco com polimorfismo comprovado, o FDA exige metodologias e
procedimentos analiticos apropriados para a detecgcédo destes polimorfos, frisando a
importancia do controle da forma cristalina do farmaco durante todas as etapas de
desenvolvimento do produto (BYRN et al., 1994; VIPPAGUNTA et al., 2001).

A intencdo de grande parte das industrias farmacéuticas é apressar o
lancamento de um farmaco no mercado, muitas vezes excluindo metodologias
importantes na determinacdo das propriedades fisico-quimicas e biodisponibilidade
de cada forma. Por esta razdo, em laboratérios farmacéuticos que atentam para o
fato da existéncia de polimorfismo, a forma mais estavel € usualmente escolhida
para o desenvolvimento e, a partir dai, utiliza-se procedimentos sintéticos voltados a
producdo somente dessa forma. Essa estratégia ndo é a mais adequada, mas a
mais econdmica, podendo, em casos mais extremos, alterar a eficacia do farmaco

pela auséncia de um estudo mais aprofundado (GRANT e BYRN, 2004).

Para farmacos muito solUveis em agua, a biodisponibilidade ndo é limitada
pela dissolugado da forma cristalina e mais dificiimente o polimorfismo afetaria esse
parametro. Porém, para farmacos com baixa solubilidade aquosa, a forma
polimérfica deve ser controlada para se ter certeza de que a biodisponibilidade é a
mesma a cada lote de produto fabricado. Em algumas ocasides é aceitavel o uso da
forma cristalina metaestavel, com o intuito de aumentar a dissolucdo de um farmaco,
mas também ha o risco desta forma se converter a mais estavel durante o tempo de
vida do produto. Assim, o polimorfismo pode levar a sérias consequéncias em
relagdo a biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis, sendo essencial aos
laboratérios farmacéuticos checar a existéncia de polimorfismo e certificar que o0 uso
da forma polimérfica apropriada esta presente em todas as etapas de producgao de
uma forma farmacéutica e tempo de vida do produto (BUCKTON, 2005).
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3.3 O Estado Cristalino: Conceitos, Fundamentos e Principais Metodologias de
Analise

3.3.1 Conceitos e Definicoes

Solidos na forma cristalina sdo constituidos por um arranjo peridédico e bem
estruturado de atomos, ions ou moléculas, os quais apresentam elementos
estruturais e de simetria particulares que se repetem regularmente em um espacgo
tridimensional, formando pequenas unidades ou “blocos”. Estes “blocos” sdo os
menores componentes de um cristal, denominados de células unitarias, as quais
contém pelo menos uma molécula. O cristal completo consiste do empilhamento das
células unitarias através de repeticdes translacionais tridimensionais (CULLITY,
1967).
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Figura 2. Célula unitaria e parametros de rede de uma estrutura cristalina.

As dimensbdes da célula unitaria sdo caracterizadas por seis diferentes
parametros, 0s quais sdo compostos por trés eixos cristalograficos, a, b e ¢ e 0s
angulos entre eles, o, B e y. Estes vetores que descrevem a forma e tamanho da
célula unitaria sdo denominados parametros de rede. Os planos de atomos que
compdem a célula unitaria apresentam determinada orientagdo, definida pela

interseccao desse plano com os eixos do sistema de coordenadas da célula unitaria,
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sendo denominados de indices de Miller (h k /) (KLUG e ALEXANDER, 1954;
CULLITY, 1967).

As células unitarias repetidas indefinidamente em trés dimensbes e de
maneira ordenada, formam uma rede cristalina. As redes cristalinas podem ser
classificadas em um dos setes tipos basicos de sistemas cristalinos: cubico,
tetragonal, ortorrébmbico, monoclinico, triclinico, hexagonal e romboédrico. Estes
sistemas cristalinos apresentam diferentes parametros de rede, como pode ser
visualizado na Tabela 1. Cada um desses sistemas cristalinos possui um ou mais
elementos de simetria, os quais descrevem a simetria interna da célula unitaria,
denominados grupos de pontos. Dentre todos os diferentes elementos de simetria
cristalogréaficos existentes, pode-se totalizar 32 combinag¢des possiveis. De acordo
com o cristalégrafo francés Bravais, existem 14 possiveis arranjos de pontos de rede
nas células unitarias, estabelecidos em fungédo da localizacdo de atomos, ions ou
moléculas no cristal, nos sete sistemas cristalinos, sendo estas estruturas
denominadas de redes de Bravais (Tabela 2). A combinagédo de 32 grupos pontuais
com 14 configuragdes basicas propostas por Bravais possibilita a existéncia de 230
possiveis arranjos de pontos no espago, denominados grupos espaciais (CULLITY,
1967; WEST, 1984; DATTA e GRANT, 2004).

Tabela 1.  Sistemas cristalinos e as diferengas existentes entre seus parametros
de rede (KLUG e ALEXANDER, 1954).

Sistema cristalino Parametros de rede
Cubico a=b=c oa=B=7y=90°
Tetragonal a=b=c a=pB=y=90°
Ortorrdmbico azb=#c a=pB=y=90°
Monoclinico azb=c a=y=90%p>90°
Triclinico azb=c oazPB#y=90°
Hexagonal a=b=c oa=pB=90°%y=120°
Romboédrico a=b=c a=B=7#90°<120°
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Tabela 2.  Quatorze configuragdes basicas de estruturas cristalinas, denominadas
de Redes de Bravais (KLUG e ALEXANDER, 1954).

Sistema cristalino Célula unitaria
Cubico c || c @C
S a " ° h
Tetragonal c c
a’y S
Ortorrébmbico ¢ c c ¢
a b - b a b s b

_ \_ 7\
Monoclinico l .
C
a a

o \ 1\
Triclinico .:
a

(2]

Hexagonal
A
\_ 7\
Romboédrico l .
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3.3.2 Fundamentos Referentes a Cristalografia de Raios X

Substancias cristalinas representaram um fascinante enigma para o homem
durante muito tempo. Com o advento da quimica e da fisica moderna, a elucidagao
da estrutura interna dos cristais tornou-se uma questdo desafiadora. Tais
guestionamentos levaram M. von Laue, em 1912, a descoberta da difracdo de raios
X por cristais, e, posteriormente W. L. Bragg a determinar a similaridade do
fendbmeno de difracdo ao de reflexdes ordinarias (KLUG e ALEXANDER, 1954;
WEST, 1984).

De acordo com Bragg, quando uma radiagcdo monocromatica atinge o cristal,
especificamente em um plano de 4&tomos com orientagdo adequada, a mesma sera
sucessivamente refletida pela estrutura periddica deste plano. A incisdo de raios X
sobre um plano de &tomos e posterior difragdo deste feixe de radiacdo gera angulos
caracteristicos, denominados de “0” (letra grega theta). Desta forma, o caminho
percorrido pela radiacdo é da ordem das distdncias entre planos (d), sendo que a
diferenga do caminho percorrido pode coincidir com o valor do comprimento de onda
da radiacdo utilizada (A), gerando-se uma interferéncia construtiva e posterior
deteccao desta radiagdo (KLUG e ALEXANDER, 1954; CULLITY, 1967). A partir
destas deducgdes, Bragg formulou a seguinte equacao:

nAd=2.d.sen 6

(Equacgéao 1)

Onde d é a distancia entre planos do cristal, & é o angulo de difracdo dos
raios X, 4 € o comprimento de onda dos raios X e n 0 numero de comprimentos de

onda utilizados.

Dessa forma, a analise por difragdo de raios X gera difratogramas com
registro de intensidade da radiacdo em todos os angulos de analise, sendo que nos
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angulos em que a condicado de Bragg é satisfeita, picos sédo registrados (CULLITY,
1967).

A partir dos principios postulados por Bragg, sumarizados em sua equagao,
pode-se definir a estrutura cristalina de uma substancia do seguinte modo (DATTA e
GRANT, 2004):

*» Indexacdo de um padrao de difracdo e determinacdo do sistema
cristalino e parametros de rede.

» Identificagcdo dos grupos espaciais.

= Conversao de intensidades determinadas experimentalmente em uma

imagem dos atomos de uma célula unitaria.

3.3.2.1 Técnica de Difracdo de Raios X em Pds

A técnica de difracdo de raios X em pés consiste de padrées de difratogramas
gerados caracteristica e distintamente para cada substancia, os quais sao formados
por um conjunto de linhas ou picos, apresentando diferentes intensidades e posigoes
(distancias interplanares “d” ou angulos de Bragg “26”). Para uma dada substancia,
as posicoes dos picos sao essencialmente fixas e caracteristicas. As intensidades
podem variar um pouco entre diferentes amostras, dependendo do método de
preparacado da amostra e condi¢des instrumentais. Com o intuito de identificacéo de
fases cristalinas, deve-se avaliar principalmente as posicdes dos picos,
considerando semiquantitativamente as intensidades (WEST, 1984).

Essa metodologia é extensivamente utilizada com o intuito de identificagéo de
fases cristalinas, também sendo indicada para andlise quantitativa de fases
cristalinas presentes em misturas, avaliagao do grau de cristalinidade, determinagéo
de estruturas cristalinas (incluindo analise de parametros de célula unitaria),
avaliacdo de tamanho de particula e deteccdo de defeitos em redes cristalinas
(WEST, 1984).
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3.3.2.2 Refinamento Estrutural pelo Método de Rietveld

O refinamento proposto por RIETVELD (1969), desenvolvido inicialmente para
difratogramas gerados a partir de difragdo de néutrons e posteriormente adaptado
para difratogramas de raios X, fornece informacdes a respeito da estrutura de
compostos cristalinos e mostra-se uma ferramenta poderosa para a determinacéo
quantitativa em casos onde ocorrem misturas de fases (MCCUSKER et al., 1999;
IYENGAR et al., 2001; DATTA e GRANT, 2004).

O método de Rietveld baseia-se na simulacdo tedrica de um espectro de
difracdo de raios X completo a partir de um modelo, onde se assume a estrutura
cristalina e as espécies atdmicas que ocupam os sitios de rede (posi¢coes atbmicas,
parametros de rede e grupo espacial) de uma determinada substancia, levando-se
em conta toda a estrutura cristalina deste composto. O método consiste em ajustar
uma curva teorica aos picos do difratograma experimental, minimizando a diferencga
entre 0 padrdao de pontos experimentais e 0 padrao de pontos calculados pelo
método dos minimos quadrados (KINAST, 2000; MACHADO, 2005).

O espectro tedrico simulado é ajustado ao espectro experimental através de
procedimentos numéricos onde varios parametros estruturais sédo refinados, como
posicdes atdmicas, numeros de ocupacao, fatores de temperatura, fator de escala,
parametros de rede, fatores de assimetria, orientagdo preferencial e parametros de
largura, forma e intensidade de linha. Para efetuar o refinamento por Rietveld é
necessaria uma grande quantidade de calculos matematicos relativamente
complexos, 0s quais sao realizados por meio de programas computacionais
especificos. Um dos programas freqientemente utilizados para essa finalidade € o
FullProf®, desenvolvido por RODRIGUEZ-CARBAJAL (1997). Para a avaliagdo do
ajuste, sdo gerados fatores numéricos que verificam a qualidade do refinamento,
além da demonstracdo grafica, onde € permitida uma avaliacdo visual dos
progressos do refinamento, durante a analise (MCCUSKER et al., 1999; KINAST,
2000; MACHADO, 2005).

Desta forma, a analise por Rietveld envolve, basicamente, a sequéncia de
trés passos: i) geracdo de um padrao de difracdo de raios X calculado a partir de um
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modelo, utilizando seus dados estruturais, ii) comparag¢do de um padréao de difragéo
de raios X obtido experimentalmente com o padrdo calculado, iii) minimizagdo do
erro existente entre os dois padrdoes comparados (experimental e calculado) ponto
por ponto, pelo método de minimos quadrados (MCCUSKER et al., 1999; IYENGAR
et al., 2001).

3.4 Dissolucao de Substancias Ativas de Uso Farmacéutico

A velocidade de dissolugcdo é um parametro que expressa a maior ou menor
rapidez com que um soluto se dissolve em um liquido solvente, em determinadas
condigcbes de agitacdo e temperatura, dentre outros fatores. Esta intimamente
relacionada com a solubilidade, embora significando um conceito diferente: a
solubilidade é um conceito estatico, que se refere a um estado de equilibrio
termodinamico, enquanto que a velocidade de dissolucdo corresponde a um
conceito dinamico, representando a quantidade ou concentracao de farmaco que se
dissolve por unidade de tempo (MARTINEZ e NAVARRO, 2001).

Através da alteracdo da velocidade de dissolucdo de uma substancia
mediante fatores tecnoldgicos e de formulagdo, € possivel modular o perfil de
liberagdo de um farmaco, o que resulta em grande importancia biofarmacéutica. A
velocidade de dissolugdo de formas farmacéuticas sélidas orais, como comprimidos
e capsulas, torna-se um processo critico para acdo de diversos farmacos,
especialmente importante para compostos muito pouco solluveis em agua. Para que
os farmacos possam ser absorvidos é necessario que 0S mesmos se encontrem em
solugdo nas proximidades do local em que serdo absorvidos. Se a velocidade de
dissolucao € menor que a velocidade de absorcdo, a dissolugao se torna uma etapa
critica e limitante, a qual pode comprometer seriamente a biodisponibilidade do
medicamento para o organismo (MARTINEZ e NAVARRO, 2001).

A dissolugdo de um farmaco a partir de uma forma farmacéutica soélida oral
envolve pelo menos duas etapas principais consecutivas: liberacdo do farmaco a
partir da forma farmacéutica (desintegracdo), seguida pela dissolugdo do farmaco
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propriamente dita (solubilizacdo das particulas de farmaco) em meio liquido
(BROWN et al., 2004).

Na segunda etapa da dissolugdo, onde ocorre a solubilizacdo das particulas
de farmaco, as propriedades fisico-quimicas do mesmo, tais como forma quimica
(por exemplo: sal, acido livre, base livre) e fisica (por exemplo: polimorfo, amorfo,
tamanho de particula) apresentam um papel determinante. Em situagées onde esta
etapa € limitante para a absor¢cdo de uma substancia, a velocidade de dissolucéo é
controlada pela dissolugcdo intrinseca deste farmaco. Esta limitagcdo geralmente
ocorre para a maioria dos compostos fracamente soluveis em agua, componentes

de formulagao para liberagdo imediata (BROWN et al., 2004).

3.4.1 Método de Dissolucdo Intrinseca em Disco

A velocidade de dissolucao intrinseca em disco (IDR) tem sido empregada
com o intuito de caracterizacdo de farmacos puros em estado sélido. Dentre as
principais utilizacdes, pode-se citar as seguintes (YU et al., 2004):

» Determinacédo de parametros termodinamicos associados com transicdo de

fases cristalinas;

» |nvestigagdo do fenbmeno de transferéncia de massa durante processos de
dissolucéo;

» Estudo do efeito de tensoativos e da alteracdo do pH para a solubilizagdo de

farmacos pouco soluveis em agua;

= Entendimento da relacdo entre velocidade de dissolucéo e forma cristalina de

uma substancia.

A velocidade de dissolucdo intrinseca é determinada normalmente sob
condic¢des sink, utilizando um procedimento padrao onde uma quantidade conhecida
de farmaco é compactado em um disco com superficie constante e area conhecida.

O p6é compactado ndo desintegrante € acoplado a um aparato ou dispositivo
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rotatorio inserido em um dissolutor, procedendo-se a dissolugdo em meio com
temperatura, velocidade de agitacdo e pH constantes. Usualmente, sob essas
condicOes, a relacao obtida quando se plotam os dados de quantidade dissolvida
versus o tempo é linear e a inclinacao da reta é igual a velocidade de dissolugédo nas
unidades de massa por unidade de tempo. Considerando-se que a area da
superficie exposta é conhecida, a velocidade de dissolugdo intrinseca pode ser
expressa como massa dissolvida por area por tempo, sendo que a quantidade
cumulativa maxima de farmaco dissolvido ndo deve exceder a 10 % (WOOQOD et al.,
1965; MARCOLONGO, 2003; YU et al., 2004; DA ROSA, 2005; USP 29, 2006).

3.4.2 Teoria do Processo de Dissolucao Intrinseca

A lei fundamental postulada, relativa a velocidade de dissolugéo, foi formulada
matematicamente por Noyes e Whitney em 1897, posteriormente complementada
por Nernst. Através dos estudos destes pesquisadores, estimou-se que a velocidade
de dissolucdo é adequadamente descrita pela seguinte equacdo (WADKE et al.,
1990; MARTINEZ e NAVARRO, 2001):

dC A -D(Cy~-C)
dt h-V

(Equagao 2)

Onde,

CZ—C = velocidade de dissolucao
t

A = area superficial do sélido dissolvido
D = coeficiente de difusdo
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C = concentracdo do soluto na solucéo

C, = concentragdo do soluto na camada de difusao

h = espessura da camada de difusdo

V = volume do meio de dissolucao

Durante o inicio da dissolugéo, C, >>C, apresentando valores iguais aos da

solubilidade de saturagdao S, podendo-se considerar a area superficial e o volume
constantes. Sob essas condi¢des, mantendo-se constantes temperatura e agitacao

do meio, a equacao ha pouco referida reduz-se a:

ac _r.
dt
(Equagao 3)

Onde,

K =—— = constante

A.D
h-V

Desta forma, a partir de uma derivagdo da equacao de Noyes-Whitney pode-
se calcular a velocidade de dissolucéo intrinseca, pois uma vez que as condi¢des
sink sdao mantidas o gradiente de concentracdo é considerado constante. O célculo

pode ser efetuado através da equacéao seguinte (YU et al., 2004):
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IDR = V-dC 1
dt A
(Equagao 4)

Onde,
IDR = velocidade de dissolucao intrinseca
V = volume do meio de dissolucéo

A = é&rea superficial da amostra

Portanto, a equacéo acima fornece informacdes a respeito da velocidade de
dissolucdo intrinseca, sendo caracteristica para determinado composto sélido em
um solvente especifico, sob condi¢des hidrodinamicas constantes. Esse parametro é
geralmente expresso em quantidade de farmaco dissolvido em fungdo do tempo e
da é&rea superficial (normalmente utilizando-se as unidades: mg/min/cm?). O
conhecimento deste pardmetro é de grande valia durante etapas de pré-formulagao
de um medicamento, pois através dele pode-se perceber se o processo de absorgao
€ limitado pela velocidade de dissolu¢cdo de um farmaco (WADKE et al., 1990).
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Materiais e Métodos

4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-Primas de Talidomida

As matérias-primas utilizadas foram obtidas de trés fornecedores nacionais’,

totalizando sete amostras, denominadas da seguinte maneira:
= Talidomida (T): Ty, T2, T3, T4, Ts, Te, T7;

Como substancia quimica de referéncia, utilizou-se USP Thalidomide
Reference Standard (Lote: FOC107).

4.1.2 Reagentes, Solucoes e outras Matérias-Primas

= Acetonitrila grau HPLC; Tedia®; Lote: 511139R;
= Acido acético; Nuclear®; Lote: 06070959;

= Acido cloridrico; Quimex®; Lote: 32597;

= Acido ortofosférico; Merck®; Lote: 0800-2;

= Agua ultrapura; Milli-Q® (Millipore®);

= Brometo de potassio; Vetec®; Lote: 0601781;

= Dodecilsulfato de sédio; Synth®; Lote: 95689;

= Diclorometano; Nuclear®;

= N-N-Dimetilformamida; Vetec®; Lote: 048022;

! Amostras cedidas pelo Laboratério Farmacéutico Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED).
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= L-Glutamina; Vetec®; Lote: 0500519:

= Metanol: Tedia®: Lote: 111036:

4.1.3 Equipamentos de Protecao Individual e Sequranca

= Macacdo Tyvek® 1422A (protective apparel DuPont®), revestimento de
seguranga com capuz, confeccionado em polietileno de alta densidade com
tratamento antiestatico®.

= Mascara respiradora semifacial 6200 de elastdmero sintético 3M®, contendo 2
filtros; Filtros 5N11 3M®, protege contra poeiras, névoas e fumos (Classe P2);

= Oculos de seguranca Pré-Vision Carbografite®, contendo armacéo e lentes de
policarbamato incolores, confeccionado em Unica peca;

= Luvas de latex para procedimentos Descarpack®, anatémicas e ambidestras;

4.1.4 Equipamentos e Utensilios®

= Analisador CILAS®, Particle Size Distribution, modelo CILAS 1180 Liquid.
Faixa de analise: 0,04 ym a 2500 um. Equipamento presente no Laboratério
de Materiais Ceramicos (LACER), Faculdade de Engenharia de Materiais,
desta Universidade;

% Macacao que propicia seguranca a substancias perigosas. Protege onde ha risco de contaminagédo
com particulas téxicas ou alergénicas, secas ou Umidas, com tamanho de particula maior que 0,5 um,
respingos e/ou névoas de produtos quimicos.

® Todos os equipamentos discriminados (exceto aqueles assinalados) encontram-se disponiveis no
Centro de Desenvolvimento Tecnolégico e Farmacéutico, Central Analitica, Laboratério de
Desenvolvimento Galénico, Laboratério de Quimica Farmacéutica e Laboratério de Tecnologia
Bioquimica da Faculdade de Farmécia, desta Universidade.
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Aparato para dissolucdo intrinseca Padrao USP em aco inox 316L polido
Flowscience®; Conjunto base e pistdo Padrdo USP em aco inox polido
Flowscience®;

Aparelho de desintegragcéo acoplado a motor J. Engelsmann® modelo JEL-70;
Aparelho de dissolucdo Pharma Test® tipo PTWS 11, série | 4022A;

Aparelho de determinagdo de ponto de fusdo Reichert®, do tipo Kofler, dotado
de microscopio e sistema de bloco de aquecimento;

Balanca analitica Mettler Toledo® AB204;
Balanca de infravermelho Bel Mark®, Top Ray;

Calorimetro  exploratorio diferencial com compensacdo de poténcia
Shimadzu® DSC 60 acoplado a microprocessador de controle Thermal
Analysis, System 4 e a estacao de dados 3700;

Camara de fluxo laminar vertical Pachane® PA-115, possuindo luz ultravioleta,

fria e ventilacao;

Céamara de friabildbmetro para comprimidos efervescentes com volume de 500
cm?®, adaptada ao motor J. Engelsmann® modelo JEL-70;

Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Perkin-Elmer® (Series 200),
composto por duas bombas de alta pressdo com possibilidade de eluicdo em
sistema gradiente, detector dual de ulltravioleta, injetor automatico e software
gerenciador dos dados (Totalchrom navigator);

Coluna cromatogréfica de ago inoxidavel, RP-18 (150 x 4,6 mm d.i., didmetro
de particula de 5 um; 110 A);(Gemini - Phenomenex®);

Difratdmetro de raios X Siemens®, modelo D5000, radiacdo CuKy (26), 25 mA,
40 kV, com geometria de Bragg-Bretano. Este equipamento encontra-se no
Instituto de Geociéncias desta Universidade;

Difratdmetro de raios X com variagdo da temperatura Siemens®, modelo
D5000, detector PSD, radiacao de CuK, (26), 30 mA, 40 kV. Andlise realizada
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no Laboratério de Difracdo de Raios X, Departamento de Ciéncia dos
Materiais e Metalurgia, PUC/RJ;

Equipamento do tipo B. E. T. (Brunauer, Emmett e Teller), Quantachrome®,
modelo Autosorb-1 acoplado ao software Autosorb for Windows® Version
1.24. Equipamento disponibilizado pelo Laboratério de Tecnologia Mineral e
Ambiental, desta Universidade;

Espectrofotémetro  de  infravermelho  Shimadzu® DR-8001, com
transformacdes de Fourier, Infrared FTIR-8300, dotado de feixe /laser de He-
Ne a 633 nm (0,5 mW) Carver Laboratory Press, modelo C n. 34000-978 e
prensa hidraulica Perkin-Elmer®. Equipamento encontra-se disponivel na
Central Analitica do Instituto de Quimica, desta Universidade;

Espectrofotdmetro de ultravioleta/visivel Hewlett Packard®, HP8452 A;

Forno do tipo mufla Sanchis®, atingindo temperatura maxima de 1200 °C;
Equipamento presente no Laboratério de Materiais Ceramicos (LACER),
Faculdade de Engenharia de Materiais, desta Universidade;

Maquina de comprimir Korsch® EKO com pungées duplos, circulares, planos,
de 8 mm de diametro e puncéo superior sulcado;

Méaquina universal de ensaios ATS®, modelo 1105, que se encontra
disponivel no Laboratério de Materiais Ceramico (LACER), da Faculdade de
Engenharia de Materiais, desta Universidade;

Membrana hidrofilica para filtragdo HVLP01300 (Durapore®) em PVDF, 0,45
um de tamanho de poro, 13 mm de diametro, branca, lisa (Millipore®);

Membrana hidrofilica para filtraggo HAWP02500 em éster de celulose, 0,45
um de tamanho de poro, 25 mm de diametro, branca, lisa (Millipore®); Lote:
85BN52597;

Membrana hidrofilica para filtragdo HVLP04700 (Durapore®) em PVDF, 0,45
um de tamanho de poro, 47 mm de diametro, branca, lisa (Millipore®); Lote:
B1CN34448;
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Metalizador Shimadzu® modelo lon Coater IC-50; Etapa realizada em
colaboragdo com o Centro Tecnoldgico de Mecanica de Precisdo — SENAI —
CETEMP, Séo Leopoldo/RS;

Microscépio eletrdnico de varredura Jeol®, modelo 5800. Este equipamento
encontra-se no Centro de Microscopia Eletrénica, desta Universidade;

Microscopio eletrénico de varredura Shimadzu® SSX-550; Andlise realizada
em colaboragdo com o Centro Tecnolégico de Mecénica de Precisdo — SENAI
— CETEMP, Sao Leopoldo/RS;

Microscopio 6tico Jena®, equipado com nénio de escala na ocular;

Placa de agitacdo e aquecimento Fisatom® com 5 velocidades, atingindo
temperatura méaxima de 300 °C;

Polarimetro Perkin EImer® Polarimeter 341, com lampada de sédio;

Porta-amostra de aluminio para DSC, C 201-52943, com capacidade de 50
L,

Seladora Thermal Science® 5140, para fechamento de porta-amostra de DSC;
Ultrassom UltraCleaner 1400A com aquecimento, Unique® Ultrasonic Clean;

Volimetro de compactacéo J. Engelsmann®;
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4.2 Métodos

4.2.1 Caracterizacao Fisico-Quimica das Matérias-Primas de Talidomida

4.2.1.1) Testes de Identificagcdo

i) Espectroscopia na Regiao do Ultravioleta (UV) (DIBBERN, 1978; MOFFAT, 2004)

A talidomida absorve em 237 nm em solugdo aquosa acida, com A" = 385; e

em 300 nm, com A'* = 94. As amostras foram dissolvidas em HCI 0,01M, em

concentragao de 0,001%, obedecendo a Lei de Lambert Beer. A andlise ocorreu na
faixa espectral de 200 a 400 nm.

4.2.1.2) Determinag&o da Pureza

i) Pureza Cromatografica

Através de ensaio cromatogréafico por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE), verificou-se o percentual de impurezas constantes nos produtos analisados.
Adotou-se o procedimento de comparacdo das amostras ao padrdao USP (elevado

grau de pureza), para que se pudesse estimar o grau de pureza das mesmas.
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A quantificagdo das amostras baseou-se em protocolo desenvolvido e
validado por PAVEI e colaboradores (2007)* onde foram adotados os seguintes

procedimentos:
Preparacao e solubilizacao do farmaco talidomida das amostras disponiveis:

» Pesaram-se, em balanca analitica, exatamente 50 mg de farmaco, que foram

colocados em baldo volumétrico de 100 mL;
= Acrescentaram-se ao baldo volumétrico 70 mL de acetonitrila;

» Misturou-se o contetdo do baldo volumétrico por 20 minutos em agitador
orbital, sendo posteriormente colocado em ultrassom por 10 minutos;

= Completou-se o volume do baldo, com posterior retirada de uma aliquota de
10 mL, a qual foi transferida para balao volumétrico de 50 mL, completando o

volume com a fase mével;
» A concentracao final tanto das amostras quanto do padréo foi de 100 pg/mL.

Empregou-se as seguintes condicbes de analise para o0 ensaio

cromatografico:

» Fase movel: acetonitrila e &cido fosférico 0,1 % (30 % e 70 %,

respectivamente);
»  Fluxo: 1,5 mL/min;
» Comprimento de onda: 237 nm;

» Tempo de anadlise: 6,5 min;

* PAVEI, C.: CARINI, J. P.; MAYORGA, P. Development and validation of analytical method and
dissolution assay for thalidomide tablets, 2007. Article in press.
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ii) Impurezas Ordinérias (USP 29, 2006)

A andlise foi realizada por cromatografia em camada delgada (CCD), de
acordo com método proposto pela Farmacopéia Americana:

» Solucéo teste: As amostras foram dissolvidas em acetonitrila, obtendo-se uma
solugédo de 2 mg/mL;

» Solugéo padrao: L-Glutamina foi solubilizada em uma mistura de acetonitrila e
agua (V/V), em uma concentracdo de 0,1 mg/mL;

= Sistema eluente: Diclorometano, metanol e acido acético (75:25:0,05) (V/V/V);

O volume de aplicacao foi de 2 yL para a solugcdo padrdao e 100 pL para a
solugéo teste, em uma placa de gel de silica. A visualizagdo foi obtida através da
aspersao de ninidrina, que origina coloragéo résea na presenca de glutamina.

iii) Atividade Optica (F. Bras. IV, 1988)

As amostras foram analisadas na concentracdo de 1 %, sendo utilizada
dimetilformamida (DFM) como solvente (REEPMEYER, 1996).

As condi¢des de analise foram as seguintes:
» Leitura em lampada de so6dio;
= Comprimento da célula: 1 dm;
= Comprimento de onda: 589,3 nm;

» Temperatura: 20 °C;
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A rotacao oOptica especifica foi calculada da seguinte maneira:

D

20 100.a
‘04 l.c

(Equacéo 5)

Onde |a|2°é a rotacao Optica especifica na temperatura de 20 °C, com leitura

em lampada de sédio (D), & é a rotagdo dptica observada (°), [ o comprimento da

célula (dm) e € é a concentracdo da substancia analisada (g/100mL).

A rotagao éptica observada foi determinada a partir do valor médio obtido de
cinco leituras, para cada amostra.

iv) Perda por Dessecacao (F. Bras. 1V, 1988)

O teor de umidade foi determinado através de método gravimétrico em estufa.
Aproximadamente 50 mg de cada amostra foram empregados para o teste, em uma
temperatura de 105 °C. Inicialmente as amostras foram dessecadas por 2 horas,
resfriadas em dessecador por 30 minutos e pesadas. O procedimento foi repetido
até ser obtido peso constante. As andlises foram realizadas em triplicata.
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4.2.2 Caracterizacao Tecnoldgica das Matérias-Primas de Talidomida

4.2.2.1) Analise Granulomeétrica

i) Determinagdo Granulométrica por Microscopia Optica

Analisou-se o didmetro médio das particulas adotando o didametro de Feret
como referéncia, representado pela distdncia meédia entre duas linhas tangentes
paralelas ao perimetro da particula e perpendiculares a escala ocular. Para
determinacao do diametro médio foram avaliadas aproximadamente 500 particulas

de cada uma das amostras.

ii) Determinagao Granulométrica por Difracdo a Laser

A analise granulométrica foi realizada utilizando-se um analisador CILAS,
modelo 1180, equipado com sistema de avaliagdo do tamanho de particula através
da difracao de luz laser.

A agua foi utilizada como agente dispersante para aproximadamente 200 mg
de amostra. A dispersdo dos poés foi auxiliada empregando-se ultrassom por 60
segundos.

Através desta andlise obtém-se valores de didmetro médio de Fraunhofer,
grafico de distribuicdo de freqiéncias relativa e cumulativa e curva sigmoidal tracada
com o percentual cumulativo dos tamanhos de particula. Os resultados séo
calculados automaticamente através de programa computacional.
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4.2.2.2) Determinacdo das Densidades Bruta e de Compactacdo (GUYOT et al.,
1995)

Determinou-se massa de amostra (Ma), posteriormente transferida para
proveta graduada fixada a um dispositivo capaz de provocar repetidas quedas do
produto por minuto. Desta forma, obtém-se o volume inicial ocupado pela amostra
(volume bruto — Vb). Apéds este procedimento, a amostra é submetida a 10, 250, 500
e 1250 quedas, onde a diferenga entre Vsoo € V1250 foi inferior a 0,1 mL. Devido a
pequena diferenca de volume entre Vsgo € V1250, definiu-se Vsoo como volume final ou
volume de compactacdo (Vc). Determina-se o calculo das densidades bruta (db) e

de compactacao (dc) pelas equagdes que seguem:

M
db=—= dc = M,
Vb Vc
(Equacéo 6) (Equacéo 7)

Utilizou-se aproximadamente 1 g de amostra para as determinagdes, as quais
foram realizadas em triplicata. Analise estatistica foi efetuada através do teste-t para

amostras independentes presumindo variancias equivalentes.

4.2.2.3) Determinagdo do Fator de Hausner e Indice de Carr ou Indice de

Compressibilidade

A partir dos valores das densidades bruta (db) e de compactacao (dc) obtém-
se o fator de Hausner (FH) (HAUSNER, 1967) e o indice de Carr (IC) (CARR, 1965),
determinados de acordo com as seguintes equagoes, respectivamente:
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FH =% 10(%)=%=% 109
db dc
(Equacéo 8) (Equacéo 9)

Procedeu-se a andlise estatistica através do teste-t para amostras

independentes presumindo variancias equivalentes.
4.2.2.4) Determinagdo do Angulo de Repouso

As caracteristicas indicativas de fluxo das amostras foram avaliadas através
da determinacdo do angulo de repouso, utilizando-se o aparelho constituido de um
cilindro mével ajustado a uma base fixa, acoplado a um motor. Quando se aciona o
motor, o mesmo desloca o cilindro para cima, separando-o da base e
consequentemente liberando o pé. Este pd forma um aglomerado que, apds a
incisdo de luz sobre ele, forma-se uma sombra projetada em uma planilha adaptada
verticalmente. Procedeu-se a medida das sombras e a partir destes resultados foi
calculado o angulo de repouso (&) através de sua tangente, conforme expressa a

equacgao:
h
g o=—
r
(Equacéao 10)

Onde o € o angulo de repouso (°) e tg @« € 0 quociente entre os catetos

oposto (h) e adjacente (r) do triangulo.

Utilizaram-se aproximadamente 10 mL de amostra para as determinacgdes, as

quais foram realizadas em triplicata.
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4.2.2.5) Determinagdo da Area Superficial

A éarea superficial das amostras foi determinada através do método de
adsorcdo em fase gasosa, utilizando um equipamento do tipo B. E. T. (Brunauer,

Emmett e Teller), Quantachrome®, modelo Autosorb-1.

Os dados séo interpretados de acordo com as teorias de adsorgao de gas,
estimando-se valores de &reas de superficie das amostras, em unidades de m?/g
(WEBB e ORR, 1997).

Utilizou-se o valor de um Unico ponto para a estimativa da area superficial das

amostras.

As analises procederam nas seguintes condigoes:

» Peso aproximado das amostras:1,0 g;

» Gas adsorvente: nitrogénio;

» Temperatura de desgaseificacdo: 60° C;

= Tempo de analise: aproximadamente 60 minutos;

» Pressao relativa: 0,3021 p/po.
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4.2.3 Caracterizacdo Cristalografica, Espectroscopica e Morfologica das Estruturas

Cristalinas Apresentadas pelas Matérias-Primas de Talidomida®

4.2.3.1) Analise por Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FT-IR)

As amostras foram preparadas em pastiihas de brometo de potassio,
previamente dessecado. Misturou-se 1,5 mg de farmaco e 150 mg de brometo de
potassio em gral de dgata e ap6s submeteu-se a mistura a pressdo em uma prensa
hidraulica, obtendo-se a pastilha. Logo apdés, as amostras foram analisadas no
espectrofotometro.

As anélises foram realizadas na faixa espectral de 3800 cm™ a 500 cm™ e a
luz transmitida foi expressa em percentual, no modo transmitancia. A resolugcéo do

equipamento foi de 4 cm™ e 40 acumulagées.

4.2.3.2) Analise por Difratometria de Raios X em pos (DRX)

As amostras foram suavemente homogeneizadas em gral de porcelana,
posteriormente colocadas em porta-amostras especifico o qual foi inserido no
difratbmetro. Utilizou-se em torno de 500 mg de amostra para as determinagées, as
quais foram realizadas em um difratdmetro de raios X Siemens®, modelo D5000.

Foram utilizadas as seguintes condicbes de analise:
= Fonte de radiacdo de CuK, de 1,5409 A;
» Filtro de niquel;

» Velocidade angular de 26;

> A etapa de caracterizagdo cristalografica foi realizada em colaboragdo com o Instituto de
Geociéncias desta Universidade, Laboratério de Difratometria de Raios X, contando com a
participagdo da Dr. Giovanna Machado e dos professores Dr. André Sampaio Mexias e Dr. Vitor
Pereira.
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= Step size: 0,02°20; Step time: 1 s (0,02°26 por segundo);
= Corrente de filamento de 25 mA;
= Voltagem e aceleracao dos elétrons de 40 kV;

As amostras foram analisadas no intervalo de 2 a 72°26 (aproximadamente

uma hora de analise), em temperatura ambiente.

O difratograma obtido relaciona graficamente a intensidade relativa dos picos
pelos valores de graus 26.

4.2.3.3) Determinagdo Quantitativa das Fases Cristalinas Através do Método de
Rietveld

As amostras foram submetidas a difracéo de raios X, com algumas condicoes
de analise diferentes das utilizadas para avaliagdo qualitativa anterior:

a) Step size: 0,05°206; Step time: 20 s;
b) Step size: 0,02°20; Step time: 10 s;

O periodo de incidéncia dos raios X na amostra foi maior que o normalmente
utilizado em anadlises rotineiras. Caracteristicas particulares a cada amostra
determinaram a escolha do procedimento a) ou b) para as determinacdes. As
andlises foram realizadas no intervalo de 2%206 a 82°6, totalizando
aproximadamente de 9 a 11 horas de analise, para cada amostra. A partir destas
determinacdes, obteve-se difratogramas com alto grau de detalhamento e étima
resolucdo, necessarios para analises pelo método Rietveld.

A proporcdo de fases polimérficas presentes nas amostras foi avaliada
através do refinamento por Rietveld®. O refinamento foi realizado com auxilio do
programa FullProf® (RODRIGUEZ-CARBAJAL, 1997), onde foram determinados

® Refinamento realizado pela pés-doutoranda Giovanna Machado, vinculada ao Instituto de
Geociéncias, desta Universidade.
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diversos parametros estruturais, como parametros de rede, orientagédo preferencial,

fator de temperatura e posicao zero no goniémetro.

4.2.2.4) Avaliagdo da Morfologia Cristalina

A morfologia externa dos cristais foi observada através da analise por
microscopia eletronica de varredura (MEV).

Pequenas quantidades de amostra foram inseridas em um suporte (stub) de
metal recoberto por uma fita condutora adesiva dupla face. Apos esta etapa, as
amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro de aproximadamente 20

nm, em ambiente a vacuo, sendo posteriormente analisadas.

4.2.4 Avaliacao do Comportamento Térmico das Matérias-Primas de Talidomida

4.2.4.1) Determinag&o da Faixa de Fuséo

Esta andlise foi realizada em aparelho de determinagdo de ponto de fuséao,
dotado de microscépio e sistema de bloco de aquecimento. Pequenas quantidades
de amostra foram inseridas entre duas placas de vidro, as quais foram colocadas
sobre bloco metélico. O comportamento das amostras durante o aquecimento foi
acompanhado visualmente através de um microscopio acoplado ao sistema. O ponto
de fusdo das amostras foi determinado no momento em que as primeiras particulas

de pé iniciavam a fusao.

A faixa de aquecimento das amostras foi de 25 °C a 280 °C.
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4.2.4.2) Determinacdo do Comportamento Térmico por Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC)

Uma massa determinada de amostra foi pesada (em torno de 1,0 mg) e
acondicionada em porta-amostras de aluminio (volume de 50 pL), sendo
posteriormente selado e submetido a analise por DSC. O equipamento foi
previamente calibrado com indio (ponto de fusdo de 156,63 °C e energia de
transicao de 28,45 J/g) e zinco (ponto de fusdo de 419,58 °C e energia de transicao
de 100,50 J/g).

Os seguintes parametros foram inicialmente utilizados para a analise:
= Velocidade de aquecimento: 10 °C.min™';
» Faixa de aquecimento: 25 °C a 300° C;

» Composicado e fluxo de gas de purga: atmosfera de nitrogénio, sob fluxo

constante de 50 mL.min";

Algumas determinagbes foram realizadas com a velocidade de aquecimento
de 1 ®C.min" e 5 °C.min"", na mesma faixa de aquecimento de 25 °C a 300 °C. Em

determinadas situacées, utilizou-se o programa de resfriamento controlado.

4.2.4.3) Determinacdo do Comportamento Cristalografico em Fungdo da
Temperatura, Avaliado por Difracdo de Raios X em Pods com Variagdo de
Temperatura (DRX-VT)

Cerca de 500 mg das amostras foram submetidos ao aquecimento com
andlise concomitante por difracdo de raios X, obtendo-se difratogramas em
temperaturas previamente estabelecidas. Utilizou-se um difratdmetro de raios X com
variacdo de temperatura Siemens®, equipado com camara de aquecimento com
sistema aberto, utilizando energia elétrica como fonte geradora de calor.
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O porta-amostra é composto por uma liga de Platina-Rédio (PtRh),
consistindo de um filamento (lamina) de baixa espessura, com espago tipo cadinho
para acomodagao da amostra. Esta lamina apresenta uma fase cristalina que gera
picos nos difratogramas, os quais ocorrem em valores acima de 40°20, ndo se

sobrepondo, portanto, aos picos caracteristicos para as amostras de talidomida.
Condi¢des de analise utilizadas para o teste:
= Fonte de radiacdo de CuK, de 1,5409 A;
» Filtro de niquel;
» Velocidade angular de 26;
= Step size: 0,0143°26; Step time: 1 s (0,0143°26 por segundo);
= Corrente de filamento de 30 mA;
» Voltagem e aceleracdo dos elétrons de 40 kV;

Os difratogramas foram determinados nas temperaturas préximas a faixa de
fusdo para a substancia. As temperaturas escolhidas foram as seguintes: 230 °C,
240 °C, 250 °C, 260 °C, 272 °C e 274 °C. A faixa de analise foi de 8°20 a 40 °26.

4.2.5 Determinacdo da Velocidade de Dissolucdo Intrinseca em Disco para as

Matérias-Primas de Talidomida

A velocidade de dissolucdo intrinseca (IDR) é determinada através da
exposicdo da area superficial constante de farmacos puros em meio de dissolugao
apropriado, mantendo-se constantes temperatura, velocidade de agitagdo e pH,

onde se obtém valores que sdo expressos em mg/min/cm?.

Para tal determinacéo, foi utilizado um dispositivo ou aparato para dissolucao
intrinseca em disco (USP 29, 2006).
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O dispositivo é constituido por uma matriz, uma base, um puncdo e uma

haste, como é demonstrado nas figuras a seguir:

A
24101 mm —
40.7—41.5 mm '
Matriz
(face inferar)
[ ' Haste o
8.0 {:}
o O
|
158 mm
] Pungio Base
4.8 mm |-71mrrm—..
———
1 {g!
AL R — -
A mm i + i Matriz - = "
o Q)
708756 mm | =
1:?.rm I I Base L
I
Figura 3. Desenho esquematico do dispositivo para dissolugdo intrinseca em

disco (USP 29, 2006).
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Figura 4. Fotografia do dispositivo para dissolugao intrinseca em disco.

4.2.5.1) Preparagéo do Dispositivo para Dissolugéo Intrinseca em Disco

A matriz foi fixada a base e em sua cavidade cilindrica central adicionaram-se
cerca de 100 mg de amostra. Posteriormente encaixou-se o puncao nesta cavidade,

compactando-se a amostra em uma maquina universal de ensaios’.

A maquina universal de ensaios é provida de célula de deformagdo em S com
sistema transdutor de sinal, que transforma valores absolutos de leitura em valores
de forca aplicada (kgf) pela equacéo de calibragdo abaixo®:

y=-0,000003- x> + 0,214677- x + 0,065053

(Equagao 11)

” Etapa realizada com o auxilio do bolsista de iniciagao cientifica Mario Ballvé Prates, aluno da
Faculdade de Engenharia de Materiais, vinculado ao Laboratério de Materiais Ceramicos (LACER),
desta Universidade.

® Relatério (n°002/96-A) de afericdo de células de carga (LACER/UFRGS).
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Onde Yy é o valor indicado pelo transdutor aferido e X é a forca aplicada

(kgf).

Os valores de forca aplicada, obtidos em kgf, foram convertidos em kN (1000
N =1 kN) e MPa.

A forca utilizada para a compactacéo do farmaco foi escolhida apds diversas
tentativas de se produzir um compacto nédo desintegrante durante todo o periodo de
dissolucao. A forga selecionada foi de 6,96 kN (139,17 MPa), possuindo a matriz 8
mm de diametro e 0,5 cm? de &rea superficial.

hY

ApOs obter-se o compacto fixado a matriz, o pungdo e a base foram
removidos, anexando-se a matriz a haste, ficando apenas uma face do compacto
exposta, como demonstrado na figura abaixo. Este conjunto formado foi acoplado ao

dissolutor.

Figura 5. A - Dispositivo para dissolugéo intrinseca em disco contendo o material
pulvéreo compactado; B - Dispositivo para dissolugédo intrinseca em
disco fixado ao dissolutor.

4.2.5.2) Procedimento Empregado para o Ensaio de Dissolugéo Intrinseca em Disco

Para essa determinacao, utilizou-se metodologia desenvolvida e validada por
PAVEI e colaboradores (2007)°, empregando-se as condi¢des listadas a seguir:

® PAVEI, C.; CARINI, J. P.; MAYORGA, P. Development and validation of analytical method and
dissolution assay for thalidomide tablets, 2007. Article in press.
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» Meio de dissolucdo: Lauril sulfato de s6dio 1 % e acido cloridrico 0,225 M,;
= Volume de meio: 1000 mL;

» Velocidade de agitagcao: 100 rpm;

» Temperatura: 37 °C;

Foram retiradas aliquotas de 5 mL em intervalos de 30 minutos, até ser obtido
um total de 10 pontos, totalizando 300 minutos de teste'®. Procedeu-se & reposicdo

de meio, ap6s cada coleta.

As aliquotas foram quantificadas por CLAE, sendo injetadas em triplicata,
utilizando-se as condi¢cdes cromatograficas especificadas no item 4.2.1.2 (i).

As anadlises foram realizadas em ftriplicata. A analise estatistica foi efetuada
através da andlise de variancia com unico fator (ANOVA).

4.2.6 Avaliacdo da Influéncia do Processo de Compactacdo em Relacdo as

Propriedades Cristalinas e Polimérficas da Talidomida

4.2.6.1) Compactacdo das Amostras de Farmaco Puro

i) Compactagdo em Maquina de Comprimir Alternativa

As amostras foram compactadas com o intuito de avaliagdo preliminar da
influéncia do comportamento dos pds com diferentes propriedades cristalinas na

formag&o dos compactos.

1% 0 intervalo das coletas e niimero de pontos coletados foram estipulados de acordo com trabalho de
YU e colaboradores (2004), para farmacos pouco solUveis em agua.
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Procedeu-se a compactagcdo das amostras em maquina de comprimir
alternativa, com puncgdes circulares de 8 mm de didametro e puncao superior sulcado.
Cerca de 100 mg de amostra foram utilizados para formar cada compacto,
totalizando 30 compactos por amostra.

A distancia entre puncao superior e inferior foi fixada a partir de um valor de

dureza previamente estipulado.

i) Compactacao em Maquina Universal de Ensaios

As amostras foram compactadas utilizando-se uma maquina universal de
ensaios, que se encontra descrita no item 4.2.5.1"'. A matriz e o pungdo usados
durante o teste foram confeccionados em ago inoxidavel, possuindo a matriz 5 mm
de diametro, 0,19625 cm? de &rea superficial e volume aproximado da camara de 0,2
mL. A quantidade de amostra utilizada foi ajustada pelo volume da camara da
matriz, estando na faixa de 50 a 100 mg, sendo esta variagdo em funcédo das
amostras apresentarem diferentes tamanhos de particulas e propriedades

cristalinas.

Para o ensaio, empregou-se a forca maxima suportada pela matriz, com o
intuito de investigar a possibilidade de transformacdes fisicas durante a compressao,
método que vem sendo utilizado para a obtencdo da forma farmacéutica final de
talidomida'?.

Desta forma, utilizou-se a for¢ca de compactacdo de aproximadamente 5 kN
(254,78 MPa), obtendo-se 10 compactos para cada amostra. Os valores médios de
forca e presséo aplicados para cada amostra podem ser observados na Tabela 3.

" Etapa realizada com o auxilio do bolsista de iniciacdo cientifica Mario Ballvé Prates, aluno da
Faculdade de Engenharia de Materiais, vinculado ao Laboratério de Materiais Ceramicos (LACER),
desta Universidade.

'2 Talidomida FUNED, comprimidos de 100 mg, produzidos pelo Laboratério Farmacéutico Fundacédo
Ezequiel Dias (FUNED), Laboratério Oficial do Estado de Minas Gerais.
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Tabela 3. Forca e pressdao médias aplicadas para compactacdo das amostras de

talidomida gn = 102.

Forca aplicada (kN)
Matéria-prima %+ 5 (DPR%) Pressao aplicada (MPa)
Ty 4,98 £ 0,01 (0,19) 253,76
T2 4,98 + 0,02 (0,38) 253,76
Ts 5,01 + 0,06 (1,23) 255,29
T4 5,00* 254,78
Ts 4,98 + 0,01 (0,11) 253,76
Te 4,99 + 0,02 (0,34) 254,27
T7 4,98 + 0,01 (0,11) 253,76

* Obteve-se um compacto para a amostra T4 devido a reduzida quantidade de
amostra disponivel para o trabalho.

Os compactos produzidos foram suavamente triturados e posteriormente
avaliados por DRX, DSC e FT-IR, nas condi¢gbes de analise descritas nos itens
4231,4232e4242.
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Resultados e Discussao

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho,
acompanhados da discussao dos temas abordados. Os estudos se iniciam pela
caracterizacdo das matérias-primas de talidomida, envolvendo analises fisico-
quimicas, tecnolégicas, morfolégicas, espectrofotométricas e cristalograficas.
Posteriormente sera demonstrado o comportamento térmico das amostras, o perfil
de dissolucdo intrinseca e a influéncia do processo de compactacdo frente as

estruturas cristalinas apresentadas pelo farmaco.

5.1 Caracterizacao Fisico-Quimica das Matérias-Primas de Talidomida

5.1.1 Anélise Qualitativa

Procedeu-se a identificacdo das amostras de talidomida por espectroscopia
na regido do UV. Os espectros em UV obtidos foram comparados aos
disponibilizados pela literatura (DIBBERN, 1978; MOFFAT, 2004) e ao padrao USP,
para a substancia solubilizada em solucdo aquosa acida, observando-se o
comprimento de onda de absorcdo em 237 nm (Banda 3), caracteristico para

talidomida.
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Figura 6. Espectro na regido do UV para talidomida padrdo USP.
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Observando-se o0 espectro na regidao do UV para talidomida, notam-se bandas
caracteristicas. A banda 1 (B1) refere-se provavelmente a presenca de compostos
aromaticos e a banda 2 (B2) os sistemas m conjugados, refletindo moléculas
aromaticas com substituicdo croméfora. A banda 4 (B4) denota grupamentos em
baixo estado energético, como grupos carbonila (PAVIA et al., 2001).

A avaliacao comparativa dos espectros das amostras T+, Tp, T3, T4, Ts, Te € T7
e talidomida padrdo USP demonstrou que os mesmos apresentaram-se similares
entre si e com os espectros relatados para a substancia.

5.1.2 Determinacéao da Pureza

O grau de pureza de insumos farmacéuticos € um parametro que deve ser
controlado, sendo avaliado por testes que antecedem estudos de pré-formulagéo,
para que se possa garantir a qualidade e eficacia da forma farmacéutica final a ser
produzida (WADKE et al., 1990).

Verificou-se a pureza das amostras por CLAE e CCD. As amostras foram
previamente dessecadas antes das determinacdes. Os resultados obtidos por CLAE,
em triplicata, estao expressos em tabela comparativa (Tabela 4).

Tabela 4. Determinacéao do indice de imeurezas para amostras de talidomida.

Matéria-prima indice de impurezas (%)
T, 0,29
T, 0,13
T3 0,28
Ty 3,23
Ts 1,20
Te 3,42
T 0,24
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A Farmacopéia Americana (USP 29, 2006) recomenda que a soma das
impurezas totais presentes ndo deve exceder a 2 %, percentual que devera
compreender a soma das impurezas quantificaveis através de metodologias
descritas na monografia do fdrmaco e outras possiveis impurezas nao identificaveis.

Através da andlise da pureza para as amostras de talidomida, verificou-se que
quatro amostras apresentaram percentual de impurezas inferior a 1 %, uma amostra
contendo 1,2 % de impurezas e somente dois lotes constituidos por um percentual
de impurezas superior a 2 %, T4e Te. De acordo com paréametros da USP 29 (2006),
somente duas amostras estariam com niveis de impurezas excedendo os limites
farmacopéicos. Este discreto desvio na qualidade destes insumos pode ser
explicado pelo fato das amostras serem componentes de lotes-teste, ndo disponiveis
para comercializacao.

Andlises realizadas por DSC geram indicios qualitativos da presenca de
impurezas nas amostras (WADKE et al, 1990). As amostras de talidomida
apresentaram endotermas de fusdo na forma de picos afinados, os quais podem
representar parametros indicativos de pureza. Também nao foi verificada nenhuma
endoterma ou exoterma adicional aos termogramas, as quais pudessem ser
atribuidas a presenca de alguma eventual impureza. Os termogramas obtidos, a
partir das analises por DSC, serdo discutidos com maior detalhamento e
aprofundamento no decorrer do trabalho (ver Figura 32).

A andlise qualitativa por CCD (USP 29, 2006) objetiva detectar a presenca de
glutamina nas amostras, um componente geralmente utilizado no processo de
sintese de talidomida, sendo também um de seus produtos de hidrélise em pH
fisioldgico (SCHUMACHER et al., 1965; LI et al., 2003). A auséncia de grupamentos
croméforos ou duplas ligagdes conjugadas impedem a quantificagdo de glutamina
por técnicas que empreguem deteccao via absorbancia na regiao do UV (LI et al.,
2003). Desta forma, a Farmacopéia Americana sugere a utilizacdo de CCD para a
deteccao do contaminante.

O teste demonstrou a auséncia de glutamina para todas as amostras,
indicado pela auséncia de manchas réseas na placa de gel de silica, similares a da

solucdo padrao de glutamina.
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5.1.3 Determinacéo da Atividade Optica

A talidomida é um farmaco quiral, apresentando-se comercialmente na forma
de mistura racémica dos enantibmeros (+)-R- e (-)-S-talidomida (ERIKSSON et al.,
2001; TEO et al.,, 2004a; CELGENE CORPORATION, 2007; USP THALIDOMIDE
REFERENCE STANDARDS, 2005).

Racematos sao inativos opticamente, compostos de misturas equimolares de
dois enantidmeros. Esta auséncia de atividade éptica é devido ao fato de que cada
um dos enantibmeros desvia o plano da luz polarizada para um determinado valor,
proporcional para ambos, somente em direcdes opostas, o que gera um resultado
final nulo (CAREY, 1992).

Misturas racémicas podem apresentar diferentes propriedades fisicas, quando
comparadas aos enantibmeros isoladamente (USP 29, 2006). Além disso, cristais
compostos de racematos geralmente demonstram maior estabilidade termodinamica
que cristais contendo enantibmeros puros (SHEKUNOV e YORK, 2000) Para
talidomida, sabe-se que o0s enantibmeros isolados apresentam propriedades
idénticas as da mistura racémica quando analisados por ressonancia magnética
nuclear, analise espectrofotométrica quantitativa e qualitativa na regiao do UV, CCD
e andlise quantitativa e qualitativa por CLAE aquiral (REEPMEYER, 1996).

De acordo com relatos da literatura, o farmaco na forma de mistura racémica
difere em algumas importantes propriedades fisico-quimicas, quando comparado
aos seus enantibmeros separadamente (SHEALY et al. 1968; HAGUE e SMITH,
1988; ERIKSSON et al., 1995; REEPMEYER, 1996). O racemato de talidomida
funde aproximadamente 30 °C acima da temperatura de fusdo dos enantibmeros
isolados. De acordo com trabalho de SHEALY e colaboradores (1968), cada
enantibmero funde na faixa de 239,5 - 240,5 °C, resolidifica como racemato que
torna a fundir em 269 - 271 °C. Os autores do trabalho justificam este
comportamento pelo fato do processo de racemizagdo ocorrer em altas
temperaturas. Os espectros em FT-IR para a mistura racémica e enantidmeros (+)-R
e (-)-S-talidomida sao praticamente idénticos, exceto para uma pequena diferenca
na regido de 860-845 cm™ (SHEALY et al., 1968; REEPMEYER, 1996).
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Outra diferenca marcante entre enantibmeros e racemato de talidomida
ocorre em relacao a solubilidade destas distintas formas do farmaco. A solubilidade
dos enantibmeros em diversos solventes, como &agua, éter, hexano, etanol,
cloroférmio e acetona é de 5 a 9 vezes maior que a solubilidade do racemato nos
mesmos solventes (HAGUE e SMITH, 1988). ERIKSSON e colaboradores (1995)
acreditam que o fato dos enantibmeros apresentarem uma maior solubilidade em
meio aquoso em relacdo ao racemato possa conduzir a uma rapida e efetiva
absorcao oral do farmaco.

Avaliou-se a auséncia de atividade O&ptica para as matérias-primas de
talidomida empregadas no trabalho, com o intuito de demonstrar a néao

predominancia significativa de nenhum dos enantidbmeros nas amostras.

Para os enantibmeros de talidomida, sdo especificados os seguintes valores
de rotacao o6ptica (SHEALY et al., 1968; REEPMEYER, 1996):

= ()-(S)-talidomida: |of =-64+15 (c=1em DMF)

= (+)-(R)-talidomida: |a]> =+64£0,5 (c=1em DMF)

Procedeu-se a analise do poder rotatorio especifico para amostras de
talidomida através de polarimetria, utilizando-se o solvente dimetilformamida (DMF)
para as determinagdes, obtendo-se os valores elencados na Tabela 5:

Tabela 5. Valores de rotagdo éptica especifica observados para amostras de

talidomida.
Matéria-prima @|” x + s (c=1em DMF)
T4 + 0,38 £0,08
T2 + 0,25 + 0,06
T3 +0,32+£0,13
Ts +0,85+0,10
Te + 0,25 £ 0,06
T7 + 0,62 + 0,26
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A partir dos resultados obtidos, observa-se que os valores apresentaram-se
préximos a zero, com leve predominancia do enantiémero (+)-R-talidomida'®. Estes
valores atribuidos a fragdo (+)-R-talidomida n&o representam desvio importante na
constituicdo da mistura racémica equimolar, pois os valores obtidos estdo no limite
de sensibilidade do equipamento utilizado'. Portanto, as amostras analisadas

podem ser caracterizadas como racemato.

5.1.4 Avaliacido da Perda por Dessecacao

Avaliou-se o percentual de substéncias volateis presentes nas amostras de
talidomida, obtendo-se os resultados expressos na Tabela 6:

Tabela 6. Perda por dessecacao para as amostras de talidomida.

Perda por dessecacao (%)
Matéria-prima M

T4 0,79 £ 0,004
T2 0,55+0,13
Ts 0,80+ 0,28
T, 3,08

Ts 0,80+ 0,28
Te 0,60 £ 0,28
T7 0,50+ 0,14

' Nao foi possivel determinar o valor de rotagdo Optica para a amostra T, por ndo se ter
disponibilidade de amostra suficiente para o teste.

'* Comunicagao pessoal.

'° Realizou-se apenas uma determinagao para a amostra T, devido & escassez de amostra disponivel
para o trabalho.
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A Farmacopéia Americana (USP 29, 2006) especifica para talidomida um
limite maximo de 0,5 % para presenca de agua. Os resultados expressam um
percentual de substancias volateis proximo a 1 %, para praticamente todas as
amostras, excetuando Tg.

Este desvio na qualidade do material analisado n&o foi detectado por outra
metodologia, como DSC, inexistindo endotermas adicionais nos termogramas das
amostras (além da endoterma de fusdo para o farmaco), as quais poderiam ser
atribuidas a substancias externas presentes, como a &gua, por exemplo. Os
termogramas citados serdo discutidos com maior aprofundamento em secdes

posteriores.

5.2 Caracterizacao Tecnoldgica das Matérias-Primas de Talidomida

Os insumos farmacéuticos solidos apresentados na forma pulvérea séo
elementos de grande importancia em tecnologia farmacéutica, pois constituem
matérias-primas bdsicas fundamentais para a elaboracdo de numerosas formas
farmacéuticas (AMOZA, 2001). Em condicdes de temperatura e pressao ambiente, a
maioria dos farmacos e dos excipientes ocorre como soélidos, de modo que o estudo
das propriedades do estado sélido € de enorme importancia na area farmacéutica
(BUCKTON, 2005).

O comportamento dos sélidos na forma de p6 ndo depende somente das
caracteristicas intrinsecas do material, como sua estrutura molecular ou sua pureza,
mas também de um consideravel numero de propriedades associadas as particulas
gue os compdem, entre elas, tamanho e forma de particulas, suas caracteristicas de
movimentagao e densificagdo, geometria de empacotamento, deformacao, entre
outras (AMOZA, 2001).

Parametros como tamanho de particula, sua distribuicido e forma sao
caracteristicas que desempenham um papel critico no comportamento de sélidos
pulvéreos, afetando potencialmente o desenvolvimento de varias operagdes basicas
que tangem a producéao de formas farmacéuticas sélidas (AMOZA, 2001).
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Deve-se atentar para o fato de que ocorre uma relagéo inversa entre tamanho
de particula e superficie especifica de sdélidos. Esta relacdo determina que uma série
de processos superficiais, como dissolugdo, transcorram em uma velocidade
dependente da granulometria do sélido (AMOZA, 2001). Sendo assim, a
granulometria de um pé pode alterar propriedades fisico-quimicas de algumas
substancias, afetando, em ultima instancia, o comportamento biofarmacéutico destes
compostos (WADKE et al., 1990).

A distribuicao granulométrica das amostras de talidomida foi avaliada por
difracdo a /aser'®. A técnica consiste na medida da distribuicdo angular de luz apés
incidir em uma dispersdo de particulas suspensas. A luz emitida pelo /aser incide
sobre as particulas, provocando a difragdo. A difragdo gera padrdes de intensidade
luminosa que se apresentam em intervalos angulares regulares, os quais sao
proporcionais ao diametro da particula responsavel pela dispersdo. Esse fluxo
luminoso difratado é captado por um fotodetector, transformado em corrente elétrica,
a qual é digitalizada e processada para uma distribuicAio de tamanho
(STANIFORTH, 2005).

Para efetuar a analise faz-se necessaria a utilizagdo de um agente
dispersante para os pos, caracterizado por ser um liquido inerte em que a amostra
em questdo ndo devera ser soluvel. A agua foi escolhida como meio dispersante
para as amostras de talidomida pelo fato do farmaco apresentar reduzida
solubilidade neste liquido. A analise foi possivel por serem utilizadas elevadas
quantidades de amostra, criando um ambiente saturado que dificulta a solubilizacdo
da substancia.

Os resultados foram expressos graficamente e resumidos em tabela (Figura 7
e Tabela 7).

'® Tendo em vista a restrita quantidade da amostra T, disponibilizada para o trabalho, sua distribuigao
granulométrica foi avaliada por microscopia Optica, por ser um teste que utiliza poucos miligramas de
matéria-prima para a realizacao da analise.
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Figura 7. Histogramas de distribuicdo granulométrica percentual de freqiéncias

relativas e curvas de distribuicdo de freqiiéncias cumulativas para as
amostras de talidomida: a) T+; b) T2; ) Ts; d) Ts; e) Te; f) T7; g) T4'".

Tabela7. Determinacdo do didametro médio de Fraunhofer para as amostras de

talidomida.
Matéria-prima Didmetro médio (um)
T4 52,53
T2 50,61
T3 50,44
T4 77,00
Ts 19,49
Ts 15,60
T7 60,29

A analise granulométrica das amostras demonstra a existéncia de

homogeneidade entre didmetro médio e distribuicdo das particulas para as amostras

" A andlise granulométrica da amostra T, foi realizada por microscopia 6ptica, sendo demonstrado
graficamente seu histograma de distribuicao de freqiiéncias.
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T4, T2, T3 € T;. Praticamente todas as particulas (cerca de 90 %) destas quatro
amostras possuem diametro inferior a 100 um. Os histogramas de distribuicdo de
frequéncia para essas amostras exibem populagcdes assimétricas, podendo
classifica-las como possuindo assimetria negativa, pois apresentam um
alongamento de cauda no sentido das faixas de tamanho menor (STANIFORTH,
2005).

As amostras que apresentaram menores tamanhos médios de particula foram
Ts e Te. A amostra Ts possui uma distribuicdo de freqiéncia que pode ser
classificada como assimétrica, onde 90 % das particulas apresentam diametro
inferior a 38 um. Os histogramas de distribuicdo de freqiéncia demonstram
distribuicdo bimodal para a amostra T¢ € 0 menor valor de didmetro médio dentre
todos os lotes analisados.

Dentre as amostras analisadas, nota-se que as particulas da amostra T4
possuem um diametro médio superior as demais, bem como ampla distribuicao

granulométrica.

De uma maneira geral, a maioria das amostras analisadas apresentaram
tamanho de particula inferior a 100 pm, sendo classificados como pés finissimos (F.
Bras. IV, 1988).

Farmacos com tamanhos de particula reduzidos, proximos a faixa de 10 a 40
gm, podem apresentar, em alguns casos, velocidade de dissolugao aquosa
aumentada quando comparados a particulas maiores para a mesma substancia
(WADKE et al., 1990). Embora um incremento na velocidade de dissolugéo para
farmacos pouco sollveis em agua seja vantajoso, pés com granulometrias inferiores
a 100 ym normalmente geram problemas tecnoldgicos associados a propriedades
como fluxo, geometria de empacotamento e densificacdo das particulas de material
(LANTZ e SCHWARTZ, 1990; STANIFORTH, 2005).

A medida que o tamanho de particula torna-se menor, as forcas de coesao
que atuam entre essas particulas aumentam. Estas interacdes resultam
principalmente das forgas de van der Waals, sendo algumas vezes oriundas de
interacdes eletrostaticas devido a formacdo de cargas por contato ou atrito, bem
como forcas capilares quando existem moléculas de agua na superficie das
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particulas. Particulas pequenas (menores que 150 pm) possuem elevada éarea
superficial, propiciando maior contato interparticular durante o processamento do
farmaco em medicamento. Quando o tamanho de particula se aproxima a 10 ym,
forcas de van der Waals fazem com que os pds se tornem extremamente coesivos,
resistindo ao fluxo por acdo da gravidade (LANTZ e SCHWARTZ, 1990; AMOZA,
2001; STANIFORTH, 2005).

Para as amostras de talidomida, todas as particulas podem apresentar
problemas de fluxo, de acordo com a faixa granulométrica encontrada. No entanto,
deve-se atentar para a existéncia de amostras com tamanho de particula mais
critico. As amostras Ts e Tg apresentam didmetro médio proximo a 20 ym, podendo
acarretar problemas associados a producgao de formas farmacéuticas a partir destas
matérias-primas.

Caracterizou-se o fluxo de algumas amostras através de métodos indiretos,

resultados disponibilizados na Tabela 8.

As amostras T1 e Ts foram escolhidas como fragbes representativas das
amostras avaliadas para as analises indicativas de fluxo por possuirem
caracteristicas diferenciadas entre si e por serem integrantes de lotes disponiveis

para a comercializacéo'®.

Tabela8.  Determinagcdo da densidade bruta (db), densidade de compactagao
(dc), Fator de Hausner (FH) e Indice de Carr (IC) para as amostras Ty e
Ts, estando os valores médios acompanhados do desvio padrao e

desvio Eadréo relativo (DPR%), reseectivamente.

Parametros avaliados'®

Matéria-prima

db (g/mL) dc (g/mL) FH IC (%)

T 0,443 + 0,021 0,564 + 0,031 1,27 £ 0,016 21,34 £ 1,22
1 (4,79) (5,50) (1,27) (5,70)

T 0,275 £0,018 0,411 £0,014 1,50 + 0,069 33,05 £ 3,16

(6,75) (3,35) (4,60) (9,57)

'® Amostras fornecidas em quantidades superiores as demais, possibilitando, desta forma, a
realizacdo dos testes.

'® Os parametros analisados referentes as duas amostras de talidomida, apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (a = 0,05), quando comparados.
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As forcas de coesdo que atuam durante o contato interparticular de um pé
incluem uma série de forcas de natureza diversa, mas que possuem em comum sua
origem superficial, sendo a intensidade das mesmas proporcional a superficie de
contato entre as particulas (AMOZA, 2001). Estas particulas podem estar contidas
dentro de um volume de espaco, e mediante leve vibracao, deslocam-se, ocupando
um volume diferente do anterior. A alteracéo do volume bruto resulta, neste caso, de
um rearranjo na geometria de empacotamento dessas particulas, onde as particulas
empacotadas frouxamente passaram a estar empacotadas de forma mais firme,
aumentando a coesividade entre elas. Deste modo, particulas de pdés com
empacotamento mais firme exigem forgas motrizes de fluxo maiores para fluirem, se
comparadas com as particulas desse mesmo p6 com empacotamento menos denso
(STANIFORTH, 2005).

O conhecimento das caracteristicas de movimentacdo de um po,
determinadas pela geometria de empacotamento e densificacdo destas particulas, é
importante para que se possa estimar o comportamento deste po frente a etapas
tecnolégicas como mistura, compressdo ou encapsulamento deste material
(AMOZA, 2001; BUCKTON, 2005).

A partir dos valores de densidade de compactacao e bruta, HAUSNER (1967)
sugere que se possa predizer a estabilidade de empacotamento de um pd, através
da raz&o entre elas, relacionando o quociente obtido, com o atrito interparticular.
Outro indice similar foi desenvolvido por CARR (1965), onde € avaliada a
capacidade de densificacdo das particulas, gerando indices percentuais de
compressibilidade associados ao tipo de pd analisado.

Apesar dos métodos propostos por Hausner e Carr serem empiricos,
propiciam indicios das caracteristicas de fluxo de um pd quando avaliados em
conjunto com outros parametros, como tamanho de particula e fenémenos de carga
de superficie (WELLS, 2005).

Os resultados obtidos para as duas amostras analisadas expressam valores
para o fator de Hausner acima de 1,25 e indice de Carr maior que 21. Deve-se
observar que a amostra T apresenta valores bem proximos a regido limitrofe,

apresentando empacotamento razoavelmente estavel, onde se poderia melhorar o
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fluxo facilmente por adicdo de deslizantes. Para a amostra Ts, 0 pé se mostra mais
coesivo, apresentando reduzida estabilidade ao empacotamento (CARR, 1965;
HAUSNER, 1967; STANIFORTH, 2005; WELLS, 2005).

by

Esta diferenca relativa a estabilidade de empacotamento das diferentes
amostras do mesmo farmaco, deve-se parcialmente a forma e tamanho de particula
distintos entre elas. A amostra T apresenta tamanho de particula marcadamente
superior a Ts e cristais morfologicamente diferentes. Para o lote Ty, 0s cristais
aparentam possuir hébito tabular, contendo uma superficie com poucas
rugosidades. Os cristais visualizados para Ts classificam-se como aciculares,
apresentando muitas imperfeicdes superficiais. E esperado que cristais pequenos,
no formato de finas agulhas, empacotem suas particulas de modo mais instavel e se
movimentem com maior dificuldade (ver Figuras 18 e 20). Maiores detalhamentos a
respeito das caracteristicas morfolégicas das amostras analisadas serdo discutidos

posteriormente.

Além das variaveis tamanho de particula e forma relacionados a estabilidade
de empacotamento dos pos, a area superficial também pode exercer influéncia em

relacdo as caracteristicas de movimentagéao das particulas.

A area superficial das amostras T1 e Ts foi determinada através do método de
adsorcao em fase gasosa, de acordo com a teoria de B.E.T. (Brunauer-Emmett-
Teller). Os resultados estdo expressos na Tabela 9.

O método utilizado para a interpretacdo dos resultados foi proposto por
Brunauer, Emmett e Teller (B.E.T.), o qual considera que for¢cas geradoras do
mecanismo de condensacgao dos gases também sdo responsaveis pela energia de
ligacdo para a adsorgdo multimolecular em gases. Através deste método obtém-se
uma série de valores relacionando volume molar do gas utilizado versus a razéo
entre a pressao total do gas e a pressao de vapor do gas adsorvido. Algumas vezes
torna-se dificil ou inconveniente coletar multiplos pontos, no decorrer das analises.
Nesses casos indica-se a utilizagdo de um unico ponto, o qual deve estar proximo ao
limite superior de uma plotagem linear de multiplos pontos.

A técnica consiste primeiramente na desgaseificacdo da amostra, auxiliada

pela utilizacdo de temperaturas elevadas, posterior insercdo em uma camara a
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vacuo, onde o gas é adicionado aos poucos. A temperatura da amostra é reduzida
pela adicao de nitrogénio liquido, efetivando a adsorcao das moléculas de gas. As
moléculas vao adsorvendo na superficie do solido, formando uma fina camada que
recobre toda a superficie do material. O nimero de moléculas necessarias para
recobrir a superficie adsorvente com uma monocamada destas moléculas pode ser
estimado, e, desta forma, a area superficial pode ser calculada. O volume de gas
adsorvido versus valores de pressao gerados no sistema pela adicdo do gas, a uma
determinada temperatura, sao plotados graficamente, gerando uma isoterma de
adsorcao (WEBB e ORR, 1997).

Tabela9.  Area superficial apresentada para as amostras Ty e Ts, calculadas
através do método de B.E.T.

Matéria-prima Area superficial (m?/g)
T4 0,45
Ts 1,29

Os resultados demonstram que a amostra Ts apresenta area superficial
marcadamente superior a Ty. De acordo com o esperado, particulas menores
apresentaram maior area superficial. Adicionado a isto, ao avaliar fotomicrografias
exibidas para a amostra Ts, percebe-se que ha grande quantidade de fissuras e
irregularidades superficiais (ver item 5.3), o que certamente favorece o aumento dos
valores da area de superficie para esta matéria-prima.

A maior area superficial apresentada por Ts em relacdo a T4 ocasiona maior
superficie de contato entre as particulas da amostra, refletindo em elevada
coesividade do pd, afetando, conseqlentemente, a estabilidade de empacotamento

para esta matéria-prima.

O angulo de repouso € a medida relativa do grau de fricgdo entre as
particulas de pd, especificamente para particulas finas e pode gerar indicativos de
fluxo para solidos pulvéreos, quando avaliada adicionalmente a outros métodos. No
entanto, muitas vezes essa medida pode apresentar variacbes dependendo das
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condicbes experimentais utilizadas e fracdo da amostra escolhida para a
determinacao, o que acarreta valores nao representativos para todo o lote analisado
(LANTZ e SCHWARTZ, 1990; STANIFORTH, 2005). As amostras de talidomida
analisadas através deste método, T1 e Ts, ndo apresentaram escoamento suficiente
durante o procedimento, impedindo a obteng¢édo dos valores de angulo de repouso.
Esse resultado confirma, mesmo que empiricamente, as caracteristicas de fluxo

debilitadas para as amostras.

As caracteristicas tecnologicas avaliadas para as amostras pulvéreas de
talidomida podem ser determinantes para o comportamento do farmaco nas etapas
de producdo do medicamento. As diferentes amostras apresentando tamanho de
particula e estabilidade de empacotamento diferenciados podem refletir em
problemas tecnolégicos a medida que a propor¢édo de substancia ativa é aumentada
nas formulagdes. Atualmente no Brasil, o farmaco € comercializado na concentragédo
de 100 mg por dose unitaria, na forma de comprimidos, sendo que o mesmo
constitui aproximadamente 50 % do peso total do comprimido (FUNDACAO
EZEQUIEL DIAS, 2007). Com a aprovacgao da utilizagdo do farmaco para tratamento
de céancer, como mieloma multiplo (BRASIL, 2002; FDA, 2006), a formulacdo de um
medicamento com concentracdo de substancia ativa superior a tradicional deve ser
indicada (em torno de 200 mg por comprimido), a qual ja vem sendo desenvolvida
por laboratérios americanos (CELGENE CORPORATION, 2007). Portanto, com o
aumento da fracao de substancia ativa na formulacdo, o comportamento tecnologico
dos pos isolados de talidomida passam a ter interferéncias significativas nas etapas
de producao do medicamento.

5.3 Caracterizacao Cristalografica, Espectroscopica e Morfologica das
Estruturas Cristalinas Apresentadas pelas Matérias-Primas de Talidomida

A grande maioria dos farmacos comercializados atualmente consiste de
cristais em nivel molecular. O arranjo e estruturagdo das moléculas de um farmaco
em um cristal determina propriedades fisicas deste composto, influenciando de

maneira direta o processamento e formulag&o de farmacos em formas farmacéuticas
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sélidas e, em certos casos, as propriedades quimicas sao alteradas dependendo da
forma cristalina apresentada. Nestes casos, uma série de propriedades intrinsecas
de um farmaco pode ser modificada, tais como velocidade de dissolugdo e
estabilidade. O entendimento da relagédo entre estruturas fisicas e as propriedades
fisico-quimicas e biofarmacéuticas de sélidos farmacéuticos é importante para que
se possa selecionar a forma cristalina mais conveniente para o posterior
desenvolvimento de um medicamento (DATTA e GRANT, 2004).

O método de difracdo de raios X €&, sem duvida, a técnica mais util e
importante para a avaliagdo estrutural e caracterizagdo de materiais cristalinos.
Praticamente todo o tipo de estrutura cristalina pode ser determinada através desta
técnica, pois cada substancia possui seu proprio difratograma padrao caracteristico,
0 qual pode ser utilizado como uma espécie de “impressao digital” Unica para cada
material, possibilitando a identificacdo de fases de forma direta e inequivoca (WEST,
1984).

A analise por difratometria de raios X é uma metodologia fundamental para o
estudo de polimorfismo e transicdo de fases, além de fornecer informacdes
necessarias a determinacdo precisa de parametros de célula unitaria, sendo a
técnica usual, talvez Unica, que possibilite a andlise de fases cristalinas (WEST,
1984).

Procedeu-se a andlise por difratometria de raios X para as amostras de
talidomida, a qual forneceu os difratogramas demonstrados na Figura 8.

A partir de avaliacdo visual dos difratogramas expressos na Figura 8,
percebe-se que algumas amostras de talidomida apresentam diferengas entre si, no
que diz respeito a posicao e intensidade dos picos. Através de uma andlise mais
detalhada, foram comparados os valores das distancias interplanares das estruturas
cristalinas das matérias-primas de talidomida onde se constatou uma real diferenca

existente entre elas®.

2 As tabelas apresentando os valores de 26, das distancias interplanares e intensidades relativas,
calculadas a partir de difratogramas referidos pela literatura e obtidos neste trabalho, estao inseridas
nos Anexos, Tabelas A1 e A2.
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Figura 8. Difratogramas caracteristicos apresentados pelas as amostras de
talidomida.

Nota-se que as amostras Tq, T, T3, Ts e T; possuem difratogramas
semelhantes, bem como valores de 26 e distancias interplanares. Esta comparacao
pode ser visualizada com maior detalhamento na Figura 9. Para estas amostras, os
picos de maior intensidade sdo os que apresentam valores de graus 26 (e distancias
interplanares) proximos a 11,33 (7,80), 14,34 (6,17), 19,23 (4,61), 22,90 (3,88),
26,11 (3,41) e 30,37 (2,94) (POWDER DIFFRACTION FILE, 1967). Difratogramas
similares referidos para o farmaco, sdo encontrados na base de dados da entidade
responsavel pelo registro dos padrdes de difragcdo para substancias cristalinas, Joint
Committee on Powder Diffraction Standards (JCPDS) e também em publicacbes de
ALLEN e TROTTER (1970 e 1971), onde os autores apresentam um estudo

cristalografico completo para a substancia.
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Figura 9. Difratogramas das amostras que apresentam um padrdo de difracao
semelhante.

Embora a maioria das amostras apresente um padrao de difragcao similar, dois
difratogramas sao diferentes dos demais, que sao os referidos para os insumos T4 e
Ts. A amostra Ts possui 0s picos caracteristicos nas mesmas posigcdes de 26
referidas para as amostras citadas anteriormente. No entanto, observa-se a
existéncia de picos adicionais, menos intensos, mas que n&do sédo evidentes nos
difratogramas apresentados na Figura 9. Alguns destes picos adicionais séo
similares aos da amostra T4, embora com intensidades marcadamente inferiores,
como pode ser observado na Figura 10. Calculo de valores de 26 e de distancias

interplanares podem ser verificados nos Anexos, Tabelas A2.

85



Resultados e Discussao

120000 1

90000 F
]
5
2 60000 fre T
9 5
(14}
ke
2
© 30000 |
=

of T,
10 20 30 40
26 (°)

Figura 10. Comparagao entre os difratogramas da amostra T (escolhida como
representante das cinco amostras que possuem difratogramas
similares), Ts e Ty.

Em relacdo a da amostra T4, percebe-se claramente que se trata de uma
estrutura cristalina diferente das demais. O padrao de difragcdo encontrado para esta
matéria-prima apresenta como valores angulares de 26 (e distancias interplanares)
dos principais picos 11,89 (7,44), 13,00 (6,80), 13,80 (6,41), 17,13 (5,17), 19,32
(4,59), 24,17 (3,68), 25,76 (3,45) e 29,42 (3,03), como pode ser observado na Figura
11.
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Figura 11.  Difratograma apresentado pela amostra Ta.

O padrao de difracao demonstrado para T4 assemelha-se ao encontrado por
REEPMEYER e colaboradores (1994) e CAIRA e colaboradores (1994) para o
farmaco talidomida, trabalhos publicados quase que simultaneamente, em que
relatam a existéncia de uma nova fase cristalina para a substancia. A partir de um
completo estudo cristalografico, onde a estrutura cristalina desta nova forma foi
determinada, os autores afirmaram que o farmaco talidomida apresenta

polimorfismo.

REEPMEYER e colaboradores (1994) denominaram a nova forma cristalina
para o farmaco talidomida de polimorfo 3. A estrutura cristalina até entdo conhecida,
caracterizada por ALLEN e TROTTER (1970 e 1971), foi chamada de polimorfo a.
Esta nomenclatura sera adotada neste trabalho para classificar as duas formas

polimérficas para o farmaco.

Através do refinamento estrutural para o polimorfo o, ALLEN e TROTTER

(1971) definiram a conformacdo molecular para esta estrutura. As moléculas de
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farmaco formam dimeros, unidos por ligacdo de hidrogénio, ao redor de centros de
simetria. Esta unido entre as moléculas gerando os dimeros ocorre entre &tomos de
hidrogénio ligados ao nitrogénio do anel glutarimida e atomos de oxigénio da
carbonila presente no anel glutarimida de moléculas adjacentes (N-H...O). Desta
forma, a unido ocorre através de duas ligacdes de hidrogénio idénticas em relacéo
as suas dimensdes (Anexos, Figura A1). Devido a presenca destes centros de
simetria, os dimeros formam pares de enantibmeros R/S, caracterizando o polimorfo
como sendo racémico.

Para o polimorfo B, ocorrem ligagcdes de hidrogénio ao redor de um centro de
simetria similarmente ao apresentado para o polimorfo a. No entanto, as moléculas
sao rotadas de tal forma que os atomos de hidrogénio formam ligagdes bifurcadas,
associadas a um oxigénio da carbonila do anel ftalimida, gerando um empilhamento
de dimeros infinito (Anexos, Figura A1). Da mesma forma que ocorre para o
polimorfo a, os dimeros sdo formados através da ligacdo entre atomos N-H do anel
glutarimida e oxigénios da carbonila do anel glutarimida presente em outra molécula.
A diferenca ocorre quando o mesmo atomo de hidrogénio presente no anel
glutarimida, liga-se ao atomo de oxigénio da carbonila presente no anel ftalimida em
uma molécula adjacente. Como consequiéncia de operagdes de simetria envolvidas,
os pares de dimero R/S sdo unidos de uma maneira que faz com que todos
enantibmeros R permanecam em um lado do empilhamento infinito e,
conseqlentemente, os enantibmeros S do lado oposto. Portanto, o polimorfo B
também pode ser denominado de racémico. Outra significante modificagcdo no
empacotamento das moléculas de farmaco na forma cristalina B é relativa ao
empilhamento paralelo infinito dos grupos aromaticos presentes (CAIRA et al., 1994;
REEPMEYER et al., 1994).

A existéncia de polimorfismo em um farmaco condiciona distintas
propriedades fisicas e algumas vezes quimicas, podendo até mesmo afetar sua
eficacia, em casos mais extremos. Polimorfos podem apresentar distintas
propriedades, como caracteristicas de empacotamento (volume e densidade molar,
condutividade, higroscopicidade), propriedades termodinamicas (temperatura de
fusdo e sublimagéo, energia interna, entalpia, entropia, energia livre, pressao de
vapor, solubilidade), propriedades espectroscopicas (transicdes eletrdnicas,
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transicdes vibracionais, transices rotacionais, alteragdes em ressonancia magnética
nuclear), propriedades cinéticas (velocidade de dissolugéo, velocidade de reac¢do no
estado solido, estabilidade), propriedades de superficie (energia livre superficial,
tensGes interfaciais, habito) e propriedades mecéanicas (dureza, compactabilidade,
compressibilidade) (DATTA e GRANT, 2004).

A analise por espectroscopia na regidao do infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR), empregada rotineiramente na identificacdo de farmacos, também se
mostra muito Uutil na diferenciagdo entre fases cristalinas as quais apresentam
polimorfismo ou pseudo-polimorfismo. Além da vantagem de ser uma técnica pouco
trabalhosa, rapida e que requer quantidade de amostra inferior a 3 mg, fornece
informacgdes a respeito de aspectos conformacionais estruturais entre ligagdes intra
e intermoleculares de uma substancia, complementando, desta forma, dados obtidos
por difratometria de raios X (KALINKOVA, 1999).

Através das analises comparativas entre espectros referidos pela literatura e
obtidos neste trabalho, observa-se que as amostras classificadas como polimorfo a,
caracterizadas por difratometria de raios X, apresentam espectros similares aos
relatados por DIBBERN (1978) e MOFFAT (2004), também determinado por
REEPMEYER e colaboradores (1994) para este polimorfo. Essas andlises podem
ser visualizadas nas Figuras 12, 13 e 14 e nos Anexos, Figuras A2, A3, A4 e A5.

70 4
60—- ﬂ
50

10+

30

Transmitancia (%)

20

10 +

0

T T T T T T T T T T T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Figura 12.  Espectro na regidao do infravermelho para a amostra T;.
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Figura 13.  Espectro na regido do infravermelho para a amostra Ts.
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Figura 14. Espectro na regido do infravermelho para a amostra de talidomida
padrdao USP.

Para a amostra Ts, 0 espectro mostrou-se completamente sobreponivel ao
referido para o polimorfo o (REEPMEYER et al, 1994). De acordo com o

difratograma obtido para este insumo, observou-se pequena contaminagdo com o
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polimorfo B, a qual ndo foi detectada por FT-IR. Isto pode ser explicado pelo fato da
fracdo de contaminante, aparentemente, ser muito pequena e também por FT-IR
apresentar uma sensibilidade menor do que a difratometria de raios X, para a
finalidade de diferenciar fases cristalinas (KALINKOVA, 1999).

De acordo com a Figura 14 nota-se que o espectro da amostra talidomida
padrao USP apresentou-se similar ao espectro relativo ao polimorfo o. Esse
resultado gera duas possiveis interpretagdes: esta forma cristalina é a preferida,
embora ndo sejam apresentados motivos plausiveis para a escolha, ou o polimorfo a
€ predominante no processo de sintese. Deve-se observar que ndo existe nenhum
relato de polimorfismo cristalino atribuido a talidomida na monografia do farmaco
(USP 29, 2006) ou mesmo em laudos de obtencdo do insumo padronizado pela

Farmacopéia Americana (2006); (USP THALIDOMIDE REFERENCE STANDARDS,
2005).

O espectro da amostra T4 (Figura 15) confirmou as informagdes fornecidas
pelo difratograma deste insumo, demonstrando que se trata do polimorfo . O
espectro da amostra foi comparado ao referido por REEPMEYER e colaboradores

(1994) para o polimorfo B, demonstrando que os mesmos séo similares entre si.
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Figura 15.  Espectro na regiao do infravermelho para a amostra Ta.
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A talidomida € classificada como uma imida ciclica (Estrutura Figura 1), com
grupos funcionais absorvendo em vmax (KBr/cm™) caracteristicos. Comparando-se os
espectros dos polimorfos o e 3, percebe-se que 0s mesmos apresentam similaridade
em relacdo a maioria das bandas, mas que possuem diferencas importantes em
algumas regidées do espectro, como pode ser observado na Tabela 10 e Figuras 16 e
17. Analise comparativa entre as principais bandas apresentadas pelos polimorfos
de talidomida relatadas pela literatura e observadas neste trabalho encontram-se
descritas nas Tabela A3 e A4 (Anexos), respectivamente.

Ao analisar os espectros de todas as amostras estudadas, observa-se, em
alguns casos, a presenga de uma banda relativamente intensa, em forma de
dubleto, na regido de 2350 cm™. Esta banda de absorcao é relacionada ao diéxido
de carbono (O=C=0) (NAKANISHI, 1962) presente no ar atmosférico, durante as

andalises.

Tabela 10. Bandas caracteristicas observadas através dos espectros na regidao do
infravermelho para amostras representantes do polimorfo a (T4) e
olimorfo B (T4) de talidomida.

. -1
Bandas caracteristicas - vma« (KBricm™) | anglise espectral (NAKANISHI, 1962;
_ _ PAVIA et al., 2001)
Polimorfo o Polimorfo
5 - R Deformagdo axial da ligagdo N-H,
3195;~ 3099 3278 caracteristica de lactamas ciclicas.
5 . N " Deformagdo axial assimétrica e
2906; ~ 2853 2952; ~ 2905 simétrica da ligacao C-H de alcano.
Deformacdo axial assimétrica e
~1772; ~ 1704 ~1773; ~1710 simétrica da ligacdo C=0O de imidas
ciclicas.
~1601: ~ 1468 ~1607: ~ 1460 Peformagao axial da ligagdo C=C de
enila.
~ 1261 ~ 1260 Deformacao axial da ligagao C-N.
R 5 Deformacao angular fora do plano da
853 799 ligacdo C-H de anel aromatico.
Deformacao angular fora do plano da
~ 727 ~718 ligacdo C-H de anel aromatico
ortodissubstituido.
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De acordo com NAKANISHI (1962), a analise estrutural de amidas através de
espectroscopia em infravermelho € complicada, embora extensivamente estudada.
Amidas analisadas por FT-IR em estado sélido s&o particularmente sensiveis a
orientagao cristalina da substancia analisada. O efeito de substituintes pode nao ser
evidenciado em alguns casos e, em estruturas mais complexas, pode haver

deslocamento de bandas caracteristicas a menores freqiéncias.

As regides do espectro que diferenciam os dois polimorfos de talidomida séo
observadas para a ligacdo v N-H (acima de 3000 cm™) e a fragdo associada com a
presenca de anel aromatico (900 cm™ a 690 cm™) (Figuras 16 e 17).
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Figura 16. Fragbes do espectro na regidao do infravermelho para a amostra Ty,
apresentando bandas caracteristicas de polimorfo a.
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Figura 17. Fracbes do espectro na regidao do infravermelho para a amostra Ty,
apresentando bandas caracteristicas de polimorfo f.
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O polimorfo o, como discutido anteriormente, é formado por dimeros
racémicos. De acordo com NAKANISHI (1962), lactamas diméricas, como o
polimorfo o, apresentam bandas préximas a 3175 cm™” para a ligagdo v N-H,
observando-se, em algumas circunstancias, uma banda adicional na regido de 3100
cm™. Para o polimorfo B, existe uma Unica banda para a ligagdo v N-H, préxima a
3300 cm’, caracteristica para lactamas ciclicas (NAKANISHI, 1962; PAVIA et al.,
2001). Apesar do polimorfo  também ser formado por dimeros, existe um padréo de
ligacbes de hidrogénio diferenciado, formando um empilhamento infinito das
moléculas ao longo de um eixo de simetria, conduzindo a uma mudanca significativa
no empacotamento dos grupos aromaticos para este polimorfo (REEPMEYER et al.,
1994). E possivel que a diferenca existente entre os espectros dos dois polimorfos
na regiao citada seja devido a distintos padrdes das ligacées de hidrogénio.

As diferengcas polimoérficas fazem com que o processo de crescimento
cristalino seja diferenciado, refletindo no formato dos cristais, evidenciado através da
andlise morfoloégica dos cristais das diferentes matérias-primas. Avaliando-se
fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV), observam-
se cristais com habito cristalino prismatico tabular para algumas amostras
classificadas como polimorfo a, que pode ser observado nas imagens apresentadas
na Figura 18. ALLEN e TROTTER (1971) ja haviam notificado a tendéncia a
formacao de cristais com habito cristalino tabular para o polimorfo o, em processo de

recristalizacao utilizando dimetilformamida.
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Figura 18.  Fotomicrografias das amostras Ti, To, T3 € T7, classificadas como
polimorfo o e que apresentam habitos cristalinos similares.
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Observa-se que as amostras T4, T, T3 e T7 sdo bastante similares em relacao
a morfologia externa de seus cristais e apresentam distribuicdo do tamanho de
particula relativamente homogénea (j& evidenciado por andlise granulométrica).
Percebe-se que os cristais mostram-se grandes e com superficie pouco irregular.

O polimorfo B (T4) possui cristais com habito cristalino caracteristico, tratando-
se de particulas em formato de placas pontiagudas. Os cristais para esse polimorfo
sdo maiores que os ja relatados, possuindo superficie lisa, com poucas rugosidades
(Figura 19).

Figura 19.  Fotomicrografias da amostra Ty, classificada como polimorfo B.

A forma de um cristal é estabelecida de acordo com a velocidade relativa de
crescimento cristalino (quando ocorre um crescimento mais lento, obtém-se faces
maiores) e do sistema cristalino ao qual a substancia pertence. A velocidade de
crescimento é determinada, primeiramente, pela forca de ligacdo existente entre as
particulas e depende essencialmente da “arquitetura interna” do cristal. Porém,
fatores externos interferem na velocidade de crescimento, o que influenciara o habito
cristalino (aparéncia externa do cristal) (BERKOVITCH-YELLIN, 1985).

Analisando as imagens obtidas por MEV para a amostra Ts (Figura 20),
percebe-se que se trata de formas cristalinas bem diferentes daquelas ja

demonstradas para o polimorfo o. A amostra Ts apresenta-se majoritariamente como
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polimorfo a, possuindo pequena contaminagdo com o polimorfo . No entanto, os
cristais desta amostra possuem habito acicular, apresentando formato de pequenas
agulhas, na maioria dos casos, que se aderem entre si e as particulas maiores,
formando um emaranhado de particulas diminutas unidas coesivamente. Em
fotomicrografias obtidas através de elevado aumento de tamanho, observa-se

fendas e irregularidades presentes na superficie destes cristais.

Caracteristicas similares sdo encontradas para a amostra T (Figura 21), em

by

gue pode ser visualizada, com grande nitidez, a tendéncia a aglomeragcdo dos

pequenos cristais.

Figura 20. Fotomicrografias apresentadas para a amostra Ts.
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A amostra T, anteriormente caracterizada como polimorfo o, possui cristais
muito pequenos com habito placéide, sendo que as placas se justapdem. Observa-
se, através da Figura 21, que a superficie das particulas € bastante acidentada e

irregular.

Figura21. Fotomicrografias apresentadas para a amostra Te.

A formacdo de diferentes habitos cristalinos para cristais que possuem a
mesma estrutura interna surge em decorréncia das condicdes empregadas durante
0s processos de cristalizacdo e consequente crescimento dos cristais. Desta forma,
0 processo de crescimento destes cristais afeta o formato externo dos mesmos
devido a interferéncia na aproximacao uniforme das moléculas em diferentes faces
do cristal durante a cristalizagdo. O crescimento cristalino pode ser impedido por

cristais adjacentes que crescem simultaneamente ou pelo contato com paredes de
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um recipiente. Como resultado, o desenvolvimento de faces planas pode ser inibido
ou haver a formacao de cristais irregulares (HALEBLIAN, 1975; TIWARY, 2001).

Durante o processo de cristalizagdo de uma substancia, existem fatores
externos que podem conduzir a formagao de um habito cristalino em especial, tais
como velocidade de resfriamento e agitacdo da solugédo, grau de supersaturacao,
natureza do solvente de cristalizacdo e concentragdo de impurezas presentes
(HALEBLIAN, 1975; BERKOVITCH-YELLIN, 1984; SHEKUNOV e YORK, 2000;
TIWARY, 2001).

Qualquer mudanca nas variaveis ha pouco elencadas, mesmo que minimas,
pode afetar o crescimento do cristal e conseqientemente o habito cristalino,
refletindo nas propriedades cristalinas, como tamanho de particula, forma, pureza e
imperfeicbes na estrutura, seguido de alteragdes em propriedades termodinamicas e
mecanicas do cristal (HALEBLIAN, 1975; SHEKUNOV e YORK, 2000). Portanto,
para a obtencdo de um Uunico e padronizado habito para qualquer elemento
cristalino, sao requeridas condigdes de cristalizagdo que ocorram sempre de modo
idéntico (HALEBLIAN, 1975).

De acordo com todas as amostras de talidomida avaliadas, nota-se que
existem cristais com morfologias variadas, além do tamanho de particula, ndo se
mostrando homogéneas entre si, na maioria dos casos. Existem pelo menos quatro
tipos de habitos cristalinos diferentes, sendo um deles claramente atribuido ao
polimorfo B e trés deles relatados para amostras de polimorfo o. Esta diversificagéo
relativa a morfologia cristalina mostra produtos com cristais que além de
apresentarem diferencas estruturais internas, também s&o diferenciados
externamente. Como consequéncia, varios parametros farmacéuticos podem ser
influenciados, tais como fluxo de escoamento, empacotamento, compactagao,
compressibilidade, solubilidade e dissolucao (TIWARY, 2001; MANISH et al., 2005).

Portanto, torna-se necessario avaliar a associacdo mais adequada entre
formas polimorficas e habitos cristalinos em etapas de pré-formulacdo, definindo
metodologias de obtengao para o fdrmaco que conduzam a uma forma padronizada
e controlada dos processos de sintese e cristalizagdo, obtendo-se um produto com
forma fisica e cristalinidade pré-estabelecidas, estimando-se, consequentemente,
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propriedades fisicas e quimicas desta substadncia (SHEKUNOV e YORK, 2000;
TIWARY, 2001).

5.3.1 Analise Quantitativa de Misturas de Fases Cristalinas Através do Refinamento

Estrutural pelo Método de Rietveld®'

A andlise quantitativa da composicao polimérfica de um farmaco no estado
solido é utilizada para garantir a seguranca e eficacia do mesmo ou para estabelecer
e validar o controle do processo de producao farmacéutico, onde é conhecida a
diferenga entre propriedades fisicas dos polimorfos, que refletem no desempenho da
forma farmacéutica final (biodisponibilidade, estabilidade, etc.) ou afetam a
reprodutibilidade dos processos produtivos (STEPHENSON et al., 2001).

A obtencdo de um produto farmacéutico constituido por uma mistura entre
fases cristalinas pode representar um problema durante o0 processo de
desenvolvimento de um novo farmaco, tornando-se necessario o controle
quantitativo das proporgdes entre formas polimérficas presentes. De acordo com
especificacbes do FDA, para determinados farmacos onde o estado cristalino
interfere em propriedades fisico-quimicas dos mesmos, a proporcdo entre fases
polimoérficas deve permanecer dentro dos limites especificados pré-estabelecidos,
durante todo o tempo de vida do produto (VIPPAGUNTA et al., 2001). A pureza
polimorfica € um parédmetro exigido para alguns farmacos em compéndidos oficias,
como a Farmacopéia Americana (USP 29, 2006), citando-se como exemplo o
farmaco carbamazepina, onde é admitida somente a presenca da fase [ anidra,
considerando-se a fase a anidra e a diidratada, contaminantes em formulagcdes
disponiveis comercialmente (IYENGAR et al., 2001). Desta forma, desenvolver
métodos de preparo do farmaco que possibilitem a formagédo de apenas uma forma
cristalina estavel torna-se uma obrigatoriedade, de acordo com alguns 6rgaos
reguladores (VIPPAGUNTA et al., 2001).

#' Refinamento realizado por Giovanna Machado, pés-doutoranda vinculada ao Instituto de
Geociéncias, desta Universidade.
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A difratometria de raios X em pds é a técnica mais utilizada e precisa para
estimar quantitativamente a presenca de misturas polimorficas. Esta técnica requer,
fundamentalmente, difratogramas com picos que apresentam elevada intensidade e
resolugédo, pois a medida desta intensidade, para cada forma, sera relacionada a
proporcdo dos componentes. Modernas técnicas computacionais aplicadas a
difratogramas permitem a andlise quantitativa de mistura com multicomponentes

cristalinos usando um completo perfil de difragdo (VIPPAGUNTA et al., 2001).

Varias técnicas computacionais utilizadas para predizer a estrutura de
elementos cristalinos tém sido desenvolvidas, envolvendo programas de refinamento
que fornecem resultados de alta confiabilidade. Estas técnicas também sdo uteis
para a determinagdo quantitativa de misturas entre polimorfos, através da
comparagcdo entre difratogramas experimentais e preditos, utilizando-se dados
referentes a grupos espaciais e parametros de rede correspondentes. A maioria dos
métodos computacionais utilizados para a solucdo de estruturas cristalinas usa de
forma parcial ou total, andlises por Rietveld para o refinamento estrutural de um
composto (DATTA e GRANT, 2004). Até o momento, a analise por Rietveld é a
metodologia mais precisa quando se busca avaliar quantitativamente a mistura de
fases sdlidas multiplas, pois é baseada em parametros estruturais, apresentando
andlise detalhada de todo o difratograma (IYENGAR et al., 2001).

Com o intuito de quantificagdo das fases cristalinas presentes nas amostras
de talidomida, os padrdes de DRX foram refinados pelo método de Rietveld, através
de calculos baseados em parametros estruturais®®. A qualidade do ajuste foi
avaliada por examinagéao visual comparativa entre padrées observados e calculados,
apresentados a partir de producdo gréafica obtida ao final dos refinamentos por
Rietveld, os quais podem ser visualizados nas Figuras de 22 a 31. Os pontos
vermelhos representam o difratograma observado experimentalmente e as linhas em
preto indicam o padrdo calculado. O grau de concordancia entre os padrdes
observados e calculados € expresso através da plotagem da diferengca existente
entre eles, demonstrado em azul. As linhas verticais verdes representam as

posicdes dos picos dos polimorfos o ou B.

#2 Os parametros estruturais dos polimorfos o e p de talidomida referidos pela literatura encontram-se
listados na Tabela A5 dos Anexos.
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O refinamento por Rietveld permitiu estabelecer que 100 % da amostra T, €
composta pelo polimorfo a (Figura 22), através da analise de parametros de rede,

posicdes atdmicas e fatores de qualidade de ajuste.
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Figura 22.  Difratograma de raios X e refinamento pelo método de Rietveld para a
amostra To.

As andlises de Ty e T3 (Figuras 23 e 24) demonstram que as amostras sao
compostas somente de fase a. Porém, através da visualizacdo dos graficos gerados
a partir do refinamento, pode-se perceber a existéncia de diferenga de intensidade
entre padrées observados e calculados, principalmente em torno dos picos maximos
11,33° (20) e 19,20° (26). Isso acontece porque as amostras exibem orientagcéao
preferencial, que pode ocorrer devido a manipulacdo inadequada das amostras
antes das analises ou degradacdao da estrutura cristalina (KINAST, 2000;
MACHADO, 2005).
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Figura 23. Difratograma de raios X e refinamento pelo método de Rietveld para
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Apesar de ser geralmente indesejavel em medidas por DRX, a orientagédo
preferencial ndo gera grandes problemas em relacéo a interpretacéo dos resultados,
guando em graus moderados (MACHADO, 2005). Ao mesmo tempo que a diferenca
entre a intensidade dos picos observados e calculados pode ser inaceitavel para
refinamento estrutural, € tolerada em medidas quantitativas de fases, quando
representam pequena contribuicdo aos indices de erro das analises (IYENGAR et
al., 2001).

O refinamento por Rietveld confirmou as analises anteriores, demonstrando
que a amostra T, € composta por fase B (Figura 25). A amostra sofre orientagao

preferencial nos picos 11,89°26 e 24,17 °26.
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Figura 25. Difratograma de raios X e refinamento pelo método de Rietveld para a
amostra Ty.

Para amostra T4, foi constatada além da fragdo cristalina correspondente ao
polimorfo B, a presenca de fragbes amorfas, como pode ser avaliado em imagem
ampliada (Figura 26), classificando-se a matéria-prima de semicristalina. Detecta-se
a presenca de halos amorfos quando a linha de base do difratograma obtido
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experimentalmente (pontos vermelhos) esta acima da linha de base (background)
real do difratograma (linha preta horizontal), podendo-se obter o valor percentual de
fase amorfa através do célculo relativo entre as areas dos picos de Bragg e a area
do halo amorfo (MACHADO, 2005). A propor¢cao de fase amorfa presente para a
amostra T4 € de 20 a 25 % do total.
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Figura 26.  Difratograma de raios X e refinamento pelo método de Rietveld para a
amostra T4, em imagem ampliada evidenciando halos amorfos
presentes.

Embora ndo exista uma interface bem definida entre a regido amorfa e
cristalina, utiliza-se o modelo de duas fases para a estimativa das proporcdes
existentes entre elas. Um dos métodos utilizados (KINAST, 2000) para a
determinacdo da cristalinidade relativa baseia-se na relagdo entre as areas das
fases cristalina e amorfa. A aplicacdo do método de Rietveld para determinacédo da
cristalinidade relaciona as contribuicbes cristalinas para a area total sob o
difratograma através de um refinamento e a linha de base real deste difratograma é
definida ponto a ponto. E projetada também uma linha para a separacdo de ambas
as fases, através da interpolacdo da selecdo manual de varios pontos. Com a
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estimativa da linha de base real e linha de separacao entre as fases, adicionado ao
procedimento usualmente adotado para o refinamento, obtém-se o valor da area
total da contribuicédo cristalina, podendo-se calcular posteriormente a fragcdo amorfa
presente (MCCUSKER et al., 1999; KINAST, 2000; MACHADO, 2005).

O refinamento por Rietveld detectou a presenca de duas fases cristalinas para
a amostra Ts, como pode ser visualizado na Figura 27 (barras verdes verticais
constantes na primeira linha de cima para baixo indicam as posi¢cées dos picos de
Bragg para o polimorfo o e 0 outro conjunto de barras verdes indica a presenca do
polimorfo B). Os célculos demonstraram que a amostra € constituida 96,24 % por

fase a e 3,76 % por fase B, sendo que os erros envolvidos sdo menores que 1 %.
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Figura 27.  Difratograma de raios X e refinamento pelo método de Rietveld para a
amostra Ts.

Através do refinamento para a amostra T, pode-se perceber que a mesma é
constituida somente por fase o (Figura 28). Outra caracteristica importante € o fato
da mesma apresentar regides amorfas, sendo, portanto, uma amostra semicristalina

(Figura 29). A proporgao de material amorfo presente fica em torno de 16 %.
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Figura 28.

Figura 29.
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O mesmo ocorre para a amostra T;, a qual é constituida somente pelo
polimorfo o e apresenta-se como matéria-prima semicristalina (Figuras 30 e 31). As
fracbes amorfas representam 20 % do total da amostra. A amostra também sofre

orientagao preferencial nos picos maximos de intensidade.
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Figura 30. Difratograma de raios X e refinamento pelo método de Rietveld para a
amostra T.
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Figura 31.  Difratograma de raios X e refinamento pelo método de Rietveld para a
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Sendo assim, € confirmada a predominancia do polimorfo o entre as sete
amostras de talidomida analisadas, estando 0 mesmo presente em seis delas,
enquanto que o polimorfo B em apenas duas das amostras, misturado a outras
fases. Através do refinamento por Rietveld houve a possibilidade de identificar um
novo e importante elemento presente, a fase amorfa, a qual surge junto de outras

fases, em trés das matérias-primas avaliadas.

O que se pode perceber através destas analises é a ndo periodicidade nos
processos de obtencdo do produto, devido a formacédo de matérias-primas algumas
vezes distintas entre si, no que diz respeito a organizacdo das moléculas a nivel

molecular, refletindo na formagao de produtos com diferentes fases.

5.4 Avaliacao do Comportamento Térmico das Matérias-Primas de Talidomida

Técnicas termoanaliticas possibilitam a avaliagdo de propriedades fisicas e
qguimicas de substancias em funcdo da temperatura, sendo amplamente utilizadas
em analises relacionadas a ciéncia do estado sélido. Na prética, este tipo de analise
possibilita avaliacdo de certas propriedades especificas, como determinacao da
entalpia, capacidade de calor e determinagcdo de temperaturas de fusdo e
recristalizacao, dentre outras (WEST, 1984).

Através de técnicas que envolvem analise térmica é possivel obter
importantes informacdes a respeito de caracteristicas particulares relativas a
distintas fases polimorficas em farmacos, as quais incluem transicdo de fases
polimorficas, estudos cinéticos e de decomposigao térmica, além da determinacao
de diagramas de fases (WEST, 1984; YU et al., 1998). Desta forma, técnicas
termoanaliticas como calorimetria exploratéria diferencial, microcalorimetria,
termogravimetria, espectroscopia ou difragdo de raios X, sao as técnicas de escolha
as quais possibilitam avaliar a relagdo termodindmica existente entre diferentes
fases polimérficas (GIRON, 2001).
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Sendo assim, procedeu-se a andlise térmica das matérias-primas de
talidomida utilizando-se a técnica de calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Os
termogramas obtidos podem ser observados na Figura 32 e 0s eventos térmicos

resumidos numericamente na Tabela 112,
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Figura 32. Termogramas obtidos por DSC para amostras de talidomida.

% Deve-se atentar para algumas observagées ao avaliar os termogramas e a tabela obtidos a partir
das andlises por DSC: os termogramas apresentam os picos endotérmicos voltados para baixo;
considerou-se a temperatura de fusao como sendo a Tyt (FORD e TIMMINS, 1989); a amostra
denominada de “P” refere-se a “Talidomida Padréao USP”.
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Tabela 11. Parametros térmicos obtidos por DSC para amostras de talidomida.

Evento endotérmico
Matéria-prima Primeiro pico Segundo pico

Tonset (°C) AH (J/9) Tonset (°C) AH (J/g)
T4 272,27 19,76 275,54 108,61
To 271,74 13,35 274,90 123,14
T3 272,40 18,52 275,08 95,82
Ty - - 275,27 153,56
Ts - - 274,58 160,69
Te - - 274,83 159,69
T 272,26 119,60 - -
P - - 275,14 156,70

Os primeiros relatos da literatura relacionados a obtengdo do ponto ou faixa
de fusdo da talidomida, indicaram valores de 269 — 271 °C (SCHUMACHER et al.,
1965; ALLEN e TROTTER, 1971). ALLEN e TROTTER (1971) estipularam essa
faixa de fusdo para o polimorfo a, na época a unica forma cristalina de talidomida
conhecida. Atualmente, algumas referéncias ainda citam esta faixa de fusdo para o
farmaco (MOFFAT, 2004), no entanto, a Farmacopéia Americana nao disponibiliza
este tipo de informacdo. Posteriormente, com a obtencdo de uma nova fase
cristalina para o farmaco, tanto REEPMEYER e colaboradores (1994), quanto
CAIRA e colaboradores (1994), observaram que o novo polimorfo (B) apresentava
ponto de fusdo préximo a 275 °C. GOOSEN e colaboradores (2002) também
encontraram valores de fusdo de 275 °C indicado para o farmaco talidomida na
forma de mistura racémica. REEPMEYER e colaboradores (1994) procederam as
suas analises térmicas com auxilio de DSC, onde avaliaram o ponto de fusdo para
ambos polimorfos, percebendo que o polimorfo o apresentava ponto de fusao
proximo a 272 °C.
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O ponto ou faixa de fusdo dos polimorfos de talidomida pode apresentar
pequena variacdo dependendo do tipo de metodologia empregada. Quando foi
utilizado sistema de aquecimento em bloco, acoplado a um microscépio, realmente,
obteve-se valores na faixa de 269 — 271 °C para amostras as quais eram
constituidas pelo polimorfo a, como citado em algumas referéncias, principalmente
as mais antigas. Nas analises por DSC, as mesmas amostras avaliadas
apresentaram ponto de fusédo ligeiramente superior. Pelo fato do DSC ser uma
metodologia mais sensivel e precisa, os valores de fusdo adotados neste trabalho
partiram destas analises.

Ao observar os resultados por DSC, nota-se um comportamento térmico
diferenciado para as amostras de talidomida. Para o polimorfo B, o ponto de fuséo
obtido foi condizente com o referido pela literatura, diferentemente das amostras
constituidas somente pelo polimorfo o, ou majoritariamente, as quais apresentaram

termogramas com parametros térmicos distintos entre si.
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Figura 33. Termogramas obtidos por DSC para as amostras T4, To e Ts.
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As trés primeiras amostras (Tq, To e T3) apresentam duas endotermas de
fusdo (as quais sdo separadas perfeitamente quando se utiliza uma velocidade de
aquecimento de 5 °C/min), sendo que analises anteriores certificaram que as
mesmas possuiam somente o polimorfo o em sua constituicdo. A primeira
endoterma coincidiu com valores de fusao atribuidos ao polimorfo a, com entalpia
envolvida no processo menor que 20 J/g, e a segunda endoterma, curiosamente

mais intensa, ao polimorfo B (como pode ser visualizado na Figura 33).

Para as amostras Ts, T € T7, sendo constituidas por uma mistura de fases,
mas sempre com predominio do polimorfo o, evidenciou-se um comportamento
diferente das trés primeiras amostras. Para a amostra Ts e Tg houve coincidéncia de
valores com a endoterma de fusdo do polimorfo B (Figura 34), inclusive com
praticamente a mesma quantidade de calor envolvido, diferentemente de T7, que

apresentou endoterma caracteristica do polimorfo o (Figura 35).
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Figura 34. Termogramas obtidos por DSC para as amostras Ty, Ts, Tg € P.
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Figura 35. Termogramas obtidos por DSC para as amostras T+, T4 e T.

De acordo com resultados obtidos por FT-IR, pode-se dizer que a amostra
“Talidomida Padrdo USP” (P) é constituida pelo polimorfo a*, no entanto seu

comportamento térmico coincide com valores obtidos para o polimorfo 3 (Figura 35).

Os resultados obtidos por DSC, numa visdo geral, sdo indicativos da
existéncia de transicdo solido-sélido que ocorre entre as fases cristalinas de
talidomida. Aparentemente o polimorfo a se converte em polimorfo  durante o
aquecimento, préximo ao ponto de fusdo de ambas as formas cristalinas
(observando que os dois polimorfos fundem em temperaturas bem préximas). Esta
transicdo de fases para polimorfos de talidomida ja tinha sido sugerida por
REEPMEYER e colaboradores (1994).

24 Apesar da inexisténcia de analises por DRX para a amostra P, neste trabalho, devido & reduzida
quantidade de amostra disponibilizada, pode-se denomina-la de polimorfo o. de acordo com espectros
em FT-IR, os quais se mostraram relativamente coerentes com as analises por DRX para o restante
das amostras avaliadas.
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Um comportamento térmico similar ao relatado para talidomida também é
verificado para outros farmacos, como a carbamazepina, onde se observa a
conversao da forma polimérfica Il a forma |, durante o aquecimento (BEHME e
BROOKE et al., 1991; RUSTICHELLI et al., 2000).

O processo de transformacdo de um polimorfo em outro é chamado de
transicao de fase, a qual pode ocorrer em uma determinada presséo pela alteracédo
da temperatura (FORD e TIMMINS, 1989; GIRON, 2001). A transicdo de fases
polimérficas pode ser estudada precisamente por DSC. Levando-se em
consideracao que as propriedades fisico-quimicas de uma amostra em particular
podem ser modificadas completamente em consequéncia de uma transicdo de
fases, seu estudo é extremamente importante. Por exemplo, pode ser desejado
prevenir a transicdo que ocorre em um material em particular ou modificar a
temperatura na qual a transi¢ao ocorre (WEST, 1984).

Embora seja indicada a ocorréncia de transicdo polimérfica durante o
aquecimento das amostras, pode-se perceber claramente que as matérias-primas
classificadas como polimorfo o (total ou predominantemente) ndo apresentam o
mesmo comportamento térmico. Para as amostras Tq, T> e T, fica evidente a
transicdo de fases, mesmo ndo sendo visualizado um processo exotérmico logo
apdés a fusdo da fase a, que representaria 0 evento de recristalizacdo para a
formacdo do polimorfo B, a partir do o. Em algumas situagées, como no caso do
temazepam, a transicéo exotérmica ndo é detectada em andlises por DSC, porque a
entalpia envolvida no processo € muito pequena (GIRON, 2001). Andlises
posteriores por DRX, FT-IR e DSC indicam que o produto recristalizado apéds
resfriamento da amostra T; fundida, possui caracteristicas semelhantes as
apresentadas pelo polimorfo B (Figura 36 e Anexos, Figuras A6 e A7). Na analise
por DRX, o produto recristalizado apresentou padrao de difracdo semelhante ao

obtido para o polimorfo B (amostra T,4), na maioria dos picos, especialmente os mais

% Procedeu-se a fusdo de 1 grama da amostra T, em um forno tipo mufla, pertencente ao Laboratério
de Materiais Ceramicos (LACER), Curso de Engenharia de Materiais, desta Universidade, auxiliado
pelo Bolsista de Iniciagdo Cientifica Mario Ballvé Prates. A amostra fundida e recristalizada foi
analisada por DRX e FT-IR. A analise por DSC foi realizada com sistema de aquecimento e
resfriamento a temperatura programada, com velocidade de aquecimento inicial de 10 °C/min, sendo
que préximo ao ponto de fusdo a velocidade de aquecimento foi reduzida para 5 °C/min.
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caracteristicos (em 11,74°26 e 13,05°26), como pode ser observado na Tabela 12 e

Figura 36, indicando que o produto formado é o polimorfo £.

Tabela 12. Comparagdo entre valores de 26 (9 e distancias interplanares (d) (A)
para as amostras Ty recrist. e T4, calculados a partir de picos

caracteristicos, gerados por de difratogramas obtidos neste trabalho.

Tq recrist.” T4
26 (°) d (A) 26 (9) d (A)
11,74 7,53 11,89 7,44
13,05 6,78 13,00 6,80
13,75 6,43 13,80 6,41
17,12 5,17 17,13 5,17
19,14 4,63 19,32 4,59
29,36 3,03 29,42 3,03

*Onde Ty recrist. simboliza a amostra Ty apds o0 processo de fusdo e posterior
recristalizacgao.

8000

T, recrist.

4000

2000 \J

0 T
10 ' 20 30 ' 40
28(9
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Figura 36. Comparacdo dos difratogramas das amostras T4 (polimorfo B) e Ty
recrist. A amostra Ty foi aquecida até a fusao, resfriada a temperatura
ambiente para recristalizagcdo completa, sendo posteriormente
submetida a analise por DRX.
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No entanto, as amostras Ts, T¢ e T; apresentam um comportamento
termoanalitico diferenciado em relacdo as trés primeiras amostras. Mesmo sendo
matérias-primas compostas por misturas de fase o e amorfa, T¢ € T7 exibem curvas
de aquecimento com eventos endotérmicos distintos entre si, fundindo nas
temperaturas de 275 °C e 272 °C, respectivamente. A amostra Ts, também
constituida por uma mistura, mas nesse caso de fases a e B, funde em 275 °C,
observando-se também, que a amostra P funde neste valor de Tonset, @aparentemente
composta unicamente por fase o. Desta forma, os resultados obtidos para essas
amostras sao indicativos da ocorréncia de alteragdo na cinética de transi¢ao de fase,
ocorrendo uma transicdo sélido-soélido mais rapida para Ts, Tg € P, evitando-se o
evento térmico de fusdo da forma o, e aparentemente impedimento da transicdo de

fase a para B, em T/%°.

A inexisténcia de um evento térmico aparente nos termogramas obtidos que
indique a transicdo de fase, pode ser devido ao fato de que os polimorfos
apresentam pontos de fusdo proximos, pois quando estes valores estdo proximos (2
— 3 °C) um do outro ou quando a energia de transicdo € muito pequena, analises por
DSC geralmente nao indicam informacdes a respeito da temperatura de transicéo
entre as duas fases cristalinas (GIRON, 1995).

A temperatura de transicdo de fases depende de efeitos cinéticos. Estes
efeitos cinéticos sado influenciados por varios parametros, como tamanho de
particula e estado de ativagcdo do material, velocidade de aquecimento durante o
experimento termoanalitico, presenca de impurezas e forma cristalina da matéria-
prima analisada. Estes sdo os principais fatores que afetam a cinética de transicao
de fase (GIRON, 1995; HENCK et al., 2000).

Através de uma andlise comparativa entre as diversas matérias-primas
avaliadas, algumas evidéncias indicam que a cinética de transicdo solido-sélido para
o farmaco talidomida seja guiada em funcdo da morfologia externa dos cristais e
pelo tamanho de particula das diferentes amostras. Percebe-se claramente que para
as quatro amostras (T4, T2, T3z € T7), as quais possuem o mesmo habito cristalino,

caracterizadas por apresentarem cristais grandes, bem estruturados e com poucas

% Deve-se observar que nao houve alteracdo nos valores de T,nset € AH das amostras analisadas
com a diminuigao na velocidade de aquecimento (1 °C/min e 5° C/min).
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imperfeicées superficiais, ocorre um retardamento no processo de transicdo para a
forma B, até mesmo a impedindo, como no caso da amostra T;. Esta hipétese é
confirmada através de termogramas obtidos a partir das amostras T e T;
submetidas a trituracdo, as quais passam a exibir um comportamento térmico
diferente do apresentado para as amostras intactas, caracterizado por somente uma
endoterma de fusdo proxima a 275 °C, com entalpia préxima a 150 J/g*’ (Anexos,
Figuras A8 e A9).

A trituracdo das amostras T4, T, Tz € T7 as tornam semelhantes a Ts e T,
gue possuem tamanho de particula inferior as demais, fundindo a uma temperatura
préxima a 275 °C, aparentemente transformadas em polimorfo B. Pode-se avaliar
através da analise por MEV que Ts e T, além de possuirem cristais pequenos,
apresentam imperfeicbes superficiais. Nao foi possivel realizar uma caracterizacao
adequada para a amostra P para avaliar morfologia e tamanho de particula do
material por ser economicamente invidvel. No entanto, através de uma avaliacao
visual grosseira, percebe-se que P possui cristais pequenos, com tendéncia a

aglomeracéo.

Imperfei¢des cristalinas levam a um aumento na entropia do estado cristalino,
criando regides com forgas intermoleculares nao balanceadas, aumentando a
energia interna e entalpia dos cristais e, conseqientemente, a reatividade quimica. A
energia interna de cristais freqientemente é dependente do tamanho de particula de
um material em particular, sendo que a energia livre superficial das particulas tende
a aumentar com o decréscimo no tamanho de particula (CHOW et al., 1984). Supde-
se que com aumento na reatividade quimica de um determinado composto, haveria
um aumento consequiente na velocidade de transicdo de uma fase polimérfica a

outra, como ocorre no caso da talidomida.

A literatura descreve varios exemplos de farmacos que sofrem transicao
polimoérfica determinada pelo tamanho de particula destas substancias. Analises por
DSC para o farmaco dicloridrato de tedisamil demonstraram que a forma polimérfica
Il sofre uma transicdo a forma | dependendo do tamanho de particula do material,

sendo a forma |l sensivel a estresse térmico e mecéanico, o que leva a uma alteracédo

" As amostras foram trituradas em gral de porcelana por um periodo de aproximadamente 5 minutos,
através de movimentos circulares.

118



Resultados e Discussao

energética e aumento no estado de ativacdo deste polimorfo, resultando em uma
transicdo de fase (HENCK et al., 2000). Outro estudo também avaliou o evento de
transicdo de fase das formas polimoérficas 1 e 2 de pivalato de piroxicam por DSC,
onde se concluiu que a transigdo da forma cristalina 1 para a 2 foi induzida pelo
processo de trituragédo da primeira (GIORDANO et al., 1998).

Outro trabalho interessante foi desenvolvido por MIYAMAE e colaboradores
(1994), onde foi estudada a transicao sélido-sélido através de resultados obtidos a
partir de curvas de aquecimento por DSC. A forma polimérfica A de um novo agente
uricosurico denominado de FR76505 exibia em seus termogramas eventos endo e
exotérmicos de transicdo de fase A para fase B. O que se percebeu neste trabalho
foi que com o aumento do tempo de trituragdo das amostras havia diminuicdo no
tamanho e largura destes picos, o0s mesmos desaparecendo completamente apés a
submissdo da amostra a uma hora de trituracdo. Como consequiéncia, concluiu-se
que os efeitos quimico-mecanicos da trituracdo, associados ao incremento de

temperatura, fizeram com que a forma A se modificasse a forma B mais facilmente.

A partir dos resultados obtidos por DSC, buscou-se uma técnica
complementar para auxiliar a elucidacdo dos aspectos apontados por meio da
andlise térmica. O método selecionado foi a difracdo de raios X em pos com
variagao na temperatura (DRX-VT).

A DRX-VT é um método que permite avaliacdo do comportamento
cristalografico de uma determinada substancia em funcdo da alteracdo na
temperatura. Este método gera informacdoes a respeito de possiveis fases cristalinas
de um composto formadas a diferentes temperaturas. Sendo assim, DRX-VT se
mostra uma técnica complementar ideal para correta interpretacdo de eventos
térmicos obtidos por DSC, bem como por outras técnicas termoanaliticas. As
alteracées na estrutura de um composto durante o aquecimento que ndo sao
detectadas por DSC, podem ser claramente demonstradas por DRX-VT (GIRON,
1995). Varios tipos de transicdo de fase, tais como transformacao polimérfica,
desidratagdo ou dessolvatagdo de um composto, bem como formagédo de fase
amorfa ou recristalizagdo, podem ser caracterizadas por DRX-VT (RASTOGI et al.,
2001).
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Em alguns processos tecnoldégicos como granulagdo e secagem causam
alteracdo na temperatura visando obter produtos intermediarios para a producéo de
medicamentos. Para farmacos que apresentam polimorfismo, torna-se importante
monitorar a constancia da forma cristalina durante etapas produtivas como as
citadas, sendo que esta verificacdo pode ser realizada de modo preciso através da
técnica de DRX-VT (KARJALAINEN et al., 2005).

Desta forma, diante dos indicios referentes a transicdo de fase para a
talidomida, detectados através das analises por DSC, submeteram-se algumas
amostras a analise por DRX-VT. As amostras Ty e Ts foram escolhidas para os
testes por estarem disponiveis em maior quantidade e por apresentarem
comportamentos térmicos distintos entre si. As temperaturas utilizadas para as
andlises foram selecionadas a partir dos resultados obtidos por DSC, observando-se
as temperaturas em que ocorreram 0s eventos térmicos. Portanto, temperaturas
relativamente proximas ao ponto de fusdo dos polimorfos foram escolhidas para as
andlises. As analises por DRX-VT para as amostras citadas podem ser observadas
nas Figuras 37 e 38.
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0 N JW 20 °C

T T T T T T T T T T 1
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Figura 37.  Difratogramas obtidos a partir de analises por DRX-VT para a amostra
Ts.
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Figura 38. Difratogramas obtidos a partir de analises por DRX-VT para a amostra
Ts.

Comparando os difratogramas apresentados para as amostras T; e Ts,
obtidos através da técnica de DRX-VT, percebe-se que até a temperatura de 230 °C,
ndao houve alteracdo no padrdo de difracdo das amostras, embora alguns picos
estivessem levemente deslocados para a esquerda. No entanto, a partir de 240 °C o
comportamento cristalogréfico das amostras mostrou-se surpreendentemente
diferente do esperado. Para ambas as amostras, nota-se uma alteragdo no padréo
de difracdo original (obtido a temperatura ambiente), ocorrendo a uma temperatura
inferior aquela suposta anteriormente através das analises de DSC (proxima a faixa
de fusdo para ambos polimorfos). Ao avaliar os resultados obtidos por DSC,
observa-se que nao fica demonstrado nenhum evento térmico em torno da
temperatura acima citada (240 °C), presumindo-se a ocorréncia de transigao
polimérfica em valores muito proximos ao ponto de fusdo destas fases cristalinas.

Em outro trabalho, GROOFF e colaboradores (2007) avaliaram eventos de
cristalizacdo e transigdo polimoérfica para o farmaco nifedipina, através de DSC e
DRX-VT. Durante as andlises, detectou-se que o farmaco amorfo cristalizava em
temperatura préxima a 70 °C, formando a fase A. Em andlises por DRX-VT

percebeu-se que, logo apds a cristalizagcdo do material amorfo a temperatura de 80
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°C, houve o aparecimento de um padrao de difracdo ndo conhecido, denominado
por eles de uma “fase intermediaria”, posteriormente de forma metaestavel B. Esta
fase metaestavel ndo havia sido detectada por DSC, sendo que o resultado dessas
analises ndo apresentava nenhum indicio de um novo evento térmico a essa
temperatura. Os autores atribuiram a formacdo de uma nova fase para o farmaco,
detectada por DRX-VT, ao fato do material permanecer sob acédo de calor por um
longo periodo de tempo (em torno de 25 minutos), para cada temperatura, o que
facilitaria a transicao de fases.

Em um estudo realizado por HORVAT e colaboradores (2005), onde se
utilizou o farmaco paracetamol como agente indutor de recristalizacdo de trealose
amorfa, verificaram-se, através de analises por DRX-VT, resultados que
demonstravam reduc¢ao na temperatura de cristalizagcdo em torno de 10 K, quando
comparados a resultados obtidos por DSC. Os autores justificam a diferenca entre
os resultados devido a natureza quase isotérmica dos processos analiticos por DRX-
VT.

Portanto, a aparente transicdo precoce do farmaco talidomida, detectada por
DRX-VT, talvez possa estar relacionada ao fato de que a amostra permanece por
um longo periodo de tempo em contato com altas temperaturas®®, o que poderia

auxiliar um processo de transi¢ao de fases.

Aparentemente, ocorre o surgimento de fases metaestaveis durante o
aquecimento do farmaco talidomida em temperaturas superiores a 240 °C. No
entanto, nota-se claramente que os padrbes de difracdo intermediarios (240 e
250°C) para T4 e Ts ndo sao similares, pois Ty é composta pela fase o e cristais
grandes e Ts, fase a contaminada com fase P, apresentando cristais pequenos.
Estes fatores poderiam ocasionar velocidade de transicdo diferenciada para ambas

as amostras, além de produtos intermediarios também diferenciados.

Observando-se com maior detalhe a Figura 37, percebe-se que para a
amostra Ty aquecida a 240 °C, o padrao de difragdo gerado apresenta grande

quantidade de picos. Dentre eles, notam-se picos caracteristicos do polimorfo a

% Observa-se que 0 tempo necessario para realizar as andlises por DRX-VT para as amostras de
talidomida foi torno de 50 minutos, para cada temperatura avaliada.
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(constantes no difratograma do produto obtido a temperatura ambiente), como
11,47°260 e 14,37°26, com intensidades menores que a inicial, desaparecendo por
completo em temperaturas superiores. Também pode ser verificado o surgimento de
alguns picos que podem estar relacionados ao polimorfo 3, como 11,89°26 e o
intenso pico em 12,9920, além do pico a 19,00°26, o qual esta presente tanto no
padrao de difragdo da fase o como na de B. Além dos picos citados, surge uma
infinidade de novos picos, ndo relacionados a nenhum dos polimorfos até entdo
conhecidos, 0s quais poderdo ser caracterizados com maior detalhamento em
estudos posteriores. Na fase intermediaria formada em 250 °C, percebe-se a
diminuicdo de intensidade ou desaparecimento da maioria dos picos apresentados
em 240 °C, permanecendo alguns, possivelmente deslocados, como em 11,61 26,
que assumem um formato mais definido em 260 °C. Curiosamente, surge um pico

muito intenso em 28,03 °26, que desaparece completamente a 260 °C.

Ao avaliar os difratogramas obtidos para Ts por DRX-VT, percebe-se que o
difratograma da amostra a temperatura ambiente apresenta intensidades diferentes
das apresentadas para a mesma matéria-prima em estudos anteriores realizados
neste trabalho, embora ndo haja alteragcéo significativa nos valores de 26, portanto,
nado interferindo nos resultados demonstrados. Novamente, como na amostra
anterior, a alteragdo no padrao de difracao inicial comeca na temperatura de 240 °C,
embora seja gerado um difratograma com poucos picos, ao contrario de T4. Nota-se
que neste valor de temperatura o pico 11,47°26, caracteristico de polimorfo a,
desaparece quase que totalmente, permanecendo desta forma até a temperatura de
260 °C. Picos pequenos possivelmente relacionados ao polimorfo 3, como 11,61 °26,
12,99°20 e 13,73°20, evidentes até mesmo no difratograma da amostra a
temperatura ambiente, por ser uma amostra constituida por uma mistura de fases,
reduzem consideravelmente seus valores de intensidade relativa em 240 e 250 °C,
diferentemente de 17,08°20, que mantém uma intensidade superior aos demais,
embora levemente deslocado para a esquerda, em 250 °C. O pico em 19,18 °20

comeca a se definir em 240 °C, tornando-se mais intenso em 250 °C.
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Na Figura 39 sdo comparados os difratogramas de T4 e Ts com T4 (polimorfo
B), os primeiros aquecidos a 260 °C*°. Observando-se a Tabela 13, pode-se avaliar

as semelhancas e diferencas existentes nos difratogramas anteriormente referidos.
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Figura 39. Comparagao entre difratogramas das amostras T, (temperatura
ambiente),T1 e Ts (aquecidas a 260 °C), sendo as duas Ultimas
submetidas a analise por DRX-VT.

% Nas Figuras A10 e A11 dos anexos sdo apresentados todos os difratogramas obtidos para as
amostras aquecidas, comparados ao difratograma de Ty.
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Tabela 13. Comparagéo entre valores de 26 (°) e distancias interplanares (d) (A)
para as amostras Ty e Ts apds serem aquecidas a temperatura de 260
°C, calculados a partir de picos caracteristicos obtidos através de

analises por DRX-VT.

T1 (260 °C) Ts (260 °C)

26 (9) d(A) 20 (°) d (A)
11,61 7,62 11,61 7,62
12,85 6,88 12,85 6,88
13,68 6,46 13,63 6,49
16,98 5,21 16,97 5,22
19,09 4,64 19,00 4,66
- - 22,70* 3,94*
24,04 3,69 23,76* 3,74*
] - 25,09* 3,54*
25,46 3,49 25,73 3,46
27,29** 3,26** 28,53** 3,12*
29,45 3,03 29,35 3,04

* Picos extras nao relacionados ao polimorfo B; ** Picos extras nao relacionados ao
polimorfo B, os quais apresentam valores de intensidade relativa superior aos
demais picos.

Analisando-se os resultados obtidos para Ty € Ts submetidos a temperatura
de 260 °C constata-se que os mesmos apresentam varios picos em comum,
caracteristicos para o polimorfo B (exceto os assinalados), apesar de estarem
levemente deslocados para a esquerda (Tabela 13). Este deslocamento dos picos
em relacdo aos seus valores de 26 pode ser justificado pelo movimento térmico dos
atomos a altas temperaturas (WEST, 1984). Aparentemente, os difratogramas
mostram formas intermediérias iniciando o processo de transicdo para a fase P,
concluido a partir da posicao e formato dos picos caracteristicos para este polimorfo.

Infelizmente, as amostras iniciaram o processo de fusdo a temperatura préxima a
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270 °C, fundindo completamente em 272 °C, impedindo uma avaliagdo da estrutura

cristalina das amostras em temperaturas muito préoximas da fusao.

Em recente trabalho desenvolvido por LARA-OCHOA e colaboradores (2007),
os autores verificam a formagdo de um novo polimorfo para talidomida (B*), obtido
em condi¢cdes particulares de aquecimento dos polimorfos a e B. A investigacao
identifica o novo polimorfo através de técnicas espectroscopicas e sugere que esta
nova conformagéo cristalina seja mais instavel que a apresentada para o polimorfo
B, sugerindo que a fase B* seja intermedidria a formagdo da fase B, sob altas
temperaturas. Possivelmente algumas das fases metaestaveis observadas nas
Figuras 37 e 38 possam representar o polimorfo B*, no entanto, sdo necessarios

estudos complementares para que se possa afirmar esta suposicao.

Desta forma, as conclusées mais interessantes obtidas através das anadlises
por DRX-VT para as amostras de talidomida testadas, foi a indicagcdo da existéncia
de formas metaestaveis formadas a altas temperatura, as quais provavelmente séo
fases intermediarias a formacao do polimorfo B a partir do o, durante o aquecimento.
Os resultados obtidos, devido ao seu carater preliminar, podem servir como base
para o encaminhamento de estudos futuros a respeito da estabilidade dos polimorfos
de talidomida.

5.5 Determinacao da Velocidade de Dissolucao Intrinseca em Disco para as
Matérias-Primas de Talidomida

O processo de dissolucdo de formas farmacéuticas sélidas orais € uma das
etapas que precedem a absor¢do de um medicamento, e, consequentemente,
qualquer modificacdo neste mecanismo podera influenciar a disponibilidade do
farmaco em sitios de absorgdo. Desta forma, torna-se essencial investigar o
comportamento de um farmaco em relagdo a sua dissolucdo, especialmente para
aqueles que apresentam reduzida solubilidade em agua. O conhecimento de
velocidades de dissolugdo comparativas entre diferentes formas fisicas e quimicas
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de um farmaco mostra-se importante para a avaliacdo e selecao do composto mais

adequado para o futuro desenvolvimento de um medicamento (WADKE et al., 1990).

De acordo com informagdes relatadas anteriormente, sabe-se que o farmaco
talidomida apresenta escassa solubilidade aquosa a 25°C (50 yg/mL) quando na
forma de racemato (HAGUE e SMITH, 1988; KRENN et al., 1992; GOOSEN et al.,
2002). GOOSEN e colaboradores (2002) acreditam que esta reduzida solubilidade
em agua seja devido ao alto grau de cristalinidade apresentado pelas amostras
analisadas por eles.

Outra informacdo importante relacionada ao farmaco € a existéncia de
polimorfismo cristalino relatado pela literatura (ALLEN e TROTTER, 1970; ALLEN e
TROTTER, 1971; CAIRA et al., 1994; REEPMEYER et al., 1994) e comprovado
através deste trabalho, onde foram encontradas nas amostras analisadas as duas
fases cristalinas o e B, citadas por estudos anteriores, e a detec¢cdo de uma fase

amorfa, presente em matérias-primas semicristalinas.

Na literatura é encontrada grande quantidade de trabalhos e publicagdes
envolvendo estudos relacionados a caracterizacao e avaliacdo fisico-quimica de
farmacos que apresentam polimorfismo, sendo considerado um tema de extrema
importancia em estudos de pré-formulagdo (CHANG et al, 1995; MARTINEZ-
OHARRIZ et al., 1994; PHADNIS e SURYANARAYANAN, 1997; KIMURA et al.,
1999; KUSHIDA e ASHIZAWA, 2002; REUTZEL-EDENS et al., 2003). Desta forma,
o polimorfismo em farmacos tem recebido atengdo especial tanto no meio
académico quanto no ambiente industrial, pois pode influenciar a estabilidade fisica
e quimica de um determinado composto, processabilidade durante a formulacao,
propriedades de dissolucdo e em Uultima instancia a biodisponibilidade do
medicamento (CHAN e GRANT, 1989; SINGHAL e CURATOLO, 2004).

A baixa solubilidade do farmaco talidomida adicionada a existéncia de
polimorfismo, sugere investigacdo mais detalhada a respeito de algumas
propriedades fisico-quimicas do composto, tais como determinacdo da velocidade
de dissolucao, avaliando-se a relacao entre diferentes formas fisicas para o farmaco
e 0 comportamento respectivo frente a dissolugao.
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A velocidade de dissolucao intrinseca (IDR) é um parametro Gtil quando se
deseja determinar a funcionalidade de farmacos puros, caracterizando-os através de
metodologia que permite avaliar suas propriedades fisico-quimicas sem a
interferéncia de excipientes de formulagdo. Portanto, este paradmetro torna-se
dependente de propriedades vinculadas ao estado sélido de uma substancia, tais
como polimorfismo, amorfismo, cristalinidade, grau de hidratacdo ou solvatacao,
tamanho e area superficial de particula (USP 29, 2006).

A IDR é uma determinagao importante em etapas iniciais de desenvolvimento
de um farmaco, sendo um indicador precoce da biodisponibilidade do mesmo, bem
como das possiveis limitacdes que podem surgir durante a formulacdo do produto
(SHAH et al., 2006). Além disso, esta medida apresenta maior correlagdo com
processos de dissolugdo do farmaco in vivo por ser um fenédmeno dinamico, gerando
informagdes mais pertinentes quando comparadas a parametros como solubilidade
intrinseca, considerada um fenédmeno de equilibrio (YU et al., 2004).

Sendo assim, selecionou-se 0 método que propicia a determinacdo da IDR
para caracterizagcao do perfil de dissolucao das amostras de talidomida por ser o
mais pertinente e adequado para o tipo de estudo desenvolvido.

A massa compactada de farmaco aderida a matriz do dispositivo para
dissolucdo intrinseca foi produzida de acordo com especificacdes descritas em
4.2.5. No entanto, a selecdo da forca ideal empregada para a producdo dos
compactos exigiu diversas tentativas até ser obtido um compacto ndo desintegrante
ao entrar em contato com o meio de dissolucdo. Foi utilizada a mesma presséo para
a compactagao de todas as amostras, pois a IDR tende a diminuir com o aumento
da pressao (CHAN e GRANT, 1989).

Deve-se ressaltar que o procedimento de compactagdo das amostras,
aparentemente simples, tornou-se bastante complicado principalmente devido a
dificuldade de compactagédo da matéria-prima T4 (polimorfo B). Uma caracteristica
marcante observada para a amostra foi a tendéncia a laminagcdo dos compactos € a
presenca de fissuras superficiais, como pode ser visualizado na Figura 40. Os
compactos-teste obtidos para a amostra T4, por véarias vezes, fragmentaram

rapidamente quando em contato com o meio de dissolucdo, antes mesmo da
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primeira coleta. Apds varias tentativas, foi estabelecida a forca que deveria ser
utilizada para a compactacao das amostras, inclusive T4, embora se percebesse a
pobre compactabilidade da mesma. Através da obtengéo de quantidade maior deste
polimorfo, suas propriedades fisico-mecanicas poderdao ser convenientemente
investigadas no futuro.

1Takl

Figura 40. Fotomicrografia da superficie do compacto da amostra T4, produzido
inicialmente para o ensaio de dissolucao intrinseca em disco, falhando
em seu objetivo por apresentar laminagdo em sua superficie.

Por meio de andlises por DRX e FT-IR constatou-se a inexisténcia de
transicdo polimérfica durante a compactacdo das amostras®. A uniformidade
superficial dos compactos pode ser visualizada na Figura 41.

% Estas andlises poderao ser visualizadas na proxima secéo deste trabalho, onde foi realizado estudo
tratando especificamente da influéncia da compactagdo em relagdo as estruturas cristalinas de
talidomida. Deve-se observar que a pressao utilizada para aqueles ensaios foi maior do que a
empregada nas analises de IDR, comprovando a inexisténcia de transformacgao polimorfica.
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«18kU

Figura 41.  Fotomicrografias da superficie de compactos obtidos para as amostras
T4, Ts e T, produzidos para o ensaio de dissolucdo intrinseca em
disco.

Desta forma, procedeu-se ao ensaio para avaliar a IDR de amostras de
talidomida pré-selecionadas. As matérias-primas escolhidas para o teste foram Ty,
T4, Ts e Te, utilizando-se os seguintes critérios para a selecao:

= T4 — (polimorfo o) — Esta amostra apresenta-se muito semelhante a T, e Ts,
concluido através dos estudos realizados a partir das caracterizagoes
tecnoldgica, cristalogréafica, morfoldgica, espectrofotométrica e térmica destas
amostras. Aliado a isso, T foi fornecida em maior quantidade para a
realizagdo do trabalho, portanto a escolhida para a realizagdo dos
experimentos.
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» T4 - (polimorfo B) — Apresenta-se como amostra representante do polimorfo B,
de acordo com a caracterizacdo efetuada ao longo do trabalho. Deve-se
atentar para o fato de que esta matéria-prima possui uma fracdo amorfa,
embora presente em pequena proporgao.

» Ts5— (polimorfo a e B) - Matéria-prima constituida por uma mistura de fases (o
e B), com predominio da primeira, sendo a uUnica da relacdo de amostras

analisadas com este perfil.

» Te — (polimorfo a) - Amostra constituida majoritariamente pelo polimorfo a,
contendo fragdo de material amorfo. Esta amostra foi selecionada por estar
disponivel em quantidade superior a T;, amostra constituida de fases

cristalina e amorfa similar a Te.

Os resultados obtidos através da andlise da IDR podem ser visualizados na
forma grafica e numérica, de acordo com a Figura 42 e Tabela 14.

No grafico e tabela referidos, observa-se que foi utilizado tempo total de
analise relativamente grande. Embora seja considerado tempo consideravelmente
maior do que o indicado para ensaios de dissolucdo convencionais, para este
método geralmente sdo aplicados periodo de analise e intervalo de coletas maiores,
principalmente para farmacos pouco soliveis em agua como a talidomida
(CANTERA et al., 2002; YU et al., 2004; SHAH et al., 2006). SHAH e colaboradores
(2006) indicam que, para alguns farmacos, o tempo total de experimento pode
chegar a até 72 horas. Geralmente adota-se este procedimento para se ter
resultados mais confidveis e quantidades detectaveis de amostra quantificavel por
métodos convencionais, como CLAE com detector de UV, que foi utilizado neste
trabalho.
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Figura 42. Grafico comparativo entre perfis de dissolugéo intrinseca das amostras
T4, T4, Ts € Ts. O gréfico apresenta linhas obtidas através de regressao
linear dos pontos que expressam a quantidade média cumulativa
dissolvida para cada amostra (n = 3).

Artigos atuais contendo estudos referentes a IDR apresentando um numero
de replicatas igual a trés sdo encontrados na literatura (AGRAWAL et al., 2004;
PANCHAGNULA et al., 2004; YU et al., 2004). Geralmente isso ocorre por estar
disponivel reduzida quantidade de amostra para os experimentos, como ocorre
neste trabalho, sendo necessaria quantidade minima de 100 mg de amostra para
gue se possa efetuar as andlises sem que haja desintegracdo do compacto durante
0 ensaio.

De acordo com YU e colaboradores (2004), os experimentos apresentam
excelente reprodutibilidade quando sédo obtidos desvios padréo relativos (DPR%)
inferiores a 10 %. Como pode ser visualizado através da Tabela 14, a maioria dos
pontos de amostragem quantificados para o ensaio de dissolugdo intrinseca neste
trabalho, apresentam o DPR% inferior a 10 %, excetuando-se alguns pontos iniciais
(4) que podem ser considerados de pouca relevancia frente a totalidade.
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Tabela 14.

Tabela comparativa fornecendo valores de massa média dissolvida

para cada amostra pela sua area exposta (mg/cm?), a cada tempo de
amostragem (n = 3), obtidos através do ensaio de dissolucao intrinseca

Eara T1, T4, T5 e T6.

Massa dissolvida (mg/cm?)

Tempo (min) T, T4 Ts Te
x* s (DPR%) | x*s (DPR%) | x*s (DPR%) | x+ s (DPR%)
30 0,29 £ 0,08 0,27 £ 0,04 0,29 £ 0,01 0,27 £ 0,01
(27,24) (16,71) (5,20) (7,22)
60 0,39+ 0,06 0,53+ 0,04 0,61 £0,04 0,55+0,11
(16,78) (8,00) (6,55) (21,42)
90 0,73 £0,07 0,92 £ 0,05 0,82 £0,05 0,87+ 0,08
(9,98) (5,93) (6,23) (9,47)
120 0,99 £ 0,03 1,26 £ 0,12 1,05 £+ 0,01 1,15+ 0,04
(2,89) (9,89) (1,64) (4,18)
150 1,38 £ 0,08 1,656+0,17 1,39 £ 0,05 1,56 £ 0,09
(6,14) (10,53) (3,67) (6,16)
180 1,66 + 0,07 2,04+0,19 1,71 £0,02 1,92+ 0,05
(4,21) (9,42) (1,54) (2,71)
210 1,95+0,14 2,42+ 0,21 2,06 + 0,04 2,29+ 0,08
(7,28) (8,82) (1,94) (3,87)
240 2,31 £0,17 2,82 £ 0,27 2,39 £ 0,06 2,69+ 0,08
(7,44) (9,88) (2,78) (3,09)
570 2,64+0,19 3,32 £0,30 2,74 £0,05 3,03 £ 0,07
(7,25) (9,25) (2,00) (2,42)
300 2,94 +0,19 3,81 £0,23 3,09 £0,02 3,39+£0,10
(6,56) (6,18) (0,64) (3,20)

Através da Tabela 15 pode-se verificar que as amostras testadas apresentam

coeficiente de correlagcdo superiores a 0,99, apresentando linearidade (YU et al.,

2004). A linearidade da curva de dissolugdo intrinseca confirma que o ensaio foi
realizado em condicoes sink (CHAN e GRANT, 1989).
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Tabela 15. Apresentacao de valores relativos aos coeficientes de correlagao (r)
gerados a partir da regressdo linear das curvas de dissolugao
intrinseca das amostras T4, T4, Ts € Ts.

Matéria-prima r

T4 0,9954
T4 0,9953
Ts 0,9950
Te 0,9980

Os valores atribuidos a IDR das matérias-primas de talidomida analisadas
podem ser avaliados através da Tabela 16.

Tabela 16. Comparacado entre os valores médios obtidos para velocidade de
dissolucao intrinseca (IDR) apresentados para as amostras Tq, T4, Ts €
Te (N = 3).

IDR (mg/min/cm?)
Matéria-prima _
x s (DPR%)

T 0,0098 + 0,0006 (6,56)
T4 0,0127 + 0,0007 (6,18)
Ts 0,0103 + 0,00001 (0,64)
Te 0,0113 + 0,0003 (3,20)

Através de um estudo desenvolvido por YU e colaboradores (2004),
demonstrou-se a existéncia de correlagdo entre a classificacdo biofarmacéutica de
solubilidade e valores de IDR para os compostos testados por aqueles autores. O
trabalho indica ainda a existéncia de uma regido limitrofe para a classificacao dos
valores de IDR como elevados ou reduzidos, que é a IDR de 0,1 mg/min/cm?, a qual
se relaciona aos valores de solubilidade atribuidos a substancia analisada. Desta
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forma, a IDR é um método eficaz para avaliar a solubilidade relativa de farmacos,
sendo sugerido pelos autores a adocdo deste parametro para a classificacdo
biofarmacéutica de farmacos.

Portanto, a partir dos valores de IDR apresentados para as amostras de
talidomida, percebe-se que todas elas possuem IDR inferior a 0,1 mg/min/cm?,
consequentemente apresentando reduzida IDR.

A partir da andlise das IDR das amostras testadas, percebe-se que a IDR da
amostra T4 mostra-se superior as demais, sendo este resultado claramente
visualizado através da comparacgao entre as curvas de dissolucao apresentadas pela
Figura 42. Basicamente, a partir desses resultados, estima-se que a IDR das
amostras avaliadas apresentam a seguinte classificagdo decrescente em relagdo a
velocidade de dissolucdo: T4 > Tg > T5 > Ty.

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente, utilizando-se analise
de variancia com fator unico (ANOVA) para verificar a significancia estatistica da
diferenga entre as médias das IDR. Por meio desta analise, obteve-se a
comprovacdo de que estas médias sao significativamente diferentes (o = 0,05;
p < 0,05). Embora esteja comprovada a diferenca entre as médias, o teste nao
informa quais das médias sédo diferentes entre si, sendo necessaria a utilizagéo de
um teste adicional para essa verificagdo. Desta forma, selecionou-se o teste de
Tukey a 5 %, possibilitando compara¢dées multiplas entre os dados. A partir desses
resultados, verificou-se que a amostra T4 possui valor médio de IDR
significativamente maior que T1 e Ts, sendo que esta diferenca ndao apresentou
significancia estatistica quando comparada a Tes. A amostra Te apresentou IDR
estatisticamente maior somente quando comparada a T4. As amostras Ts versus Ts

e Ts versus T1 ndo mostraram diferenga significativa entre IDR, quando comparadas.

A partir do exposto, observa-se que T4, a amostra representante do polimorfo
B, apresenta IDR superior a praticamente todas as amostras, exceto a Te. Diante do
apresentado, o fato da amostra constituida pelo polimorfo B apresentar maior IDR
sugere uma maior solubilidade em agua para esta fase cristalina, sob as condi¢coes
hidrodindmicas empregadas. No entanto, deve-se observar que esta amostra possui

em sua constituicdo uma fracdo de material amorfo, como a amostra Ts, 0 que
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poderia ter auxiliado a solubilizacdo dessa matéria-prima, em meio aquoso. Cabe
ressaltar que provavelmente o impacto biofarmacéutico das diferencas observadas
seja pequeno, posto que todas as amostras foram classificadas como apresentando
reduzida IDR.

Quanto a amostra Tg, nota-se que a mesma apresenta IDR significativamente
maior somente quando comparada a T4. De qualquer forma, T¢ mostra-se a matéria-
prima com IDR mais elevada (significativamente ou ndo) daquelas constituidas pelo
polimorfo a. Provavelmente essa IDR seja maior por Ts ser classificado como um

material semicristalino.

A presenca de fragdes desorganizadas em um elemento sélido, como regides
amorfas, produz zonas que estdo em estado energético maior que em regides
cristalinas. Estas imperfeicbes na rede cristalina levam ao aumento na entropia do
sistema, criando regibes com forcas intermoleculares nao balanceadas,
consequentemente aumentando a energia interna e a entalpia dos cristais. Isto
resulta em vantajosas propriedades farmacéuticas, como aumentada velocidade de
dissolucdo, embora gerando, em contrapartida, algumas propriedades indesejaveis,
como aumento da instabilidade quimica e possibilidade de transigdo solido-soélido,
podendo levar a formagao de formas cristalinas de menor estado energético durante
periodos de estocagem de um medicamento (CHOW et al, 1984; SALEKI-
GERHARDT et al., 1994; AGRAWAL et al., 2004).

Aparentemente, a pequena fracdo de polimorfo B na amostra Ts ndo foi

suficiente para que a mesma apresentasse IDR significativamente maior que Ts.

Possivelmente o alto grau de cristalinidade apresentado para a amostra T
tenha conferido a mesma a menor IDR das matérias-primas analisadas, pois €
constituida unicamente pelo polimorfo a. Ao relembrar os resultados obtidos
previamente neste trabalho através de analises por DSC, percebe-se que a amostra
aparentemente se apresenta como uma forma mais estavel que as demais
(juntamente com T, e T3), baseado no seu comportamento de transicao sélido-
sélido. Deve-se atentar para o fato de que os resultados possuem carater preliminar,
necessitando estudos adicionais para que se possa afirmar com certeza esta
condigéo.
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Em um trabalho realizado por CANTERA e colaboradores (2002), diferentes
amostras de tenoxicam foram caracterizadas através de estudo envolvendo IDR. Os
autores concluiram que a fase cristalina do farmaco classificada como a mais
estavel em estudos preliminares exibiu a menor velocidade de dissolugdo quando
comparada as fases metaestaveis, as quais resultaram em velocidades similares

entre si.

Portanto, realizando-se uma analise global referente aos resultados obtidos
através da medida da IDR das matérias-primas, apesar da amostra T4 ou polimorfo
possuir IDR superior as demais, todas as amostras sdo enquadradas como
apresentando IDR reduzido (inferior a 0,1 mg/min/cm?). Foi também observado que
estes cristais apresentam pobre compactabilidade, o que pode conduzir a sérios
problemas no que tange a produc¢éo industrial do farmaco na forma farmacéutica
final comprimidos®'. Deve-se atentar também para o fato da amostra T, ser
constituida por uma mistura de fases, considerado um desvio de qualidade do

produto.

Outro fator que merece atencédo especial € a constatacdo da presenca de
mistura de fases cristalinas e amorfas para a maioria das amostras. Um farmaco
sélido contendo mistura de materiais cristalinos e semicristalinos se apresenta como
indicativo de um processo sintético ndo controlado, o que pode resultar em produto
final pouco homogéneo e reprodutivel. Desta forma, mesmo exibindo vantagens,
como aumentada velocidade de dissolugéo, regides amorfas em um material podem
conduzir a um produto pouco estavel, como abordado anteriormente, embora essa
condicdo deva ser avaliada com maior cautela em relacdo a talidomida, o que

podera ser averiguado em estudos futuros.

Apesar da amostra T1 apresentar a menor IDR das amostras avaliadas, muito
provavelmente devido ao seu estado de pureza cristalina e aparente estabilidade,
supde-se que esta matéria-prima seja a mais indicada para o desenvolvimento futuro
de um medicamento. Os resultados comparativos apresentados, como um todo,
indicam que esta matéria-prima (bem como T, e T3) apresenta homogeneidade
cristalina, cristais com habito externo bem definido e sem fissuras, o que indica um

%" Observa-se que a forma farmacéutica comprimidos é atualmente selecionada para producio do
medicamento talidomida pelo Laboratério Farmacéutico Fundagéo Ezequiel Dias (FUNED).
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processo sintético pré-estabelecido e controlado, além de boas propriedades de

empacotamento.

5.6 Avaliacao da Influéncia do Processo de Compactacao em Relacao as
Propriedades Cristalinas e Polimérficas da Talidomida

5.6.1 Compactacao das Amostras de Farmaco Puro em Maquina de Comprimir

Alternativa

As propriedades cristalinas de farmacos e outras substancias de uso
farmacéutico podem refletir em alteragbes na estabilidade, processabilidade e
biodisponibilidade destes compostos. Todas as substancias sélidas na forma
cristalina apresentam certo grau de imperfeicbes em suas redes, as quais podem
influenciar propriedades fisico-mecanicas e conseqlentemente a processabilidade
destes materiais, bem como propriedades da forma farmacéutica final. Através do
entendimento do papel exercido pela estrutura cristalina de um farmaco no processo
compressional é possivel prever as caracteristicas de uma formulacdo de

comprimidos para esta substancia e sua processabilidade (RIPPI et al., 2000).

O comportamento compressional de um farmaco pode ser melhorado a partir
da alteracao de suas propriedades cristalinas, tais como polimorfismo, cristalinidade
e habito cristalino, além de outros fatores como tamanho de particula e area
superficial (YOSHINARI et al., 2003).

Em relagdo ao polimorfismo, um exemplo que pode ser citado € o caso do
excipiente manitol que apresenta varios polimorfos, destacando-se a forma & como
sendo a mais favoravel a compressao direta por apresentar menor recuperagao
elastica e adesao as paredes da matriz, quando comparada a outros polimorfos
(YOSHINARI et al., 2003).
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Para o farmaco paracetamol, a alteracdo na estrutura cristalina resulta em
modificacdo em seu hdbito cristalino, consequentemente, cristais ortorrombicos de
paracetamol exibem grande capacidade de deformacdo durante o processo de
compressao e menor recuperacao elastica na etapa de descompressao, comparado
aos seus cristais monoclinicos (TIWARY, 2001; THOMPSON et al., 2004).

No entanto, alteragcdées na rede cristalina de um farmaco nédo sao as unicas
responsaveis por propriedades fisico-mecanicas diferenciadas para esta substancia.
Cristais isomérficos podem apresentar diferentes propriedades devido a mudangas
no habito cristalino, tais como fluxo, empacotamento, compactabilidade e
compressibilidade, tendo em vista que o0 mesmo influencia diretamente a orientacédo
particular de um composto (RIPPI et al., 2000; TIWARY, 2001; RASENACK e
MULLER, 2002).

O presente trabalho fornece um conjunto de informacdes a respeito de
algumas propriedades cristalinas relatadas para as diferentes amostras de
talidomida estudadas. A partir destes resultados, pode-se confirmar a existéncia de
polimorfismo, mistura de fases cristalinas e semicristalinas nas amostras analisadas.
Também foi detectada a presenca de diferentes habitos cristalinos atribuidos tanto a

cristais polimorficos quanto a isomorficos.

Além das caracteristicas ja citadas, observou-se que as amostras, de uma
maneira geral, ndo apresentaram homogeneidade relativa a tamanho de patrticula, o
que refletiu em caracteristicas de empacotamento diferenciadas para duas amostras
analisadas, que exibiram areas de superficie também diferentes.

Tendo em vista que comprimidos € a forma farmacéutica final utilizada para
producdo do medicamento talidomida no Brasil (FUNDACAO EZEQUIEL DIAS,
2007), levando-se em consideracdo a diversidade de matérias-primas existentes
para o farmaco, torna-se fundamental caracterizar o produto a ponto de permitir
escolha inequivoca da melhor matéria-prima a ser utilizada em processos

produtivos.

Portanto, as propriedades cristalinas do farmaco talidomida tém grande
importdncia no que tange a producdo de sua forma farmacéutica final,

principalmente por ser utilizado o método de compressao direta para a producéo do
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medicamento talidomida pelo Laboratério Farmacéutico Fundacado Ezequiel Dias
(FUNED), produzindo comprimidos de 100 mg por dose unitaria.

Sabe-se que o procedimento de compressao direta e propriedades mecanicas
de comprimidos resultantes sao fortemente afetados pela qualidade dos cristais do
farmaco utilizados no processo. A compressao direta requer boas propriedades de
fluxo, além de mistura uniforme entre farmacos e excipientes e habilidade de
consolidagdo dos mesmos sob pressdo, mantendo ligagdes interparticulares no
momento da ejecdo do comprimido. Cerca de um terco das formulagdes de
comprimidos para farmacos que apresentam dose unitaria superior a 100 mg séo

controladas por caracteristicas mecanicas do farmaco (SHEKUNOV e YORK, 2000).

Observa-se também que o farmaco talidomida cristaliza em duas formas
polimoérficas diferentes, mas que possuem o mesmo tipo de sistema cristalino, o
monoclinico. Normalmente, sistemas cristalinos mais complexos, como sistemas
ortorrdbmbicos, monoclinicos e triclinicos, apresentam menor grau de simetria que
compostos binarios, como sistemas cubicos ou hexagonais. Estruturas com baixo
grau de simetria apresentam dificuldade para producdo de comprimidos via
compressdao direta (TIWARY, 2001).

Sendo assim, inicialmente realizou-se um estudo preliminar para avaliar a
influéncia das propriedades cristalinas de diferentes amostras de talidomida na
formagdo de compactos de farmaco puro. Os compactos utilizados para essa
finalidade foram produzidos em maquina de comprimir alternativa, observando-se
alguns aspectos relativos as propriedades dos produtos obtidos. Para essa analise
selecionaram-se duas amostras de talidomida, T1 e Ts, por estarem disponiveis em
maior quantidade.

A produgao dos compactos com as matérias-primas T4 e Ts foi dificultada pelo
fato de serem produzidos a partir de farmaco puro, sem a adicdo de nenhum
excipiente de formulagdo. Mesmo com alguns inconvenientes, foi possivel produzir
0s compactos com as duas matérias-primas, as quais apresentaram algumas
importantes diferencgas, ressaltadas a seguir.

Para Ts, a dificuldade de obtencdo de compactos ndo desintegrantes foi
maior. Outra caracteristica indesejada exibida pela amostra foi a grande aderéncia
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aos puncodes durante a compactacdo. O processo de compactacao foi prejudicado,
principalmente, devido a coesividade existente entre particulas de po, sendo,
provavelmente, uma consequéncia direta do tipo de habito cristalino apresentado, no
formato acicular, além de possuir cristais com muitas imperfeicdes superficiais, o
que resultou em aumento da area superficial. Adicionado aos fatores ja citados,
deve-se observar que a amostra apresenta particulas com tamanho e estabilidade

ao empacotamento reduzidos.

Farmacos que possuem cristais com habito acicular geralmente mostram-se
inconvenientes para a producdo de comprimidos via compressao direta por
apresentarem pobres propriedades de fluxo. Em casos mais extremos a producao
de comprimidos torna-se inviavel para alguns farmacos, devido a tal caracteristica
(TIWARY, 2001).

Para o farmaco ibuprofeno, cristais aciculares sao freqlientemente
encontrados, conferindo ao farmaco fluxo pobre e dificil compactabilidade, além de
aderéncia aos pung¢des durante a compressdo como conseqiéncia de sua alta
coesividade e adesividade (MANISH et al., 2005). Os compactos obtidos com estes
cristais sdo mecanicamente instaveis, exigindo alta concentragcdo de agentes
aglutinantes e etapa adicional de granulacdo para producdo de comprimidos
(RASENACK e MULLER, 2002). Em estudo desenvolvido por RASENACK e
MULLER (2002), os autores contornam este problema através da utilizacdo de
cristais de ibuprofeno em forma de placas, permitindo a obtencdo de comprimidos
com superficie lisa e evitando a aderéncia da substancia aos puncgdes.

Os compactos da amostra T foram formados com menor dificuldade, embora
também fortemente prejudicados pela auséncia de excipientes. A compactabilidade
mais favorecida mostrou-se de acordo com o esperado, pois a amostra apresenta
cristais maiores e bem formados, com formato tabular prismatico que facilita o fluxo,
além do fato de apresentarem empacotamento das particulas mais estavel e menor

area de superficie.

De acordo com o abordado, nota-se que foi possivel obter compactos,
embora com alguma dificuldade, para ambas as amostras. Pode-se observar a partir
da Figura 43 que as duas amostras formaram compactos com tendéncia a
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laminagédo e capeamento, 0 que ndo seria necessariamente uma surpresa, tendo em
vista que sdo compactos obtidos de farmaco puro. No entanto, deve-se salientar que
Ts apresenta estas caracteristicas mais acentuadas. Pode-se, inclusive, visualizar
macroscopicamente fissuras na face inferior de todos os compactos produzidos com
a amostra Ts, as quais podem ser analisadas em maior detalhe através de
fotomicrografias apresentadas na Figura 44. Com relacdo as fotomicrografias, nota-
se que foram utilizados aumentos diferentes para visualizagdo da superficie inferior
dos compactos. A amostra Ts foi avaliada em um aumento 10 vezes menor que Ty,
pois 0 tamanho das fissuras foi muito expressivo a nivel microscoépico, impedindo a
utilizacdo de aumentos maiores, 0s quais seriam pouco ilustrativos. Contrariamente
para T{, em um aumento 10 vezes menor o que se observou foi uma superficie
plana e lisa, aparecendo discretamente pequenas fissuras somente em um aumento
de imagem de 500 vezes.

Figura 43. Fotografias dos compactos obtidos das amostras Ty e Ts produzidos
em maquina de comprimir alternativa.
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Figura 44. Fotomicrografias dos compactos das amostras T e Ts produzidos em
maquina de comprimir alternativa.

Diante do exposto, percebe-se que a amostra T; apresenta melhores
propriedades em relacdo a compactabilidade que a amostra Ts, pelo menos em
carater preliminar. Estudos mais aprofundados devem ser efetuados futuramente
para que se possa obter conclusdes mais significativas a respeito do assunto.
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5.6.2 Compactacdo das Amostras de Farmaco Puro em Maquina Universal de

Ensaios

O conhecimento do efeito exercido pela pressdo sobre farmacos sélidos é de
grande interesse para a industria farmacéutica, pois a maioria destes é submetida a
acao mecanica durante os varios estagios da producédo de medicamentos. As etapas
frequentemente envolvidas sao trituragdo, compactacao e compressao, as quais
podem induzir a uma transicdo de fases em compostos que apresentam
polimorfismo (FABBIANI et al., 2007).

A aplicacdo de pressdao apresenta-se como metodologia muito efetiva e
convencionalmente utilizada para a indugdo de transicdo de fases em materiais
como metais, ligas e minerais. Estudos recentes demonstram que uma vasta gama
de compostos organicos também sofre transicdo de fases sob altas pressdes, tais
como alcoois, acidos carboxilicos e aminoacidos (FABBIANI et al., 2007).

Dessa forma, com o intuito de analisar o comportamento cristalografico,
espectroscopico e térmico apresentado pelas amostras de talidomida quando
submetidas a presséo, foram produzidos compactos com estas matérias-primas

puras, utilizando-se uma pressao de compactacéo aproximada de 255 MPa*.

Através de estimativa aproximada, julga-se que sejam utilizadas pressdes que
oscilam entre os valores de 250 a 300 MPa para a formagéo de comprimidos de
talidomida em processos industriais. Estes valores foram calculados a partir da area
superficial da matriz utilizada para a producdo dos comprimidos e a forca de
compressao estimada utilizada.

Observa-se que para o herbicida 1,3-cicloexanodiona ocorrem alteragbes em
seus parametros de célula unitaria frente a aplicacao de pressao entre os valores de
0,1 MPa a 0,3 GPa (KATRUSIAK et al., 1990).

Ja em estudo realizado por FABBIANI e colaboradores (2007), verificou-se

através de compresséo direta, a transformacdo da forma Il & forma V a partir da

% Utilizou-se a pressdo maxima suportada pela matriz para maximizar a possibilidade de transicdo
polimérfica para as amostras analisadas.
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aplicacdo de 0,7 GPa de pressdao sob o farmaco piracetam, que apresenta

polimorfismo.

Em trabalho realizado por RIPPI e colaboradores (2000) verificou-se o efeito
da forca de compressdo para o farmaco acistrato de eritromicina, através da
avaliacao da intensidade dos picos de difratogramas obtidos a partir da superficie de
amostras compactadas. As forcas de compactacao utilizadas foram 4, 8, 12, 18 e 22
kN (correspondendo as pressdes de 63 a 346 MPa). O estudo demonstrou que o
aumento na forca de compressao resulta em um forte efeito de orientagao
preferencial nos cristais compactados, especialmente para os picos mais intensos.

Sendo assim, os resultados obtidos por DRX para as amostras de talidomida
compactadas estao apresentados comparativamente nas Figura 45. Nas Figuras 46
a 52 observam-se os difratogramas comparativos referentes as amostras antes e

apds serem compactadas.
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Figura 45. Comparacao entre difratogramas das amostras T4, To, T3, T4, Ts, Ts €
T, ap6s serem submetidas a compactacgao.
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Percebe-se que, de modo geral, ndao houve transicao polimérfica para as
amostras de talidomida submetidas a compactacao, o que foi confirmado através de
andlises por FT-IR (Anexos, Figuras A12 a A18). O que se verificou em praticamente
todas as amostras compactadas, foi um aumento na intensidade dos picos e, em
alguns casos, pequeno deslocamento dos difratogramas para a esquerda (menor

grau 26, o que significa aumento nos valores das distancias interplanares).

Em estudo sobre o perfil de compressao direta para o excipiente Compril®
MUNOZ-RUIZ e colaboradores (1996) verificaram alteracdo na intensidade relativa
dos picos dos difratogramas de amostras compactadas. Através da analise da
largura da meia altura dos picos maximos integrados (FWHM = full width at half
maximum), percebeu-se que houve diferenca nas intensidades dos picos entre os
difratogramas da matéria-prima e dos comprimidos obtidos para a substancia,
quando produzidos a elevadas pressodes (100 MPa).

As diferentes intensidades de difracdo sdo decorrentes de maior ou menor
ordenamento ou espagamento atébmico na rede cristalina. Geralmente, faces com
atomos mais préximos, tém picos mais intensos. Ja em situacées onde ha o
surgimento de defeitos na rede cristalina, vacancias atémicas, entre outros fatores,
resultam como conseqiéncia destruicdo do pico e/ou alargamento das bandas
(CULLITY, 1967).

Portanto, os picos de maior intensidade apresentados pelas amostras
compactadas provavelmente ocorram como consequéncia de uma maior
proximidade entre planos de atomos nos cristais, induzida pela pressdo a que as
amostras foram submetidas.

E provavel que o leve deslocamento dos picos para a esquerda em alguns
difratogramas de amostras compactadas tenha origem no estresse residual gerado
pela pressao aplicada sobre as amostras, pois a tensdo residual de um determinado
conjunto de planos de rede em um determinado sentido, pode ser observada no
difratograma como um deslocamento do angulo 26 do pico de difracdo (CULLITY,
1967).
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Para T4, T2, T3, Te € T7, amostras classificadas como polimorfo o, sendo as
duas ultimas misturas de fase a e amorfa, houve comportamento semelhante frente
a compactacdo. E observado aumento nos valores de intensidade relativa dos picos
das amostras compactadas, embora sejam mantidas as proporcionalidades das
intensidades dos picos em relagdo as amostras ndo manipuladas. As amostras T+,
T, e Te compactadas apresentaram reducao discreta nos valores do angulo 26
qguando comparadas as intactas, resultando em aumento nos valores das distancias
interplanares (d), significando pequena alteracdo na estrutura cristalina da
substancia. As amostras Tz e Ty ndo apresentaram deslocamento dos picos em
relagdo a escala 26. No entanto, devido a inexisténcia de formacao de novos picos
nos difratogramas das amostras compactadas, pode-se afirmar que nao houve
formacao de novo polimorfo durante o processo.

Verifica-se também, nos difratogramas das amostras compactadas, o
aparecimento de regides em que ocorre coalescéncia de dois ou mais picos
(préximas a 26°26). Isso resulta na formagao de um sé plano ou uma s6 banda no

difratograma, aparentando diminuigéo do grau de cristalinidade do material.
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Figura46. Comparacado entre os difratogramas da amostra T1 antes e apés a
compactacao.
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Figura 47. Comparagédo entre os difratogramas da amostra T, antes e apés a

compactacao.
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Figura48. Comparacado entre os difratogramas da amostra T3 antes e apds a
compactacao.
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Figura 49. Comparagao entre os difratogramas da amostra Te antes e apds a

compactacao.
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Figura 50. Comparacado entre os difratogramas da amostra T; antes e apds a
compactacao.
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Para a amostra Ts, composta por uma mistura de fases a e B, também se
percebe aumento na intensidade relativa dos picos das amostras compactadas e a
formagdo de bandas, mais evidentes que nas amostras anteriores, na faixa de

valores de aproximadamente 25°a 30°26.
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Figura 51. Comparagao entre os difratogramas da amostra Ts antes e apds a
compactacao.

No entanto, o comportamento da amostra T4 (polimorfo B) frente a
compactacao mostrou-se diferenciado das demais amostras, como pode ser
visualizado na Figura 52. Observa-se que a intensidade dos picos difratados para a
amostra compactada ndo sdo proporcionais aos da amostra intacta, apresentando
picos mais intensos e outros menos intensos quando comparada a amostra nao
manipulada. Isso significa que apesar da amostra compactada apresentar
praticamente a mesma estrutura cristalina da amostra ndo compactada, por possuir
picos nos mesmos valores da escala 26, o material aparentemente apresenta um
comportamento frente a compactagdo ou deformacao diferenciado nas diferentes
faces cristalinas ou planos de atomos do mesmo cristal. Provavelmente estes

resultados indicam que a distribuicdo da forca de compactacéo no leito de particulas
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desta amostra ocasiona diferencas nos fendbmenos de fragmentacdo e/ou
deformacdo plastica ou eléstica. Além disso, deve-se observar também que a
amostra compactada possui redugao no grau de cristalinidade de algumas faces, em
relagdo a amostra intacta.
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Figura 52. Comparacado entre os difratogramas da amostra T4 antes e apds a
compactacao.

O aumento da intensidade dos picos apresentado pela maioria das amostras
de talidomida compactadas provavelmente seja devido ao fato das amostras serem
submetidas & trituracdo, além da compactacdo, anteriormente as andlises®. Esta
hipdtese pode ser sustentada a partir da avaliagao de difratogramas comparativos
obtidos para a amostra T4, sob diferentes circunstancias, como pode ser observado
na Figura 53. Percebe-se, através da ilustracdo, que o difratograma da amostra
compactada e nao ftriturada (compacto com dimensdes maiores dos demais)
apresenta a intensidade relativa dos picos similar ao exibido para a amostra intacta,

embora possua seus valores de 26 levemente deslocados para a esquerda.

% Os compactos obtidos apresentaram reduzidas dimensées, o que inviabilizou as analises por DRX
com 0s compactos intactos.
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Portanto, a acdo conjunta dos processos de ftrituragdo e compactacao

provavelmente seja responsavel pelos resultados obtidos.

Exemplos de alteragdbes em parémetros cristalinos a partir de acoes
combinadas envolvendo inser¢cao de pressao, tanto pela formagcdo de compactos
quanto por trituragdo de amostras, sdo citados na literatura. Neste sentido,
YAMAMURA e MOMOSE (1996) avaliaram o efeito da compressdo e moagem em
relagdo as propriedades cristalograficas dos farmacos cristalinos naproxeno e
griseofulvina, verificando a ocorréncia de orientacado preferencial e parametros de
célula unitaria levemente modificados pela compressdao. Também observaram que
com a trituracdo das amostras houve reducdo no tamanho da célula unitaria e

aumento das distor¢coes na rede cristalina.
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Figura 53. Comparagdo entre os difratogramas da amostra T; (antes da
compactacao), Ty compact. e triturada (apés ser compactada e
triturada para andlise) e Ty compacto inteiro (apés ser compactada e
analisada sem trituracdo prévia).
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A etapa seguinte de caracterizacdo dos compactos envolveu analise por DSC
com o intuito de verificar o comportamento térmico das amostras compactadas,

cujos resultados estao expressos na Figura 54 e Tabela 17.
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Figura 54. Comparagao entre os termogramas obtidos para as amostras Tq, To,
T3, T4, Ts, Te € T7 apds serem submetidas a compactacao.

Tabela 17. Parametros térmicos obtidos por DSC para amostras de talidomida
aec')s serem submetidas a comeactagéo.

Evento endotérmico
Matéria-prima

Tonset (°C) AH (J/g)
T, 275,00 139,69
To 275,21 133,75
Ts 275,18 150,09
T4 275,02 119,42
Ts 274,45 96,91
Ts 275,62 116,17
T 274,86 149,37
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Pode-se constatar que os resultados obtidos, para algumas amostras,
mostram-se diferentes dos apresentados para as matérias-primas antes de serem
manipuladas, provavelmente pelo mesmo motivo abordado em segbes anteriores
deste trabalho. E verificado que todas as amostras compactadas submetidas a
analise por DSC apresentam praticamente os mesmos termogramas, exibindo
endotermas de fusdo em valores de temperatura préximos a 275 °C. Os valores das
entalpias de fusdo oscilam entre aproximadamente 100 a 150 J/g.

Estes dados sugerem que o comportamento das amostras seja resultado da
submissdo destas a trituracdo, ndo sendo um efeito isolado atribuido a
compactacdo. De acordo com ampla discussdo abordada em secbes anteriores
deste trabalho, possivelmente as amostras trituradas apresentam elevado nivel de
imperfeicbes na rede cristalina, além de reduzido tamanho de particula, o que
facilitaria a transicdo da fase a para a B durante o aquecimento, como pode ser
visualizado para as amostras T4, T, T3 e T (Figura 54). Essas amostras, sob efeito
de trituracdo, apresentam apenas a endoterma de fusdo do polimorfo §,
contrariamente aos termogramas apresentados para as mesmas quando intactas. O
restante das amostras exibiram comportamento térmico similar antes e apds os
processos de trituragcdo e compactagdo, de acordo com o esperado, pois
aparentemente apresentaram uma velocidade de transicao de fase mais acelerada
gue as demais amostras, antes mesmo de serem submetidas a qualquer tipo de

manipulagéo.

A partir da analise da Figura 55 e Tabela 18, verifica-se que para T;
compactada e triturada suavemente (T1,) € apresentado termograma similar ao de
T4 intacta (T+), com duas endotermas de fusdo, embora a primeira com entalpia bem
inferior quando comparada a intacta, provavelmente devido ao efeito, mesmo que
leve, da trituracdo. Para as amostras trituradas, tanto apdés compactagéo (T1,) ou
mesmo quanto intacta e posteriormente manipulada (T1;), nota-se exatamente o
mesmo perfil térmico, ou seja, apresentam apenas a endoterma de fuséo

relacionada ao polimorfo 3, sugerindo a transicao de fase.

A partir dos resultados obtidos por DSC, pode-se reforcar a hipotese de que a
trituragédo é responsavel, em maior grau, pelos fenébmenos térmicos observados, do

que a compactagao das amostras a uma pressao de 255 MPa.
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Figura 55. Comparacédo entre os termogramas obtidos para a amostra T4, onde
T1: amostra antes de ser processada; Tia: amostra compactada e
posteriormente triturada suavemente; Ti,: amostra compactada e
posteriormente triturada; e T+.: amostra ndao compactada, mas triturada.

Tabela 18. Parametros térmicos obtidos por DSC para a amostra T4, onde Tj:

amostra antes de ser processada; Tia: amostra compactada e
posteriormente triturada suavemente; Ti,: amostra compactada e

Eosteriormente triturada; e T+c: amostra nao comeactada, mas triturada.

Evento Endotérmico
Matéria-prima Primeiro pico Segundo Pico
Tonset (°C) AH (J/g) Tonset (°C) AH (J/g)
T4 272,27 19,76 275,54 108,61
T1a 271,87 3,48 274,85 186,73
Tip - - 275,00 139,69
Tie - - 274,80 141,70
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Conclusoes

As matérias-primas de talidomida avaliadas neste trabalho apresentaram
relativa homogeneidade relacionada a parametros de pureza, como COmMpOSIiCao
enantiomérica, percentual de substancias volateis presentes e pureza
cromatografica, sendo que os testes de identificacdo confirmam a identidade do
farmaco. Pequenos desvios de qualidade apresentados por algumas amostras
podem ser justificados pelo fato das mesmas serem constituintes de lotes teste, ndo

disponiveis para comercializagao.

A analise granulométrica das amostras demonstrou que todas apresentam
valores de didmetro médio inferiores a 100 um, sendo classificadas como pds muito
finos. As amostras T4, Tp, T3 € T7 exibiram granulometria e distribuicdo de tamanho
similares, tratando-se de particulas grandes, sendo que T4 apresentou particulas
maiores que todas as demais. Os menores didmetros meédios foram obtidos para Ts
e Te.

As amostras representativas Ti e Ts apresentaram caracteristicas
tecnoldgicas diferenciadas em relacdo as propriedades de empacotamento,
densificacdo e area superficial de suas particulas. Para Ti, observou-se
caracteristicas de empacotamento e densificacdo razoavelmente estaveis,
provavelmente como conseqiéncia do elevado tamanho de particula e reduzida
area superficial. A amostra Ts exibiu reduzida estabilidade ao empacotamento, pds
coesivos devido a aumentada é&rea superficial e diminuta granulometria das

particulas.

A caracterizacao cristalografica demonstrou heterogeneidade em relacéo a
constituicdo cristalina da maioria das matérias-primas, detectando a presenca de
fases polimérficas e materiais semicristalinos. O método de Rietveld se mostrou
adequado para avaliar quantitativamente as fases cristalinas presentes nas
amostras de talidomida. A presenca de polimorfismo também foi avaliada por analise
espectroscdpica. Somente trés das amostras testadas apresentaram-se como fases
cristalinas puras, Ty, T2 e T3, constituidas pelo polimorfo a. As misturas de fases
foram observadas para T4, Ts, Tg € T7, sendo classificados como materiais
semicristalinos T4 (fase B e amorfa), T (fase o e amorfa) e T; (fase a e amorfa),

enquanto que Ts apresentou-se como mistura de fase o e fase B. Para as trés
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ultimas amostras, houve predominio do polimorfo a e em T4 o polimorfo B foi o

predominante.

A aparéncia externa dos cristais analisados demonstrou pelo menos quatro
tipos de habitos cristalinos diferentes atribuidos as amostras. As amostras
constituidas pelo polimorfo a, Ty, T2, T3 € T7, apresentaram habito cristalino
prismatico tabular (sendo T um material semicristalino), contendo cristais com
superficies regulares. Para Ts e T, também classificadas como polimorfo o, embora
apresentando mistura de fases, os habitos cristalinos exibidos mostraram-se
distintos dos demais, sendo os cristais de Ts classificados como aciculares e Tg
cristais placéides. Para os ultimos, a superficie externa dos cristais demonstrou
fissuras e irregularidades, além de elevada tendéncia a coesividade e aderéncia de
particulas menores as maiores. O polimorfo B (amostra T4) apresentou morfologia

externa de placas pontiagudas, com aspecto superficial ausente de irregularidades.

O comportamento térmico apresentado pelas amostras resultou em
indicativos de transicao sélido-solido entre as fases cristalinas do farmaco, sob agéo
de calor. Aparentemente, a cinética de transicdo de fases mostrou-se acelerada ou
retardada de acordo com propriedades quimico-mecanicas particulares a cada
amostra associadas ao tamanho, forma e grau de irregularidades presentes na
superficie das particulas avaliadas.

Andlises cristalograficas associadas ao incremento de temperatura para as
amostras representativas Ty e Ts, indicaram a existéncia de formas metaestaveis de
farmaco, formadas em elevadas temperaturas, as quais provavelmente sejam
intermediarias a formagéao do polimorfo  a partir do o, durante o aquecimento. Os
resultados obtidos apresentam carater preliminar a estudos futuros relativos a
estabilidade dos polimorfos.

As amostras apresentaram velocidade de dissolucéo intrinseca de acordo
com a seguinte ordem decrescente de classificacdo: T4 > Te > Ts > T1. As amostras
compostas por materiais semicristalinos exibiram velocidade de dissolugdo superior
aquelas com conteudo cristalino. O polimorfo B mostrou-se mais soluvel que as
demais amostras, constituidas majoritariamente ou unicamente pelo polimorfo o,

porém todas as amostras apresentaram reduzida IDR. Os compactos de T4 obtidos
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para o ensaio indicaram pobre compactabilidade associada ao p6, embora em

carater preliminar.

O efeito da compactagéao das amostras, adicionado a trituragao, resultou em
aproximagcao dos planos de atomos para praticamente todos os materiais. Além
disso, algumas amostras apresentaram pequena alteracdo estrutural, entretanto,
pode-se afirmar que n&o houve transicao polimoérfica para nenhuma matéria-prima
durante o processo. O polimorfo B aparentemente apresenta um comportamento
diferenciado frente a compressao, considerando as diferentes faces cristalinas de
seus cristais.

As propriedades cristalinas das amostras representativas T1 e Ts resultaram
na formagdo de compactos de farmaco puro pouco estaveis e dificeis de serem
produzidos. A amostra Ts mostrou-se mais problematica, apresentando material
pulvéreo com elevada coesividade e forte aderéncia aos pungdes no momento da
compactacao, sendo provavelmente uma consequéncia do tipo de habito cristalino,
caracteristicas de empacotamento e reduzido tamanho de particula exibidos pela
amostra. A tendéncia a laminacao e capeamento foi observada para os compactos
de ambas as amostras, embora estas caracteristicas tenham sido menos evidentes
para os produzidos com Ty, provavelmente devido a propriedades particulares
associadas a seus cristais. A amostra T1 apresentou melhor compactabilidade em

relagédo a Ts, em carater preliminar.

Os resultados indicaram, de modo global, amostras com diferentes tamanhos
de particula, areas superficiais, caracteristicas de empacotamento e densificagéo,
constituicdo cristalina e morfolégica, comportamentos térmicos, velocidades de
dissolucao intrinseca e comportamentos frente a compactacao. Portanto, percebe-se
uma heterogeneidade em relacdo a importantes caracteristicas fisico-quimicas
atribuidas a matérias-primas de talidomida disponibilizadas por fornecedores
nacionais, tornando-se necessario o0 estabelecimento de parametros de

especificacdo de matéria-prima que garantam a qualidade do produto final.

Os estudos de caracterizacdo desenvolvidos neste trabalho indicam que as
propriedades tecnoldgicas apresentadas por Ts podem refletir em problemas
relacionados a processabilidade do farmaco em medicamento, o que dificultaria a
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insercdo desta matéria-prima em processos produtivos industriais. Outro ponto
negativo associado a amostra € o fato da mesma ser constituida por uma mistura de
fases cristalinas. E possivel que a amostra Tg se comporte de maneira semelhante a
Ts por apresentar caracteristicas similares, como tamanho de particula e habito
cristalino, embora esta hipdtese deva ser verificada com maior detalhamento no

futuro.

Os resultados apresentados relativos a constituicdo e morfologia cristalina
classificam as amostras como sendo distintas entre si, na maioria dos casos. Esta
falta de homogeneidade entre os materiais testados pode ser um reflexo de
possiveis processos sintéticos pouco controlados utilizados para obtencdo dos
produtos. Matérias-primas constituidas por mistura de fases, como T4, Ts, Ts € T,

podem conduzir a obtencdo de medicamentos contendo farmaco com distintas

propriedades, tendo como consequéncia o desvio de qualidade do produto final.

Portanto, a caracteristica positiva de velocidade de dissolugdo superior
apresentada por algumas amostras nao € suficiente para que se possa eleger, por
este critério, matérias-primas semicristalinas ou contendo mistura de fases como

sendo ideais a serem utilizadas em processos industriais.

O polimorfo B apresenta a desvantagem de ser constituido por uma mistura
de fases e fornecer indicativos de pobre compactabilidade, apesar de exibir,
relativamente, maior velocidade de dissolucdo intrinseca dentre as amostras

analisadas.

A partir de uma avaliagdo global, propbde-se que a amostra T; (e
possivelmente T, e T3) seja a mais indicada para o desenvolvimento de uma
formulacéo, devido as caracteristicas tecnolégicas e cristalograficas apresentadas. A
velocidade de dissolucao relatada para a amostra reflete o seu alto grau de
cristalinidade, sendo possivelmente um indicio de estabilidade associada a forma
cristalina, hipétese que podera ser verificada futuramente.
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Anexos

Tabela A1. Valores de 26 (°), intensidades relativas (%) e distancias interplanares
(d) (A) para o farmaco talidomida, calculados a partir de picos

caracteristicos, gerados por de difratogramas referidos Eela literatura.

Referéncia 20 () Intensidade (%) d (A)
11,33 100 7,80
Talidomida 14,32 10,71 6,18
polimorfo o 19,20 28,68 4,62
(REEPMEYER et 22,77 12,17 3,90
al., 1994)

26,12 5,67 3,40
30,36 5,53 2,94
11,33 100 7,80
14,34 85 6,17
Talidomida 19,23 50 4,61
(PDF, 19-1946) 22,90 40 3.88
26,11 55 3,41
30,37 35 2,94
11,78 44 7,50
12,96 100 6,82
13,75 56,68 6,43

Talidomida
17,06 28,76 5,19

polimorfo
(REEPMEYER et 19,26 26,62 4,60
al., 1994) 24,06 28,22 3,69
25,73 52,21 3,46
29,05 40,11 3,07

29,29 27,40 3,04
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Tabela A2. Valores de 26 (°), intensidades relativas (%) e distancias interplanares
(d) (A) para as amostras de talidomida, calculados a partir de picos

caracteristicos, gerados por de difratogramas obtidos neste trabalho.

Matéria-prima 20 () Intensidade (%) d (A)
11,37 100 7,78

14,40 8,57 6,14

T, 19,28 23,62 4,60
22,90 11,33 3,88

26,20 7,43 3,39

30,37 6,01 2,94

11,33 100 7,80

14,39 17,49 6,15

T, 19,20 24,70 4,62
22,86 9,81 3,88

26,16 9,92 3,40

30,41 8,82 2,93

11,37 100 7,78

14,40 14,31 6,14

Ts 19,20 30,18 4,62
22,86 9,88 3,88

26,16 10,55 3,40

30,33 7,88 2,94

11,89 100 7,44

13,00 67,65 6,80

T4 13,80 15,89 6,41
17,13 30,47 5,17

19,32 17,92 4,59

Cont.
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2417 49,84 3,68
T, 25,76 33,65 3,45
29,42 22,28 3,03
11,33 100 7,80
14,36 47,05 6,16
Tsa 19,16 73,81 4,62
(picos caracteristicos para 22 86 27.26 3.88
polimorfo o)
26,12 40,31 3,40
30,33 38,60 2,94
11,81 6,90 7,49
12,92 7,14 6,84
Tsp
_ o 13,76 7,24 6,43
(picos caracteristicos para
polimorfo {) 17,09 7,73 5,18
25,72 13,64 3,46
11,33 100 7,80
14,35 41,61 6,16
19,16 33,15 4,62
Te
22,86 21,17 3,88
26,12 24,81 3,40
30,34 16,80 2,94
11,30 100 7,82
14,40 24,86 6,14
19,24 55,52 4,60
T7
22,86 34,12 3,88
26,16 15,34 3,40
30,37 9,86 2,94

181




Anexos

Figura A1. Projecbes do empacotamento molecular dos polimorfos de talidomida:
A = Polimorfo a e B = Polimorfo  (CAIRA et al., 1994).
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Figura A2. Espectro na regido do infravermelho para a amostra To.
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Figura A3.

Figura A4.
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Figura A5. Espectro na regido do infravermelho para a amostra T».

Tabela A3. Bandas caracteristicas diferenciadas observadas para os dois
polimorfos de talidomida, obtidas de espectros na regido do

infravermelho referenciados Eela literatura (REEPMEYER et al., 1994).

Anélise espectral (KBr/cm™) (NAKANISHI, 1962;
Polimorfo PAVIA, 2001)
vN-H oC-H
Polimorfo o 3196; 3098 859
Polimorfo 3277 755
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Tabela A4. Bandas caracteristicas diferenciadas observadas para as amostras de
talidomida, obtidas de espectros na regido do infravermelho em
andlises desenvolvidas neste trabalho.

Andlise espectral (KBr/cm™) (NAKANISHI, 1962;

Matéria-prima PAVIA, 2001)

vN-H o6C-H

Padréo USP 3197; 3098 855
Ty 3191; 3091 856

Tz 3196; 3096 852

Ts 3195; 3091 852

T4 3278 759

Ts 3195; 3091 852

Ts 3195; 3099 853

T7 3195; 3098 853

Tabela A5. Comparacdo entre parametros estruturais dos polimorfos a (ALLEN e
TROTTER, 1971) e B (REEPMEYER et al., 1994) de talidomida

racémica.
Polimorfo
Parametro*
o B

a(A) 8,233 20,741

b (A) 10,070 8,072
c (A) 14,865 14,216
B (°) 102,53 102,78
V (A% 1203,0 2321,1

D (g/cm®) 1,425 1,48
Grupo espacial P2¢/n C2/c

Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico

* Onde os vetores a, b e ¢ e 0 dngulo B sdo parametros de rede da célula unitaria, V
€ o volume e D a densidade da célula unitéria.
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DSC
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Figura A6. Termograma obtido por DSC para amostra T4, onde primeiramente a
amostra foi aquecida até a fusdo (Tonset: 272,20 °C; AH: 11,03 J/g e
Tonset: 275,01 °C; AH: 104,29 J/g), seguido de resfriamento do sistema
e recristalizacdo da amostra (Tonset: 174,89 °C; AH: 59,04 J/g),
posteriormente submissdo da amostra recristalizada ao aquecimento,
até a fusao (Tonset: 274,97 °C; AH: 74,65 J/g)*.

100 4
80
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40

Transmitancia (%)

20

0 —r
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Figura A7. Espectro na regido do infravermelho para a amostra T, recrist.

3 A entalpia envolvida durante a fusdo do produto recristalizado € menor do que a relatada para a
fusdo do polimorfo  devido a perda de amostra durante os eventos envolvidos, provavelmente pela
sublimacéo de parte do material analisado, como ja citado por CAIRA e colaboradores (1994).
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DSC
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Figura A8. Termograma obtido por DSC para a amostra T7, apds passar por um
processo de trituracao (Tonset: 274,86 °C; AH: 149,37 J/g).
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Figura A9. Termograma obtido por DSC para a amostra T4, apds passar por um
processo de trituracao (Tonset: 274,80 °C; AH: 141,70 J/g).
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Figura A10. Difratogramas obtidos a partir de analises por DRX-VT para a amostra
T4 comparados ao difratograma da amostra T4 (temperatura ambiente).
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Figura A11. Difratogramas obtidos a partir de analises por DRX-VT para a amostra
Ts comparados ao difratograma da amostra T4 (temperatura ambiente).
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Figura A12. Espectro na regidao do infravermelho para a amostra T apds ser
submetida a compactacao.
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Figura A13. Espectro na regido do infravermelho para a amostra T, apds ser
submetida a compactacao.
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Figura A14. Espectro na regido do infravermelho para a amostra T3 apds ser
submetida a compactacao.
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Figura A15. Espectro na regido do infravermelho para a amostra T4 apds ser
submetida a compactacao.
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Figura A16. Espectro na regidao do infravermelho para a amostra Ts apds ser
submetida a compactacao.
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Figura A17. Espectro na regido do infravermelho para a amostra Tg apds ser
submetida a compactacao.
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Figura A18. Espectro na regido do infravermelho para a amostra T; apds ser
submetida a compactacao.
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