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RESUMO

A azitromicina (AZM) é um antibiético empregado no tratamento de infec¢des bacterianas e
encontra-se na relacdo nacional de medicamentos essenciais. A AZM possui diferentes formas
cristalinas que dependem de condi¢cdes as quais o medicamento seja submetido e que
apresentam variacoes em suas propriedades finais. Assim, estudar as possiveis modifica¢des
estruturais da AZM, bem como as condi¢des em que estas ocorrem, se faz necessdrio para
ocontrole de qualidade. Este trabalho objetivou realizar a caracterizagdo térmica, estrutural e
vibracional da azitromicina dihidratada (AZM-DH) em funcdo da temperatura. Para tanto, o
farmaco foi adquirido em sua forma pura eforam empregadas técnicas deDifracdo de Raios-X
pelo método do p6 (DRXP), Espectroscopia Raman (ER), Termogravimetria (TG) e Andlise
Térmica Diferencial (DTA)simultaneas e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),
visando tracar o perfil de partida. Posteriormente as alteracOes estruturais foram
investigadasutilizando a DRXP e a ER em funcao da temperatura (25 a 140 °C).A curva TG
indicou que o material tem estabilidade térmica até cerca de 51 °C. Apds essa temperatura o
material sofreu perda de massa até cerca de 104 °C,atribuidaa desidratacdo, e outra perdacom
inicio em 188 °C, atribuida a decomposi¢do. As curvas DTA e DSC se assemelham,
apresentando inicialmente um evento endotérmico (~54 °C) extenso atribuido a desidratacdo
do material, seguido por um evento exotérmico (~96 °C)atribuido a cristalizagdo de uma fase
anidra e logo depois,um novo evento endotérmico (~116 °C) caracteristico da fusdo do
material. A andlise de DRXP em funcdo da temperatura, revelou que a estrutura do material é
estavel até cerca de 70 °C, porém a partir desta temperatura a AZM-DH sofre mudangas nas
reflexdes dos picos de Bragg indicando transformacao de fase durante a desidratacdo. Ao se
atingir a temperatura de 115 °C os picos caracteristicos da AZM-DH decaem drasticamente
de intensidade, dando lugar aos novos picos referentes a uma nova fase anidra do material. A
técnica de ER em funcdo da temperatura,comprovou estabilidade térmica nos modos
vibracionais do material até o patamar de 77 °C, exceto para os modos de vibracdo da dgua
(3494 e 3558 cm™). Concluiu-se que a AZM-DH sofre desidratacdo e passa para uma nova
fase cristalina anidra, depois para sua fase amorfa e fundiu em seguida. Os resultados obtidos
podem servir como pardmetro para o controle de qualidade do material com destaque para a
espectroscopia Raman.

Palavras-Chave: Polimorfismo, Azitromicina, Difracdo de Raios-X, Espectroscopia Raman,

Variacdo de Temperatura.



ABSTRACT

Azithromycin (AZM) is an antibiotic used in the treatment of bacterial infections and is in the
national list of essential medicines. The AZM has different crystalline forms that depend on
the conditions under which the drug is submitted and which present variations in its final
properties. Thus, to study the possible structural modifications of AZM, as well as the
conditions in which these occur, is necessary for the quality control. This work aimed to
perform the thermal, structural and vibrational characterization of azithromycin dihydrate
(AZM-DH) as a function of temperature. In order to do so, the drug was acquired in its pure
form and X-Ray Diffraction techniques were used by the powder method (DRXP), Raman
Spectroscopy (ER), Thermogravimetry (TG) and Simultaneous Differential Thermal Analysis
(DTA) and Exploratory Calorimetry Differential (DSC), in order to trace the starting profile.
Subsequently the structural changes were investigated using DRXP and ER as a function of
temperature (25 to 140 ° C). The TG curve indicated that the material has thermal stability up
to about 51 ° C. After this temperature the material underwent mass loss to about 104 ° C,
attributed to dehydration, and another loss starting at 188 ° C, attributed to decomposition.
The DTA and DSC curves resemble each other, initially presenting an extensive endothermic
event (~ 54 ° C) attributed to dehydration of the material, followed by an exothermic event (~
96 ° C) attributed to the crystallization of an anhydrous phase and then a new endothermic
event (~ 116 ° C) characteristic of material melting. Analysis of DRXP as a function of
temperature revealed that the structure of the material is stable to about 70 ° C, but from this
temperature the AZM-DH undergoes changes in the reflections of the Bragg peaks indicating
phase transformation during dehydration. When reaching the temperature of 115 ° C the
characteristic peaks of AZM-DH decay drastically of intensity, giving rise to the new peaks
referring to a new anhydrous phase of the material. The ER technique as a function of
temperature showed thermal stability in the vibrational modes of the material up to the 77 ° C
level, except for the water vibration modes (3494 and 3558 cm -1). It was concluded that
AZM-DH undergoes dehydration and passes to a new crystalline anhydrous phase, then to its
amorphous phase and then fused. The results obtained can serve as parameters for the quality

control of the material with highlight for Raman spectroscopy.

Keywords: Polymorphism, Azithromycin, X-ray Diffraction, Raman Spectroscopy,

Temperature Variation.



Xl

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura quimica da molécula de azitromicina. " ............ocooooiviiiieeeeen. 20
Figura 2 — Estrutura molécular tridimensional enumerada da azitromicina dihidratada "' ...21
Figura 3 — Arranjo da célula unitaria de um cristal de azitromicina dihidratada. "' ............. 22
Figura 4 - Arranjo molecular das ligacdes de hidrogénio entre a d4gua e a azitromicina na
célula unitdria de azitromicina dihidratada. Em vermelho as liga¢des intermoleculares e em
azul as intramolecularest ). ... ... ..o 23
Figura S - Esquema proposto por Bragg para a difracdo de Raios-X [38].......cccccveeviieerninene 27
Figura 6 - Representacdo do modelo quantico das transi¢des ocorridas no efeito Rayleigh,
efeito Raman Stokes e anti-Stokes ... ..o 33
Figura 7 - Curvas TGA de diferentes reacdes quimicas. (a) Decomposicao térmica. (b)
Corrosao ou oxidagdo (6xidos ndo volateis). (¢) combustio de carbono negro em comutagao
de N, para O,. (d) Decomposicdo por etapas. (71 ... ..o 37
Figura 8 - Curva genérica para um experimento DTA/DSC. (I) Mudanca de linha de base. (II)
Pico Exotérmico atribuido a cristalizagdo. (III) Pico endotérmico atribuido a fusdo. (IV) Pico
exotérmico atribuido a oxidagdo. (V) Curva ruidosa atribuida a decomposigﬁo.[43] ................ 40
Figura 9 - Fluxograma das etapas de andlises utilizadas no experimento. ..........c.cccceeeeueennee. 42
Figura 10 - Difratometro de Raios-X da marca PANalytical modelo Empyrean. Fonte da
imagem: http://img.directindustry.com/pt/images_di/photo-g/14669-12069849.jpg .............. 43
Figura 11 - Espectrometro triplo da Jobin-Yvon modelo T64000. Fonte da imagem:
http://nytek.ru/upload/iblock/2f9/t64000.JPE. .vveeevreerireeeiieeeiee ettt e 44
Figura 12 - Analisador termogravimétrico Shimadzu modelo DTG-60. Fonte da imagem:
https://www.shimadzu.com/an/sites/default/files/ckeditor/an/thermal/qn50420000005wcg-
iME/qNS0420000005 WAL JPE. +eenveerieeniieiie ettt ettt ettt ettt et ene e 45
Figura 13 - Calorimetro Shimadzu modelo DSC-60. Fonte da imagem: http://www.tai-
zhun.com/upload/20110323/20110323002043463.1f. ...cc.eevouieriiriienieeieeeeeeeeeeeee e 46
Figura 14 — Difratograma com o refinamento de Rietveld da difracdo de Raios-X pelo
método do pé a 30 °C do farmaco azitromicina dihidratada. ...........ccocceeeeeniniiiniinieneneen, 47
Figura 15 - Espectro Raman da azitromicina dihidratada na regido de20 a 1800 cm™. Em
destaque a regido de 100 a 250 cm™, atribuida a modos vibracionais de rede. &: bending
(dobramento); v: strectching (ESIIAMENTO). ....cevueeeruierieeriierieeiee et eteeseteebeesieeebeeseaeeeeeeaeeenne 49
Figura 16 - Espectro Raman da azitromicina dihidratada na regido de 2700 a 3700 em™. v

StreCtChing (ESHIAMEINTO). ..eeevuveeereiieeiieeeiieeeiteeeteeerteeestteeesateeeereesssreeensaeesnseeessseesnsseesnnseesnnseas 50



Xl

Figura 17 — Curvas de termogravimetria, termogravimetria derivativa e andlise térmica
diferencial da amostra de azitromicina dihidratada. Ty = Temperatura de cristalizacio; Tr =
Temperatura de fUSAO. .....cccueieiiie ettt ee et e e s te e e sbee e eebeeesabeeesbeeesaaeeenseeen 52
Figura 18 - Curva DSC da amostra de azitromicina dihidratada. Tx = Temperatura de
cristalizaco; Ty = Temperatura de fUSA0..........eeeviieriiieiiiiiieieeeteeee e 55
Figura 19 - Curvas de difracdo de Raios-X da azitromicina dihidratada em fungdo da
temperatura. (#) Pico em 9,7° (20) referente ao plano (2 0 0) da fase AZM-DH. (*) Pico em
10,4° (20) referente a formagao de nova fase. (*) Pico em 8,9° (20) atribuido a nova fase. (|)
Apari¢do de novo pico. (]) Desaparecimento de PIiCOS. .....c.eeveeriieriieriieenieeiienieeiee e 57
Figura 20 - Difratograma com o refinamento pelo método de Le Bail da DRXP para 117,5 °C
do farmaco, atribuidO @ NOVA FASE. ... e e e e e e e 58
Figura 21 - Difratogramas da AZM-DH em funcio da temperatura. ............ccocceeevueereeeneennen. 60
Figura 22 - Espectros Raman em funcdo da temperatura para a azitromicina dihidratada na
1€ZIA0 de 20 @ 250 I ...t 62
Figura 23 - Espectros Raman em funcdo da temperatura para a AZM-DH na regido de 250 a
000 CIM= 1. ottt ettt e bt e et e e bt e et e e e bt e ea bt e bt e et e e eateeabeenbaeeaneens 63
Figura 24 - Comportamento da frequéncia com a temperatura para modos de vibracdo do
cristal de AZM-DH na regido entre 20 € 650 CIN ™. ......ovvveeeeeeeee oo 64
Figura 25 - Espectros Raman em fun¢do da temperatura para a AZM-DH na regido de 600 a
150 CIN™ ottt 65
Figura 26 - Comportamento da frequéncia com a temperatura para modos de vibragao do
cristal de AZM-DH na regido entre 600 € 1150 ™. ......o.vuveveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 67
Figura 27 - Espectros Raman em funcao da temperatura da AZM-DH na regido de 1120 a
L1600 CIN™ ettt 68
Figura 28 - Comportamento da frequéncia com a temperatura para modos de vibragao do
cristal de AZM-DH na regido entre 1150 € 1500 cm-1.......cccciiviiiiniiiiiniiieiieeeeeeee e 69
Figura 29 - Espectros Raman em funcdo da temperatura da AZM-DH na regido de 1650 a
2000 CIN= L1 ettt h e ettt e h e e e bt e bt e et e e e h b e ea b e e ebteeabe e ateeabeennaeeaneen 70
Figura 30 - Comportamento da frequéncia com a temperatura para modos de vibragdo do
cristal de AZM-DH na regido entre 1650 2 2000 CIN ™. ........vuveeveeeeeeeeeeeeeee e 71
Figura 31 - Espectros Raman em funcao da temperatura da AZM-DH na regido de 2700 a
3100 CI™. oottt 72
Figura 32 - Comportamento da frequéncia com a temperatura para modos de vibragao do

cristal de AZM-DH na regiao entre 2700 e 3100 CIM e 73



X1

Figura 33 - Espectros Raman em funcao da temperatura da AZM-DH na regido de 3140 a
3525 G- oottt 74
Figura 34 - Comportamento da frequéncia com a temperatura para modos de vibracdo do

cristal de AZM-DH na regido entre 3140 € 3625 CIN ™ .........oveveveeeeeeeeeeeeeeeee e 75



X1V

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Principais ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de 4gua e moléculas de AZM
na célula unitdria de um cristal de azitromicina dihidratada ............ccccceeieiniiiiiiniiiiiee, 23
Tabela 2 - Dados cristalograficos da azitromicina dihidratada. ..........cccccceevviiiniiiniieenniennnne. 48
Tabela 3 - Modos ativos Raman do cristal de azitromicina dihidratada em temperatura

ambiente, classificados CONFOrmME @ LIEETATULA. ........coveeemmeeeeeee et e e e e eeaeeeeas 51

Tabela 4 - Parametros obtidos pela andlise de termogravimetria do material azitromicina

IhIAratada. ........oooiiiiiiiii e e 53
Tabela 5 - Pardmetros obtidos pela andlise térmica diferencial do material azitromicina

AINIATAAAA. ..ottt et st 54
Tabela 6 - Parametros obtidos pela andlise de DSC do material azitromicina dihidratada.....56

Tabela 7- Dados cristalograficos da nova fase encontrada comparados a azitromicina sesqui-

RIATALAAQA. oeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt et e e ettt e e e e s e e et aaaa e s ese e et e s aareseseeeresaaaneneseeenanes 59



XV

SUMARIO
RESUMO IX
ABSTRACT X
LISTA DE FIGURAS Xl
LISTA DE TABELAS XV
SUMARIO XV
1 INTRODUCAO 18
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA 20
2.1. Azitromicina 20
2.2. Polimorfismo 24
2.3. Polimorfismo em farmacos 25
2.4. Técnicas de caracterizacao 25
2.4.1. Difracao de Raios-X 25
24.1.1.  Leide Bragg 26
2.4.1.2.  Difracdo de Raios-X pelo método do po (DRXP) 27
2.4.1.3.  DRXP em fungdo da temperatura 28
2.4.2. Método de Rietveld 28
2.4.3. Método de Le Bail 31
2.44. Espectroscopia Raman 32
2.4.4.1.  Espectroscopia Raman 34
2.4.5. Caracterizagoes térmicas 35
2.4.5.1.  Andlise Termogravimétrica (TGA) 36
2.4.5.2.  Andlise Térmica Diferencial (DTA) 37
2.4.5.3.  Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) 39
2.4.5.3.1.  DSC de fluxo de calor 40
3 OBJETIVOS 41

3.1. Objetivo Geral 41



XVI

3.2. Objetivos Especificos 41
4 METODOLOGIA 42
4.1. Obtencao e tratamento prévio 42
4.2. Técnicas de caracterizacio 43

4.2.1. Difracdo de Raios-X pelo método do p6 (DRXP) em funcdo da temperatura 43

4.2.2. Espectroscopia Raman com variacdo de temperatura 44
4.2.3.  Caracterizagoes térmicas 45
4.2.3.1.  Termogravimetria e andlise térmica diferencial simultineas (TG-DTA) 45
4.2.3.2.  Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) 45
5 RESULTADOS E DISCUSSAO 47
5.1. Caracterizacao do material de partida 47
5.1.1.  Difracdo de Raios-X pelo método do p6 (DRXP) 47
5.1.2.  Espectroscopia Raman 48
5.1.3.  Caracterizagoes térmicas 52
5.1.3.1. Termogravimetria (TG), Termogravimetria derivativa (DTG) e Andlise térmica
diferencial (DTA) simultaneas 52
5.1.3.2.  Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) 55
5.2. Caracterizacoes espectroscopicas em funcao da temperatura 56
5.2.1. Difracdo de Raios-X do pé6 (DRXP) em funcgdo da temperatura 56
5.2.2.  Espectroscopia Raman 61
5.2.2.1.  Regido de 20 a 750 cm™ 61
5.2.2.2.  Regido de 750 a 1300 cm™ 65
5.2.2.3.  Regido de 1150 a 1600 cm™ 67
5.2.2.4.  Regido de 1600 a 2000 cm’ 69
5.2.2.5.  Regido de 2700 a 3100 cm™ 71
5.2.2.6.  Regido de 3140 a 3525 cm™ 73

6 CONCLUSOES 76



XVII

7 PERSPECTIVAS FUTURAS 77

REFERENCIAS 78



18

1 INTRODUCAO

O interesse no estudo do polimorfismo de estruturas cristalinas presentes no
cotidiano da humanidade vem aumentando com o tempo. Isso ocorre, pelo fato do homem
sentir a necessidade de conhecer as caracteristicas intrinsecas dos materiais e o quio as
possiveis variagdes nessas caracteristicas podem afetd-lo, positiva ou negativamente.

O polimorfismo (poli — muito e morfo — forma) € a capacidade que um dado material
tem de se apresentar de variadas formas em seu estado cristalino. Este fendmeno pode ocorrer
por diversas causas, sendo dependente principalmente dos fatores pelos quais o material é
submetido. Entre estes fatores podemos citar as variagdes de temperatura, pressao, polaridade
de solvente, umidade e etc.[1,2].

Essas mudancas na estrutura cristalina podem conferir diferentes propriedades a cada
polimorfo do material (dureza, solubilidade, condutividade)[3]. Portanto, conhecer a estrutura
do material e suas possiveis alteragdes ao longo de variacdes que possam ocorrer no meio em
que este estard inserido € de suma importancia para o entendimento de suas propriedades e
aplicacdes, bem como de suas condi¢cdes de producdo, armazenamento e transporte[4,5].

De forma andloga, para os farmacos, materiais que estdo intimamente ligados a saide
dos seres vivos, faz-se necessario conhecer suas especificidades, uma vez que isso pode afetar
diretamente no resultado de tratamentos de enfermidades. Assim, estudar o polimorfismo
nesses materiais € de grande valia, pois com a mudanca de fase, 0 medicamento pode sofrer
alteracOes  significativas em sua solubilidade, biodisponibilidade, absorcio e
consequentemente em seu tempo e espectro de acdo [1,6-8].

Dentre os fairmacos que possuem polimorfismo destaca-se a azitromicina (AZM) por
ser amplamente utilizada no tratamento de infeccdes bacterianas e possuir algumas fases
polimdérficas ja conhecidas. A AZM € um antibidtico da classe dos macrolideos, que é obtida
de maneira semissintética e deriva da eritromicina. Essa derivacdo garantiu uma maior
estabilidade da AZM ao meio é4cido, provocando umganhode espago comercial por ocasionar
menores efeitos adversos ao sistema gastrico e que também trouxe melhorias nas suas
propriedades farmacocinéticas [9,10].

Podemos entdo citar os polimorfos da AZM, que em sua grande maioria
correspondem de seus hidratos[11]. A fase mais estdvel a temperatura ambiente e amplamente
comercializada, tanto em farmacos como na forma pura, € a azitromicina dihidratada (AZM-

DH), C33H7,N,01,-2H,0. Existem também, farmacos de azitromicina monohidratada (AZM-



19

MH), Cs;sH7,N,052-H;O, a qual aindaapresenta polimorfos dependentes do solvente
(solvatos).

Outro hidrato relatado para a AZM ¢é a sua fase sesqui-hidratada (AZM-SH),
C3sH7,N,015-1,5H,0. Por fim, tem-se a fase da AZM anidra, ou, glass azitrhomicyn (AZM-
A), que se encontra com arranjo estrutural amorfo e tem férmula molecular C3sH7,N,O 5[ 12—
14].Comercialmente o farmaco pode ser encontrado na forma de comprimidos, p6 hidratado e
p6 anidro para suspensio. [15-17].

Apesar de alguns trabalhos ja terem sido publicados envolvendo o estudo das formas
polimérficas da AZM [17-19], até o momento, ndo foram relatados trabalhos que investigam
0s aspectos estruturais deste composto em funcdo da variacdo da temperatura. Assim, este
trabalho objetivou realizar um estudo inédito de investigacdo estrutural da AZM-DH em
funcdo da temperatura, por meio de caracterizacdes espectroscopicas no estado solido.Para
tanto, utilizaram-se a Termogravimetria (TG), a Andlise Térmica Diferencial (DTA) e a
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), com a finalidade de compreender as
propriedades térmicas do material e tracar a rotina de experimentos espectroscopicos. A
Difratometria de Raios-X (DRXP) e a Espectroscopia Raman (RE) foram empregadasafim
deidentificar as possiveis formas polimorficas e/ou transformacdes de fase da AZM-DH,
podendo os resultados, servir como mecanismo de controle de qualidade na cadeia produtiva

deste farmaco e também como recurso de pesquisa a comunidade cientifica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Azitromicina

Dentro da gama de farmacos conhecidos, destaca-se a classe dos macrolideos,
medicamentos antibidticos usados em diversos tratamentos de enfermidades provocadas por
bactérias. Esse grupo tem como principal caracteristica a presen¢a de um anel macrociclico
lactona em sua estrutura quimica, sendo, inclusive, a quantidade de membros desse anel, que
pode variar de 13 a 17, um dos fatores de diferenciacdo entre os medicamentos do grupo.
Além disso, esses principios ativos possuem indmeros relatos de polimorfismo, onde, dentro
dessa classe, € possivel enfatizar a eritromicina, a claritromicina e a azitromicina [9,20-23].
Destes destacamos a azitromicina, pois € um dos antibidticos mais empregados no mundo e se
encontra na relacdo nacional de medicamentos essenciais (RENAME) [24].

Asintese da AZM ocorre de forma semissintética derivando-se da eritromicina A
estabilizada em meio 4cido.Essa estabilizagdo promove a inser¢do de um atomo de nitrogénio
no anel lactona deixando-o com 15 membros, um a mais que na eritromicina A.A AZM
também € considerada como o primeiro membro da classe dos azalideos. A sua nomenclatura
IUPAC¢é dada por:(2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-11-{[(2S,3R,4S,6R)-4-
(dimetilamino)-3-hidroxi-6-metiloxan-2-ilJoxi }-2-etil-3,4,10-trihidroxi-13-{[(2R,4R,5S,6S)-
5-hidroxi-4-metoxi-4,6-dimetiloxan-2-il]ox1}-3,5,6,8,10,12,14-heptametil-1-oxa-6-

azaciclopentadecan-15-ona [9,12,13]. Seu arranjo quimico € representado na Figura 1.
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Figura 1 — Estrutura quimica da molécula de azitromicina. [12]
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Como os demais macrolideos, a AZMé um antibidtico, porém exibe algumas
melhorias quando comparada ao seu precursor, no que diz respeito ao espectro de agdo e
efeitos colaterais, principalmente, no sistema gastrointestinal[25]. Possui eficdcia bactericida
tanto contra organismos Gram positivos, quanto em Gram negativos atuando no ribossomo da
célula de modo a inibir a sintese de proteinas durante a translocacdo. Mediante esses fatos a
AZM ¢ amplamente empregada no tratamento de doencas do trato respiratério, doengas
sexualmente transmissiveis, infec¢des cutaneas e dos tecidos moles [10,13,26].

Tendo em vista essas caracteristicas, a AZM se torna um material com grande
potencialidade para estudos, sendo uma dessas vertentes, o estudo do polimorfismo. Dentre os
polimorfos mais comumente citados para a AZM, apresenta-se as suas formas hidratadas,
azitromicina dihidratada (AZM-DH), azitromicina monohidratada (AZM-MH), azitromicina
sesqui-hidratada (AZM-SH) e a forma anidra (AZM-A) [12,13,17,27,28]. Além desses,
outros polimorfos relatados se tratam dos solvatos da AZM-MH, sendo um etanoico e dois
isopropandis[27,29]

Sobre a AZM-DH, esta possui formula quimica C3gH7,N2012:2H,0. Se trata de um
cristal semissintético, cuja cristalizagcdo ocorre com 4 moléculas por célula unitdria. A
estrutura desses cristais € ortorrdmbica (grupo espacial P2;2,2;), seus parametros de rede sao:
a= 14.735 (5) A, b= 16.844 (7) A, c= 17.810 (1) Ae a=P=y=90° [12,13]. As Figuras 2 e 3
representam a estrutura molecular da AZM-DH, que € o material alvo deste estudo, e sua

célula unitdria, respectivamente.

-

Figura 2 — Estrutura moléculartridimensional da azitromicina dihidratada. Em destaque as moleculas de
agua e suas principais interagdes intramolecurlares (tragado azul).[13]
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Figura 3 — Arranjo da célula unitaria de um cristal de azitromicina dihidratada.[13]

Partindo do modelo disposto para a AZM-DH, encontrado nos estudos de Krobehel
et al. [13] ao desenvolverem técnicas de sintese para a azitromicina dihidratada, é possivel
estimar as ligacdes de hidrogénio, com as quais a molécula de dgua se conecta ao material.
Uma vez que a AZM-DH € constituida, basicamente, por grupos metil (CHj3), hidroxilas (OH)
e possui duas moléculas de dgua de hidratacio em sua estrutura, estudar e conhecer essas
ligacdes é importante no estudo de mudancas de fases de um material, pois a partir do
rearranjo dessas ligagdes durante o processo é que ocorrem, preferencialmente, essas
modificagcdes. A Figura 4 representa as possiveis ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de
dgua e as moléculas de AZM da célula unitaria. A Tabela 1 apresenta as distancias estimadas
para essas ligacOes com as respectivas numeragdes dos dtomos envolvidos e os grupos

funcionais em que ocorrem, conforme relatado por Krobehel et al. [13].
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Figura 4 - Arranjo molecular das ligacdes de hidrogénio entre a 4gua e a azitromicina na célula unitdria de
azitromicina dihidratada. Em vermelho as liga¢Ges intermoleculares e em azul as intramoleculares[13].

Tabela 1 - Principais liga¢des de hidrogénio entre as moléculas de dgua e moléculas de AZM na célula unitaria
de um cristal de azitromicina dihidratada

Atomo 1 Atomo 2 Distancia A-H~B(4) Grupo funcional
Hoy “Hes 2,254 CH;
“Hys €O, 2,351 OH
“Hy, €0, 2,718 OH
2015 “Hes 2,624 CH,
Hy “Hs 2,268 CH;

BH, o, 2,000 C=0
BH, 5 CCys 2,789 CH;
BH; 5 “Hy 2,317 CH,
oM “Hys 2,700 CH,
BH,6 2013 1,845 H,O - H,O
“Hos oM 2,524 H,O - H,0
AHos ®Hy6 1,670 H,O - H,0

(A): Molécula de d4gua mais ligada; (B): Molécula de d4gua menos ligada; (C): AZM externa; (D): AZM interna.

Assim como a fase dihidratada, a fase monohidratada da AZM
(C3gH72N,0O12'HyO)também € um cristal semissintético e a diferenca principal entre esses
polimorfos € o solvente utilizado na cristaliza¢do, enquanto a AZM-DH ¢ cristalizada com
uma mistura equimolar de acetona e dgua, a AZM-MH ¢€ obtida pela mistura dgua e etanol
1:1[27,28]. Os parametros cristalograficos do monohidratado também exibem algumas
similaridades com o dihidrato, tais como, grupo espacial P2;2,2;, sendo uma estrutura
ortorrdmbica e o fato de possuir 4 moléculas por célula unitiria. Os parametros de rede para a

AZM-MH sio,a= 8.809 (3) A, b= 12.475 (8) A, c= 45,590 (3) Ae a=p=y=90°[12,13,18,27].
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Outro hidrato da AZM € sua fase sesqui-hidratada, CigH7,N,O,-1,5H,0. Sua
cristalizacdo ocorre na forma monoclinica (P2;), com 4 moléculas por célula unitdria. Sua
sintese € descrita como sendo o resultado da recristalizacio de AZM-DH utilizando um
solvente organico (acetona, metanol, acetonitrila, etanol ou isopropanol) em propor¢do de 1:1
com 4gua sob aquecimento (45-55°C) por 4 a 6 horas para completa dissolucdo, onde a
precipitacdo ocorre durante o resfriamento para a temperatura ambiente. Para a AZM-SH os
pardmetros de rede sdo a= 16.407 (8) A, b= 16.292 (8) A, = 18,383 (9) A e a= 90°C, p=
110,212 (2) e y=90° [12,18].

Tem-se ainda a forma anidra do farmaco (AZM-A), cuja férmula quimicaé
simplesmente C3gH7,N,O1;, e tem caracteristica estrutural amorfa.Essa forma vem sendo alvo
crescente de estudos para o desenvolvimento de novos medicamentos [30-33].Isso ocorre
devido sua solubilidade aquosa e seu poder de penetracdo de membrana seremrelativamente
maiores que das demais formas, tornando a dosagem requerida no tratamento menor, porém,
sua estabilidade € reduzida uma vez que seu indice de higroscopicidade é relativamente alto

[19,32,33].

2.2. Polimorfismo

A palavra polimorfismo, origina-se de polimorfo que do grego quer dizer, poli —
véarios e morfo — forma, ou seja, varias formas. Por diversas vezes na histéria da ciéncia se
tornou dificil a andlise do que seria o polimorfismo em materiais, principalmente ao se
comparar com isomerismos e outras alteragcdes moleculares. Assim, essas defini¢des foram
alvo de debates no meio cientifico [1,2].

Diante disso, para fim deste estudo, serd utilizada a defini¢do mais aceita no meio
académico. Essa designagdo refere-se a capacidade que alguns materiais cristalinos t€ém de
modificar sua rede estrutural sem que haja a modificagdo de sua forma quimica e/ou estado
fisico, desse modo a alteracdo ocorrerd somente no estado sélido permanecendo inalterado, o
material, no estado liquido ou gasoso. Essa mudang¢a morfoldgica da rede cristalina de um
material, geralmente € dependente das caracteristicas do meio em que este se encontra[1,2].

Variagdes na pressao, temperatura, umidade (hidratos), gds da atmosfera circundante
ou mesmo ha maneira como este cristal foi sintetizado, sendo esta, relacionada principalmente
ao solvente de cristalizacdo, sao os principais fatores ligados a indu¢do de mudancas de fase
em materiais s6lidos [1,2]. No caso dos solvatos, fase em que o material possui o solvente de

cristalizacdo inserido em sua rede cristalina, a extracdo dessa parcela de solvente
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(desolvatagdo), pode ocasionar transformacgdes de fase, as quais, geralmente, sdo denominadas
de pseudopolimorfismo [2].

Tais modificagdes no cristal, apesar de nao alterarem a férmula quimica, sdo o
bastante para conferir mudangas nas propriedades do composto sélido, como por exemplo,
propriedades fisicas, quimicas e fisico-quimicas [1,3]. Desta maneira, cada fase estrutural terd
caracteristicas particulares, as quais podem ou ndo, favorecer o homem e suas necessidades.
Diante desse impasse a comunidade cientifica tem se preocupado cada vez mais em entender
o polimorfismo, as condicdes que ocasionam esse fendmeno e as propriedades relevantes de

cada polimorfo dos materiais em estudo [4,5].

2.3. Polimorfismo em farmacos

O polimorfismo ocorre comumente em farmacos e tem sido objeto de muitos estudos
publicados em periddicos cientificos[1,6-8]. Isso pode ser atribuido a complexidade das
moléculas, que ocasiona a ocorréncia de inimeros tipos de interacdes moleculares, em sua
maioria ligagdes de hidrogénio, para a formacao da estrutura sdlida. Essas interacdes podem
ser modificadas ao longo do processo de produgdo pelo emprego das operacdes unitdrias.
Portanto, por se tratar de uma classe de materiais que exerce grande influéncia na vida dos
seres humanos, os medicamentos requerem grande atencdo no que diz respeito ao caso do
estudo de seus polimorfos [1,3,8,34].

Haja vista que diferentes estruturas cristalinas (polimorfos),ao se tratar de
substancias medicamentosas,exibem também diferencas em suas propriedades
farmacocinéticas, o estudo do polimorfismo nesse caso € ainda mais relevante. Essas
propriedades distintas podem ser, por exemplo, os niveis de solubilidade e biodisponibilidade,
que por sua vez, podem culminar acarretando em alteragdes no espectro de acdo da droga e na
eficdcia de tratamentos de enfermidades, gerando assim transtornos a sociedade [3,4,8]. Esse
fendmeno ressalta a importancia do estudo polimérfico em insumos farmacéuticos para a

comunidade em geral.

24. Técnicas de caracterizacao

2.4.1. Difracao de Raios-X
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Difracdo € um fenémeno fisico, caracterizado como o desvio sofrido pelas ondas ao
atravessarem uma fenda ou contornarem algo cuja dimensdo,seja da mesma ordem de
grandeza que o seu comprimento de onda [35].

A descoberta dos Raios-X, ocorreu em meados do ano de 1895 por Wilhelm Conrad
Rontgen, que observou esse novo tipo de radiagdo e ganhou o prémio Nobel de fisica em 1901
por tal feito. Apds contribui¢des de Blarka, Einstein e Bragg, essa nova radiacdo foi descrita
como sendo ondas eletromagnéticas de comprimentos na ordem de angstrons (A). Assim,
Max von Laue e seus colaboradores perceberam, que a rede estrutural de cristais poderia agir
como rede de difracio de Raios-X. Walter Friedrich e Paul Knipping, alunos de Loue,
realizaram o experimento que de fato demonstrou a validade de sua hipétese, sendo no ano de
1912, desenvolvida a teoria de von Loue para explicar a difracdo de Raios-X[36].

Portanto, a difracdo de Raios-X representa o fendmeno de interacio entre um feixe
incidente de fétons de Raios-X e os elétrons dos dtomos componentes de um material, que
dispersam ou espalham esse feixe em todas as direcOes, sendo posteriormente detectados os
fotons difratados, que constituem o feixe difratado. O alvo principal da difracdo de Raios-X
de materiais, € conhecer a condi¢do particular em que os Raios-X espalhados pelos dtomos e
os Raios-X incidentes, estejam ordenados de maneira coerente ou completamente em fase e

reforcem um ao outro para produzir um feixe de difracdo detectavel[37].

2.4.1.1. Leide Bragg

Willian Henry Bragg e seu filho Willian Laurence Bragg, se dedicaram ao estudo
aprofundado do fendmeno de difracdo de Raios-X. E apesar de jovem, Laurence conseguiu
expressar matematicamente uma equacao para a difracdo de Raios-X. Bragg propds que ao se
considerar dois ou mais planos de uma estrutura cristalina, as condi¢des para que ocorra a
difracdo de Raios-X vado depender da diferenca de caminho percorrida por esses raios e o
comprimento de onda da radiacdo incidente. Essa condi¢do € expressa pela Lei de Bragg

apresentada na Equacdo 1:

nA=2dy,;; sen 0 (1)

n corresponde a um numero inteiro (ordem de difragdo), A ao comprimento de onda da

radiacdo incidente, d a distancia interplanar para o conjunto de planos hkl (indice de Miller)
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da estrutura cristalina e 6 ao angulo de incidéncia medido entre o feixe dos Raios-X e os
planos cristalinos. O esquema proposto por Bragg € representado na Figura 5[38].

A medida da direcdo de espalhamento dos feixes difratados e suas intensidades,
permite a determinagdo de propriedades fundamentais de materiais no estado cristalino. Tem-
se como exemplo disso, a verificacdo da simetria do grupo espacial a qual o cristal pertence,
bem como a quantificacio dos pardmetros de rede. E possivel verificar ainda, a auséncia de

cristalinidade para materiais s6lidos amorfos [39].

Feixe
Difratado

Feixe
Incidente

Figura 5 - Esquema proposto por Bragg para a difracdo de Raios-X[38].

2.4.1.2. Difracdo de Raios-X pelo método do p6 (DRXP)

Nem sempre os materiais cristalinos sdo obtidos na forma de monocristais.A
caracterizacdo utilizada para esses casos € a difracdo de Raios-X de amostras policristalinas
ou método do p6 (DRXP). Com isso o feixe de Raios-X incide sobre a amostra na forma de
po,sendo que a distribui¢do dos cristalitos ocorre de forma aleatéria. Um feixe € difratado
pelos cristalitos que estdo orientados na condicdo de formar esse desvio de maneira
construtiva. Os*“raios” incidentes formam um angulo 6 com os planos atdomicos difratantes e
20 com o detector, condizendo com a lei de Bragg[40].

O registro das intensidades difratadas € entdo coletado pelo detector, que por sua vez
fornece o difratograma, uma “impressao digital” do material cristalino. Esse tipo de medida
possibilitaa obtencdode informagdes estruturais de grande importancia para o estudo de
materiais cristalinos[35]. Também € possivel obter a certeza da natureza amorfa de materiais

ndo cristalinos, bem como analisar o padrdo de bandas caracteristico a essa classe [38].
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2.4.1.3. DRXP em fun¢do da temperatura

Na DRXP hd a possibilidade de ser realizada em funcdo da temperatura. Desta
maneira, € possivel investigar, por meio da leitura dos picos de Bragg, o comportamento
térmico da estrutura de matérias cristalinos e, na auséncia de picos, observar possiveis
alteracdes no difratograma de materiais amorfos. Para tal, é necessirio que se facam
modificagdes no aparelho de medida, que basicamente se resumem no acoplamento de um
aparato que permita esse aquecimento ou resfriamento de forma controlada. De maneira que,
acessorios como fornos resistivos ou por radiacdo que podem ou ndo atuar como camaras
criogénicas, sdo vendidos por inumeros fabricantes de difratdmetros e se mostram boas
opg¢oes para tal incremento [35].

Por se tratar de uma técnica capaz de avaliar os parametros cristalograficos, sua
utilizacdo simultinea ao aquecimento ou resfriamento do material, permite que se entenda
fendmenos como o polimorfismo ocasionado por esses fatores extrinsecos. Assim, ao realizar
0 monitoramento da estrutura da amostra em uma rampa de temperatura, é permitido que se
conheca os pontos criticos de mudancas de fases desse analito. E possivel ainda, com auxilio
da ferramenta de refinamento de Rietveld, monitorar os parametros de rede do material ao ser
submetido a variacdo de temperatura e observar os niveis de dilatagdo ou contragcdo da célula
unitaria do cristal [35].

Portanto, a DRXP com incremento de temperatura, se mostra como uma poderosa
ferramenta no estudo de mudangas de fase em materiais, ocasionadas por mudancas na
temperatura. Isso pode ser evidenciado pelo crescente nimero de trabalhos que reportam o

emprego dessa técnica [21,34,41-43]

2.4.2. Meétodo de Rietveld

O refinamento de Rietveld consiste em um modelo matematico comparacao de dados
estruturais de materiais cristalinos. Possui grande abrangéncia no estudo de estruturas
cristalinas, pois permite que se utilize parametros dispostos em bancos de dados conceituados,
como padrdes para as principais fases de indmeros cristais, isso torna o método uma robusta
ferramenta de andlise. Tendo sido primeiramente desenvolvido para refinamentos de dados de
difratogramas de néutrons, logo recebeu adaptacdes que permitiram sua aplicacdo, também,

em difratogramas de Raios-X, obtendo assim seu amplo reconhecimento pela academia. [44].
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Uma vez que se tenha o conhecimento das possiveis fases estruturais presentes no
material, o refinamento de Rietveld se torna o método de quantificacdo dessas fases,com
maior relacdo de confiabilidade. Assim, nas tultimas décadas, esse método vem sendo
massivamente empregado no estudo estrutural de fases cristalinas, bem como no estudo de
mudancas ocorridas nessas fases (polimorfismo) [34,41-43,45—47] Com isso, seu emprego
nas dreas de Ciéncia e Engenharia de Materiais, Fisica, Quimica, Geologia, bem como outras
que tratem do estudo de cristais, tem se firmado [46].

O refinamento de Rietveld diz respeito entdo, ao ajuste matematico dos parametros
da estrutura cristalina, entre um difratograma padrdo conhecido para as principais fases do
material em andlise e o difratograma obtido experimentalmente. Para a quantificagdo, caso
haja mais de uma fase no material, € necessario a comparagcdo com o difratograma padrdo de
cada uma das fases.Os pardmetros de coordenadas atdmicas, parametros de rede, parametros
isotrépicos e anisotrépicos,além do fator de ocupagdo,tem seu refinamento realizado por meio
do processo de minimizacdo da soma de quadrados (método de minimos quadrados), sendo o
procedimento repetido em ciclos até que se obtenha um bom ajuste entre o padrio de difracdo
calculado e o experimental[44].

Para realizar um refinamento de Rietveld € necessdrio atender algumas exigéncias
experimentais: precisdo das intensidades medidas nos intervalos 20; difratograma padrao
calculado com a melhor concordancia possivel com a estrutura do cristal; descricdao
sistematica dos picos de Bragg abrangendo suas formas, largura e possiveis erros de posicao;
dados inerentes aoequipamento utilizado [48].A minimizacdo desses errosé refinada por meio
da soma das diferencas das intensidades calculadas e observadas,ponto a ponto nos

difratogramas e pode ser descrita como a Equagao 2:
Sy=Xiwi(¥; ) @)

em quewi= l/yi, yie y.sdo, respectivamente, a intensidade observada e a intensidade
calculada, para o i-ésimo ponto[46,48].
A Equagdo 3, que permite o cdlculoda intensidade para o i-ésimo ponto é

apresentadacomo:

¥, =S Yk |Lk |[Fx [2D(26;-20% )Pg A] + Ybi 3)

em queS se tratado fator de escala, K dos indices de Miller (h, k, 1), Lgé o fator de Lorentz, de

polarizacdo e o fator de multiplicidade,Fx o fator estrutural do K-ésimo ponto da reflexdo de
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Bragg,® € a funcdo de perfil do pico, Pxdetermina a orientagdo preferencial, A € o fator de
absorc¢do, e yuié a intensidade do background no i-ésimo ponto[46,48].0 fator de estrutura Fg

¢ dado pela Equacdo 4:

B.sen20
)\/2

Fi= SNN,fyexp |- 25| exp[2ni(hX,+k Y, +1Z,)] @)

X Yn € Zydizem respeito as posicdes atomicas, B se tratado parametro térmico, Nydo fator de
ocupacdo e f,do fator de espalhamento para o n-ésimo d&tomo na célula unitéria.

Dessa maneira, a determinacdo da posi¢cao do pico de Bragg é dadapor meio das
dimensdes da célula unitdria. E necessdrio que se leve em consideracio o equipamento
utilizado na medida e sua fonte de radiacdo, afim de uma fun¢do com maior
representatividade sobre o perfil das reflexdes. Tem-se, como as principais fungdes usadas

para representar esse perfil na DRXP, estas que seguem [46,48,49]:

. ) v 41n (2) 41n (2)(20;-20y)?
Gaussiana: G= ™ exp [— SEETa— ] (5)
. ) _ 2 1
Lorentziana: L= — W (6)
HZ
2F(m)(21/m-1)1/2 1\ @o20)’ ]
: = o1 )R
Pearson VII: P= (0 )H Vr [1+4 (2 m 1) - ] 7
Pseudo-Voigt: pV=T|pL+ (1—np) G (3)

I'(m) diz respeito a fun¢do gama, 71,a0 pardmetro que estabelece o peso de cada funcdo

considerada, e H € a largura do pico a meia altura, que € dada pela Equacao 9:

H=+vUtan20+Vtan0+W 9)

onde U, V e W representam parametros refindveis[44,46,48,49].
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Para que se obtenha um refinamento de Rietveld satisfatério, deve-se ajustar os
parametros refindveis no intuito de minimizar a diferenca dada pela Equacdo 2, ou seja,
buscar o “melhor ajuste” possivel. Para que se tenha controle sobre a satisfagdo do
refinamento e sobre 0 momento que este sedard por concluidoé necessario manter-se atento
aos chamados indicadores de confianga ou fatores-R[44,45,48]:

R-perfil: R,= 2| ygbs' Yicall 10
Yiobs

R. = ) Wi(yiobs- yical)2

WP Z Wiyiobs2

N-P
R-fator esperado: Rexp= /Z(W—y)z (12)
i WiJjobs

Assim,o indice “obs” retrata o observado e o indice ‘“cal” o calculado, N diz respeito ao

R-perfil ponderado: (11)

numero de observacdes e P o numero de parametros refinados.
. pr
Goodness of Fit (GOF): S= R (13)

Em um refinamento ideal o goodness-of-fit (GOF) deve se apresentar o mais proximo
de 1,0 quanto possivel. E importante ressaltar ainda, que os critérios numéricospossuem
grande importancia para a avaliagdo quantitativa, porémé necessario que haja também um
bom visual entre os padrdes, observando-se a diferenca entre as intensidades observadas e

calculadas[44-46,48,49].
2.4.3. Meétodo de Le Bail

Em busca da determinagdo de uma estrutura cristalina, um dos caminhos utilizados
sao os métodos tedricos ab initio, os quais necessitam das intensidades integradas e dos
fatores de estrutura das reflexdes. Essas intensidades sdo geralmente determinadas apds a
deconvolugdo das reflexoes.

Pawley e Le Bail [50,51] sugeriram métodos de decomposi¢cdo das reflexdes para

padrdes de difragdao. Armel Le Bail foi o idealizador do método de Le Bail e o fez em 1988. O
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método consiste no ajuste entre o padrdo de difracdo calculado e o obtido experimentalmente
sem que se tenha um modelo estrutural de comparagdo. Com a utilizacdo de ciclos de
minimos quadrados, o fator de estrutura vai sendo extraido partindo das intensidades
experimentais e apos a eliminacdo da radiacdo de fundo. Assim, utilizado um método de
decomposicdo semelhante ao de Rietveld, em que as intensidades experimentais observadas
em cada ponto do padrdo de difracdo do pd, sofrem uma divisdo em reflexdes diferentes e
proporcionais as intensidades calculadas, a extra¢ao pode ser realizada.

Entre os métodos de Rietveld e Le Bail, tem-se que a diferenca principal estd no
calculo das intensidades. Em Rietveld sdo utilizadas intensidades calculadas com base no
modelo estrutural, j4 no método de Le Bail as intensidades utilizadas sdo a do préprio padrao
experimental. No inicio tem-se uma defini¢cdo arbitraria dos valores das intensidades
“calculadas”. Nesse método a decomposi¢do ocorre com a analise por minimos quadrados das
varidveis livres, sendo que o nimero de varidveis acaba por se tornar independe da radiacao
de fundo e do nimero de reflexdes. Assim, os refinamentos da funcdo de perfil de pico e dos
parametros de rede ocorrem a cada ciclo.

A deconvolugdo (decomposi¢cdo) do padriao de difracdo, bem como a determinagdo das
intensidades individuais e fatores de estrutura analisados em cada reflexdo, podem ser
efetuadas utilizando-se de um software livre. Para esse estudo o software utilizado foi o

mesmo empregado no método de Rietveld, o programa GSAS [52].

2.4.4. Espectroscopia Raman

Espectroscopia Raman consiste em uma técnica baseada nainteragdo molecular de
uma substancia com uma radiacdo. Ao ser irradiada por uma fonte de origem eletromagnética
monocromatica,a substancia provoca a dispersdo eldstica e inelastica dessa radiacdo. Os
fétons da radiacdo incidente sdo absorvidos pela amostra e, em seguida, reemitidos, porém a
frequéncia desses fotons de luz monocromatica pode mudarapds a interacdo com a amostra.

Para tal, areemissdoque ocorre na mesma frequéncia da radiagdo incidente, ou seja,
um espalhamento eléstico, é denominado espalhamento Rayleigh. J4 a interacdo que provoca
um deslocamento energético, em comparacdo com a frequéncia monocromdtica original, é
atribuida ao fendmeno denominado efeito Raman,podendo ocorrer de duas maneiras:
espalhamento do tipo Stokes e do tipo anti-Stokes.[53].

Previsto inicialmente de maneira tedrica por Adolf Smekal em 1923, efeito Raman

foi demonstrado experimentalmente em 1928 pelos indianos Raman e Krishnan. Foram



33

reportados também estudos sobre esse fendmeno pelos russos Grigory Landsberg e Leonid
Mandelstam[54]. A técnica caiu em desuso, devido a dificuldade em nao obter interferéncia
do efeito eldstico, e em meados da década de 60 experimentou um resurgimento, quando a
tecnologia alcancou o desenvolvimento dos lasers que comegaram a ser utilizados como
fontes de radiacdo monocromética [54—56].

Assim, descreve-se por efeito Raman do tipo Stokes, a colisd@o de um f6ton incidente
com a molécula, aonde esse foton excita um elétron de umdado estado vibracional para um
estado virtual excitado e em seguidao elétron decai para um estado vibracional mais
energético, emitindo um féton com menor energia que o incidente. No tipo anti-Stokes, o
foton encontra o elétron ja em um estado vibracional de maior energia, a excitacdo eleva esse
elétron até o estado virtual, porém, nesse caso oelétron decai para um estado vibracional de
menor energia que o inicial. O féton emitido nesse decaimento € entdo espalhado com maior

energia que o féton incidente[54,57,58].

Rayleigh

hv h(v0 +v)

——
anti-Stokes Stoke

Figura 6 - Representacdo do modelo quantico das transi¢des ocorridas no efeito
Rayleigh, efeito Raman Stokes e anti-Stokes[60].

A interacdo que ocorre no efeito Raman, diz respeito a interferéncia do campo
elétrico da radiacdo eletromagnética na distribui¢do da nuvem eletronica das moléculas da
amostra. Esse campo da radiacdo incidente, induz um momento de dipolo P na nuvem

eletronica das moléculas.Essa relacdo € dada pela Equacgao 14:
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P=oE (14)

a € entdo,o tensor polarizabilidade da nuvem eletronica, esse fatortrata a facilidade de
deformacdo dessa nuvem na presenga docampo elétrico.Dessa forma o parametro que
determina o grau de espalhamento quando a radiacdo incide sobre a matéria é a
polarizabilidade[54,57].

A magnitude do momento de dipolo induzido pode ser calculada por meio da

Equacao 15:

P = 0yEj cos(2mugt)+ % (j_Z) qOE—()>{COS[27I(DO+ oy)t]+ cos[2n(vo—vv)t]}(15)
0

Ey € a amplitude do campo elétrico, t o tempo, q,, € a amplitude do deslocamento, v, € a

frequéncia da radiacdo incidente e vy a frequéncia de vibracdo do sistema.

Podem ser observados trés termos, os quais representam o espalhamento da radiagdo.
No primeiro termo tem-se somente a frequéncia correspondente a radiagdo incidente, se
tratando do espalhamento Rayleigh ou espalhamento eldstico. No segundo e terceiro termos
aparecem as radiacdes espalhadas com frequéncia vy - vy € vy + vy, que sdo respectivamente
inerentes aos espalhamentos ineldsticos do tipo Stokes e anti-Stokes. A Figura 6 representa o
esquema quantico proposto para as transi¢cdes ocorridas no efeito Rayleigh, efeito Raman

Stokes e anti-Stokes[54,59,60].

Por consequéncia, essa técnica permite que se coletem informagdes acercados
comportamentos vibracionais ocorridos nas moléculas, tais comoestiramentos,rotacoese
torcoes. Pode ser empregada no estudo de amostras solidas, liquidas e gasosas. No caso
especifico de solidos o espalhamento Raman permite também o estudo dos modos
vibracionais da rede estrutural do material ao analisar a regido de baixa frequéncia (<250 cm’

1, além de permitir caracterizar grupos estruturais e tipos de ligacdo do material [61].
2.4.4.1. Espectroscopia Raman

De maneira andloga ao que ocorre com a DRXP, a espectroscopia Raman pode
também ser realizada utilizando o emprego da modificagdo da temperatura durante o
experimento. Neste caso € necessario também que se monte um aparato de aquecimento ou

resfriamento, acoplado ao instrumento de medicdo. Com isso, serd possivel entdo, tomar
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medidas vibracionais em conjunto com a variacdo de temperatura do material analisado.
Sendo assim, a andlise por meio da espectroscopia Raman em fun¢do da temperatura permite
que seja verificado o comportamento dos modos vibracionais da molécula a medida que esta
sofre variacdo em sua temperatura[62].

Desse modo, € possivel avaliar a estabilidade térmica desses modos, bem como os
pontos criticos em que estes sofrem alteracdes. Se tratando especificamente dos modos
vibracionais de baixas frequéncias (até aproximadamente 250 cm™), os quais sdo atribuidos as
vibragdes ocorridas na rede estrutural do material, permite-se admitir que alteragdes ocorridas
nessa regido indiquem mudangas de fase na amostra em funcdo da temperatura. Para os
modos encontrados acima de 250 cm’, sdo atribuidas as vibragdes referentes a grupos
moleculares e a interacdes e ligacOes interatdmicas. De encontro a isso, tem-se também que
mudangas nos modos internos (acima de 250 cm™), indiquem alteracOes em ligacdes e/ou
interacdes moleculares (principalmente ligacdes de hidrogénio), que, estdo também
relacionadas a conformacao estrutural do analito [62].

Portanto, essa técnica se trata de outra importante ferramenta, que pode ser
empregada no estudo do polimorfismo em fun¢do da temperatura, de sélidos cristalinos ou
ndo. Mais uma vez, a crescente gama de trabalhos cientificos que apresentam essa técnica,
evidencia a relevancia que seus resultados podem vir a oferecer ao pesquisador e a

comunidade em geral [41-43,47,63,64].

2.4.5. Caracterizagoes térmicas

A andlise térmica de um material, permite a observacdo das mudangas nas
caracteristicas da amostra em fun¢do davariaciode temperatura. Essas andlises empregam
técnicas que consistem em monitorar uma propriedade da amostra em fun¢do do tempo e/ou
da temperatura. Desta maneira, obtém-se dados do comportamento do material que podem
indicar a ocorréncia de fendmenos quimicos e/ou fisicos no mesmo [65].

Assim, se pode realizar o experimento de dois modos, no modo estatico ou no modo
dindmico. Para a situacdo estética a variacdo dos parametros atuantes independedo tempo, ja o
caso dinamico tem-se um controle destes parametros sobre a amostra através de um programa
temporal pré-determinado. Dessa maneira, é possivel,ainda, empregar métodos diferenciais,
realizando a comparagdodo parametro de interesse entre a amostra e uma referéncia,
empregando os mesmos critérios analiticos € medindo esta diferenca entre o material estudado

e o padrao referencial [65,66].Com isso, para este trabalho, o modo dinamico foi o escolhido.
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Dentre as técnicas que utilizam o modo dindmico em sua execucdo destacam-se a
Andlise Termogravimétrica (TGA), a Andlise Térmica Diferencial (DTA) e a Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC). Estas andlises sao amplamente empregadas no estudo térmico
de materiais, dentre estas linhas de pesquisa tem-se o polimorfismo em fun¢do da temperatura
[18,20,67,68].Isso ocorre por caracteristicas como a relativa facilidade de execugdo,

necessidade de pouca quantidade de amostra, entre outras que serdo dispostas a seguir.

2.4.5.1. Andlise Termogravimétrica (TGA)

O conhecimentoda massa de uma dada amostra consiste em uma das técnicas mais
comumente utilizadas desde os primoérdios da ci€ncia. Assim, a Andlise Termogravimétrica
(TGA) ou Termogravimetria (TG), constitui-se em uma técnica que tem como base verificar
perdas ou ganhos de massa no analitoem funcdo da temperatura e/ou do tempo tomando esses
dados para a construcdo da curva de TGA. Essa técnica é bastante empregada no estudo de
materiais e se trata de uma técnica com intimeras citacoes na literatura[19,34,69,70].

Dentre as aplicacOes possiveis para a TG, cita-se as seguintes:

e Estudo da decomposi¢do térmica de materiais organicos € inorganicos.

e Estudo da evaporacdo de liquidos e da sublimacao de sélidos.

e Estudos sobre corrosdo de metais em atmosferas controladas, em faixas muito
amplas de temperatura.

e Complemento no estudo de transi¢cdes ou transformacdes de fases e transi¢des
vitreas.

Para a TGA o parametro fundamental constitui no controle da temperatura, iSso
devido a aspectos como os meios de troca de calor com a amostra, a metodologia empregada
nos pontos criticos de temperatura (temperatura inicial e final, por exemplo) e a interacdo
entre esses dois aspectos, ou seja, como a temperatura € controlada enquanto ocorre essas
trocas de calor e como elas ocorrem([65,66,71].

Atualmente ji se pode contar com equipamentos de ponta, que apresentam grande
eficiéncia. Os fornos podem promover o aquecimento por resisténcia elétrica ou até mesmo
por radiacdo (infravermelho) e os controladores de temperatura com modernos softwares
permitem minimizar significativamente os erros instrumentais[70,71].A Figura 7 representa

alguns dos principais eventos observados em uma curva TG e suas respectivas atribuicdes.
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as

——
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Figura 7 - Curvas TGA de diferentes reacdes quimicas. (a) Decomposi¢do térmica. (b) Corrosdo ou oxidagao
(6xidos ndo voldteis). (c) combustdo de carbono negro em comutacdo de N, para O,. (d) Decomposi¢do por
etapas.[66]

2.4.5.2. Andlise Térmica Diferencial (DTA)

A Andlise Térmica Diferencial,diz respeito a uma técnica que consiste em medir as
temperaturasdo objeto de amostraem comparagdo com um material de referéncia
termicamente inerte. Essa diferenca térmica, é avaliada continuamente por um programa de
temperatura controlado de ritmo linear [dT/dt=Cte].As modificacdesapresentadas pela
amostra, podem ocorrer devido a perdas ou ao consumo de calor, porém a referéncia
permanece inalterada. Como consequéncia desse fato, o registro da temperatura do objeto de
estudo serd diferente comparado a referéncia podendo apresentar-se maior ou menor,
caracterizando assim, um evento endotérmico ou exotérmico, respectivamente, e registrando
picos na curva DTA correspondentes a essas alteracoes[43,65].

Apesar de exercerem o mesmo principio, aparelhos diferentes podem apresentar
curvas DTA distintas para 0 mesmo material estudado. Essas diferencas sdo principalmente
dependentes de alguns fatores experimentais, que podem acarretar discrepancias
consideraveis, devendo assim, serem controlados de forma a minimizar tais erros. E possivel

citar como principais fatores:
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e Aquecimento/resfriamento do forno: a velocidadecom a qual o forno aquece ou
resfria,pode provocaro deslocamento nos valores de registro dos picos. Por exemplo,
com o aumento da taxa de aquecimento os picos aparecem em valores mais baixos de
temperatura, suas alturas aumentam e o tempo da reacdo € entdo diminuido;

e Natureza, localidade e dimensionamento dos termopares diferenciais: os materiais
de fabricagao, suareatividade quimica, maxima temperatura de operacdo e o tempo de
resposta sdo alguns dos fatores que devem ser considerados ao se escolher os
termopares de trabalho;

e Material de referéncia: a medida diferencial da temperatura entre a amostra ¢ a
substancia inerte, ird depender de fatores como a condutividade térmica, capacidade
térmica e densidade de ambos os materiais utilizados;

e Acondicionamento da amostra: a transferéncia de calor entre o forno, a amostra e a
referéncia e os termopares, € influenciada pela compactacdo da amostra e da
referéncia, pois isso modifica a condutividade térmica entre esses materiais. Esse fator
pode interferir também no fluxo de gases dentro e fora da amostra. Ambos os fatos
podem acabar por provocar mudancas na curva DTA;

o Atmosfera do forno: a atmosfera circundante tem efeito sobre as reacdes quimicas
que ocorrem na amostra durante o emprego da temperatura, podendo favorecer,
retardar ou mesmo forcar que essas reacdes ocorram. Portanto, dependendo do gés
atmosférico empregado, bem como de seu fluxo, podem ocorrer alteracdes nos picos
de DTA;

e Granulometria das particulas da amostra: o tamanho dos grdos da amostra
analisada exerce influéncia na posi¢do dos picos da curva de DTA. Isso ocorre devido
ao fato de que, quanto menor o tamanho de grdo maior serd a drea de contato do
material, ou seja, mais drea disponivel para reacdes e maior facilidade de atingir os
centros do grdo. Dessa maneira os eventos térmicos tendem a se apresentar em

menores temperaturas € com tempo de reacdo também reduzido [65,71].

Assim, a técnica de DTA vem sendo empregada para verificar a temperatura de
ocorréncia dos eventos térmicos, caracterizd-los como endotérmicos ou exotérmicos,
reversiveis ou irreversiveis, de transi¢cdo de primeira ordem ou de segunda ordem. Isso faz

com que a técnica tenha grande valia na determinagdo de diagramas de fase, bem como em



39

estudos de degradacgdo, recristalizacdo e como indicativo de mudangas de fase em materiais

s6lidos[70].

2.4.5.3. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), assim como a DTA, € considerada
uma técnica diferencial, porém, nesse caso, a diferencamensurada € a da energia, ou calor,
fornecida paraaamostra e o material de referéncia para que permanecam dentro de uma
programacdo controlada de temperatura[41,65,71].Essa técnica, possibilita analisar os
eventosenergéticosocorridos na amostra e associd-los com mudancas fisicas ou reacdes
quimicas do material, tais como transi¢oes de fase (fusdo, sublimagdo, modifica¢cdes na rede
cristalina),estudos de desidratacdo, dissociacdo, decomposi¢io, oxidacdo, corrosdo e demais
reacoOes sensiveis a variagcdes na entalpia[65,71].

Assim, a verificacdo dessas diferencas de energia permite ao usudrio analisar e medir
as alteracOes na entalpia da amostra e observar a temperatura onde essas mudangas ocorrem.
Além disso, possibilita calculos quantitativos dessa absor¢do ou liberagdo de energia, que sao
expressos nas curvas de DSC como eventos endotérmicos ou exotérmicos,
respectivamente[66]. Na Figura 8 € possivel observar uma curva idealizada para uma anélise
de DSC onde se encontram alguns dos principais eventos térmicos observados por essa
técnica.

A técnica DSC tem como vantagens principais:

e Determinagdes relativamente ripidas;

e Necessidadede pouca quantidade de amostra;

e Possibilidade de analisar s6lidos ou liquidos;

e Aplicabilidadeem processoscom resfriamento e medidas com variacio de pressao;

e Estuda variada gama de reagdes quimicas.
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Figura 8 - Curva genérica para um experimento DTA/DSC. (I) Mudanca de linha de base. (II) Pico Exotérmico
atribuido a cristalizac¢do. (II) Pico endotérmicoatribuido a fusdo. (IV) Pico exotérmicoatribuido a oxidagdo. (V)
Curva ruidosa atribuida a decomposicio.[42]

2.4.5.3.1. DSC de fluxo de calor

Assemelhando-se ao DTA, estesequipamentosutilizam apenas um forno como fonte
de calor. A substancia e o material de referéncia, contidos cada um em uma base de suporte,
sdo dispostos sobre um disco metdlico e o aquecimento ocorre pelo mesmo sistema de
fornecimento de energia[65].Havendo assim uma reacdo na amostra, é estabelecido um fluxo
de energia entre os cadinhos por meio da base em que se encontram (geralmente platina)[66].

Dessa forma, a resposta ocorre na forma de potencial elétrico [LV], que corresponde
ao aumento de temperatura de ambos os cadinhos no interior do forno, sendo que esse
aquecimento deve ocorrer linear e simetricamente.[66]. O fluxo entre os recipientes € entdao
medidopor meio determoparesacondicionados sob cada cadinho.O sinal obtido diz respeito
entdo a diferenca da capacidade térmica entre o material estudado e o material de referéncia.
A curva de DSC ¢ registrada em termos do fluxo de calor [miliwatts (mW)] versus

temperatura (°C) ou tempo em minutos).[66,71].
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Este trabalho objetivou realizar um estudo espectroscopico no estado sélido do

polimorfismo de AZM em funcdo da temperatura.

3.2. Objetivos Especificos

e (Caracterizar a amostra por meio da difragdo de Raios-X com a finalidade de
compreender qual a fase inicial do material de estudo, comprovada por meio de
refinamento de Rietveld;

e Compreender as propriedades térmicas da AZM por meio das técnicas TG-DTA
simultaneas e DSC, para tracar os ensaios em funcdo da temperatura, além de
complementar a caracterizagdo do material;

e Realizar caracterizagdo da amostra por difracdo de raios X em fun¢do da temperatura e
investigar as mudancgas estruturais que caracterizam polimorfismo no material, bem
como suas condi¢des de ocorréncia;

e Caracterizar a amostra com o emprego da espectroscopia Raman em funcdo
datemperatura e investigar a relacdo de mudancas estruturais com possiveis variagdes

nos modos vibracionais.
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4 METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados,em sua maioria, na Unidade de Preparacdo e
Caracterizacdo de Materiais (UPCM) do PPGCM da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA), Imperatriz — MA.Entretanto, a Espectroscopia Raman com variacao de temperatura,
foi realizada noLaboratério de Espectroscopia Vibracional do Programa de P6s-Graduagao
em Fisica da Universidade Federal do Pard (UFPA), em Belém — PA, que é parceiro do
PPGCM - UFMA. Na Figura 9, é apresentado o fluxograma que representa as etapas de

andlises experimentais nas quais o trabalho foi constituido.

Obtencao do
material

L Caracterizagdo em
Caracterizacao

do material funcao da

| temperatura
| |
Espectroscopia Anaélises
Térmicas

térmica

Espectroscopia
Raman térmica

Figura 9 - Fluxograma das etapas de analises utilizadas no experimento.

4.1. Obtencio e tratamento prévio

A amostra de AZM-DHna forma de pd, foi obtida do fornecedor Pharma Nostra,

sendo sua origem de fabricacdo chinesa e apresentando grau de pureza analitico (99,0%). O

N

tratamento prévio a cada andlise,ocorreu por meio de uma pulverizacdo da amostra em
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almofariz de Agatha, para que se promovesserelativa homogeneidade ao tamanho das

particulas do material e permitisse maior drea superficial para as reagdes de aquecimento.

4.2, Técnicas de caracterizacio

4.2.1. Difragdo de Raios-X pelo método do po (DRXP) em fungdo da temperatura

Utilizou-se um difratdbmetro de Raios-X da marca PANalytical modelo Empyrean,
utilizando radiagdo Cu Ka (A=1,5418 A), acoplado com cimara de temperatura Anton-Paar,
modelo TTK 450 e detector pixcell 3D. O difratdmetro emprega geometria de Bragg-
Brentano (0-20) e monocromador de grafite pirolitico. O equipamento descrito é semelhante

ao representado na Figura 10.

Figura 10 - Difratdmetro de Raios-X da marca PANalytical modelo Empyrean. Fonte da imagem:
http://img.directindustry.com/pt/images_di/photo-g/14669-12069849.jpg

O equipamento operou com passo angular de 0,02° e tempo de aquisicdo de 2
segundos em uma faixa de 5 a 50° (20).A camara de temperatura acoplada foi ajustada para o
aquecimento na faixa da temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) a 150 °C. Os dados
de DRXP foram refinados pelo método de Rietveld, afim de comparar os padrdes estruturais

dos polimorfos, com os resultados obtidos e concluir a cerca das possiveis alteracdes da
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estrutura cristalina em fun¢do do aumento de temperatura. O difratograma obtido em
temperatura ambiente foi analisado utilizando-se o método de Rietveld para a caracterizagdo
estrutural do material de partida, com finalidade de verificar possiveis misturas de fase
decorrentes da fabricacdo do farmaco. Para o refinamento deRietveld foi utilizado o software

GSAS [52].

4.2.2.  Espectroscopia Raman com variacdo de temperatura

As andlises de espectroscopia Raman, foram oriundas de um sistema micro-Raman
disposto na geometria de retroespalhamento, composto por um espectrometro triplo da Jobin-
Yvon modelo T64000, equipado com detector CCD (dispositivo sensivel a carga) resfriado a
ar. Um laser (Ar") operando na linha de 514 nm epoténcia de saida de 20 mWfoi utilizado
como fonte de excitacdo. O tempo de acumulacdo foi de 90 s, com 5 acumulagdes. A
visualizagdo da amostra ocorreu mediante uso de um microscépico da marca Olympus
modelo BX40, lente de 20x, abertura de 0.25 e foco de 26.5. O aquecimento ocorreu por meio
de um forno resistivo que integrou o aparato.Na Figura 11 tem-se a ilustracdo de

espectrometro triplo da Jobin-Yvon modelo T64000.

Figura 11 - Espectrometro triplo da Jobin-Yvon modelo T64000. Fonte da imagem:
http://nytek.ru/upload/iblock/2f9/t64000.jpg.

O equipamento teve suas fendas ajustadas para a obten¢do de uma resolucdo

espectral de 2 cm™. O intervalo espectral de medidas foi de 100 a 3600 cm™ com intervalo
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entre 1800 e 2400 cm™ e o aquecimento empregado compreendeu a faixa de 27 a 130 °C.
Uma medida apds o resfriamento da amostra, retorno a temperatura ambiente, também foi
realizada sendo indicada por espectros de cor azul e com a marcagdo27* (temperatura de
estabilidade). Para a caracterizacdo do material de partida, o espectro obtido em temperatura
ambiente foi analisado, sendo seus modos vibracionais atribuidos aos respectivos grupos

vibracionais.

4.2.3. Caracterizacoes térmicas

4.2.3.1. Termogravimetria e andlise térmica diferencial simultaneas (TG-DTA)

O equipamento empregado para essas medidas,foi um analisador termogravimétrico
modelo DTG-60 da empresa Shimadzu, que realiza as andlises de TG-DTA simultaneamente
e estd apresentado na Figura 12. A amostra foi acondicionada em cadinho de a-alumina aberto
etendo as condicdes de trabalho com razio de aquecimento 5 °C min™, a atmosfera utilizada
foi a de nitrogénio e a vazdo do gis foi de 50 mL min™'. A faixa de temperatura analisada foi

de 25 a 400 °C e a massa inicial da amostra de 3,73 mg.

Figura 12 - Analisador termogravimétrico Shimadzu modelo DTG-60. Fonte da imagem:
https://www.shimadzu.com/an/sites/default/files/ckeditor/an/thermal/qn50420000005wcg-
img/qn50420000005wdf.jpg.

4.2.3.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)
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Para a andlise de DSC, foi utilizado um calorimetro modelo DSC-60 da marca
Shimadzu, calibrado com padrdo de indio puro (99,99%). As andlises seguiram as seguintes
condi¢cdes de reagdo semelhantes as utilizadas em DTA com razdo de aquecimento 5°C min’',
atmosfera circundante com gés de nitrogénio e fluxo de gés igual a 50ml min™'. A faixa de
temperatura utilizada no experimento foi de 25 a 180 °C, tendo como massa inicial ~2,00 mg.
O recipiente utilizado foi um cadinho de aluminio selado, uma vez que desta maneira obteve-
se curvas com melhores diferenciacdo entre os eventos. Uma ilustracio do equipamento

utilizados é representada na Figura 13.

Figura 13 - Calorimetro Shimadzu modelo DSC-60. Fonte da imagem: http://www.tai-
zhun.com/upload/20110323/20110323002043463.gif.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizaciao do material de partida

5.1.1.  Difragdo de Raios-X pelo método do po6 (DRXP)

A caracterizacdo por meio daDRXPpermitiu a constru¢do do difratograma
apresentado na Figura 14, cujo refinamento de Rietveld foi realizado e atendeu os parametros
de confiabilidade R,,, R, e GOF (S), bem como a concordancia visual entre o padrdo e o
experimento. Este refinamento permitiu a constatacdo de que a fase inicial do material €
referente a AZM-DH, uma vez que ndo puderam ser observadas outras fases. O difratograma
padrdo utilizado como referéncia para este refinamento, foi proposto por Djokic et al. [14] ao

estudarem formas de sintese da azitromicina.
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Figura 14 — Difratograma com o refinamento de Rietveld dadifragdo de Raios-X pelo método do pé a 30 °C do
farmaco azitromicina dihidratada.

Gandhi et al. [18]em seus estudos com comprimidos de AZM obtiveram resultados

semelhantes de DRXP para as amostras contendo AZM-DH e difratogramas diferentes para
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farmacos com a forma monohidratada da AZM em suas composic¢des, isso reforca a acertiva
de que o material se encontra unicamente na fase cristalina dihidratada. Foram descritos
resultados, também andlogos,por Sundaramurthi e Surayanarayanan [17],em seus estudos com
hidratos de AZM, para a fase dihidratada, tambémsendo relatados difratogramas para a fase
monohidratada e sesqui-hidratada,apresentando diferenca visual para com a fase dihidratada.
Na Tabela 2 s@o apresentados os dados obtidos com o refinamento de Rietveld e os dados

relatados na sinteseda fase dihidratada [14].

Tabela 2 - Dados cristalograficos da azitromicina dihidratada.

Azitromicina dihidratada
Formula Molecular
CisH7,:N»042:2H,0
A partir da DRXP Djokic et al. [14]
Parametros da célula a=17,863 (3) A a= 17,860 (5) A
unitaria b= 16,909 (3) A b=16,889 (7) A
c=14,765(4) A c=14,752 (1) A
Volume da célula V=4459,701 (5) V=4420,376 (4)
Ortorrombico Ortorrombico
Sistema
(a=p=y) (a=p=y)
Grupo espacial P2,2,2, P2,2,2,

E possivel perceber que as diferencas dos valores, entre o experimento € o padrdo
utilizado, para os parametros de rede, bem como para o volume da célula unitaria sdo infimas
e que o sistema estrutural e o grupo espacial entre estes sdo idénticos. Isso reforca o resultado

e a afirmacao, que o material em estudo € de fato a AZM em sua forma cristalina dihidratada.
5.1.2.  Espectroscopia Raman

A Figura 15correspondeao espectro Raman obtido em temperatura ambiente na
regidao de 20 a 1850 cm™. Desta regido destaca-se o espectro de 20 a 250 cm’, que
corresponde aos modos vibracionais da rede estrutural do material. Analisando essa regido,
pdde se verificar modos ativos, demonstrando, desta maneira, que através da técnica é
possivel observar, caso haja, alteracdes na estrutura do material na medida que se modificam
com a mudanga nos parametros como pressdo e temperatura, sendo esse ultimo o alvo do

presente estudo.
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Figura 15 - Espectro Raman da azitromicina dihidratada na regido de20 a 1800 cm™. Em destaque a regido de

100 a 250 cm™, atribuida a modos vibracionais de rede.8: bending (dobramento); v: strectching (estiramento).

Para a regido de 250 a 400 cm™ tem-se atribuicdo aos modos de flexdo dos grupos C-
C de cadeias alifaticas, ou seja, cadeias carbOnicas longas. Esse resultado € satisfatério e
esperado, pois a AZM possui inimeras cadeias carbOnicas longas e ciclicas em sua estrutura,
como observado nas Figura 1 e 2.J42 regido acima de 400 até 750 cm™, sdo atribuidos os
modos de estiramento de grupos CNC e CC [72], também esperados por fazerem parte de
grupos constituintes do material.

Na faixa espectral de 750 a 1300 cm™, observa-se os modos correspondentes aos
estiramentos dos grupos CCO e estiramentos e flexdes dos grupos COC [73], grupos também
formadores do farmaco e observados em sua estrutura quimica.Observa-sea predominancia de
um pico em aproximadamente 1454 cm™, o qual é atribuido a estiramentos nos grupos éter
(R-O-R’) [72]. Por fim, a dltima banda observada na figura, corresponde aos estiramentos de
grupos C=0 e tem centro em cerca de 1720 cm’'[74,75]. Todas as atribui¢Oes vao de encontro
ao que é observado nas Figuras 1 e 2, que ilustram a estrutura quimica e o arranjo espacial da

molécula de AZM, respectivamente.
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O espectro Raman da regido de 2700 a 3700 cm™ obtido em temperatura ambiente &
apresentado na Figura 16. E possivel verificar bandas bem definidas na regido de 2700 a 3050
cm™. Estas bandas sdo atribuidas aos modos vibracionais de grupos C-H, sendo que estes

possuem predomindncia na molécula de AZM-DH, como observado nas Figuras 1 e 2[76].

Intensidade (u.a.)
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Figura 16 - Espectro Raman da azitromicina dihidratada na regido de 2700 a 3700cm™.v: strectching
(estiramento).

E possivel identificar ainda duas bandas de menor intensidade nesta regido, uma em
3494 e outra em3558 cm’. Bandas em aproximadamente 3200 cm’, sdo comumente
atribuidas a vibracdo de grupos NH[41,43,64], porém na AZM-DH ndo ocorrem
essesgrupamentos funcionais, como observado nas Figuras 1 e 2. SegundoHoriba Jobin
Yvon[77], bandas dispostasnessa faixa (3200 a 3600 cm'l), também podem ser associadas a
vibracOes de moléculas de dgua presentes no material. Kotecha, Bhadra e Rajesh [75] ao
estudarem formulagdes de AZM relatam que picos de FTIR em 3496 e 3558 cm™ foram
atribuidos a vibragdes de moléculas de dgua. Assim,encontra-se que a banda em 3494 cm’

indicam modos de estiramento da hidroxila da 4gua, enquanto a banda em aproximadamente

3558 cm' é associada a estiramentos de grupos H-O-H. Resultados semelhantes foram
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observados por estudos com outros materiais cristalinos hidratados [41,43,64,78]. Vale
ressaltar, que devido a baixa intensidade dessas bandas e o nivel de interferéncia encontrado
algumas vezes nessa regido, existem poucos trabalhos disponiveis com investigacdo desses
modos por espectroscopia Raman.Na Tabela 3 estdo reportadas as bandas encontradas no

presente estudo e suas atribuicdes segundo a literatura.

Tabela 3- Modos ativos Raman do cristal de azitromicina dihidratadaem temperatura ambiente, classificados
conforme a literatura

Bandas (cm™) do Bandas (cm'l) na

experimento literatura Atribuicoes Referéncias
199 199 3(CCCO) [43]
262 263 3(CCCO) [43]
373 370 3(OCC) + 6(NCC) [43]
497 490 Vv(CC) + 8(CCO) + v(CN) [41]
523 526 3(CO) [41]
582 594 v(CCO) [43]
612 617 V(CNC) [72]
698 705 T(HCCC) + 1(CCNC)* [43]
774 782 3(COC) [43,73]
866 861 v(CCO) [73]
932 927 v(CC) [43]
953 954 v (CNC) [72]
1043 1045 V(CN) [43]
1122 1123 Vv(CN) [43]
1154 1149 d(C-H) [43,73]
1277 1283 v(CO) [72]
1352 1348 d(HCC) + 1(HCCN) [43]
1450 1454 v(R-O-R”) [72]
1719 1714 v(C=0) [74,79]

2736 - 3007 2700 - 3100 v(C-H) [43,73,75,77]

3494 3496 v(OH) [75,77,79]
3558 3550 v(HOH) [41,75,77,79]

O: bending (dobramento); v: strectching (estiramento); T: torsion (tor¢ao).

. Diante desses resultados, tem-se que a espectroscopia Raman é uma técnica com

boa resolugdo, haja vista que os principais grupos estruturais do material, bem como a regiao
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de modos de rede puderam ser analisados. Desta maneira, o emprego da temperatura em
conjunto com essa técnica permite revelar as alteracdes sofridas nesses grupos que

consequentemente podem corresponder a mudangas estruturais.

5.1.3. Caracterizagdes térmicas

5.1.3.1. Termogravimetria (TG), Termogravimetria derivativa (DTG) e Andlise térmica

diferencial (DTA) simultdneas

As curvas de TG, DTG e DTA sao representadas na Figural7. Para a curva TG tem-
se dois eventos de perda de massa, o primeiro menos drastico que o segundo. Na curva DTG
observa-se duas inflexdes decrescentes, correspondentes aos eventos de perda de massa em
TG, porém essas inflexdes apresentam ombros, o que indica que mais de uma rea¢do ocorre
na amostra durante estas perdas. Na DTA, a curva tem comportamento semelhante ao da
DTG, apresentando inflexdes nas faixas de temperatura em que ocorrem os eventos em TG,

entretanto a DTA apresenta picos exotérmicos nestas inflexdes.
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Figura 17 — Curvas de termogravimetria, termogravimetria derivativa e andlise térmica diferencial da amostra de
azitromicina dihidratada. T, = Temperatura de cristalizacdo; Ty = Temperatura de fusdo.

Na curva de TG, inicialmente € possivel observar um evento térmico indicando um

decréscimo de massa, que inicia em cerca de 50 °C e finaliza em 105 °C, essa reducdo € de
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aproximadamente 4% da massa inicial da amostra. Esta perda equivale a aproximadamente a
massa estequiométrica da dgua encontrada na moléculae desta forma sugere-se a atribui¢dao
desta perda a saida das duas moléculas de dgua presentes no cristal (desidratacdo do material).
Foi possivel verificar um segundo evento de perda de massa na curva TG, com inicio em 190
°C, sendo esse na ordem de aproximadamente 74 %,sendo atribuido a degradacdo do material.

Estudos de estabilidade térmica de comprimidos de AZM-DH foram realizados por
Timoumi et. al.[19] e as curvas TG apresentadas assemelham-se as demonstradas nesse
estudo, tendo como resultado da desidratagao do material uma perda de massa de 4,38%. Os
estudos de caracterizacdo de comprimidos de AZM-DH realizados por Gandhi et al.
[18]também vao de encontro aos do presente estudo, porém para comprimidos com AZM-MH
a perda equivalente a desidratagdo foi de apenas 2,29%, enquanto para a AZM-DH foi de
4,58%Sundaramurthi e Suryanarayanan[17]. A Tabela 4 dispde sobre os dados obtidos na
andlise de TG.

Tabela 4 - Parametros obtidos pela andlise de termogravimetria do material azitromicina dihidratada.

TG Evento 1 Evento 2
Temperatura inicial 51,43 °C 188,84 °C
Temperatura final 104,64 °C 268,65 °C
Temperatura média 88,35 °C 247,59 °C
Perda de massa 0,156 mg 2,770 mg
Perda % 4,18 74,22

A curva DTG reforca os resultados obtidos em TG, apresentando dois eventos de
perda de massa. O primeiro possui temperatura inicial em 52 °C e termina em
aproximadamente 105 °C, correspondendo a desidratacdo do material. Esse evento possui
duas inflexdes, o que sugere que as moléculas de dgua saem da AZM-DH em diferentes
patamares de temperatura e isso pode ser compreendido pelas diferentes forcas de ligacdo de
hidrogénio que atuam sobre essas moléculas. No segundo evento, o inicio dar-se-4 em
aproximadamente 190 °C e término em 285 °C. Possui um pico bem definido que apresenta
um ombro indicando a ocorréncia de dois eventos, sendo esses atribuidos a eventos de
degradacdo do material, tais como oxidacdo, perda de volateis e formagao de gases.

Na curva de DTA podemos verificar, primeiramente,uma inflexdo com um evento
endotérmico, o qual apresenta pico maximo em 93°C.Essa inflexdo apresenta um ombro bem

definido, indicando a ocorréncia de mais de uma reacdo neste evento. Tem-se como
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sugestdoasua atribuicdo a saida das duas moléculas de dgua darede cristalina, isso pelo fato de
ocorrerem na faixa da perda de massa referente a desidratacdo do material, observada na
curva TG. A diferenca nas temperaturas de ocorréncia das reacdes, pode ser compreendida
com base na Tabela 1.

Uma vez que uma molécula de dgua realiza cinco ligacdes de hidrogénio com a
AZM e a outra realiza somente quatro, além de estarem ligadas entre si, pressupde-se, que por
possuirem quantidades de liga¢des diferentes, suas forcas de ligacdo sdo diferentes e isso
acarreta em temperaturas de saida diferentes, porém muito préximas.Outra explicacdo seria a
sobreposicdo de um evento que indique transformacdo de fase no material, ocasionada pela
desidratacao do mesmo.

O segundo evento observado corresponde a um pico exotérmico, que se inicia ao
termino do evento de desidratacdo do material. Esse evento pode ser atribuido a uma reagdo
de recristalizacdo ocasionada com a desidratacio do material. Essa nova cristalizacdao
correspondea uma forma anidra do material, a qual nao foi estabelecida na literatura.

Em seguida a curva DTA apresenta mais um evento endotérmico com pico em 116
°C, para a curva TG nada € observado nessa posic¢ao, o que indica um evento caracteristico de
fusdo do material. Tem-se ainda, um pico endotérmico € um exotérmico com centros em
aproximadamente 233 e 266 °C, respectivamente. Esses eventos se encontram em faixa de
temperatura semelhante a encontrada em TG e em DTG para a degradagdo do material.
Assim, os eventos podem ser atribuidos a processos de degradacdo,como a formacgdo de
amonia e liberacdo de CO,. Na Tabela 5, sdo dispostos os dados e atribuigdes obtidos com a

DTA.

Tabela 5 - Parametros obtidos pela andlise térmica diferencial do material azitromicina dihidratada.

DTA Evento 1 Evento 2 Evento 3 Evento 4 Evento 5
Temp. inicial 56,38 °C 93,88 °C 111,80 °C 220,38 °C 238,39 °C
Temp. final 110,59 °C 115,86 °C 121,89 °C 253,18 °C 281,01 °C
Temp. de pico 92,33 °C 110,55 °C 116,88 °C 232,36 °C 263,51 °C
Calor de reaciao -1,157 328,75 ml -172,26 mJ -3,571] 6,00
Calor equivalente -395,50J/g | 113,09 J/g -59,26 J/g -1,23 kJ/g 2,06 kl/g
Atribuicao Desidrat. Cristaliz. Fusao Volateis Oxidagao

Gandhi et al.[18] relatam em seus estudos de secagem de comprimidos de AZM-DH
curvas para DTA, que apresentam apenas um evento endotérmico, o qual foi atribuido pelos

autores a ocorréncia simultanea da desidratagdo e da fusdo do material em cerca de 120 °C.
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Eles atribuem esse fendmeno, ao emprego de uma taxa de aquecimento elevada (10° min™) e
ao fato de utilizarem o recipiente do experimento aberto. Sundaramurthi e
Suryanarayanan[17] ao realizarem medidas de DSC em amostras de AZM-DH, observaram

um pico endotérmico referente a fusdo do material,com minimo em cerca de 120 °C.
5.1.3.2. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A andlise da AZM-DH por DSC ¢ apresentada na Figura 18. Deste modo,foi possivel
observar uma larga inflexdo endotérmica com minimo em aproximadamente 95 °C, a qual
apresenta um ombro, semelhante ao encontrado na DTA, que indica a ocorréncia de duas
reacoes e foram tratados como o primeiro e segundo eventos. A faixa de temperatura é
correspondente a desidratacdo do material,essas reacdes podem ser atribuidas a saida das duas
moléculas de dgua de hidratacdo da amostra e a possiveis transformacdes de fase do material,
tal qual na andlise de DTA. H4 uma diferenca de valores entre DTA e DSC, que pode ser
atribuida a diferenca de massa da amostra, de equipamentos e de cadinhos utilizados nas

medidas, uma vez que os demais parametros experimentais foram semelhantes.
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Figura 18 - Curva DSC da amostra de azitromicina dihidratada. T = Temperatura de cristalizagdo; Ty =
Temperatura de fuséo.

O terceiro evento observado na curva de DSC, corresponde a um pico exotérmico

com temperatura inicial, ou temperatura de cristalizacdo (Ty), em ~96 °C. Como visto na
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Figura 8, picos com esse perfil podem ser atribuidos a eventos de cristalizagdo ou, como no
caso, recristalizacdo do material em andlise. Esse resultado corrobora com o que apresentou a
DTA, que permitiu a constatacdo de uma nova fase cristalina formada ap6s a desidratagdo do
material. Assim como na DTA,imediatamente apds a recristalizacdo € possivel verificar um
evento endotérmico com pico centrado em 121°C, o qual se atribui a fusdo do farmaco.Na

Tabela 6 sdo apresentados os resultados obtidos por meio da andlise de DSC.

Tabela 6 - Parametros obtidos pela andlise de DSC do material azitromicina dihidratada

DSC Evento 1 Evento 2 Evento 3 Evento 4
Temp. inicial 44,87 °C 67,12°C 96,30 °C 116,43 °C
Temp. final 67,24 °C 105,69 °C 121,33 °C 125,98 °C
Temp. de pico 61,11 °C 93,50 °C 110,81 °C 122,17 °C
Calor de reacio -146, 72 mJ -379,58 mJ 177,21 mJ -52,97 mJ
Calor equivalente -102,00 J/g -164,32 J/g 76,71 J/g -22,93 J/g
Atribuicao Desidratagéo Desidratagéo Cristalizagio Fusao

Em sua patente de novas formas cristalinas da AZM, Zheng e Andrew [12]
atribuiram a fusdo da AZM-DH a uma faixa de 119 a 126 °C. Ghandi et. al. [18] atribuiu a
fusdo do dihidratado de AZM, ao pico de DSC com minimoem 126 °C. Os resultados de
Timoumi et. al. [19]para formulacdes de farmacos contendo AZM-DH também foram de
encontro aos apresentados nesse estudo com temperatura de pico de fusdo em 120 °C.
Sundaramurthi e Suryanarayanan[17] estudando hidratos de AZM também obtiveram
resultados de DSC semelhantes aos apresentados por esse trabalho, encontrando um pico
endotérmico de fusdo para a AZM-DH em 124 °C. Os trabalhos relatados ndo explicaram a

aparicdo do pico exotérmico em suas andlises.

5.2. Caracterizacoes espectroscopicas em funcio da temperatura

5.2.1. Difracdo de Raios-X do po(DRXP)em fungdo da temperatura

Partindo dos resultados das anélises térmicas foi possivel tracar e realizar, um estudo
de difragdo de Raios-X em funcdo da temperatura. O intuito deste estudo foi de observar o
comportamento dos picos de Bragg e compreender, estruturalmente, o que ocorre com o

material ao ser submetido ao aquecimento, verificando possiveis transicdes (ou
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transformagdes) de fase,indicadas de maneira ndo conclusiva pelas andlises térmicas. A

Figura 19 ilustra os difratogramas obtidos por meioda DRXP em fun¢do da temperatura.
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Figura 19 - Curvas de difragdo de Raios-X da azitromicina dihidratada em fun¢do da temperatura. (#) Pico em
9,7° (20) referente ao plano (2 0 0) da fase AZM-DH. (*) Pico em 10,4° (20) referente a formacédo de nova fase.
(*) Pico em 8,9° (20) atribuido a nova fase. (]) Apari¢do de novo pico. (]) Desaparecimento de picos.

Observando os espectros de DRXP em funcdo da temperatura € possivel verificar
que nao ocorrem alteracOes significativas nas curvas até 70 °C, entretanto para as andalises
térmicas alteragdes ja sdo percebidas antes dessa temperatura. A partir de 90 °C, pode-se notar
pequenas alteracdes no difratograma, como uma maior sobreposi¢do dos picos em
aproximadamente 16,5 e 16,7° (20) e o alargamento do pico proximo a 12,9° (20). Ja na
temperatura de 95 °C, além das alteracOes observadas na temperatura anterior, € perceptivel o
aparecimento de um novo pico no difratograma em aproximadamente 10,4° (26).

Sundaramurthi e Suryanarayanan[17], ao verificarem os padroes de DRXP de
medicamentos de AZM em funcdo da temperatura, relataram que a AZM-DH ao sofrer
aquecimento >80°C tende a formar um pico em aproximadamente 10,4°(20), conferido a

formacdo da fase AZM-SH. Essa diferenca na temperatura de aparecimento do pico em
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questdo pode ser atribuida a utilizagdo de equipamentos distintos para as medidas de DRXP e
a taxa de aquecimento, uma vez que este trabalho utilizou 5°C/min. enquanto que os autores
citados empregaram 10°C/min.

Observa-se que conforme a temperatura € elevada até 115°C a intensidade do pico
em 10,4° (20), também aumenta, enquanto que, a intensidade do pico em aproximadamente
9,7° (20) tende a diminuir com o aquecimento, sendo esse ultimo, representante do plano
(200) da AZM-DH. Algo semelhante acontece com os picos em aproximadamente 8,9 e 9,2°
(20), o primeiro aparece inicialmente em 95°C como um ombro do segundo pico mencionado.
A medida que a temperatura aumenta de 95°C até 115°C a intensidade em 8,9° (20) aumenta
enquanto que em 9,2° (20) diminui. Isso indica que ocorremmudancas estruturaisna AZM-DH
conforme a temperatura de desidratacdo da mesma € atingida.

Mais uma vez, Sundaramurthi e Suryanarayanan [17], observaram algo relativamente
semelhante, porém os autores atribuiram as mudancas principalmente a transformacdo de
AZM-DH para AZM-SH, entretanto ndo apresentaram cdlculos ou dados comprobatérios
desta afirmativa.Desta maneira, ao observar que os picos da nova fase se encontram mais
intensos no difratograma obtido em 117,5°C, este foi escolhido para andlise através do

método de Le Bail. O refinamento pelo método de Le Bail é representado na Figura 20.

@]
Exp

ICa]c
diferenca

R, =7.89%
R =5.40%
S=1.86

Intensidade(u.a.)

20 (graus)

Figura 20 - Difratograma com o refinamento pelo método de Le Bail da DRXP para 117,5 °C do farmaco,
atribuido a nova fase.
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E possivel observar que os pardmetros de controle (Ryp, R, € S) se encontram dentro
dos limites de aceitacdo e confiabilidade, bem como a concordancia visual. Os dados
cristalograficos da fase encontrada em 117,5 °C se encontram dispostos na Tabela 7 e sao

comparados com os dados descritos por Zheng e Andrew [12] para a fase sesqui-hidratada da

AZM.

Tabela 7- Dados cristalograficos da nova fase encontrada comparados a azitromicina sesqui-hidratada.

Nova fase de azitromicina Azitromicina sesqui-hidratada
Foéormula Molecular
C38H72N2012 C.’;8H72N2()12'1’5 HZO
A partir da DRXP Zheng e Andrew [12]
Parametros da célula a=18.166(4) A a=16.406 (8) A
unitaria b=21.067 3) A b=16.292 (8) A
c=14.532(3) A c=18.383 (9)A
Volume da célula V=5190.924 (2) V=4420,376 (4)
Triclinico Monoclinico
Sistema
(0=93,66°; =90,75°; y=110,63°) (o0=17 #p= 110.212° (2))
Grupo espacial P-1 P2,

Nota-se que os parametros de rede, bem como o volume da célula unitéria, o sistema
cristalografico e o grupo espacial encontrados para a nova fase, ndo correspondem aos dados
descritos para a fase sesqui-hidratada. Com isso, tem-se que a nova fase ndo corresponde a
forma sesqui-hidratada da AZM e sim a uma nova fase cristalina de sistema triclinico,
sintetizada a partir da desidratacdo da AZM-DH.

Na Figura 21¢€ possivel observar o processo de amorfizacdo do material a partir de
122°C. Isto significa dizer, que apds essa temperatura, o material comeca a perder sua
estrutura cristalina e comega a assumir uma desordem molecular semelhante a de um liquido.

Esta caracteristica € propria de materiais amorfos.
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Figura 21 - Difratogramas da AZM-DH em fun¢ao da temperatura.

Desta maneira com o aumento da temperatura os picos perdem intensidade, pois seus
planos cristalograficos comecam a desordenar, gerando alargamento nos picos de Bragg e/ou
sobreposi¢do dos mesmos e isso acaba por formar inflexdes no difratograma. A passagem da
fase anidra cristalina da AZM para a sua fase amorfa pode ser caracterizada como um
polimorfismo do material, uma vez que ha uma transicao de fase e que a faixa de temperatura
dessa transi¢do ndo apresenta eventos na curva TG.

Esse fenomeno se completa em aproximadamente 132 °C. Contudo, somente em 142
°C o difratograma obtido assemelha-se ao relatado por Zheng e Andrew [12] ao patentearem
varias formas cristalinas da AZM incluindo a forma amorfa da AZM, que segundo os mesmos
diz respeitoao AZM amorfa.Além desses, Ghandi et. al. [18], em seus estudos com
comprimidos de AZM-DH e AZM-MH, relata que com o aquecimento até a desidratacdo do
material o mesmo, em ambas as formulagdes torna-se amorfo, podendo ainda, em contato
com elevada umidade, retornar a fase dihidratada do farmaco.Timoumi et. al. [19]ao
estudarem o efeito da temperatura sobre comprimidos de AZM-DH, descreve também a
passagem da fase dihidrata para a fase amorfa apds a desidratacio dos comprimidos.
Sundaramurthi e Suryanarayanan [17] obtiveram difratogramas semelhantes aos do presente

estudo para produtos originados apds a secagem de hidratos de AZM, em que houve a
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passagem das fases hidratas para a fase amorfa. Em todos estes trabalhos, essas curvas foram
atribuidas a fase formada apds a perda da dgua estrutural da AZM-DH, ou seja, a forma anidra

do farmaco.

5.2.2. Espectroscopia Raman

Neste topico serdo apresentados os espectrogramas Raman para as regides de 20 a
3700cm™ obtidos para a amostra de AZM-DH em funcdo da temperatura. E importante
ressaltar que a regido de principal interesse para a espectroscopia Raman durante muito tempo
foram os modos vibracionais compreendidos na faixa de 400 a 4000cm™, que diz respeito aos
modos vibracionais internos dos materiais, isso pelo fato de que abaixo dessa regido se
tornava dificil filtrar a interferéncia do efeito elastico (efeito Rayleigh)[62,80].

Contudo, a regido que correspondente a nimeros de onda principalmente abaixo de
200cm™, vem sendo intensivamente estudada atualmente, pois com a moderniza¢io de
técnicas e equipamentos, o efeito eldstico vem sendo filtrado com eficiéncia permitindo
medidas precisasna regido em que atuam os modos vibracionais externos, os quais dizem
respeito a vibracdo da estrutura de rede dos materiais. Assim, alteracdes na regido desses
modos pode indicar alteracdo nas ligacdes que formam a rede cristalina do material, as quais,

para esse caso, sao em grande parte ligacdes de hidrogénio[42,60,68,81].

5.2.2.1. Regido de 20 a 750 cm™

As curvas correspondentes aos espectros Raman obtidos em fun¢do da temperatura
para a amostra de AZM-DH, compreendendo a regido tendo numero de onda entre 20 e 250
cm'na faixa de temperatura de 27 a 130 °C, mais a medida de retorno a 27 °C, sdo
apresentadas na Figura 22. Essa faixa espectral compreende também a regido caracteristica
dos modos de rede. Assim, alteracdes nesta regido significam alteragdes ocorridas na rede

cristalina do material analisado [80].
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Figura 22 - Espectros Raman em func¢do da temperatura para a azitromicina dihidratada na regido de 20 a 250
-1
cm .

Desta maneira, analisando os espectros na regidao dos modos de rede, nimeros de
onda abaixo 250 cm™, verifica-se que até a temperatura de 57 °C ndo ocorrem alteracdes
significativas, ficando estas modificacdes, restritas principalmente, a diminuicdo na
intensidade dos modos. Esse comportamento indica que a amostra é estdvel até essa
temperatura, ou seja, sua rede cristalina permanece inalterada até essa faixa. Essa temperatura
¢ proxima das temperaturas encontradas nas caracterizagdes térmicas para o inicio dos
eventos térmicos.

Contudo, a partir do espectro de 77 °C € possivel verificar alteragdes mais relevantes,
como a fusdo do dupleto com centros em aproximadamente 201 e 222 cm’™, que se completa
em 82 °C, formando um singleto em aproximadamente 214 cm’. Outra modificacio nas
curvas para essa regido dos modos externos, diz respeito a alteracdo do dupleto com centros
em aproximadamente 38 e 48 cm™, que se mantém até cerca de 77°C e se modifica de
maneira mais pronunciada a partir de 82 °C, com a sobreposi¢do dessas bandas em um

. . -1
singleto com centro em aproximadamente 41 cm.
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Essas mudangas espectrais na regido dos modos externos significam que possiveis
modificagdes estruturais ocorrem no material nessas faixas de temperatura correspondentes.
Vale ressaltar, que para as temperaturas acima de 120 °C observa-se uma grande queda na
intensidade dos modos bem como o alargamento das bandas, sendo esse comportamento
repetido na curva de retorno a temperatura ambiente. O comportamento de alargamento e
queda de intensidade € descrito para materiais de morfologia amorfa[34,68]. Este resultado
vai de encontro ao que se obteve na DRXP em funcdo da temperatura, em que se observa a
amorfiza¢do do material apds atingir a temperatura de 122 °C

Para a Figura 23, tem-se os espectros de 250 a 600 cm” e ocorrem as regides
correspondentes aos modos internos do material, que sdo formados pelas interagdes entre os
atomos da molécula e suas nuvens eletrOnicas. Assim, para a regido de 250 a 400 cm” tem-se
a atribuicdo aos modos de flex@o dos grupos C-C de cadeias alifaticas. Para a regido acima de
400 até 600 cm™ sdo atribuidos os modos de estiramento dos grupos CCN e CCO [72]. O
comportamento relativamente estdvel até cerca de 70 °C continua a ser observado nessa
regido dos espectros, sendo a maioria das mudancas, observadas a partir de 82 °C, se
acentuam em 97 °C, permanecem até 112°C. Apds os 117 °C as intensidades caem e as

diferencas, mais uma vez, sdo mantidas na curva de retorno a 27 °C.
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Figura 23 - Espectros Raman em func¢io da temperatura para a AZM-DH na regido de 250 a 600 cm-1.
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Na Figura 24 tem-se os resultados da andlise do comportamento do nimero de onda
em funcdo da temperatura na regido de 20 a 620 cm™'. E possivel verificar a estabilidade
térmica dos modos até cerca de 77 °C, observando a linearidade dos pontos obtidos até essa
temperatura. Essa temperatura € proxima das faixas de temperatura referentes aos eventos de
desidratacio em TG, DTG, DTA e DSC, bem como a faixa de temperatura em que se

observou a apari¢do do pico em 10,4° (20), na analise de DRXP em funcdo da temperatura.
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Figura 24 - Comportamento da frequéncia com a temperatura para modos de vibracao do cristal de AZM-DH na
regido entre 20 e 650 cm™'.

Fica evidenciado a fusdao do dupleto com centros em aproximadamente 201 e 222
cm’”, bem como do dupleto 38 e 48 cm’l. Esse comportamento ocorre dentro da faixa
atribuida aos modos vibracionais da rede estrutural do material. Desta maneira, € possivel
relacionar as alteragdes com a transformacdo de fase do material, uma vez que, como
observado na DRXP, essa mudanca provavelmente acontece partindo da desidratacdo da
AZM-DH. As demais modificacdes, apesar de nao esclarecidas, podem ser explicadas por
meio de transformacdes de fases que modificam as interagcdes moleculares (ligacdes de

hidrogénio) provocadas pela variagdo de temperatura.
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Essas mudangas refor¢cam os resultados obtidos nas andlises térmicas e na andlise de
DRXP, que demonstram estabilidade térmica do material até as temperaturas de inicio da
desidratacao do material. A partir da desidratacao da AZM,ocorrem transformacdes de fase no
material indicadas na DRXP e que sdo percebidas nestas alteracdes dos modos vibracionais da
rede do material e nas mudancas sofridas também pelos modos internos da AZM. Isso indica
que a espectroscopia Raman corrobora com a sugestdo de mudanca de fase do material, a
partir da desidratacdo do material e que ocorre também a passagem do cristal para seu estado

amorfo.

5.2.2.2. Regido de 750 a 1300 cm™

Na Figura 25 estdo representados os espectros Raman da AZM-DH em func¢édo da
temperatura, os quais compreendem a faixa espectral de 600 a 1150cm™ e faixa de
temperatura de 27 a 130 °C, mais a medida de retorno a 27 °C. Essa regido foi atribuida
principalmente aos modos internos correspondentes aos estiramentos dos grupos CCO e
estiramentos e flexdes dos grupos COC[73]. Assim como na Figura 23 verifica-se a

estabilidade térmica da amostra até 77°C.
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Figura 25 - Espectros Raman em funcdo da temperatura para a AZM-DH na regido de 600 a 1150 cm™.
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No entanto,a partir de 82 °C, ocorrem algumas alteragdes nesses modos vibracionais
que se mantem até 112 °C,perdem intensidade até em 130 °C e s@o mantidas no espectro de
resfriamento a 27 °C. Essas alteracdes dizem respeito principalmente a perda de intensidade
das bandas Raman, além de alguns upshift (mudangas do centro da banda para nimeros de
onda maiores) como ocorre no ombro da banda em aproximadamente 861 cm™, atribuida a
vibragdes do tipo v(CCO), que se separa formando uma banda independente centrada em
aproximadamente 880 cm™.

Para tais modificagdes atribui-se mudancas na rede de ligagdes de hidrogénio entre
os grupos afetados.Com isso, tem-se que o conjunto de modos dispostos nesta regido também
sofre modificacdo com a desidratacdo e reforca o resultado de DRXP em funcdo da
temperatura, indicando possivel mudanca de fase apds a saida da dgua da célula unitdria da
AZM. Além disso, o cardter de amorfizacao do material também € percebido nesta regido.

O comportamento dos nimeros de onda em funcdo da temperatura para a regido
entre 600 e 1150 cm™, é apresentado na Figura 26. Observa-se comportamento semelhante ao
da Figura 22, em que os modos mantém estabilidade até cerca de 87 °C, faixa de desidratacio
do material e transformacdo de fase. Algumas alteracdes a partir de 90 °C sdo observadas,
porém suas atribuicdes ndo puderam ser reportadas com precisdo, estas sdo verificas em 987,
1097 cm™. O modo em 1122 atribuido a vibra¢io v(C-N) apresenta mudanca de perfil do tipo
upshift a partir de 112 °C, sendo o comportamento também observado apds o resfriamento do

material, caracterizando essas mudangas como irreversiveis.
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Figura 26- Comportamento da frequéncia com a temperatura para modos de vibragdo do cristal de AZM-DH na
regido entre 600 e 1150 cm™.

ApOs a andlise do comportamento da frequéncia dos modos, fica evidente que, mais
uma vez, as modificacdes iniciam a partir da temperatura de desidratagdo percebidas nas
caracterizacdes térmicas. Essa faixa de temperatura também condiz com as mudangas
percebidas na andlise de DRXP e que sugerem a mudanga de fase do material. Assim, a
espectroscopia Raman indica que as ligacdes e forcas moleculares sofrem abalo e
modificagdes com a desidratacio do material e que apds 120 °C o material sofre também

amorfizacgao.

5.2.2.3. Regido de 1150 a 1600 em’”!

A regido cujos espectros Raman compreendem a faixa de 1150 a 1600 cm™, medidos
para a amostra de AZM-DH em funcdo da temperatura cuja a faixa foi de 27 a 130 °C,
apresentando também o espectro de resfriamento a 27 °C, € ilustrada na Figura 27. Observa-se
a predominincia de um pico em aproximadamente 1461 cm’, o qual é atribuido a

estiramentos nos grupos éter [72]. Mais uma vez, o comportamento € estavel até cerca de 77
°C
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Figura 27 - Espectros Raman em funcio da temperatura da AZM-DH na regido de 1120 a 1600 cm™.

Entretanto, para temperaturas acima de 82 °C percebe-se modificacdes nessa regido,
principalmente no que diz respeito a intensidade das bandas Raman. E possivel observar uma
troca de predominéncia de intensidade no dupleto em 1461 cm’™.

Na Figura 28 é possivel analisar o comportamento dos nimeros de onda em funcdo da
temperatura. Mais uma vez € observado a estabilidade dos modos até os 77 °C e ap0s isso o
material sofre algumas modificagdes mais sutis até atingir 112 °C e apds isso experimentar
novas modificacdes nos modos que pode ser atribuida a desidratagdo e com base na DRXP, na

formacgdo do novo cristal a partir de 117 °C.
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Figura 28 - Comportamento da frequéncia com a temperatura para modos de vibragéo do cristal de AZM-DH na
regido entre 1150 e 1500 cm-1.

5.2.2.4. Regido de 1600 a 2000 cm’™

Podemos observar na Figura 29, que corresponde a faixa espectral de 1650 a 2000
cm™', uma mudanca peculiar ocorre com a banda centrada em 1721 cm™, pois para a medida
tomada a 77 °C € possivel verificar a dissolucdo dessa banda e o aparecimento de duas novas
bandas em aproximadamente 1713 e 1747 cm’'. Para essas bandasforam atribuidos os modos
de estiramento C=0 e esse comportamento também foi observado por Miroshnyk et al.[74],
ao estudarem a indugdo térmica de mudancas de fase na eritromicina A, sendo tais

modificacdes relacionadas a alteracdo do grau de liberdade do grupo carbonila durante a

desidratacdo da amostra, ja que este grupo faz ligacdes de hidrogénio com as moléculas de

dgua que formam a rede do material.
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Figura 29 - Espectros Raman em funcao da temperatura da AZM-DH na regido de 1650 a 2000 cm-1.

Analisando os perfis de nimero de onda dos modos da regidao de 1650 a 2000 cm’
foi possivel construir o grafico apresentado na Figura 30. Constata-se comportamento
semelhante ao das demais regides, tendo estabilidade até 77 °C. A banda em 1714 cm’! €
relacionada a modos vibracionais do tipo v(C=0), verifica-se a divisdo da mesma apds a
temperatura de 82 °C. Com base na Tabela 1 e na Figura 4 € possivel atribuir essas

modificagdes as modificacdes nas ligacoes de hidrogénio entre a 4gua e o farmaco,

decorrentes da desidratagcdo do mesmo.
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O comportamento da frequéncia dos modos vibracionais, sugerem que O mesmo
comportamento analisado por Miroshnyk et al.[74] para a eritromicina dihidratada, ocorre
com a AZM-DH. Este resultado reforca a sugestdo de que as modificacdes percebidas na
DRXP e nos modos Raman estejam relacionadas a desidratacdao do material. Assim, a regido
analisada também indica que hd modificacdes no material apds sua desidratacdo e que o

mesmo sofre amorfizagdo a partir de 120 °C.
5.2.2.5. Regido de 2700 a 3100 cm™

Para a regido entre 2700 a 3100 cm” tem-se a Figura 31, que representa os espectros
dessa regido em funcdo da temperatura. Essa faixa de nimeros de onda compreende

principalmente os modos correspondentes a vibragao de estiramentos de grupos C-H[77].
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Figura 31 - Espectros Raman em fungdo da temperatura da AZM-DH na regido de 2700 a 3100 cm™.

Observando a Figura 31 € dificil distinguir as alteragdes decorrentes do aquecimento
com clareza. Desta maneira, analisar o perfil de comportamento dos modos se torna mais
eficiente para a andlise. A Figura 32 ilustra o comportamento dos nimeros de onda em fungao
da temperatura. Assim, é possivel observar novamente a estabilidade dos modos até 77 °C
(faixa de desidratacdo), sendo verificado principalmente, eventos de downshift em cerca de
2827, 2846 e em 2968 cm’. Mais uma vez, é possivel atribuir essas modificagdes aos
distirbios na rede ocasionados pela desidratacdo do farmaco. Essas modificagdes provocam
alteracdes nas ligacdes de hidrogénio entre a dgua e grupos metil, favorecendo as ligacdes

metil-metil.
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Figura 32 - Comportamento da frequéncia com a temperatura para modos de vibracdo do cristal de AZM-DH na
regido entre 2700 ¢ 3100 cm.

A andlise dos modos vibracionais, bem como do comportamento de suas frequéncias,
remete as mesmas condi¢gdes observadas nas demais regides analisadas até aqui. O material
sofre modificacOes em seus modos a partir da faixa de temperatura de desidratacdo observada
nas caracterizacoes térmicas. Essas mudangas também ocorrem na faixa de transformacao de
fase observada na DRXP em fun¢do da temperatura e indicam também a amorfizacdo apds os

120°C.
5.2.2.6. Regido de 3140 a 3525 em’!

Os espectros Raman em funcio da temperatura da amostra de AZM-DH, medidos no

intervalo espectral de 3400 a 3625 cm’

e na faixa de temperatura de 27 a 130 °C mais seu
retorno a 27 °C, sdo apresentados na Figura 33. Essaregido, que compreende a faixa espectral
de 3100 a 3600 cm™, é geralmente atribuida, em compostos orgénicos, a vibracdes fracas
caracteristicas de moléculas de dgua presentes na amostra[77,82]. Assim, analisando o
comportamento dessa regido € possivel perceber caracteristicas de desidratagdo e/ou

hidratacdo de materiais.
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Figura 33 - Espectros Raman em fungdo da temperatura da AZM-DH na regido de 3140 a 3525 cm™.

Desta maneira, analisando a Figura 33, verifica-se, em temperatura ambiente, duas
bandas pronunciadas em aproximadamente 3494 e 3558 cm™. A essas foram atribuidos,
respectivamente, modos de estiramento assimétrico e de estiramento simétrico de grupos OH
da agua [82]. Mais uma vez nota-se um comportamento estidvel para os espectros até a
temperatura de 72 °C.

Para as temperaturas de 77 °C em diante,a principal alteracdo notada em relacdo ao
espectro de temperatura ambiente ocorre perda de intensidade. Essa mudanca espectral &
atribuida a possiveis alteracdes de ligacdes de hidrogénio entre grupos OH da dgua. Para a
curva obtida a temperatura de 117 °C verifica-se a auséncia de bandas nessa regido, indicando
assim auséncia de grupos OH da 4gua, esse comportamento também € verificado para o
espectro de retorno da AZM (27 °C).

J4 a banda em 3558 cm™ é atribuida a modos de estiramento simétrico HOH e sofrem
algo semelhante as bandas de OH da agua quando aquecidos, apresentando varias
modificagdes ao longo do processo e desaparecendo apds os 117 °C. Bandas em regides
semelhantes do espectro sdo relatadas por Baldez [43] e Moura [41] em seus estudos com
materiais cristalinos hidratados. Isso demonstra que o material sofreu uma possivel

desidratacao [41,43,77,82].
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Na Figura 34 encontra-se a representacdo do comportamento dos modos vibracionais
em funcdo da temperatura para a regido de 3140 a 3625 cm™. Ao observar o comportamento
desses modos durante o aquecimento do material, depara-se com modificagdes também a
partir de 77 °C.Isso indica que a temperatura tem forte influéncia sobre este modo. As bandas
em 3494 e 3561 cm’, respectivamente impostas aos modos de estiramento OH e HOH da

agua e sofrem um upshift.
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Figura 34 - Comportamento da frequéncia com a temperatura para modos de vibracdo do cristal de AZM-DH na
regido entre 3140 e 3625 cm’.

Ap6s 112 °C todas as bandas encontradas na regido atribuida a modos de vibracdo da
agua desaparecem, indicando que a desidratagdo foi completada. O fato dessas bandas ndo
reaparecerem no espectro de retorno, indica que o fendmeno de desidratacdo € irreversivel,
bem como suas contribuicdes para as alteracdes na estrutura do material também sdo, isso,
pelo menos durante o tempo da analise.Em seus estudos Ghandi et. al. [18], Timoumi et. al.
[19] e Sundaramurthi e Suryanarayanan [17] relatam que apos a desidratagdo a AZM anidra
se acondicionada em ambiente com umido, tende a absorver a umidade e retornar lenta e

espontaneamente para a forma dihidratada.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, foi possivel chegar as conclusdes de que a amostra
correspondia, inicialmente, a fase dihidratada do farmaco azitromicina, ndo apresentando
misturas de fase. Ao ser submetido ao aquecimento o material sofreu desidratacdo, com inicio
em aproximadamente 60 °C. Durante a desidratacao a azitromicina dihidratada passa por uma
mistura entre as fases dihidratada e anidra da droga.

Ao completar-se a perda da dgua de hidratacdo, o material sofre uma recristalizagcdo
(~96 °C), essa nova fase corresponde ao cristal anidro, que teve seus parametros estruturais
calculados neste estudo, apresentando sistema do tipo triclinico. A formagdo desse cristal é
seguida de sua amorfizacdo e posterior fusdo (~116 °C). A degradacido do farmaco ocorre em
temperaturas acima de 190 °C. Tanto as caracterizacdes espectroscopicas (DRXP e Raman),
quanto as caracterizagdes térmicas (TG, DTG, DTA e DSC), empregadas neste trabalho,
tiveram resultados satisfatorios e harmonicos. Assim, todos os eventos estruturais € térmicos

puderam ser compreendidos e integrados.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho poderd servir como base para a realizagdo de trabalhos futuros
como caracterizagdes da azitromicina dihidratada em funcdo da pressdo e/ou em funcio de
baixas temperaturas. Base para estudos de complexa¢do de ions na molécula de azitromicina,
bem como de agentes melhoradores de solubilidade como cocristais € coamorfos.

Outras possibilidades sdo o emprego das técnicas apresentadas como meios de
controle de qualidade na linha de producao de medicamentos. A espectroscopia Raman, por
exemplo, possui equipamentos portéteis capazes de realizar medidas in locu, isso pode vir a
possibilitar uma maior padronizacdo na garantia da qualidade do medicamento, dando maior
confiabilidade na fase do produto e garantindo a eficiéncia desejada nos tratamentos. Enfim,
este estudo servird como fonte de pesquisa a todos aqueles que buscarem maiores informagoes

sobre a azitromicina dihidratada e seu comportamento estrutural, vibracional e térmico.
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