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RESUMO

A azitromicina (AZM) ¢ um macrolideo semissintético de 15 membros, que deriva da
eritromicina A, destaca-se por apresentar um amplo espectro de agdao contra bactérias
Gram positivas e Gram negativas, tornando-se o antibidtico mais utilizado mundialmente,
porém os antibioticos passaram a ser resistentes a0s micro-organismos, logo uma possivel
forma de contornar tais mecanismos de resisténcia ¢ a coordenagao de ions metalicos a
antibioticos. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo a sintese € o crescimento de
cristais de azitromicina, assim como o estudo de suas propriedades estruturais,
vibracionais e térmicas. Todos os materiais foram obtidos pelo método ELS. A obten¢ao
do cristal AZM-MH-EtOH foi confirmada pela técnica de DRX juntamente com
refinamento pelo método de Rietvield verificando que o cristal apresenta um sistema
monoclinico com grupo espacial P2;, contendo 4 moléculas por célula unitaria. O
complexo metalico AZM-Cu (II) apresentou coloragdo violeta e padrdo de difragdo
diferente aos relatados na literatura, indicando a formacdo de uma nova fase. A AZM-
TRIS-Cu(Il) apresentou auséncia de picos de difracdo de Raios X no difratograma,
confirmando a amorfizagdo do material. De acordo com a teoria de grupos para o cristal
AZM-MH-EtOH os modos sdo ativos tanto no infravermelho como no Raman, logo, a
caracterizagdo por Espectroscopia Raman possibilitou analisar as possiveis bandas
vibracionais deste solvato em trés regides do espectro, como: tor¢des dos grupos CCCH
e CCOH, combinagdes de tor¢des, e das estruturas dos anéis de lactona, cladinose e
desonamina, modos de estiramentos das unidades C44C48 e C9C8, deformagdes angular
da ligagdo CCC, entre outras atribui¢des. Foi possivel identificar por FT-IR, bandas
atribuidas de vibrag@o da hidroxilas (OH) e um conjunto de estiramento atribuidos aos
grupos CH3, CHz e CH. Observou-se também o estiramento do grupo carbonila, que pode
participar da formagao de ligagdes de hidrogénio. As analises térmicas realizadas por TG-
DTG indicaram que a estabilidade térmica deste solvato foi de até 487 K. As curvas DTA
e DSC indicaram que a amostra sofre desidratacdo e, posteriormente, ocorre uma
amorfiza¢dao do material em torno de 386-390 K. Esta amorfizagdo foi confirmada pelo
DRX em fung¢do da temperatura. Por fim, os resultados obtidos neste trabalho podem
contribuir para diversas areas do conhecimento assim como para a industria farmacéutica

e manipulagdo de fArmacos pois possui resultados inéditos para o antibidtico azitromicina.

Palavras-chaves: Azitromicina. Cristal. Amorfo. Cobre.



ABSTRACT

Azithromycin (AZM) is a 15-membered semisynthetic macrolide, which is derived from
erythromycin A, stands out for having a broad spectrum of action against Gram-positive
and Gram-negative bacteria, becoming the most widely used antibiotic worldwide, but
the antibiotics have become resistant to microorganisms, so a possible way to circumvent
such resistance mechanisms is the coordination of metal ions to antibiotics. In this
context, this work aims at the synthesis and growth of azithromycin crystals, as well as
the study of their structural, vibrational and thermal properties. All materials were
obtained by the ELS method. The obtaining of the AZM-MH-EtOH crystal was
confirmed by XRD technique along with refinement by the Rietvield method verifying
that the crystal presents a monoclinic system with space group P2, containing 4
molecules per unit cell. The AZM-Cu (II) metal complex showed violet coloration and
diffraction pattern different from those reported in the literature, indicating the formation
of a new phase. AZM-TRIS-Cu(Il) showed absence of X-ray diffraction peaks in the
diffractogram, confirming the amorphization of the material. According to the group
theory for the AZM-MH-EtOH crystal the modes are active in both infrared and Raman,
therefore, the characterization by Raman Spectroscopy made it possible to analyze the
possible vibrational bands of this solvate in three regions of the spectrum, such as: twists
of the CCCH and CCOH groups, combinations of twists, and the structures of the lactone,
cladinose and desonamine rings, stretching modes of the C44C48 and C9C8 units, angular
strains of the CCC bond, among other assignments. It was possible to identify by FT-IR,
assigned vibration bands of the hydroxyl (OH) and a set of stretching assigned to the
CH3, CH2 and CH groups. Stretching of the carbonyl group was also observed, which
may participate in the formation of hydrogen bonds. The thermal analyses performed by
TG-DTG indicated that the thermal stability of this solvent was up to 487 K. DTA and
DSC curves indicated that the sample undergoes dehydration and subsequently
amorphization of the material occurs around 386-390 K. This amorphization was
confirmed by XRD as a function of temperature. Finally, the results obtained in this work
can contribute to various areas of knowledge as well as to the pharmaceutical industry

and drug handling because it has unprecedented results for the antibiotic azithromycin.

Key-words: Azithromycin. Crystal. Amorphous. Copper.
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1. INTRODUCAO

A industria farmacéutica vem buscando desenvolver farmacos com atividade
antimicrobiana, e¢ para este fim, varios agentes ja foram isolados, modificados
sinteticamente ou empregados para fins terapéuticos, como no caso dos antibidticos que
estdo disponiveis no mercado farmacéutico como compostos naturais ou sintéticos. Sua
sintese e comercializagdo provocaram um avango no tratamento de doengas infecciosas,
acarretando uma diminui¢ao na taxa de mortalidade e um aumento na expectativa de vida
e bem-estar [1]. Os antibidticos podem ser classificados como bactericidas, quando
promove a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promove a inibi¢do do
crescimento microbiano, dependendo das concentragdes plasmaticas, teciduais, o
tamanho do in6culo e dos micro-organismos infectados [2].

Existem varias classes de antibioticos desenvolvidos no mercado, dentre elas
destacam-se os macrolideos que podem ser caracterizados pelo tamanho do anel de
lactonas macrociclicas de origem policetideos de 14 membros (eritromicina), 15
membros (azitromicina) e 16 membros (tilosina), sendo ligados a agucares laterais amino
e neutro, geralmente a desosamina e cladinose. Sua atividade antibacteriana ocorre pela
ligacdo reversivel as subunidades ribossomicas 50S bacteriana e pelo bloqueio da
progressdo das proteinas nascentes através de seu tunel de saida na biossintese de
proteinas bacterianas [3-5].

A eritromicina foi o primeiro macrdlido de 14 membros isolado pelo
actinomiceto (Streptomyces erythereus). E empregada para infecgdes respiratorias como
pneumonia, bronquite cronica, sinusite aguda, faringites, entre outras doengas, sendo
considerada segura e amplamente receitada [2,4,5]. Contudo a eritromicina apresenta um
espectro antibacteriano limitado e sua estabilidade em meio &cido ¢ reduzida, provocando
efeitos gastrointestinais adversos que inibe o metabolismo do medicamento. Como forma
de minimizar a incidéncia de seus efeitos colaterais, novos antibioticos foram sintetizados
com melhores perfis farmacocinéticos em relagdo a sua precursora denominados de
antibidticos de segunda geragdo, como a roxitromicina, claritromicina e azitromicina [6-
8].

A azitromicina (AZM) ¢ um macrolideo semissintético de 15 membros, que
deriva da eritromicina A, sendo produzido por uma sequéncia de oximagao, rearranjo de
Beckmann, redu¢do e N-metilacdo. Destaca-se por apresentar um amplo espectro de acao,

possui melhores perfis fisico-quimicos, farmacocinéticos, biodisponibilidade, aumento
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no tempo de meia-vida, maior concentracao intracelular e uma diminui¢ao dos efeitos
colaterais tornando-se o antibidtico mais empregado mundialmente sendo encontrando na
relacdo nacional de medicamentos essenciais (RENAME) [9-13].

Mediante um cenario de pandemia, ocasionada pelo novo Coronavirus, a AZM
foi utilizada como tratamento para amenizar os sintomas da doenga em seus estagios
iniciais, por promover a redu¢do dos efeitos das doengas cronicas nas vias respiratorias.
A AZM também ¢ utilizada para tratar outras doengas como faringite, amigdalite a HIN1
entre outras doencas infeciosas. Este farmaco apresenta polimorfismo, que ¢ a capacidade
de um material cristalizar-se em mais de uma estrutura, sendo que cada forma apresenta
diferentes capacidades fisico-quimicas, como ponto de fusdo, densidade, solubilidade
entre outras. Um fator imprescindivel para alterar a qualidade e eficiéncia do insumo
farmacologico ativo (IFA) [14]. Entre as fases polimorficas da AZM encontra-se a
dihidratada (AZM-DH), monohidratada (AZM-MH), anidra (AZM-A), solvatos ¢
amorfa. Sendo que a AZM-DH ¢ a mais estavel e portanto, a mais comercializada.
Contudo, as caracteristicas vibracionais e térmicas para o solvato de azitromicina
monohidratado sdo pouco relatadas na literatura [15,16].

Apesar dos avancos nos estudos, os micro-organismos desenvolveram
mecanismos de resisténcia aos antibidticos, incluindo os macrolideos. Uma forma de
contornar tais mecanismos de resisténcia, € a coordenagdo de metais a antibioticos pois a
interacdo entre o ion metalico e um ligante permite obter complexos com diferentes
nimeros de coordenacdo, estados de oxidagdo, geometria, entre outras caracteristicas
sendo uma nova estratégia para a producao de farmacos mais eficientes contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas [17,18].

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo estudar o fArmaco azitromicina
em suas fases: solvato de azitromicina monohidratado (AZM-MH-EtOH), o cristal de
azitromicina com cobre (II) [AZM-Cu(Il)] e o amorfo de AZM-TRIS-Cu(Il), sendo
necessario uma caracterizacdo completa e criteriosa a partir de técnicas experimentais
apropriadas. As suas propriedades estudadas serdo: estrutural por Difragdo de Raios X
(DRX), determinagdo das propriedades vibracionais via Espectroscopias Raman
(temperatura e pressao ambiente) e Espectroscopia por Infravermelho por Transformada
de Fourier (FT-IR) e analise térmica por Termogravimetria, Termogravimetria Derivativa
e Andlise térmica diferencial simultineas (TG/DTA-DTG) e Calorimetria Exploratoria

Diferencial (DSC).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Caracteristicas gerais da Azitromicina (AZM)

A AZM ¢ o primeiro antibidtico da classe das azalidas e pode ser administrada
via oral ou parenteral, sendo prescrita em dose diaria unica e por um curto periodo. O
farmaco move-se rapidamente da corrente sanguinea para o compartimento intersticial
resultando em baixas concentragdes séricas ¢ altas concentragoes teciduais. Acumulando-
se nas células inflamatdrias, particularmente nos neutrofilos, monocitos na corrente
sanguinea e macrofagos teciduais [19-22].

Seu mecanismo de acdo assim como dos macrolideos atua pela ligacdo com o
RNA ribossomico 23S, este possui uma estrutura secundaria dobrada devido ao
emparelhamento de bases e forma seis dominios, numerados de I & VI, encontrando-se
proximo ao tinel de saida do peptideo com aproximadamente 8-10 A do centro da peptidil
transferase da subunidade 50S. Assim, interfere no alongamento das cadeias peptidicas
nascentes durante a translacdo, inibindo a sintese de proteinas. Desta maneira sua
penetragdo nas células fagociticas ¢ necessaria para a atividade contra patdégenos
intracelulares como a Staphylococcus aureus, Legionella pneumophila, Salmonella typhi
[23-27].

A AZM ¢ comercialmente utilizada para uso clinico quanto farmacéutico,
abrangendo doencgas respiratdrias como: a otite média aguda (OMA), faringite,
amigdalite, entre outras. Pode ser considerada uma alternativa para o tratamento da
leptospirose, colera e algumas doencas sexualmente transmissiveis (DST) como a
Chlamydia trachomatis, Treponema pallidum, Ureaplasma urealyticum e Human
immunodeficiency virus (HIV). A AZM também pode ser usada em conjunto com outros
medicamentos como a cloroquina ou hidroxicloroquina para tratar a malaria provocada
pelo Plasmodium falciparum, como também para COVID-19 em seu estado inicial, sendo
uma possivel forma terapéutica antiviral [5, 28,29].

A AZM (Figura 1), possui um atomo de nitrogénio substituido com metil
incorporado no anel de lactona, na posicao 9a, expandindo o anel para 15 membros essa
estrutura molecular confere uma carga extra positiva a molécula, permitindo que o
medicamento seja mais estavel em condi¢des 4cidas e promovendo um melhor perfil

fisico-quimico e farmacocinético [9,10,30]. Foi produzida em 1980 pelos pesquisadores
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dos laboratoérios PLIVA. Todavia o nitrogénio inserido ndo contribui para a ligacao da
AZM ao ribossomo, porém altera a conformacdo do anel de lactona o suficiente para
induzir interagdes. Desse modo, a molécula de AZM pode interage com os dominios IV
e V do 23S rRNA e a segunda molécula de AZM interage com as proteinas ribossomicas
L4 e L22 e o dominio II do 23S rRNA, sendo o unico macrélido que possui duas formas

de ligacao [13, 26, 27].

Figura 1: Representagdo quimica da Azitromicina
Fonte: Ref. [15]

Segundo a IUPAC sua nomenclatura ¢ denominada de (2R, 3S, 4R, 5R, 8R, 10R,
11R, 128, 13S, 14R)-11-[(2S,3R,4S,6R)-(dimetilamino)-3-hidroxi-6-metiloxan-2-il]oxi-
2-etil-3,4,10-tri-hidroxi-13-[(2R, 4R, 5S, 6S)-5-hidroxi-4-metoxi-4,6-dimetiloxan-2-
il]oxi-3,5,6,8,10,12,14-heptametil-1-oxa-6-azaciclopentadecan-15-ona, possui formula
molecular C3sH7,N2012 ¢ massa molar de 748,98 g/mol. E um sélido cristalino branco
pouco soluvel em agua e solugdes hidroxidos alcalinos, facilmente soltivel em etanol,
metanol e solugdes acidas. Esse farmaco possui ponto de fusdo em aproximadamente 114
°C eum pKa=38,5[13].

A AZM apresenta o fendmeno de polimorfismo, que ¢ a habilidade de um

material s6lido cristalino existir em pelo menos duas formas estruturais distintas e com a
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mesma composi¢ao quimica. Essas diferentes configuragdes moleculares dentro do
ambiente cristalino podem atribuir caracteristicas estruturais e microbioldgicas
especificas para cada fase. Assim, a ocorréncia de inimeros tipos de interagdes
intermoleculares, em especial as ligagdes de hidrogénio, podem ser modificadas com o
processo de producdo do medicamento, ocorrendo possiveis transi¢des de fase
contribuindo para a ineficiéncia do mesmo [31-33].

Foram relatadas 16 formas polimorficas da AZM subdivididas em duas familias
isomorficas, que podem se cristalizar no mesmo grupo espacial com modificagdes nos
parametros de rede, isso ocorre devido a forma como o material € recristalizado, podendo
ocorrer variagdes nas quantidades de agua/solvente de cada amostra. A familia I encontra-
se as formas F, G, H, J, M, N, O e P que pertencem ao grupo espacial P2, monoclinico,
j& a familia II inclui as formas C, D, E e R com grupo espacial P2;2,2, ortorrdmbico.
Assim como, um dihidrato (forma A), um hidrato ndo estequiométrico (forma B) e todavia
quando o material perde a molécula de 4gua ou solvente que se encontra na estrutura
cristalina, torna-se amorfa [15].

Dentre as formas polimorficas da AZM, se destaca a fase da AZM-A
(C38H72N2012) que possui caracteristicas estruturais amorfa. Se ela for recristalizada
utilizando como solvente uma mistura de acetona/agua ou terc-butanol/agua o produto
final obtido ¢ a AZM-DH (C3sH72N20122H20) que apresenta estrutura cristalina
referente ao sistema ortorrdmbico com 4 molécula por célula unitaria e pertencente ao
grupo espacial P212,2; com pardmetros de rede a = 14,735 (5) A, b= 16,844 (7) A, c=
17,810 (1) A e 0=P=y=90° e volume de 4449,76 A3[15].

O hidrato de azitromicina (AZM-H) possui formula quimica
C33H72N2012-1.8(H>0), com estrutura cristalina ortorrdmbica (grupo espacial P2122;)
com 4 moléculas por célula unitaria e parAmetros de rede a = 14.638 A, b=16.801 A, c=
17.801 A e 0=P=y=90°. J4 na fase sesqui-hidratada (AZM-SH), possui formula molecular
(C38H72N2012:1,5H>0) estrutura monoclinica (grupo espacial P21), com 4 moléculas por
célula unitaria. Se a AZM-SH for recristalizada em uma mistura de agua e élcool
(metanol, etanol ou propanol), a forma obtida ¢ AZM-MH (C3gH72N2O12-H>0), estrutura
ortorrdmbica, (grupo espacial P212121), com 4 moléculas por célula unitaria e pardmetros
de rede @ = 8.809 (3) A, b=12.475 (8) A, c= 45,590 (3) A e 0=P=y=90° [15,16, 34, 35].

Os solvatos ou pseudopolimorfos, sdo solidos cristalinos que contém moléculas

de solvente dentro da estrutura cristalina, na qual podem modificam as propriedades do
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farmaco, como no caso do AZM-MH (Figura 2), os solventes (4gua e alcool) sao incluidos
na célula unitaria no grande volume vazio disponivel entre as moléculas. Apesar da
diferen¢a de tamanho ou a perda desses solventes, o volume unitario das células ndo sofre
alteragcdes. Assim, na literatura, sdo relatados os pseudopolimorfos de AZM como o
monohidrato-etanol (MH-EtOH), monohidrato-metanol (MH-MeOH) e monohidrato-
isopropanol (MH-i-PrOH) [15, 16].

¢

Figura 2:Estrutura molecular tridimensional do solvato de azitromicina monohidratada.
Fonte: Ref. [16]

A Figura 2 mostra a estrutura molecular do solvato de azitromicina
monohidratado (AZM-MH-EtOH) que possui formula molecular
C33H72N2012-0.5(C>H60)-H-0, estrutura cristalina monoclinica, grupo espacial P2; com
4 moléculas por célula unitarias e parimetros de redes a = 16.158 (4) A, b=16.114 (5) A,
c=18.311 (4) A e 0=y=90° p=109.44°. A molécula de AZM possui centros reativos que
podem ser coordenados a metais de transicao, sendo uma estratégia para a producao de
novos farmacos com uma maior resisténcia bacteriana [16, 36].

A Tabela 1 apresenta algumas informagdes dos principais polimorfos da AZM,
como a formula molecular, sistema cristalino, parametros de rede, angulo e nimero de

moléculas por célula unitéria.
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Tabela 1: Dados cristalograficos das varias fases de cristais de AZM.

Dados Cristalograficos [15]

AZM-MH-
Composto AZM-DH AZM-SH AZM-MH EtOH
i C3sH72N2012°
Formula C3sH72N2012° C3sH72N2012° C3sH72N2012 0.5(C,H:0) H
Molecular 2H,0 1,5H,0 H,0 ' 206 2
Sistema Ortorrdmbica Monoclinico Ortorrdmbica Monoclinico
cristalino (P212121) (P21) (P212121) (P21)
R a=14,7355)A| a=16,407(8)A | a=8,809(3)A | a=16,158 (4) A
Parametros
de rede b=16,844 (7)A | b=16,292(8) A | b=12,4758)A | b=16,114(5) A
c=17810 (1) A | c=18,383 (9 A |c=455903)A [c=18311(4)A
A o=y=90° 0=y=90 °
=B=y=90° =B=y=90°
Angulo o=p=r=9 =110, 21° o=p=y B= 109,44 °
Numero de
moléculas Z=4 Z=4 Z=4 Z=4
por célula
unitaria

2.2. Coordenacio de metais a resisténcia bacteriana

Ao introduzir um medicamento no mercado, o seu uso extensivo, por algumas
vezes inapropriado e a demora no diagnostico das infecgdes bacterianas, comeca a
diminuir a sua utilidade clinica, at¢ o0 momento que h4 uma restri¢do em seu uso. Esta
restricdo ocasiona a resisténcia de cepas, que pode ser causada por fatores, como: a
inativacdo do antibidtico diretamente na molécula bioativa por alteragdes quimicas,
geralmente promovidas por enzimas bacterianas; modificacao do alvo que leva a perda
de sensibilidade ao medicamento; a capacidade de transmitir a inativagdo de uma
determinada enzima, entre outros fatores que promove essa resisténcia [5,37-39].

Algumas classes de micro-organismos como a S. aureus vancomicina-resistente
(VRSA), E. coli, Klebsiella pneumoniae entre outras, sdo resistentes a varios
medicamentos. Os processos infecciosos causados por tais micro-organismos estao
associados com uma alta letalidade e um elevado custo durante o tratamento. Nesse
sentido, os metalofArmacos podem ser mais ativos que os antibidticos ndo coordenados,
podendo ser considerado como um tratamento eficaz de uma série de enfermidades

[40,41].
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Os compostos de coordenagdo sao formados por um metal como atomo/ion
central envoltos por ions ou moléculas ligados por forgas -eletrostaticas e
compartilhamento de elétrons, essas espécies podem ser neutras ou ionicas, definidas
como ligantes. A interagdo entre o ion metalico e um ligante permite obter complexos que
apresentam ampla variedade estrutural, como diferentes geometrias ou conformagdes,
numeros de coordenagdo, estados de oxidagao, aspectos cinéticos e termodinamicos em
funcdo da substituicdo dos ligantes, fatores esses que também alteram sua reatividade e
propriedades estruturais, atendendo desta forma, diversas necessidades biologicas
[17,18].

Logo, antibioticos como a Tetraciclina foram sintetizados com o paladio (II) que
apresentou maior atividade antibacteriana contra a linha resistente (Escherichia coli
HB101/pBR322), sendo dezesseis vezes mais potente que a droga livre. Assim como as
sulfonamidas complexada com os ions de Co(Il), Cu(Il), Ni(II) e Zn(II), apresentaram
uma melhoria na eficiéncia biologica, sendo que o complexo de cobre
[Cu(sulfametoxazol)>(H20)4] 3H20, é quatro vezes mais ativo nas linhagens S. aureus
ATCC 29213 (MIC =4 pg/mL) e E. coli ATCC 25922 (MIC = 32 pg/ml) [42-44].

Diversos complexos de cobre (II) ligados com compostos terapéuticos
mostraram atividade contra bactérias, fungos, virus e leveduras, por exemplo:
[Cuz(ibuprofeno)>(H20)2], [Cuzx(mefenamato)2(H20)2], [Cuz(naproxeno)2(H20)2] e
[Cux(diclofenaco)>(H20)2]. No complexo de ciprofloxacina com cobre foi constatado um
aumento da atividade antitubercular pois sua formacdo facilitou o transporte do
medicamento. J4 nos estudos desenvolvidos por Saeed Arayane e colaboradores (2014)
sobre a azitromicina complexada com metais bivalentes os complexos de Mn(Azi),
Fe(Azi), e Cu(Azi), exibiram atividade biologica aumentada em relacdo ao medicamento

original [45-48].

2.3,  Cobre e sua importancia biologica

O cobre (Cu) ¢ um elemento quimico de nimero atdmico 29 e massa atomica de
63,546 g/mol. E um metal de transigdo pertencente ao grupo 11, localiza-se no 4° periodo,
bloco d na tabela periodica, possui configuragdo eletronica [Ar] 3d°4s. Possui estado de
oxidacdo I, IT e III, sendo que o Cu (+II) é o mais estavel. O Cu (+ I) apresenta
configuragdo d'° formando compostos diamagnéticos e incolores, ja o Cu (+ II) tem

configuracdo d°, contendo um elétron desemparelhado, este fato faz com que ocorra
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transi¢des do tipo d-d, ocasionando compostos paramagnéticos e coloridos. Compostos
com o estado de oxidagdo (+III) raramente sdo encontrados [49].

O Cu ¢ um oligoelemento essencial para o corpo humano pois desempenha um
papel na fisiologia humana, como a lisina oxidase que controla a elasticidade das paredes
da aorta, a dopamina hidroxilase, que participa das fungdes cerebrais, a tirosinase que
influencia a pigmentacao da pele e na ceruloplasmina, que atua no metabolismo do ferro,
entre outras fungdes importantes. E o terceiro metal de transi¢io mais abundante no corpo
(cerca de 80 mg) e em uma dieta didria o ser humano precisa de 4 a 5 mg de cobre. Na
industria o cobre desempenha diversas aplicagdes como a fabricacdo de macanetas e
superficies de toque usadas em hospitais ¢ ambientes de satde, pois possui atividade
bactericida, uma vez que o crescimento e a transferéncia de bactérias e doengas sdo
inibidos [50-53].

Os complexos com o ion Cu(+II) estdo entre os mais estudados e reportados
literatura, assim como o trabalho de Djokic e colaboradores em 1995, que sintetizaram a
azitromicina utilizando ions metélicos divalentes [Ni (II), Ca (II), Mg (II), Zn (I) e Cu
(I)], a fim de investigar as possiveis mudancas farmacologicas, toxicologicas e
estruturais promovidas pela formagao destes complexos metalicos, como resultado deste
estudos somente o complexo de azitromicina com o ion cobre apresentou uma melhor
estabilidade em relagdo aos demais complexos, logo, foi submetido a analise estrutural
utilizando a técnica de Difracdo de Raios-X (DRX) [54]. Neste contexto, com o intuito
de investigar as mudangas estruturais, fisico-quimicas, térmicas entre outras

caracteristicas da complexagdo de metais a antibioticos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

Este capitulo descreve os conceitos necessarios para compreender os principios
fundamentais das técnicas instrumentais de caracterizacao, possibilitando o entendimento

de cada técnica que sera abordada posteriormente com as propriedades dos materiais.

3.1. Técnicas de Caracterizacao

3.1.1. Difragdo de Raio-X (DRX)

Em 1985 o fisico alemdo Wilhelm Conrad Roentgen, estudando a radiacdo
eletromagnética proveniente do experimento conhecido como “tubo de Crookes” de
Joseph J. Thompson, descobrindo os raios X, nome designado devido a sua natureza
desconhecida. A descoberta desta nova radiagao lhe conferiu o primeiro prémio Nobel de
Fisica em 1901. Sendo que os raios X assim como a luz visivel ¢ uma forma de radiagdo
eletromagnética com comprimento de onda pequeno que varia entre 0,1 a 100 A o que
difere das demais radiag¢des [55-58].

A geragdo de raios X pode ser produzidos de duas formas distintas: a primeira
forma ¢ um dispositivo, denominado de tubo de raios X, na qual ondas eletromagnéticas
sdo geradas a partir de impactos de elétrons de alta energia com um alvo de metal. J4 o
segundo método € uma fonte mais avancada de radiagao de raios X, o sincrotron, onde os
elétrons de alta energia estdo confinados em um anel de armazenamento, quando eles se
movem, em uma Orbita, os elétrons circulam e aceleram em direcdo ao centro do anel,
emitindo radiacdo eletromagnética [55, 59].Vale salientar que as fontes de raios X mais
utilizadas em laboratdrios sdo os tubos de raios X, por serem facilmente acomodados em
laboratorios de todos os tamanhos e ser mais acessivel financeiramente em comparagao
com a Luz sincrotron.

Os tubos de raios X sdo formados por dois eletrodos acoplados em suas
extremidades lacrados em uma ampola de vidro a vacuo. Em um dos eletrodos funciona
o catodo, formado por um filamento de tungsténio que ao ser aquecido sdo emitidos os
elétrons devido ao efeito termidnico, j4 o outro eletrodo € composto pelo anodo sendo um
alvo metdlico atingido pelos elétrons formados no catodo [55]. Geralmente, a diferenca

de potencial ocasionada pela colisdo dos elétrons com o anodo faz com que os elétrons
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das camadas mais internas (K, L, M) do anodo podem ser liberados ocasionando
vacancias. Por sua vez os elétrons da camada mais externa decaem para camada mais
interna preenchendo as lacunas gerando fétons de raios X, porém cerca de 98% da energia
cinética ¢ convertida em calor, necessitando que o alvo seja refrigerado constantemente
[56].

O fisico alemao Max Von Laue em 1912 foi responsavel pela descoberta da
utilizagdo de materiais cristalinos como rede de difragdo para os raios X. Ele sugeriu que
os materiais tem propriedades cristalinas e podem difratar os raios X considerando que
esta radiagdo possui comprimento de onda da mesma grandeza da radiacdo incidente.
Apesar da descoberta de Laue, foi William Henry Bragg e seu filho William Laurence
Bragg, que estudando o fendmeno de difracdo de raios X demonstrou a natureza
ondulatoria dos mesmos utilizando um cristal. A natureza ondulatéria dos raios X rendeu
aos Braggs um prémio Nobel de Fisica em 1915 ao deduzir uma equagdo denominada de
“Lei de Bragg” [59].

De acordo com Henry Bragg e Laurence Bragg, ao incidir um feixe de raios X
sobre um material solido, uma parte desse feixe sera disperso em todas as direcoes pelos
elétrons que estdo associados a cada atomo ou ion que se encontra no caminho do feixe,

produzindo uma interferéncia construtiva [60], como pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3: Representacdo da Difragdo de Raios X por planos de 4&tomos (A-A’ E B-B’) de um cristal.
Fonte: Adaptado de [60].

A partir da Figura 3, € possivel observar trés planos paralelos horizontalmente,
entretanto considerando dois planos atdmicos A-A’ e B-B’ que estdo separados por um

espagamento interplanar (dnki), na qual possuem indices de Miller (h, k, 1) equivalentes.
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Se um feixe de raios X (1 e 2), com comprimento de onda (A) e monocromatico incidir
sobre os dois planos ¢ difratado em fase (1’ € 2°), segundo um angulo (). Os raios 1 ¢ 2
sdo espalhados pelos atomos P e Q, e a diferenca entre a trajetéria 1-P-1° ¢ 2-Q-2° (SQ e
QT) sucede em um numero inteiro (n), de comprimento de onda que encontra-se em fase,
ou seja resulta em uma interferéncia construtiva [60], a Lei de Bragg (Equacao 1) ¢

satisfeita e a condicao para a difracao ¢ dada por:
nil = SQ + QT = nil= dhklsenH + dhklsenH = ZdhklsenH (1)

A técnica de difrag@o de raios X (DRX) ¢ empregada para determinar a estrutura
cristalina de materiais policristalinos e amorfos, assim como o tamanho e a geometria da
célula unitaria. Os materiais sdo pulverizados em cristalitos pequenos de forma aleatoria,
de tal maneira que todos os planos do cristal sejam favorecidos na analise do difratdmetro.
A amostra deve ser orientada com um angulo 6 em relagdo ao feixe incidente de raios X
e com angulo 20, para que o detector, correspondendo a condigdo proposta por Bragg.
Apdés a medida de difragdo ¢ obtido o difratograma que passa por tratamentos

matematicos, empregando o método de Rietveld e o método Le Bail [55,58,61,62].
3.1.1.1. M¢étodo de Rietveld

O método de Rietveld, desenvolvido por Hugor Rietveld, consiste em obter o
melhor ajuste possivel entre os difratogramas, minimizando a diferenca entre as
intensidades dos picos observados experimentalmente com o padrdao calculado,
relacionado ao método dos minimos quadrados, [63-66] como pode ser observado na

Equacao 2.

S,=12xi (yobs - ycalc)z 2)

y

obs

Onde, yops € a intensidade observada para o i-ésimo ponto € ycau. € a intensidade
calculada no i-ésimo ponto.

Para obter um bom refinamento as intensidades do difratograma calculado
sobrepdem as intensidades do difratograma experimental, de tal maneira que a linha de
diferenca entre eles seja o mais proximo de uma reta, sendo representado graficamente.

Assim, a finalidade do método Rietveld ¢ minimizar a divergéncia que existe entre as
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intensidades observadas e calculadas do material em estudo, desta forma quanto menor o
valor do Sy mais ajustado serd os parametros do material [64]. O acompanhamento da
qualidade do refinamento, assim como os parametros mais utilizados para avaliar o ajuste
entre Y,ps € Veaic €M cada passo sdo os indices numeéricos Ry € Rexpy que s0 expressos
nas equacdes (3,4 ¢ 5) a seguir. Onde, N ¢ o nimero dos pontos experimentais coletados

no padrao de difracdo e P ¢ o nimero de parametros refinados.

R —perfil =R, = W 3)
obs
1
Zy b (yobs - ycalc)z (4)
R —ponderado = R,,, = obs -
)X y, (yobs)z
obs

R —esperado = Rgyp =

)

Um dos pardmetros utilizados para o monitoramento da qualidade do
refinamento sendo estatisticamente o mais significativo € o Ryp que corresponde a
expressao a ser minimizado pelo programa mostrando o avanco do tratamento de dados
que deve ser minimizado, sendo o melhor indicador para verificar se o refinamento esta
convergindo. As diferengas na forma dos picos (como a largura) e a estatistica da radiagdo
de fundo sdo os fatores que modificam o Ryp. Para o refinamento ser tido como bom e de
qualidade € necessario que os valores do Ryyp, seja inferior a 10%, todavia existem valores
na literatura que variam de 10 a 20% que sdo considerados resultados razoaveis [64, 67].

O goodness-of-fit (GOF) ¢ outro pardmetro empregado para definir a qualidade
do refinamento, € representado pela razao entre o Ryp € 0 Rexp, como mostra a Equagao 6.
Para obter um refinamento de boa qualidade e proximo do desejado o valor do GOF
devera ser proximo de 1,0 a 1,5. Entretanto também sdo considerados aceitaveis, valor

obtido até 4 para ajustes nos difratogramas [63, 65, 67, 68].

Ry

Goodness —of — fit = GOF = § =

(6)

exp
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Por meio do método de Rietveld € possivel obter uma variedade de informacgdes
estruturais, como a possibilidade de analise simultanea de varias fases presentes em uma
amostra, refinar os parametros de vibragao anisotrépicos dos atomos, permite determinar
a concentracao da fase amorfo, se um padrao interno for utilizado, determinar o tamanho
do cristalito e microdeformagdes na rede, assim como os efeitos de orientacao
preferencial sdo minimizadas e as possibilidade de determinar a estequiometria do

material em estudo, entre outras informacdes caracteristicas do material [64, 65].

3.1.2. Vibracoes Moleculares

Os métodos espectroscopicos de analise sdo baseados na medida da quantidade
de radiagdo produzida ou absorvida pelas moléculas ou espécies atomicas de interesse.
Logo, estas técnicas sdo amplamente utilizadas para a elucidacdo de estruturas
moleculares, ligagdes quimicas, transi¢des estruturais e transi¢des dos niveis de energia,
pois descrevem com eficiéncia as vibra¢des moleculares dos materiais [69,70].

Neste contexto, um sistema molecular possui liberdade de movimento rotacional
e translacional nas trés direcdes espaciais (X, y € z), porém existem condi¢des matematicas
relacionada ao centro de gravidade que restringe os movimentos de translagdo e de
rotagdo, ou seja uma molécula ndo linear tera 3N-6 e uma molécula linear terd 3N-5
coordenadas internas [70,71].

As coordenadas internas correspondem aos graus de liberdade ou modos
vibracionais internos de uma molécula nao linear. Em cada modo normal de vibragao
todos os 4tomos vibram com a mesma frequéncia e todos passam por sua posicao de
equilibrio simultaneamente. A amplitude relativa da vibragdo de cada 4tomo individual
pode ser diferente em magnitude e dire¢do, entretanto o centro de gravidade da molécula

nao se movimenta, assim nao sofre rotagao [71].

3.1.3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A radiagdo no infravermelho aplicada para fins espectroscopicos geralmente nao
possui energia suficiente para ocasionar transi¢des eletronicas nos atomos, podendo ser
absorvida ou emitida pelas moléculas ocasionando transi¢cdes nos estados rotacionais e

vibracionais que sdo associados ao estado fundamental. Sendo que a possibilidade e
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variacdes de vibracdo de uma molécula permitem compreender a estrutura molecular
correspondentes aos grupos quimicos de um determinado material [72].

Logo, a espectroscopia no infravermelho baseia-se na intera¢do entre um feixe
da radiacao infravermelha com uma molécula do material, resultando em alteragdes na
energia de vibracdo das moléculas que o constituem. Nos estudos espectroscopicos a
radiag¢do infravermelha empregada possui uma faixa de frequéncia entre 4000 a 400
cm’!, para que aconteca a absorc¢do a frequéncia incidida deve ser igualada a frequéncia
vibracional das ligagdes quimicas do material em andlise, ou seja, deve ocorrer um
momento dipolo [73].

A técnica de espectroscopia no infravermelho ¢ muito usada para identificar
grupos funcionais nas amostras, pois estes grupos possuem bandas caracteristicas em
termos de frequéncia e vibragdo. No entanto, a técnica de espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) utiliza feixes eletromagnéticos que
geram interfogramas e, posteriormente, incidem na amostra medindo a quantidade de
feixe que foi absorvida, sendo um aperfeicoamento da técnica convencional de
espectroscopia no infravermelho. O espectro € obtido a partir de uma fun¢do matematica,
na qual converte o dominio do tempo em dominio de frequéncia e no interferometro os
comprimentos de ondas sdo detectados e medidos de forma simultanea, por esse motivo
os dados sdo coletados com maior rapidez [69,73].

A partir da Figura 4, é possivel observar o estiramento (stretchig), onde os
atomos se afastam e se aproximam quando ligados a um atomo central, podendo resultar
no encurtamento ou alongamento da ligacdo. O estiramento pode ser classificado em
simétrico (ocorre em fase) ou assimétrico (ocorre fora de fase). Para o dobramento
(Bending) as posigdes atomicas quase ndo sdo alteradas. Esta vibracdo forma um eixo
perpendicular no sentido das liga¢des, assim promove deformagdes dentro e fora do
plano, como alteragdes nos angulos existente entre os atomos, podem ser classificadas em
corte (Scissoring), oscilagao (Rocking), balanco em fase (Wagging) e balango fora de fase
(Twisting). No entanto, para a tor¢do as distancias atdmicas e os angulo de ligacdo
praticamente ndo se alteram e os 4&tomos giram em torno de um eixo que passa pelo centro

da molécula [69, 73].
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Figura 4: Tipos de vibragcdes moleculares.
Fonte: Adaptado de [69].

Assim, as vibragdes simétricas podem ser relacionadas ao Raman ativo, uma vez
que sdo descritas por um tensor simétrico de segunda ordem. Entretanto as vibragdes
assimétricas sdo associadas ao infravermelho ativo, devido ao deslocamento de cargas
que formam polarizagdes temporarias, ¢ valido afirmar que os modos infravermelho
ativos sdo inativos no Raman, com algumas excecdes. Logo, a Espectroscopia Raman ¢
a técnica mais indicada para obter informagdes aprofundadas dos modos associados as

vibragdes de rede cristalina [74].

3.1.4. Espectroscopia Raman

O efeito Raman consiste no espalhamento inelastico de uma radiagdo
monocromatica, geralmente compreendida na regido da luz visivel do espectro
eletromagnético. Foi previsto teoricamente pelo fisico Adolf Smekal (1923) e confirmado
experimentalmente pelo fisico indiano Chandrashekhara V. Raman (1928). A
espectroscopia Raman comegou a ser empregada para obtencao de informagdes relativas
as ligagdes quimicas e a simetria molecular. Somente em 1962 o fisico brasileiro Sérgio

Porto empregou a radiagdo monocromatica (radiagdo maser) para o estudo das vibragdes
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moleculares, contudo em 1963 o laser continuo de Hélio-Neonio (632,8 nm) foi utilizado
como fonte de excitacdo na espectroscopia Raman [70, 71, 75,76].

O efeito Raman pode ser compreendido de duas maneiras: o tratamento classico
e o tratamento quantico. No tratamento cldssico, se uma molécula ¢ colocada sob
influéncia de um campo elétrico, os protons sofrerdo uma forga elétrica no mesmo sentido
do campo e os elétrons sofrem uma for¢a no sentido contrario ao campo. Deste modo a
molécula sera polarizada com o deslocamento dos elétrons. Ou seja, isto ocorre devido a
deformacao da nuvem eletronica na presenga de um campo elétrico externo, podendo ser

observada na Equagao 7.

Hing = oE (7)

Onde, o momento de dipolo elétrico induzido (ping) ¢ formado como
consequéncia da a¢ao do campo externo (E), em que (o) é a polarizabilidade da molécula.
Considerando a perturbacdo induzida pelo campo externo com a frequéncia, a
polarizabilidade pode ser expressa em série de Taylor em funcdo do deslocamento
vibracional Q (Equagdo 8) uma vez que determinadas vibragdes e rotacdo moleculares
fazem com que a polarizabilidade ndo seja constante. Considerando-se os dois primeiros

termos.
Jda

35 (8)

Uma vez que ay ¢ a polarizabilidade na posicao de equilibrio e Q ¢ a coordenada

a= ay +

normal equivalente a r —ro para moléculas diatdmicas, na qual r representa o deslocamento
produzido durante a vibragao.

O deslocamento vibracional e o campo elétrico sdo fungdes periddicas do tempo.
Levando em consideracdo a Equacdo 7 e 8, pode-se obter uma expressdo geral para o

momento de dipolo de acordo com a Equacao 9.

Uina = @.Eqcos(2myyt) + % (Z—Z) qoEo {cos[2m(v + vo)t + cos [2m (v — vp)t] (9)

No qual, Qo ¢ a amplitude do deslocamento, Eo ¢ a amplitude do campo elétrico,
Vo € a frequéncia da radiagdo incidente e v € a vibragdo do sistema (nimero de onda), os
angulos de fase presentes nas fungdes cosseno que possuem vy, v + Vo, v— Vo, corresponde

ao espalhamento Rayleing, Raman anti-Stokes e Raman Stokes, respectivamente. Vale
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: : a :
salientar que para ocorrer os espalhamentos Stokes e anti-Stokes a £ deve ser diferente

de zero, ou seja, vibragdes moleculares serdo ativas no Raman quando ocasionarem
variacao na polarizabilidade com o deslocamento da coordenada interna da molécula em
torno da posi¢do de equilibrio [70,71,75].

J& na interpretagdo do tratamento quantico, a radiacdo eletromagnética ¢
constituida de pequenos pacotes de energia denominados fotons, por sua vez, o efeito
Raman pode ser compreendido como a colisdo inelastica entre os fotons de energias
incidentes (hv;) em uma molécula, resultando em uma mudanca de energia vibracional e
rotacional da molécula por um valor AE, € em um foton espalhado de energia (hve). Esta
relacdo entre as energias e frequéncias dos fotons incidentes e espalhados com relagdo a
variagdo da energia e a frequéncia de vibragdo da molécula ¢ mostrada nas Equacdes 10
ell.

hv; — hv, = AE,, = hv,, (10)

Ve = V; — Uy SeAv = +1 (11)

Onde, h corresponde a constante de Planck (6,63 x 10* J.s.), Vi, Ve € Vin 530 as
frequéncias da radiacdo incidente, radiagdo espalhada e da vibragdo molecular,
respectivamente. Quando a molécula sofre transi¢do do seu estado fundamental até o
estado virtual e retorna ao mesmo nivel de energia inicial e o foton ¢ espalhado sem
modificagdo na frequéncia, ou seja, se ve = vi a variacao da energia
vibracional molecular é nula (AEn = 0), corresponde ao espalhamento
Rayleigh [77].

Todavia, quando a molécula transitar do estado fundamental para o estado virtual
e posteriormente decair para um estado vibracional “excitado” de energia logo acima do
estado inicial, onde ve <vi sendo que parte da energia do foton incidente é cedida para a
molécula (AEn > 0), configura-se o espalhamento Raman Stokes. No entanto quando a
molécula ja se encontra no estado “excitado” e apds a transicdo decai para o estado
fundamental logo abaixo do estado inicial, sendo que a diferenca de energia resultante
dessa transi¢ao ¢ cedida ao foton incidente, logo, o foton € espalhado com energia maior
ve > vi, (AEn < 0), denomina-se Espalhamento Raman anti-Stokes. Os processos de
espalhamento Raman, em nivel de transi¢cdo de energia vibracional, sio demonstrados na

Figura 5 [70,75,77].
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Figura 5: Diagrama de transi¢do de energia para o espalhamento Raman normal

Fonte: Adaptado de [70].

Para o efeito Raman, a intensidade da radiacao provenie

Rayleingh ¢ maior que a oriunda do espalhamento Raman Stoke

nte do espalhamento

S, que por sua vez ¢

superior a intensidade da radiacdo proveniente do espalhamento Raman anti-Stokes, ou

seja, a medida que os deslocamentos de frequéncia aumentam suas intensidades

diminuem, como pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6: Relagdo entre as intensidades do espalhamento Rayleing e Raman
Fonte: Adaptado de [71]
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Logo, a distribuicdo de Boltzmann para a populagdo dos estados excitados,

explica esse comportamento. A relagdo entre duas intensidades anti-Stokes e Stokes é

dada pela Equagao 12.
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Ia_(v0+v>4 Ly .
I Vg —V € (12)

Em que E, corresponde a energia de transi¢do entre o estado final e inicial da
molécula, k a constante de Boltzmann e T a temperatura absoluta, podendo ser observada
que o efeito de temperatura ocorre de maneira, que as intensidades Is diminuem com o
aumento da temperatura, por sua vez, para baixas frequéncias as intensidades Stokes e
anti-Stokes sdo comparaveis, porém para frequéncias vibracionais muito altas fica dificil

observar as bandas anti-Stokes [70].

3.1.5. Termogravimetria (TG) e Andlise Térmica Diferencial (DTA)

A termogravimetria (TG) ¢ uma técnica termoanalitica que consiste no estudo
da variagao de massa de um determinado material em funcdo da temperatura e/ou do
tempo, podendo apresentar eventos quimicos e/ou fisicos caracteristicos da substancia
analisada [78].

A escolha da programacdo de temperatura depende de quais informacdes se
deseja obter, dessa forma, essa técnica pode ser utilizada de trés maneiras distintas. A
amostra pode ser aquecida a uma taxa de aquecimento constante, que consiste na medigao
dindmica, assim como a medida isotérmica em que a amostra se mantem em uma
temperatura fixa, variando o tempo, e também pode se utilizar programas de temperatura
ndo linear [78-80].

Geralmente os resultados sdo apresentados em uma curva TG, uma vez que a
porcentagem da massa ¢ tracada em funcdo da temperatura ou tempo. Na qual sdo
extraidas informagdes sobre a estabilidade térmica, composicao inicial da amostra e de
compostos intermedidrios decorrentes da decomposi¢do térmica e a caso exista, a

composi¢ao do residuo, como mostra a Figura 7 [78, 80].
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Figura 7: Representagdo da curva TG/DTG
Fonte: Adaptado de [80]

Para uma melhor compreensdo e andlise dos dados da curva TG, se utiliza sua
primeira derivada (dm/dT), a Termogravimetria Derivada (DTG), na qual confere uma
maior precisao e clareza a taxa de variagdo de massa da amostra. As curvas DTG mostram
com exatidao as temperaturas iniciais € 0 momento em que se alcanga a velocidade de
reacdo maxima, assim como os picos agudos possibilitam a distingdo de uma sucessdo de
reacoes que sdo pouco evidenciadas na TG, a perda ou ganho de massa pode ser
representada pela drea dos picos, na qual possibilita sua utilizagdo em determinagdes
quantitativas [78].

A TG pode ser aplicada para averiguar a estabilidade térmica de farmacos,
corrosdao de materiais em varias atmosferas, decomposicdo de materiais explosivos,
decomposic¢ao térmica ou pirdlise de materiais organicos, inorganicos e bioldgicos, entre
outras aplicagdes [79,81].

Com o intuito de obter uma maior resolucdo, precisdo e informac¢do na medida
de determinadas temperaturas, os equipamentos de TG mais modernos disponiveis no
mercado dispde de medidas TG, fornecem dados de Analise Térmica Diferencial (DTA),
simultaneamente, sendo uma grande vantagem possuir ambas as técnicas em um Unico
equipamento [78, 80].

A técnica de Analise Térmica Diferencial (DTA), se baseia em uma medigdo
continua das temperaturas da amostra investigada (Ta) e de um material de referéncia,

(Tr) termicamente inerte, a medida em que ambos vao sendo aquecidos ou resfriados em
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um forno. As curvas de DTA, além de fornecer informacgdes acerca da variagao de peso
da amostra, podem ser analisados eventos decorrentes de transicdes ou reagdes entalpias

de carater endotérmico ou exotérmicos [78].

Na DTA as medidas de temperatura sao diferenciais, sendo medido a diferenca
de temperatura entre a Tr e a Ta, (Tr -Ta = AT), em funcdo da temperatura ou do tempo,
realizadas em uma programagdo de temperatura, aquecimento ou resfriamento linear
(dT/dt = Cte). Os eventos captados podem ser referentes a alteragdes fisicas e/ou
quimicos, como vaporizagdo, fusdo, absor¢do, oxidacao, desidratacdo e decomposicao.
Os picos endotérmicos geram alteragdes como transi¢do de fase e fusdo, ja os picos

exotérmicos sdo relacionados a oxidagdo e cristalizacdo [78,80, 82]. A Figura 8 apresenta

alguns eventos relacionados a curva de DTA.
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Figura 8: Representag@o da curva DTA
Fonte: Adaptada de [82].

A DTA ¢ utilizada para a caracterizagao de polimeros, fArmacos, determinagao
do ponto de fusdo ou decomposicdo de compostos organicos, assim como possui

aplicagdes na industria de ceramica e de metalurgia [83].
3.1.6. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A técnica de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) consiste em medir as

temperaturas € o fluxo de calor associados as transi¢des do material em funcao da



36

temperatura e do tempo, a uma temperatura programada em uma atmosfera especifica,
sendo uma técnica de analise térmica derivada da DTA. Ou seja, ¢ colocado em um forno
um cadinho de metal, que contém a amostra a ser analisada, juntamente com outro
cadinho de referéncia, geralmente vazio, assim a amostra ¢ a referéncia sao submetidas a
um programa controlado de temperatura, sendo medido a diferenga de energia fornecida
entre a amostra ¢ a referéncia [78,79,81].

A medida de DSC proporciona informagdes qualitativas e quantitativas que
considera a variacao de entalpia do sistema, decorrente das mudangas fisico e quimicas
da amostra, através de processos endotérmicos (absor¢ao de calor) e processos
exotérmicos (liberagdo de calor) ou mudangas na capacidade calorifica [79].

Deste modo, na curva de DSC os eventos de cristalizagdo, oxidagdo ¢ algumas
reagdes de decomposicao sdo provenientes de efeitos exotérmicos, por outro lado, os
eventos de mudangas de estrutura cristalina, desidratagdo e reagdes de decomposi¢ao sao

caracteristicos de eventos endotérmicos, como podem ser observados na Figura 9.
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Figura 9: Representagdo da curva DSC
Fonte: Adaptada de [79]

A DSC também mostra informacdes envolvidas com a variagdo de entropia,
como no caso de transi¢cdes vitreas que aparecem em materiais amorfos e polimeros.
Assim, esta técnica ¢ empregada para estudos de pureza de farmacos, investigacao de
polimorfos, e propriedades térmicas de polimeros, materiais inorganicos, sistemas

bioldgicos, ceramicos entre outros [80,82].
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4. METODOLOGIA

Este capitulo apresenta uma breve descricdo dos procedimentos experimentais
utilizados para a obtenc¢do dos cristais de azitromicina em sua fase monohidratada (AZM-
MH-EtOH), complexada com cobre (II) [AZM-Cu(Il)] e amorfa (AZM-TRIS-Cu(II)]
assim como os equipamentos e parametros de analise usados em suas caracterizacdes.

Os procedimentos de sintese e métodos de caracterizacdo dos materiais deste
trabalho foram realizados na Unidade de Preparacdo e Caracterizacdo de Materiais
(UPCM) do Programa de Pos-Graduagdao em Ciéncia dos Materiais (PPGCM) da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) — Campus Imperatriz II/Unidade Avangada
em parceria com o Programa de Pos-Graduacdo em Fisica (PPGF) da Universidade

Federal do Para (UFPA) — Campus Belém.

4.1. Materiais

As informagdes necessarias sobre os reagentes de grau analiticos utilizados neste

trabalho sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Informagdes sobre os reagentes e solventes usados na obten¢do dos materiais e fornecedores

Composto Pureza (%) | Fornecedor Massa molar

(g/mol)

AZM-DH > 97,0 Copemed 749,00
Etanol (P.A) >99,5 Sigma-aldrich 46,07

Cloreto de cobre (II) DH 2 99,0 Sigma-aldrich 170,48
Metanol (P.A) 2 99,8 Sigma-aldrich 32,04
Acido cloridrico (P.A) 2 99,0 | Sigma-aldrich 36,46
Hidréxido de Sodio (P.A) 2 98,0 Sigma-aldrich 39,99
Trometamina 2 99,0 Sigma-aldrich 121,14

Nitrato de cobre (II) trihidratado > 99,0 Sigma-aldrich 241,80

4.2. Sintese dos cristais de azitromicina
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4.2.1. Obteng¢do do solvato de azitromicina monohidratada (AZM-MH-EtOH)

O cristal de AZM-MH-EtOH foi obtido usando a técnica de evaporacao lenta do
solvente (ELS). Inicialmente pesou-se 2,000 mg de AZM-DH, sendo solubilizada em 15
mL de EtOH, por aproximadamente 2 h, sob temperatura de 55 °C e agitacdo magnética
constante de 240 rpm. Posteriormente, acrescentou-se 15 mL de 4gua deionizada e
verificou-se a formacao de um precipitado branco, a partir do qual a temperatura da
solucao foi reduzida até atingir 25 °C com pH 6,5. Em seguida, o precipitado obtido foi
filtrado e seco em estufa a 35 °C durante 2 h, para a completa evaporagao do solvente no
material. Apds seco, o material foi colocado em um béquer onde foram acrescentados 10
mL de EtOH, depois da completa solubilizagdo a solugdo foi vedada com filme plastico
no qual foram feitos pequenos furos e, em seguida, deixada em uma estufa (marca
Ethiktechnology) para evaporagdo lenta do solvente sob temperatura controlada a 35 °C.
Em aproximadamente 15 dias, apds a total evaporagdo do solvente, obteve-se um

monocristal.

4.2.2. Sintese do complexo de azitromicina com cobre (1) [AZM-Cu(Il)]

Os cristais de AZM-Cu(Il) também foram obtidos empregando o método de
ELS. Para tanto, pesou-se uma massa de 50 mg de AZM-DH sendo dissolvida em 20 mL
de 4gua deionizada. Essa solucdo foi acidificada utilizando 2 mL de HCL, 0,1 M para a
completa solubilizacdo da AZM-DH. Em seguida, a solucdo foi deixada sob agitagdao
magnética de 240 rpm a temperatura ambiente (25 °C) por aproximadamente 3 h.
Posteriormente, adicionou-se 25 mg de CuCl, 2H>0, logo a na proporcao foi de 2:1, e o
pH da soluc¢ao foi ajustado até alcangar o valor 9,0 utilizando uma solugdo de NaOH 0,1
M. O precipitado obtido foi filtrado e seco em uma estufa (marca Ethiktechnology) a 35
°C por 2 h até a completa evaporagdo do solvente no material. Posteriormente, o
precipitado foi solubilizado em 20 mL de MeOH em agitacdo magnética de 240 rpm a
25°C durante 3 h, em seguida, a solucdo foi vedada com filme pléstico na qual foram
feitos pequenos furos e colocada novamente na estufa sob temperatura controlada de 35

°C. Apos 20 dias observou-se o aparecimento de pequenos cristais de coloracao violeta.

4.2.3. Sintese do amorfo de azitromicina com trometamina e cobre (II) [AZM-TRIS-
Cu(ll)]
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Para obtencao do amorfo foi utilizado a técnica de evaporacao lenta do solvente.
Para tanto pesou-se 49,22 mg de AZM e 11,94 mg do coformador Trometamina (TRIS)
e acrescentado 20 mL de MeOH, apds complexa solubilizagdo dos componentes foi
adicionado a solugdo 23,83 mg de nitrato de cobre (II) trihidratado [Cu(NO3)23H>O] de
modo a obter uma mistura com aproximadamente 85 mg na razao molar (2:3:3). Em
seguida a solugdo final de coloragdo azulada foi devidamente coberta com filme PVC,
onde foram feitos pequenos furos e deixada em repouso em ambiente refrigerado a
temperatura controlada e estabilizada de 6 °C durante 15 dias até a completa evaporacao

do solvente.

4.3. Caracterizacao dos cristais de azitromicina

4.3.1. Difragdo de Raios X (DRX)

Os padrdes de DRX foram obtidos no Laboratdrio de Difragdo de Raios X (LDRX)
da UPCM. Com o intuito de confirmar a estrutura cristalina da AZM-MH-EtOH e da
AZM-Cu(Il), usou-se a técnica de difracdo de raios X em condi¢des ambiente de
temperatura e pressao, em que pulverizou-se os cristais em um almofariz de agata e
colocou-se em um porta amostra de vidro para a realizacdo dos experimentos como
desejado.

Para o estudo de DRX a temperatura ambiente foi utilizado um difratdmetro da
PANalytical modelo Empyrean como mostrado na Figura 10. O mesmo equipamento foi
utilizado nos experimentos de altas temperaturas. Este difratometro opera com radiacdo
CuK, (A = 1,5418 A), energia 40 kV e uma corrente de 30 mA, com um monocromador
de grafite pirolitico no feixe difratado, em condi¢des de geometria Bragg-Bretano. Para
inferir a temperatura, n6s usamos uma camera da Anton-Paar modelo TTK 450 em uma
faixa de temperatura variando de 300 a 493 K. As medidas foram registradas no intervalo

angular (20) variando de 5 a 45° com 2s aquisi¢do e um passo de 0,02°.
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Figura 10: Difratometro de raios X da marca PANalytical modelo Empyrean.

Ap0s a obtencdo dos padrdes de difracdo da AZM-MH-EtOH nos aplicamos o
refinamento de estruturas cristalinas empregando o método Rietveld, o qual faz uso de
parametros de rede cristalina que podem ser encontrados na base de dados cristalograficos
Crystallography Open Database (COD) e no banco de dados cristalograficos Cambridge
Crystallographic Data Centre (CCDC). Para o refinamento do padrdo utilizou-se o
software GSAS com interface EXPGUI [84]. Para descobrir a fase estrutural do complexo
de azitromicina com cobre (II) foi realizada uma comparacao entre o padrdo teérico da
ficha catalografica que ¢ encontrada no banco de dados CCDC e o digratograma obtido

apos a determinacdo estrutural do complexo de azitromicina com cobre.

4.3.2. Espectroscopia Raman

As medidas de espectroscopia Raman em temperatura e pressdo ambiente, altas
temperaturas € baixas temperaturas foram obtidas no Laboratério de Espectroscopia
Vibracional do Programa de P6s-Graduagao em Fisica (PPGF) da Universidade Federal

do Para (UFPA) campus Belém.

43.2.1. Espectroscopia Raman em temperatura e pressao ambiente
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Os espectros Raman em temperatura e pressao ambiente (298 K e 1 atm) para o
solvato de AZM-MH-EtOH foram obtidos utilizando um espectrometro triplo, marca
Horiba Jobin Yvon modelo Triplemate 64000 (Figura 11), equipado com detector CCD
(Dispositivo Sensivel a Carga). Foi utilizando como fonte de excitagdo um laser de
comprimento de onda A = 514.5 nm com poténcia de saida de 30 mW. A resolugdo
espectral foi obtida com 2 cm™! e cada espectro foi medido com 6 acumulagdes de 60 s
cada uma delas. Além disso, para que o laser alcance a amostra, utilizou-se um
microscopio Olympus BH40 de lente objetiva com ampliacao de 20x, distincia focal de

26,5 mm e abertura numérica de 0,25.

F T

Figura 11: Espectrometro da Horiba Jobin Yvon modelo T64000 usado para obter espectros Raman em
diversas condigdes termodinadmicas

4.3.3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de absor¢ao no infravermelho foram obtidos por espectroscopia no
infravermelho via transformada de Fourier (F7-IR, do inglés: Fourier transform infrared)
e o experimento foi realizado no Laboratério de Espectroscopia Optica e Fototérmica II
(LEQOF II) na UPCM. Os espectros dos cristais de AZM-MH-EtOH e AZM-Cu(II) foram
medidos na regido do infravermelho médio em um espectrometro da marca Bruker e
modelo Vertex 70V (Figura 12). Inicialmente a amostra foi pesada e pulverizada com
Brometo de Potassio (KBr), em almofariz de dgata, pressionada em pastilhador com carga

de 7 toneladas durante 30 s. A composicao percentual da pastilha de 200 mg foi de 99%
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de KBr e 1% da amostra. Foram realizadas 32 varreduras como média, em resolugao

espectral de 4 cm™! na regido de nimero de onda compreendido de 400 a 4000 cm ™.

| = —

Figura 12: Espectrometro da marca Bruker modelo Vertex 70V usado para medir espectros de absorgao
no regido do infravermelho.

4.3.4. Analises térmicas

4.3.4.1. Termogravimetria e analise térmica diferencial simultaneas (TG-DTA)

As medidas de andlise térmica foram obtidas no Laboratorio de Analises Térmicas
(LAT) na UPCM. Com o intuito de avaliar a estabilidade térmica dos cristais de AZM-
MH-EtOH e AZM-Cu(Il), foram realizadas obtencao das curvas de TG e DTA.

Na obten¢do das medidas de TG e DTA as curvas sdao medidas simultaneamente
com um equipamento da Shimadzu Instruments, modelo DTG-60, equipado com uma
balanga do tipo “7Top plan” (Figura 13). Para tal objetivo, foram pesados cerca de 3,11
mg do AZM-MH-EtOH e 4,08 mg do complexo de AZM-Cu(Il) em seguida colocados
em um cadinho de a-alumina. A temperatura das amostras foi variada num intervalo de

temperatura de 298 4 700 K com taxa de aquecimento de 10 K.min~* sob atmosfera inerte

de nitrogénio e uma com vazio de 50 mL.min ">,
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Figura 13: Analizador térmico (TG/DTA) marca Shimadzu modelo DTG-60.

4.3.4.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC differential scanning

calorimetry)

A medida de DSC do solvato (AZM-MH-EtOH) foi realizada em um calorimetro
da marca Shimadzu Instruments modelo DSC-60 exibido na Figura 14. Para a analise, foi
utilizada uma massa de aproximadamente 1,68 mg de AZM-MH-EtOH que foi inserida
em um cadinho de aluminio e analisada na faixa de temperatura a partir de 25 a 220

K.min™}

com taxa de aquecimento de 10 K.min~* sob atmosfera inerte de nitrogénio e
com vazdo de 50 mL.min"t. Como referéncia, foi utilizado um cadinho de aluminio

vazio. O equipamento de DSC foi previamente calibrado para a temperatura e energia
utilizando como padrdo o ponto de fusdo do indio metalico (Tonset = 156,4°C; AHfys =

28,5 J.g™1) com pureza de 99,99%.

Figura 14: Calorimetro da marca Shimadzu modelo DSC-60, com detalhe do forno (a direita)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo estd dividido em topicos que abrange os resultados dos
crescimentos € a caracterizagdo estrutural para os materiais derivados da Azitromicina em
sua fase monohidratada, complexada e amorfa. Assim como uma completa caracterizagao

vibracional e térmica para o solvato de azitromicina monohidratado.

5.1. Crescimento e caracterizacio por DRX dos cristais de azitromicina

5.1.1. Obtengao do solvato de azitromicina monohidratado (AZM-MH-EtOH)

A técnica de evaporagdo lenta do solvente ¢ muito utilizada para a sintese de
novas formulag¢des farmacéuticas. A partir desta técnica o cristal de AZM-MH-EtOH foi
obtido, apdés um periodo de 15 dias com pH de 6,5. O cristal formado exibe coloragao

3

transliicida, apresentou dimensdao média de 1,32 x 4,86 x 4,91 mm°, como pode ser

observado na Figura 15 ap6s o processo de recristalizagao.

Figura 15: Cristal de AZM-MH-EtOH.

5.1.1.1. Difra¢do de Raio X (DRX) e refinamento pelo Método Rietveld para a
AZM-MH-EtOH.
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As propriedades fisico-quimicas de um medicamento podem ser alteradas pela
influéncia do polimorfismo, resultando das diferentes condi¢cdes de obtengdo para um
determinado material como ocorre com a AZM. Para confirmar a fase polimorfica obtida
pelo processo de recristalizacdo pelo método de evaporagdo lenta do solvente (ELS)
foram analisados os difratograma do Solvato refinamento pelo método de Rietveld, onde
se comparou o difratograma experimental (pontos), com o tedrico (linha vermelha) e a
diferenca (Iexp — Lcal) que existe entre as duas intensidades.

Ap0s o refinamento pelo método de Rietveld, foi confirmado a fase para o AZM-
MH-EtOH com os parametros de ajuste: Rwp = 5,75%, R, = 4,37% ¢ S = 1,04, o
refinamento apresentou valores abaixo de 10% o que indicando boa confiabilidade. O
Solvato foi cristalizado em um sistema monoclinico com grupo espacial P21, contendo 4
moléculas por célula unitaria (Z=4) com parametros de rede de a = 16,388 (7) A, b =
16,324 (9) A, c=18,406 (1) A, a=y=90°¢ p=109,92 °, os dados obtidos assemelham-
se com os valores encontrados por Montejo (2003), como pode ser observado na Figura

16.

©  Experimental — Calculado —Iexp - Icalc

Rwp =575 %
Rp =437 %
S=1,04

Intensidade (u.a)

I A" P . e — e —

=
R

20 (graus)

Figura 16: Difratograma do AZM-MH-EtOH refinados pelo método de Rietveld.
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Na Tabela 3, os valores obtidos no presente trabalho e os valores reportados na
literatura sdo comparados, podendo ser verificado uma aproximagao entre os dados com

uma diferenca percentual de 6,61 %.

Tabela 3: Dados cristalograficos para o solvato de azitromicina com comparagdo com entre os dados
experimentais ¢ da literatura [16].

AZM-MH-EtOH

Dados Cristalograficos Valores da Valores deste Diferenca
Literatura [16] Trabalho Percentual (%)
Sistema Cristalino Monoclinico (P21) | Monoclinico (P21) | --------------------
a=16,158 (A a=16,388 (A 1,42 %
Parametros de Rede b=16,114(5) A b=16,324 (9) A 1,30 %
c=18311(4)A c=18,406 (1) A 0,51 %
a=90° a=90° 0 %
Angulo B=109,44° B=109,92° 0,43 %
y=90° y=90° 0 %
Volume 44959 A3 4628,5 A3 2,95 %
Numerf) de moole’cu-las 7—4 gea
por célula unitaria

Em uma perspectiva ao longo do parametro b (Figura 17) a célula unitaria do
AZM-MH-EtOH na fase monoclinica, em temperatura ambiente. A molécula ¢ formada
por um total de 12 4&tomos de oxigénio (O), 38 atomos de carbono (C), 79 dtomos de
hidrogénio (H) e 2 atomos de nitrogénio (N), totalizando 124 4tomos. Entretanto, o
solvato de AZM, [C3sH72N2012 0.5(C2H¢O) HoO] em sua estrutura, apresenta uma
molécula de H>O e o solvente etanol (C2HeO), totalizando 520 atomos e 4 moléculas por

célula unitaria
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Figura 17: Célula unitaria do AZM-MH-EtOH.
Fonte: Adaptado de [16].

5.1.2. Sintese do cristal de Azitromicina complexado com Cobre Il [AZM-Cu(1l)]

O cristal de AZM-Cu(Il), foi obtido ap6s 20 dias, mediante a técnica de
evaporacao lenta do solvente, em um pH 9,0. O cristal formado apresenta uma coloragdo
violeta e aparéncia no formato de agulhas, com dimensdes médias de aproximadamente
0,82 x 4,03 x 1,78 mm?®. Sugerindo a possivel complexa¢io da AZM aos ions de Cu (II),
pois o cobre (I) apresenta orbitais tog completos, enquanto os orbitais eg estdo
semipreenchidos, devido sua configuracio eletronica ser [Ar] 3d’ e apresentar elétrons
desemparelhados ocorrendo transi¢des do tipo d-d, como consequéncia, os compostos sao
paramagnéticos e coloridos como no caso do complexo AZM-Cu(II) [48], como pode ser

observado na Figura 18.
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Figura 18: Cristais de AZM-Cu(II).

5.1.3. Padrao de Difragdo de Raioz X para a AZM-Cu(1l)

O padrio de difragao de raios X para o novo cristal de azitromicina complexado
com cobre (II) em comparacdo com o padrdo relatado na literatura ¢ apresentado na
Figura 19. Observa-se pela posi¢do dos picos que trata-se de uma nova fase para a

azitromicina complexada com o metal de transi¢do Cobre (II) em vermelho.

——— AZM-Cu(Il)
—— ZINCEE

Intensidade (u.a)

20 (graus)

Figura 19: Difratogramas da AZM-Cu(II) e da célula unitaria (ZINCEE) [54].
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Os dados cristalograficos obtidos no presente trabalho e os valores reportados na
literatura [54] sdo apresentados na Tabela 4, na qual observa-se que para os dados deste
estudos e o relatado na literatura ambos os sistemas classificam-se em monoclinico P2, ,
com diferentes valores nos parametros de redes, angulos, onde um sistema apresenta 4
moléculas por célula unitaria (Z=4), diferente da relatada na literatura que apresenta 2
moléculas por célula unitaria (Z=2). Portanto, justificando o aumento no volume: 9599,87
A3. Comparando os valores deste trabalho com o relatado por Djokic e colaboradores em
(1995) ¢ possivel confirmar a obtencdo da nova fase cristalina para o complexo de

azitromicina com cobre (II), sendo que estes dados sdo inéditos na literatura.

Tabela 4: Dados cristalograficos para uma nova fase do AZM-Cu(Il) e comparagdo entre os dados

experimentais com os da literatura

Valores deste
Trabalho

Valores da

Dados Cristalograficos Literatura [54]

Sistema Cristalino

Monoclinico (P21)

Monoclinico (P21)

a=19,143 (5)A
b=23,491 (5) A
c=12,486 (4) A

Parametros de Rede

a=10,384 (6)A
b=126,626 (14) A
c=34,736 (2) A

a=90° a=90°
Angulo B=95,71° B=91,83°
y=90° y=90°
Volume 5586,95A3 9599.87 A3
Niamero de moléculas por 79 7-4

célula unitaria

5.1.4. Obtengdo do amorfo de AZM-TRIS-Cu(1l).

O amorfo foi obtido pelo método de evaporacao lenta do solvente, apds 15
dias. A Figura 20 mostra o aspecto macroscopico da composicdo AZM-TRIS-Cu(Il) na
qual apresenta-se como um sélido de coloragdo azul com a presenga de pequenos granulos

dispersos por tudo fundo do béquer ao qual a solugao foi deixada evaporar.
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Figura 20: Aspecto macroscopico do amorfo de AZM-TRIS-Cu(Il)

5.14.1. Difragao de raios X para AZM-TRIS-Cu(II)

A Figura 21 exibe os padrdes de Difragdes de Raios X para a AZM ndo
recristalizada o sistema amorfo AZM-TRIS-Cu(II) (3:2:2) e a TRIS nao recristalizada. O
perfil de difracdo obtido para a amostra de AZM-TRIS-Cu(Il) apresentou auséncia de
picos cristalinos, o padrdo mostra duas bandas de centro méaximo localizadas por volta de
10° e 20° (20), respectivamente. Esse resultado aponta para a formagdo de um novo

material obtido por meio da interag¢do entre os compostos AZM, TRIS e Cu(NO3)23H20.
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Figura 21:Difratogramas referentes aos compostos de partida recristalizados (AZM e TRIS) e o amorfo
AZM-TRIS-Cu(Il)

5.2. Caracterizacio vibracional da AZM-MH-EtOH em condicées ambiente de
temperatura e pressao

5.2.1. Teoria de grupos para AZM-MH-EtOH

O AZM-MH-EtOH [C38H72N2012 0.5(C2HsO) H20O] possui simetria monoclinica
e pertencem ao grupo espacial P2; (C2%) com quatro moléculas por célula unitaria, sendo
cada unidade cristalina formada por um total de 520 atomos.

De acordo com a tabela (3A) da referéncia [85] mostra que todos os sitios de
simetria C; sdo ocupados por 2 dtomos, logo, os 520 atomos contidos na célula unitaria
ocupam 260 sitios do tipo C1(2). De acordo com a tabela [3B] [85] observa-se que os dois
atomos de cada sitio Ci contribuem com seis modos de vibragdo entre as representagdes

irredutiveis do grupo C», de acordo com a seguinte expressio Ci: I = 3A + 3B.
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Considerando os 260 sitios Ci(2) a representagdo total () dos modos de vibragao

decomposta em termos das representagdes irredutiveis do grupo C; é:

[=260(3A + 3B) = 780A + 780B. (13)

Tabela 5: Tabela de caracteres para o grupo fator C2 do cristal de simetria monoclinica [85]

C E C2 Infravermelho Raman
A 1 1 z, R, xz,yz,zz, Xy
B 1 -1 X, ¥, Rx, Ry yZ, XZ

De acordo com a Tabela 5 percebe-se que os modos acusticos, translagao da

c€lula unitéria das direcdes x, y € z, sdo distribuidos a seguir:

[acasticos = A + 2B (14)

Logo, subtraindo a expressao (13) de (14), tem-se a representagdo dos modos

oticos de vibracao:

Tsticos = 779A + 778B (15)

Deste modo, observa-se na tabela de caracteres do grupo fator C,, que sao
determinados pelas regras de sele¢do, que os modos sdo ativos tanto no infravermelho
como no Raman, isso decorre do fato da estrutura do cristal ndo apresentar centro de

inversao.

5.2.2. Espectroscopia Raman em Temperatura Ambiente

Os experimentos de espectroscopia Raman para o cristal de AZM-MH-EtOH
foram realizados no intervalo de trés regides, a fim de analisar as possiveis bandas, sao
elas: 100 a 1000 cm™, 1000 a 1800 cm™ e 2700 a 3200 cm™'. Os dados obtidos foram

analisados por meio de comparagdes com os dados relatados na literatura referentes aos
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materiais precursores ou semelhantes. Para uma melhor visualizacdo os resultados sao
divididos por regido. Vale salientar que para a fase AZM-MH-EtOH a caracterizagao

vibracional via Raman ndo ¢ reportada na literatura.

5.2.2.1. Regido espectral entre 100 ¢ 1000 cm’!

Modos de Raman ativo, em regido de vibragdes de baixo numero de onda, podem
ser associados a vibragdes de rede, geralmente sdo atribuidos juntamente com torgdes e
deformacdes da unidade assimétrica [86]. A AZM apresenta modos externos da rede na
regido espectral de 20 a 200 cm’!, ja na regido de 200 a 600 cm™! podem corresponder aos
modos internos. Figura 22 apresenta o espectro Raman do cristal de AZM-MH-EtOH no
intervalo de 100 a 1000 cm a temperatura ambiente, juntamente com as possiveis

atribui¢oes dos modos vibracionais.

Intensidade Raman (u.a.)

I |
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Ntimero de onda (cm™)

Figura 22: Espectro Raman para o cristal de AZM-OH-EtOH a temperatura ambiente na regido espectral
de 100 a 1000 cm™

Os modos observados experimentalmente de intensidade média centrados em

207, 270, 308 e 328 cm™! podem ser relacionadas a tor¢des dos grupos CCCH e CCOH,
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uma combinagao de deformacgdes (NCC + CCC + CNC) e CCNC, respectivamente, sendo
atribuido a estrutura dos anéis de lactona, cladinose e desosamina. Os modos na regido
de 966 a 810 cm! sdo atribuidos ao 4tomo de oxigénio que participa indiretamente das
ligagdes de hidrogénio responsaveis pelas ligagdes entre os anéis que compdem a
estrutura da AZM-MH-EtOH. Entretanto, vale salientar que nos comprimentos de onda
de 842 ¢ 810 cm™! 0s modos sdo atribuidos ao estiramento das unidades C44C48 e C9C8
como ¢ possivel observar na Tabela 6, na qual encontra-se uma comparacdo entre os
valores experimentais deste trabalho e os dados relatados na literatura [87] suas possiveis

atribui¢des, assim como os valores numéricos dos PEDs (colchetes internos).

Tabela 6: Classificagdo das bandas do cristal de AZM-MH-EtOH da regido espectral 100 a 1000 cm”

Numero de onda (cm™) . n
Experimental | Literatura|87] Atribuicdes|87]
2(C28C29C30H90) +
207 210 T(C28C25C26H84) +
H(C43C44C45H111)
(C50C48049H124) +
270 271 (C48C44C45H111)
S(N19C18C16) + 8(C16C15C12) +
308 308 O(C37N35C34)
5(C20N19C21) [20] +
328 329 Y(C22C23N19C21) [10]
402 405 Y(C51C48052C50) [10]
428 426 (C39041C31) + 1(C8C10C12013)
16 . Y(C39C39041C40) + 5(C45C44CA8)
Breathing
. ot 5(C44C48C50) +5(C48C44C43)
Breathing
589 590 O(C10C8C6)
5(C38C39041) +
614 616 H(C25C23024H123) +
0(C32C31011)
730 736 7(03C401C2) [55]
W(N19C21) [18] + ©
773 773 (H63013C12C10) [30]
810 814 0(C44C48) [12]
842 840 v(C9C8) [22]
T(H103C38C39C40) [10] +
866 870 H(C38C39C40H105)
893 893 v(C2801)
v(C2IN19) + t(C2IN19C18H74) +
o1l 909 v(C25027)
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938 939 v(O13C12) [15]
966 964 v(07C6) [12]

Defini¢do para os modos: T = tor¢do (torsion); v = estiramento; 6 = dobramento (bending); y = deformagéo
angular fora do plano; v,s = estiramento assimétrico; vs = estiramento simétrico.

5.2.2.2. Regido de 1000 a 1800 cm™!

Na regido espectral de 1047 cm™ pode ser atribuida a uma combinagdo dos
modos de estiramento do tipo CN e CC e deformagao angular da ligacao CCC. Além
disso, bandas de média intensidade em 1186, 1165, 1140 e 1075 cm™' foram associadas a
estiramentos, tor¢des e deformacgdes dos seguintes grupos OC, HCCC e HCC. Ja em 1283
cm™ movimentos de deformagio angular no plano e tor¢io das ligagdes HCC e HCOC
podem ser associadas as vibragdes no anel de lactona e cladinose. Bandas entre 1320 a
1376 cm’! foram atribuidos a deformagio angular das unidades HCC, HCO e HCH, assim
como uma tor¢do do grupo HCCN. Observou-se uma banda com alta intensidade
aproximadamente na regiio de 1460 cm™! sendo modos de deformacio angular no plano

como ¢ mostrado na Figura 23.

Intensidade Raman (u.a.)

I | ! I
1000 1200 1400 1600 1800

Niamero de onda (cm™)

Figura 23: Espectro Raman para o cristal de AZM-OH-EtOH a temperatura ambiente na regido espectral
de 1000 a 1800 cm.
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Tabela 7: Classificag@o das bandas do cristal de AZM-MH-EtOH da regido espectral 1000 a 1800 cm”

Numero de onda (cm™) . a
Experimental | Literatura[87] Atribuigdes [87]
v(C2IN19) +v(C21C23) +
1047 1047 ( 6(C1)8CIéC15) :
1075 1075 w(O11C31) [14]
1140 1142 Z(H106C40C39C38) [11]
1165 1166 v(01C2) [36] d(H53C4C2) [14]
1186 1186 2(H85C26C25C23) [10]
0(H109C43C44) [16
1284 1283 r(}(I62C1001 1C3)1£ [1]0]
O(H118C50C51) [27
1320 1325 8((H93C31041))[[12]]
1351 1353 (H69C16CI18N19) [26]
S(H111C45H113) [24] +
1376 1376 S(H112C45H111) [22] +
S(H113C45H112) [18]
S(H105C40H107) [24] +
1460 1460 S(H107C40H106) [30] +
S(H121C51H120) [10] sci

Defini¢do para os modos: T = tor¢do (torsion); v = estiramento; 6 = dobramento (bending); y = deformagao
angular fora do plano; v, = estiramento assimétrico; vs = estiramento simétrico.

5.2.2.3. Regido de 2700 a 3200 cm-

A Figura 24 a regido de 2700 a 3000 cm™ podem ser atribuidas as vibragdes de
estiramento assimétrico e simétrico de CH, CH> e CHs. Bandas de intensidade média
localizada a cerca de 2895 e 2976 cm™! foram atribuidas a um estiramento simétrico de
C26H3 e um estiramento de C9H60, respectivamente, ainda ¢ possivel observar uma

1

banca de forte intensidade em 2944 cm™ sendo atribuida a uma combinagdo de

estiramento nas respectivas ligagdes C40H105, C50H118 e C51H120.
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Intensidade Raman (u.a.)

T T T
2900 3000 3100 3200

Niimero de onda (cm™)

T
2700 2800

Figura 24: Espectro Raman para o cristal de AZM-OH-EtOH a temperatura ambiente na regido espectral
de 2700 a 3200 cm™!

Tabela 8: Classificagdo das bandas do cristal de AZM-MH-EtOH da regido espectral 2700 a 3200 cm”

Niumero de onda (cm™)
Experimental | Literatura [87]
2837 2838 v(C39H104) [93]
2895 2889 vs(C26H3) [84]
v(C40H105) [26] + v(C50H118
2944 2944 ( [26] + 1))([C5 1]H12(0) [20] :
2976 2976 v(CIH60) [86]

Defini¢do para os modos: T = tor¢do (torsion); v = estiramento; 6 = dobramento (bending); y = deformagéo
angular fora do plano; v,s = estiramento assimétrico; vs = estiramento simétrico.

Atribuicoes [87]

5.2.3. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

Para identificar a presenga de grupos funcionais no composto sintetizado foi
realizado uma andlise de FT-IR. A Figura 25 mostra o espectro de FT-IR para o AZM-
MH-EtOH que compreende duas regides na faixa de 3600 a 1400 cm™ que encontra a
maior parte dos grupos funcionais, denominado de grupos funcionais e a segunda regiao
de 1400 a 600 cm™"> denominada de regido de “impressdo digital” que é caracteristica de

cada material.
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Figura 25: FT-IR do solvato de azitromicina monohidratado.

Na literatura sdo relatadas as regides caracteristicas da azitromicina, observa-se
que entre 3652 a 3300 cm™ que pode ser atribuida as vibragdes dos grupos hidroxila
O-H e N-H que sofrem deformacdes axiais € um conjunto de bandas mais fortes na entre
3000 e 2800 cm™! pode ser atribuido como estiramento simétrico e assimétrico dos grupos
(CH3, CHz, CH). O intervalo entre a regidio 1750 e 1652 cm™ podem ser associados aos
grupos lactona e carbonila cetonica, respectivamente, sendo que o pico de média
intensidade em 1726 cm™! pode ser atribuido ao estiramento da carbolina (C=0). Por meio
das ligagcdes de hidrogénio este grupo pode participar de interagdes intermoleculares,
possibilitando o estudo da estabilidade termodindmica de sistemas moleculares em
condicdes nao ambientes [87].

As bandas de absor¢do entre 1453 a 1374 cm™ podem ser atribuidos a tor¢do de
HCOC, em 1182 e 1164 cm™ ¢ associada ao estiramento da unidade HCC. Na regido de
1136 a 796 cm’! sdo atribuidas as vibragdes que pertencem aos atomos de oxigénio que
contribuem para a formagao das ligacdes de hidrogénio. Em 725 a 573 sdo atribuidos a

tor¢des do grupo HOCC do anel de lactona [87,88]. A Tabela 9 apresenta o intervalo de
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regido experimental em comparagdo com a literatura e suas possiveis atribui¢cdes, com os

valores do PED no minimo de 9% para todos os valores de nimero de onda.

Tabela 9: Classifica¢do das bandas da regido espectral 4000 — 400 cm™.

Nimero de onda (cm™)

Atribuigoes [87,88]

Experimental | Literatura|87,88]
- 3560 v(049H124) [100]
- 3490 v(033H122) [100]
- 3420 v(O27HS83) [96]
- 3100 v(O13H63) [99]
2968 2971 v(C14H65) [81]
2935 2934 vas(C30H3) [78] + v(C28H87) [17]
2828 2829 v(C32H94) [80]
2784 2783 v(C18H73) [95]
1726 1720 v(03C2) [87]
d(H86C26H85) [14] +
1456 1452 2(5(H89C29H8€)§)[[5g]
1374 1377 d(H56C5H55) [10] wag
1315 1317 S(H53C4C2) [14] + 5(H87C2801)
[14] + 1(H53C4C201) [23]
3(H83027C25) [14] +
1276 1283 S(H88C29C30) [19] +
T(H87C2801C2) [35]
3(H67C15C16) [12] +
1254 1250 (H68C15C16C17) [12] +
T(H69C16C18N19) [12]
d(H95C34C38) [10] +
1183 1188 6((H102C3 8C3)9[) [1]9]
1165 1166 v(01C2) [36] + §(H53C4C2) [14]
O(N35C36H98) +
1091 1096 r(é34N35C36H)97)
v(049C48) [10] +v(052C50
1053 1049 [1(2]+T(H12) 1[C5]1C5(§C48) [10)]
1016 1018 v(C30C29) [27]
995 992 v(07C42) [18] +v(0O11C10) [10]
980 978 v(011C10) [14]
957 956 v(07C6) [12]
940 943 v(C30C29) [27]
V(C21IN19) + 1(C21N19C18H74) +
201 903 ( ) D(C(25027) )
t(H103C38C39C40) [10] +
878 830 ( r(C38C39C40H1)0[5)]
859 848 ©(H102C38C39C40) [17]
838 834 3(C43C42052)
796 796 T(C15C12013H63)
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V(N19C21) [18] +
772 776 1(H63013C12C10) [30]
762 - .
725 722 v(046C44) [30] +v(C45C44) [10]
1(C25C23024H123) +
701 697 3(C26C25C28)
671 674 3(03C201) [19]
1(H83027C25C23) +
637 639 T(H123024C23C21)
8(C38C39041) +
614 611 1(C25C23024H123) +
8(C32C31011)
8(052C4207) [20] +
606 601 3(C50052C42) [10]
1(C25C23024H123) +
572 571 y(N19C18C21C20)
©(H123024C23C21) [34] +
541 540 1(H83027C25C23) [49]
07 06 8(C44C48C§0) + 5(C48C44C43)
reathing
492 494 8(013C12C14) [10]
Y(C39C39041C40) +
463 460 3(C45C44C48) Breathing
431 - .

Defini¢do para os modos: T = tor¢do (torsion); v = estiramento; 6 = dobramento (bending); y = deformagéo
angular fora do plano; v,s = estiramento assimétrico; vs = estiramento simétrico.

5.3. Estudo de estabilidade para AZM-MH-EtOH

5.3.1. Analise Termica

5.3.1.1. Termogravimetria, Termogravimetria Derivada e Analise Térmica

Diferencial simultineas (TG/DTG-DTA) para AZM-MH-EtOH.

Para a realizacdo da caracterizagdo térmica da amostra de AZM-MH-EtOH
utilizou-se a técnica de Termogravimetria, Termogravimetria Derivada e Anélise Térmica
Diferencial Simultanea (TG/DTG-DTA). Inicialmente foi utilizada uma massa de 3,115
mg do cristal em p6, com faixa de temperatura entre 298 a 973 K, como disposto na Figura

26.
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Figura 26: Curvas TG/DTG-DTA da AZM-MH-EtOH

Conforme os dados na curva DTA constatou-se trés eventos térmicos, o primeiro
na regido I, evento que ocorrendo entre as temperaturas 304 a 339 K, caracterizado por
um pico endotérmico, que pode ser atribuido a um evento de desidratagdao, com a perda
da molécula de agua (H,O) presente na estrutura do material sendo atribuida a fase anidra.
A partir dos célculos obtidos com base na curva TG realizado no intervalo de ocorréncia
deste evento, foi possivel determinar uma perda de massa de 2,022 % (0,069 mg). Foi
também observado na curva DTA um evento endotérmico com 0 Tonset em 383 K € Tendset
em 395 K neste intervalo de temperatura ndo constatou perda de massa, estando
atribuindo uma possivel amorfiza¢do do material.

O segundo evento registrado na curva DTA para AZM-MH-EtOH, ocorreu Tonset
=487 K, como mostra a regido II, tal evento corresponde a decomposi¢do do material.
Desta forma, a curva TG apresentou uma expressiva perda de massa de aproximadamente
70,305 % da massa utilizada para andlise. O terceiro evento que compreende a regido 11
mostra a decomposicdo de compostos intermediarios, ocorrendo a temperaturas

superiores com 0 Tonset = 715 K, € uma perca de massa de 13,644% do material.

5.3.1.2. Caracterizagao por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)
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A curva DSC obtida para 0 AZM-MH-EtOH ¢ apresentada pela Figura 27, foram
registrados dois eventos térmicos ocorrendo em Tonset = 324 K € Tonset = 386 K tais eventos
estdo de acordo com os analisados na curva DTA, logo, o primeiro evento corresponde a
desidratacdo e o segundo evento térmico corresponde a amorfizagdo do material,

observada pela mudanga da linha de base da curva DSC.

DSC (mW)

1 mW

Endo ‘

325 350 375 400 425 450 475
Temperatura (K)

Figura 27: Curva de DSC para o AZM-MH-EtOH

5.3.2. Difragdo de Raios X em Fung¢do da Temperatura

A Figura 28 mostra o padrdo de difra¢do de raios X em funcdo da temperatura
no intervalo angular 20 = 5 — 25° compreendendo a faixa de temperatura (299 a 393 K).
Verifica-se que com o aumento da temperatura do cristal ndo houve mudangas no perfil
dos difratogramas, existindo apenas um pequeno deslocamento observado em alguns
picos. Na temperatura de 383 K ocorre o alargamento dos picos fato que sugere a total
amorfizagdo do material na temperatura de 393 K, como também foi observado nas

técnicas de DTA e DSC.
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Figura 28: Padrao de Difracdo de Raios X do Solvato de Azitromicina Monohidratada em fungéo da
temperatura de 299 a 393 K, no intervalo de 5-25° (26).

Para observar a variagdo nos parametros de rede conforme o aumento da
temperatura, os dados de DRX em fun¢do da temperatura, foram tratados pelo
refinamento de estruturas empregando o método de Rietveld. A Figura 29 mostra o efeito
de dilatacao térmica dos parametros a, b e ¢ na temperatura de 303 a 383 K. O efeito da
temperatura ¢ mais perceptivel no parametro de rede a (~ 1,44%), enquanto o parametro
derede b e c a variacdo ¢ menor (~ 0,06 % e ~ 0,67%), respectivamente). Pode-se observar
que ocorre uma mudan¢a na inclinagdo da curva a partir de 307 K que pode ser

relacionada a perda de agua do cristal.
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Figura 29:Parametros de rede a, b e ¢ do cristal de AZM-MH-EtOH obtido pelo refinamento de Rietveld
em funcdo da temperatura.

Foi possivel estimar os valores dos coeficientes de dilatacdo que € observado na
Figura 31, que sdo: a, =0,00254 + 0,00015, a»= -0,00133 £ 0,000049 e a.= 0,00022 +
0,000055 para o cristal de AZM-MH-EtOH. Com o aumento da temperatura foi possivel
observar o comportamento do angulo B da célula unitéaria do cristal de AZM-MH-EtOH
que aumenta de forma gradativa. Com o aumento da temperatura para o volume da célula
unitdria ocorre uma diminuigdo gradativa a partir da temperatura de 318 K,
posteriormente houve o aumento apds a temperatura de 362 K, com uma variagao de y =

0,21137 £ 0,04824 como apresenta a Figura 30.
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Figura 30:Volume da célula unitario e o angulo B do cristal de AZM-MH-EtOH obtidos pelo refinamento
de Rietveld em fungdo da temperatura.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os materiais foram obtidos pela técnica de evaporagao lenta do solvente (ELS).
O Solvato de Azitromicina monohidratado (AZM-MH-EtOH) de coloragao translucida,
foi obtido apds 15 dias em pH 6,5. A andlise de DRX em conjunto com o refinamento de
Rietveld a temperatura ambiente comprovou a cristalizagdo no sistema monoclinico com
grupo espacial P2, para o cristal, com parametros de rede de a = 16,388 (7) A, b=16,324
(9) A, c=18,406 (1) A, a=y=90°e B =109,92 °, contendo 4 moléculas por célula
unitéria.

Para o cristal AZM-Cu(Il), de coloracdo violeta foi obtido apds 20 dias em pH
=9,0. A determinagao estrutural do material comprovou que se trata de uma nova fase
com sistema cristalino Monoclinico P21, com pardmetros de rede a = 10,384 (6) A, b =
26,626 (14) A e c=34,736 2) A, a=7=90"°e B = 91,83 ° e contendo 4 moléculas por
célula unitaria.

O amorfo de AZM-TRIS-Cu(Il), foi obtido apds 15 dias, apresenta coloracao
azul. A andlise de DRX apresentou a auséncia de picos cristalinos, confirmando a
amorfiza¢do do material, onde ocorre o aparecimento de duas bandas de centro maximo
em 10° e 20° (20), respectivamente.

A teoria de grupos para AZM-MH-EtOH mostra que de acordo com a tabela de
caracteres do grupo fator C>, os modos sdo ativos tanto no infravermelho como Raman,
decorrente do cristal ndo apresentar centro de inversao.

A caracterizagdo vibracional via espectroscopia Raman mostra as possiveis
atribuicdes do material na regidio espectral de 207 a 328 cm’! caracterizada por torgdes e
deformacdes dos grupos (CCCH e CCOH), (NCC + CCC + CNC) e CCNC,
respectivamente, atribuido a estrutura dos anéis de lactona, cladinose e desosamina. Na
regido espectral de 1047 a 1460 cm™ pode ser atribuida a uma combinagio dos modos de
estiramento, deformacdo angular no plano, tor¢des dos grupos CN, CC, OC, HCCC,
HCC, HCOC e HCCN, respectivamente. J4 a regido de 2700 a 3000 cm™ podem ser
associada as vibragoes de estiramento simétrico e assimétrico de CH, CH», CH3.

As regides caracteristicas da azitromicina via FT-IR mostra que em 3650 a 3300
cm’! apresenta o estiramento do grupo hidroxila (OH), em 3000 e 2800 cm™ pode ser
atribuido como estiramento simétrico e assimétrico dos grupos (CH3z, CH, CH). O pico

de média intensidade em 1726 cm! é atribuida ao estiramento da carbonila (C=0). E na
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regido de 1453 a 573 cm™! podem ser associados as vibragdes de estiramento e tor¢des dos
grupos HCOC, HCC e HOCC.

As analises térmicas realizadas por TG-DTG indicaram que a estabilidade
térmica deste solvato foi de até¢ 487 K e as curvas DTA e DSC indicaram que a amostra
sofre desidratagdo que corresponde a fase anidra e, posteriormente, ocorre uma
amorfiza¢do do material em torno de 386-390 K. Por meio da técnica de DRX em funcao
da temperatura, esta amorfizagdo foi confirmada em 393 K. Por sua vez este trabalho
apresenta dados inéditos para as fases monoclinica, complexada com cobre ¢ amorfa da

azitromicina, colaborando para o desenvolvimento de varias areas do conhecimento.
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PESPECTIVAS

Realizar testes biologicos para o cristal de AZM-Cu(Il) e o amorfo AZM-TRIS-
Cu(ID);

Realizar testes de solubilidade para o amorfo [AZM-TRIS-Cu(Il)], assim como
sua completa caracterizagdo para a producdo de artigos cientificos;

Submeter a patente para o cristal de AZM-Cu(Il);

Publicagdes de artigos cientificos dos materiais sintetizados como: solvato de
azitromicina monohidratada (AZM-MH-EtOH) e complexo de azitromicina com

cobre.
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