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Resumo

Uma forma farmacéutica sélida € uma combinacdo de uma ou mais substancias ativas
com um conjunto de excipientes, que servem de veiculo ao farmaco aumentando a sua
estabilidade fisica e quimica, assim como, a sua biodisponibilidade final. A substancia
ativa pode existir sob a forma de varios estados cristalinos e amorfos, e durante o processo
de fabrico do medicamento e numa fase posterior de armazenamento, esta fica sujeita a
condicBes extremas como stress mecanico ou térmico, as quais deve resistir.
Consequentemente, podem existir transicbes no estado solido, tais como: uma
interconversdo dos varios polimorfos, formacdo de hidratos ou a produgdo de um estado
amorfo. Estas transformacdes podem levar a alteracBes nas propriedades fisico-quimicas
do farmaco, como o ponto de fusdo ou solubilidade que, por conseguinte, podem alterar
a sua biodisponibilidade. Assim, a existéncia de técnicas analiticas que permitam a
monitorizacdo do estado solido € crucial para garantir a qualidade do produto final e a sua
estabilidade durante o processo de fabrico.

A Olanzapina (OLZ) é um antipsicotico que existe sob a forma de mais de vinte e
cinco polimorfos, entre os quais alguns hidratos e formas anidras. A transicao entre cada
uma das formas pode ocorrer devido a diferentes graus de humidade relativa a que fica
sujeito a forma farmacéutica, durante o seu fabrico ou armazenamento. Este farmaco tem
valores baixos de solubilidade, e por isso qualquer variacdo devido a transi¢oes
polimorficas, pode diminuir ainda mais a sua biodisponibilidade.

Neste trabalho foi avaliada a eficacia de varias técnicas de espetroscopia vibracional
como a espetroscopia de infravermelho proximo (NIR), médio (MIR) e Raman, na
monitorizacdo da estabilidade da OLZ considerando distintas condigOes de
armazenamento, assim como monitorizando o seu estado num processo de producdo de
comprimidos. No caso da espetroscopia NIR e Raman, estas sdo classificadas como
técnicas PAT (Tecnologias analiticas de processo), e por isso podem ser potencialmente
utilizadas em-linha, para uma monitorizacdo em tempo real das possiveis conversdes
polimérficas do farmaco.

No delineamento experimental efetuado foram variados quatro parametros de
processo: a proporcao entre duas formas da OLZ (anidra | e dihidratada D), a humidade
relativa, o tempo de armazenamento e a forca de compressdo, de forma a avaliar a
influéncia de cada pardmetro no estado sélido da OLZ. As técnicas referidas foram
comparadas considerando-se misturas de pds e correspondentes comprimidos.

Os resultados demonstraram que a espetroscopia NIR é a técnica mais eficiente na
avaliacdo da estabilidade da OLZ, tanto em p6s como comprimidos. A sua eficacia foi
demonstrada inicialmente através da distincdo de diferentes proporcbes de forma
dihidratada D, e posteriormente na diferenciagdo de acordo com a humidade relativa a
que as varias amostras foram expostas no periodo de armazenamento.

Palavras-chave: Olanzapina; Polimorfismo; Hidratos; Espetroscopia vibracional;
Analise multivariada de dados.
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Abstract

A pharmaceutical solid dosage form is a combination of one or more active
pharmaceutical ingredients (API) and excipients, which are added to the formulation to
ensure physical and chemical stability of the formulation, as well as manufacturability
and bioavailability of the final product. API can exist in several crystalline states, and
during processing and storage, the thermal and mechanical stress can lead to phase
transformations such as amorphization, polymorphic conversion or hydration. These
transformations can result in differences in important properties such as, physicochemical
properties, stability (chemical and physical), solubility and bioavailability. It is therefore
important to have analytical tools capable of guarantee the stability of the API during
manufacturing and the quality of the final product.

Olanzapine (OLZ) is an antipsychotic that has the ability to undergo conversion into
different polymorphic and pseudopolymorphic forms having more than twenty-five
polymorphic forms known, among them hydrates. This API has low solubility values, and
therefore any variation in it due to polymorphic transitions, may decrease its
bioavailability.

In this work, the efficacy of several vibrational spectroscopy techniques such as NIR
(Near Infrared Spectroscopy), MIR (Mid Infrared Spectroscopy) and Raman, was
evaluated in the monitoring of the stability of OLZ throughout its manufacturing process,
and during its storage time. In the case of NIR and Raman, these are classified as PAT
tools, and so can be used in-line, for a real-time monitoring of possible polymorphic
conversions of the API.

Formulations were designed according to a full factorial design and the factors used
in the design were: the ration between the forms of OLZ (anhydrous | and dihydrate D),
humidity level, storage time and compression force. The influence of each of the factors
on the drug was evaluated through the mentioned techniques.

Results showed that NIR is the most efficient technique to evaluate the stability of
OLZ in tablets and powders. This technique is able to distinguish different ratios of
dihydrate D form and to monitor the water intake of the OLZ samples after storage at
different RH conditions.

Keywords: Olanzapine; Polymorphism; Hydrates; Vibrational spectroscopic;
Multivariate data analysis.
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1. Introducdo tedrica

As formas farmacéuticas solidas sdo atualmente as mais usadas na industria
farmacéutica. Devido a sua facilidade de administracdo, o seu volume de mercado €
consideravelmente superior a qualquer outro tipo de forma farmacéutica, e por isso, a
producdo deste tipo de formas é bastante rentavel para a industria farmacéutica [1] .

A via de administracdo oral € a mais comum para administracdo de farmacos e os
comprimidos sdo a forma farmacéutica sélida oral por exceléncia. Sdo definidos como
formas farmacéuticas unitérias, constituidos por um ou mais farmacos combinados com
excipientes e obtidos através de um processo de compressdo [1]. Em conjunto com a
substancia ativa (SA) sdo adicionados excipientes que servem de veiculo ao mesmo,
melhorando as suas propriedades fisicas e quimicas, como a compressibilidade, taxa de
dissolucdo e desintegracao, contribuindo assim, para a estabilidade e biodisponibilidade
do farmaco [2], [3]. As propriedades fisicas, quimicas e biofarmacéuticas da SA sdo
caracterizadas numa fase inicial de desenvolvimento farmacéutico, durante os estudos de
pré-formulacdo. O conhecimento geral deste tipo de caracteristicas condiciona a fase
seguinte no desenvolvimento do medicamento.

O objetivo final de um estudo de pré-formulacdo é o desenvolvimento de uma forma
farmacéutica estavel, segura, efetiva e com qualidade. Através da avaliagdo dos principais
parametros fisico-quimicos, que podem afetar o desenvolvimento da forma farmacéutica
e 0 desempenho da mesma, é possivel gerar informacao Gtil para uma producao industrial
robusta mantendo em cada lote a biodisponibilidade desejavel. [4]

Os parametros fisico-quimicos mais relevantes para os estudos de pré-formulagéo séo:
a solubilidade, o coeficiente de particdo, a taxa de dissolugdo, polimorfismo e a
estabilidade do farmaco. [4]

O polimorfismo refere-se a capacidade do farmaco em existir sob a forma de varios
estados cristalinos denominados polimorfos, que séo caracterizados por apresentarem
diferentes niveis de energia [5],[6].

As variagdes na organizacdo da rede cristalina do farmaco e consequentemente, a sua
energia, afetam as propriedades fisico-quimicas do préprio farmaco, nomeadamente, o
seu ponto de fusdo, a sua taxa de dissolucédo e a sua solubilidade, afetando, na prética, a
sua biodisponibilidade final [5],[7].

Durante a fase de producdo, a SA e excipientes sdo sujeitos a multiplas operacdes
unitérias, como por exemplo, aquecimento, moagem ou exposi¢ao a solventes, que podem
desencadear diferentes tipos de transi¢cdes de fase entre as varias formas polimorficas do
farmaco. A exposicdo da SA a diferentes condiges ambientais, tais como, variac@es de
temperatura, pressdo ou humidade relativa, também afetam a sua estabilidade fisica. As
transi¢Oes de fase mais comuns incluem: a interconversdo entre os varios polimorfos, a
hidratacdo/solvatacdo das formas polimdrficas e a amorfizacdo [8], [9].

No caso de farmacos pouco soltveis como a Olanzapina (OLZ), as transi¢Oes de fase
que podem ocorrer sdo um dos fatores fundamentais a ter em conta durante a pre-
formulac&o, pois podem alterar a biodisponibilidade do farmaco, através da alteracéo de
alguns atributos de qualidade, como a estabilidade ou perfil de dissolugéo [10].
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No processo de cristalizacdo da OLZ podem formar-se pelo menos vinte e cinco
formas sélidas diferentes. Por isso a monitorizacdo da forma cristalina ao longo de todo
o0 processo de fabrico da forma farmacéutica, é essencial para assegurar a qualidade do
produto final, garantindo as especificagdes [11].

1.1. Caraterizacdo do estado solido em farmacos

A um nivel macroscépico, os diferentes tipos de moléculas podem agregar-se de
varias formas caracterizadas por diferentes estados de energia. As organizacfes
moleculares distintas que um determinado composto pode apresentar sdo denominadas
estados. Os estados solidos, liquidos e gasosos sdo 0s mais comuns na natureza e
distinguem-se principalmente em termos do grau de empacotamento das moléculas e da
velocidade de movimento das mesmas. A distancia intermolecular é outro fator a ser
considerado e 0 mais distintivo entre os varios estados. A conjugacéo de todos os fatores
referidos leva a existéncia de diferencas na energia potencial de cada estado [12].

A maioria das formas farmacéuticas apresenta-se no estado solido e a caraterizagao
prévia deste estado e da estrutura do arranjo molecular (p.e., rede cristalina) €
fundamental para o futuro desenvolvimento da forma farmacéutica.[13].

Dependendo do estado solido em que se encontra a SA, diferencas na cor, na
morfologia, na estabilidade, na solubilidade, na densidade e consequentemente na
biodisponibilidade esperada, podem ser observadas [13]. Algumas propriedades fisicas,
relacionadas com o processo de fabrico da propria forma farmacéutica também podem
ser alteradas. Entre elas incluem-se, por exemplo, a capacidade de escoamento do pé e a
compressibilidade. Geralmente, os medicamentos sdo produzidos na forma cristalina
mais estavel, para diminuir a probabilidade de ocorréncia de transi¢fes de estado sélido
durante o armazenamento. E importante determinar quais os efeitos, tanto do processo de
armazenamento como de producéo do proprio comprimido, no estado sélido da SA, assim
como, a alteragdo do mesmo devido a variagdes na temperatura ou interacdes com
excipientes [14],[15], [16] .

Durante o processo de fabrico, tem que se assegurar que a forma cristalina escolhida
ndo é contaminada com outras formas cristalinas existentes para a mesma molécula. Estas
transformacbes que podem ser induzidas no estado sélido, levam a alteracdes na
biodisponibilidade e na estabilidade do préprio farmaco [17], [18].

Assim, a monitorizacdo do estado sélido em que se encontra o farmaco, ao longo do
processo, € fundamental para assegurar a qualidade final da forma farmacéutica
produzida.

A maioria dos farmacos no estado sélido existe nos estados cristalino (caraterizado
por uma organizacao regular das moléculas em que as mesmas estdo ligadas entre si
através de forcas de ligacdo fracas como, por exemplo, ligagdes de hidrogénio ou ligacGes
do tipo Van der Waals) e amorfo (no qual ndo se observa uma organizacdo molecular
regular) (Figura 1)[19]. Ao contrario dos compostos cristalinos que possuem uma
estrutura ordenada a longas distancias, os materiais amorfos apenas apresentam uma
ordem a curtas distancias, na ligacdo a moléculas vizinhas. A solubilidade destes
materiais € um pouco maior em relacdo aos compostos cristalinos, e por isso sdo usados
na industria farmacéutica, na producdo de alguns farmacos. A ma estabilidade quimica
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dos sélidos amorfos e a sua tendéncia para cristalizar levam a que a sua utilizacdo seja
bastante menor na inddstria farmacéutica, e por isso a maior parte dos medicamentos
comercializados sdo constituidos por SA no estado cristalino [20],[16],[15].
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Figura 1 - llustracao representativa da ordem molecular nos sélidos (adaptado de [19])

1.1.1. Estado cristalino
Os sdlidos cristalinos sdo constituidos por agregados de atomos, moléculas ou ides
organizados que formam uma estrutura cristalina regular, que se repete ao longo das trés
dimensdes do espaco. A disposicdo destes constituintes no espaco é definida pela célula
unitaria, que é a unidade estrutural mais pequena que constitui o cristal. O empilhamento
regular destas unidades ao longo das trés dimensdes do espaco, compde a estrutura
cristalina. As células unitarias tém todas o mesmo tamanho e o mesmo numero de
moléculas, espacialmente dispostas da mesma forma. Os parametros, ou dimensdes das
mesmas sdo definidas por um conjunto de trés vetores que representam o comprimento
das arestas, e pelo conjunto dos trés angulos definidos entre as mesmas. Cada soélido
cristalino pertence a um de sete sistemas cristalinos diferentes que existem, e que se
distinguem pelas diferencas relacdes estabelecidas entre as dimensdes da célula unitaria
e os angulos individuais caracteristicos da mesma [3], [12]. No caso dos farmacos,
existem trés sistemas cristalinos mais comuns: o triclinico, o monoclinico e o
ortorrdmbico. As células unitarias podem distinguir-se em dois tipos de acordo com a
posicdo dos atomos ou moléculas:
e Células unitérias primitivas, ou simples: sé os vértices do paralelepipedo
estdo ocupados por atomos ou moléculas.
e Células unitarias ndo primitivas:
o End-Centered: os vértices do paralelepipedo e o centro de uma das
faces, superior ou inferior, estdo ocupados por moléculas;
o Face-Centered: os vértices do paralelepipedo e o centro de cada
uma das faces estdo ocupados por moléculas;
o Body-Centered: os veértices do paralelepipedo e o centro da célula
unitaria sdo ocupados por moléculas.
Esta distincdo feita por Bravais em 1850, leva a existéncia de catorze tipos de células
unitarias diferentes a que se da o nome de redes de Bravais [12][21].
Os solidos cristalinos mais comuns, no caso dos farmacos, sdo os polimorfos, 0s
solvatos, co-cristais e 0s sais. Polimorfos sdo moléculas que tém a mesma composicado
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guimica, no entanto apresentam uma estrutura cristalina diferente. Durante o processo de
cristalizacdo, a substancia ativa pode formar arranjos cristalinos e/ou conformacgdes
diferentes na rede cristalina. A formacdo de varios polimorfos para uma determinada
molécula pode ocorrer devido a varias razfes: pode existir um empacotamento ou uma
conformacdo das moléculas diferente na rede cristalina; o padrdo de ligacbes de
hidrogénio formadas é diferente; a quiralidade da molécula ¢ diferente; pode ocorrer a
formacéo de tautémeros [3], [21],[22],[23].

Durante o processo de cristalizacdo, as moléculas do solvente podem ser incorporadas
na rede cristalina, formando-se solvatos. Quando o solvente € a agua, estes compostos
designam-se por hidratos. Este tipo de sélidos cristalinos é denominado aduto molecular,
visto que é formado por duas ou mais moléculas. O processo de cristalizacdo deste tipo
de compostos é mais rapido, visto que o seu empacotamento ao longo da rede cristalina é
facilitado por mudancas na conformagdo das moléculas, induzidas pela molécula
adicional, e pode existir a formag&o de ligagcdes de hidrogénio com moléculas de solvente.
A incorporacdo destas mesmas moléculas na rede cristalina do farmaco leva a diferencas
significativas na sua estabilidade, solubilidade e, consequentemente, perfis de dissolucéo.
As ligagOes intermoleculares formadas podem aumentar a estabilidade da rede cristalina,
levando a um estado de energia potencial mais baixo, aumentando assim, a estabilidade
do proprio farmaco. No caso da solubilidade, a estabilidade termodinamica de um solvato,
€ maior no seu proprio solvente, por isso, no caso de um solvente aquoso, a incorporacéo
de um solvato na rede cristalina, levard a um aumento da solubilidade, no entanto, se o
solido cristalino formado for um hidrato, a solubilidade em &gua ira diminuir. As
diferengas referidas podem alterar a forma farmacéutica formada, e influenciam os seus
processos de formulagédo, processamento e armazenamento [3],[23][22].

Os adutos moleculares também podem ter como molécula adicional, um solido e nesse
caso, sdo denominados co-cristais. A molécula adicional liga-se ao farmaco, geralmente,
através de ligacdes de hidrogénio, e podem melhorar certas propriedades do mesmo, por
exemplo, um aumento da sua solubilidade, estabilidade ou as propriedades mecanicas da
forma farmacéutica [24], [25].

1.1.2. Polimorfismo

A capacidade que alguns compostos tém de cristalizar sob diferentes formas ja é
conhecida desde finais do século XVIII. No entanto, s6 a partir do século XX, e com a
evolugdo de técnicas como a difracdo de raios-X, foi possivel determinar os varios
parametros caracteristicos da célula unitaria. Ao mesmo tempo que estes estudos eram
feitos, surgiram os primeiros artigos com referéncias a existéncia de varias formas
polimorficas da mesma molécula. Robertson, no ano de 1938, determinou a estrutura
cristalina dos dois dimorfos do resorcinol, tendo sido descrito que a transi¢do entre as
duas formas cristalinas, era induzida pelo efeito da temperatura [26].

De acordo com a definicdo de McCrone’s, o polimorfismo de qualquer elemento ou
composto é definido como a sua capacidade de cristalizar em mais do que uma espécie
cristalina diferente [26].

O polimorfismo tem tido uma importancia fundamental na industria farmacéutica,
visto que, aproximadamente 80% dos farmacos comercializados exibem polimorfismo,
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sob determinadas condi¢Ges experimentais. Em termos econdémicos, tem existido um
interesse elevado no estudo dos polimorfos, devido a sua influéncia na
biodisponibilidade, estabilidade e processamento de alguns farmacos [26],[27].

As diferencas no arranjo tridimensional das moléculas que constituem os diferentes
polimorfos, permite aos solidos cristalinos apresentarem propriedades fisicas distintas. O
empacotamento das moléculas na estrutura cristalina pode acontecer de varias formas,
pois as células unitarias que a constituem tém dimensdes, volumes e formas diferentes,
levando a formagao de solidos cristalinos de natureza diferente. O processamento dos
mesmos a nivel industrial para o fabrico da forma farmacéutica final é feito de forma
diferente, de acordo com as propriedades fisicas que forem alteradas. Podem existir
diferencas na densidade, dureza, indice de refracdo, volume molar, higroscopicidade,
pontos de fusdo ou entalpia de fuséo. A velocidade de dissolucéo e solubilidade assumem
especial importancia, pois a biodisponibilidade do farmaco pode ser alterada, tendo
consequéncias potencialmente graves [23],[28].

1.1.2.1. Considerac0es estruturais sobre o polimorfismo

A estrutura cristalina é construida a partir da propagagéo, ao longo das trés dimensdes
do espaco, das células unitarias. Durante este processo, existe a formacéo de varias formas
cristalinas diferentes, com niveis de energia diferentes, ou seja, formam-se os diferentes
polimorfos da substéancia.

Em termos estruturais, existem dois tipos de polimorfismo: polimorfismo
conformacional e “por empacotamento”. No primeiro tipo, as moléculas sdao mais
flexiveis e podem existir em varios estados conformacionais, permitindo o seu
empacotamento na estrutura tridimensional. No segundo tipo, as moléculas apresentam
uma estrutura mais rigida, e podem ser empacotadas em diferentes pontos da rede
cristalina, formando motivos estruturais diferentes. Por vezes, as estruturas cristalinas
podem ter origens mistas, pois o estado conformacional da molécula pode ser afetado
pelo tipo de empacotamento e também pode altera-lo, por isso alguns cristais podem
apresentar diferencas em ambos os tipos de polimorfismo [23], [5],[26].

1.1.2.2.  Aspetos termodinamicos

A nivel estrutural, os diferentes polimorfos de uma substancia vao ter um
empacotamento molecular diferente e, por conseguinte, niveis de energia potencial
diferentes. Termodinamicamente, apenas o polimorfo com a energia potencial mais baixa
a uma determinada temperatura e pressdo, € estavel nessas condicdes, sendo que 0s
restantes polimorfos, vao tendencialmente transformar-se na forma mais estavel e com a
solubilidade mais baixa [12],[29],[30].

Através das suas diferentes propriedades termodinamicas, os polimorfos podem
formar sistemas enantiotropicos ou monotropicos de acordo com a sua capacidade de se
poderem transformar reversivelmente, uns nos outros [31].

Assim, para um sistema enantiotropico, pode existir uma transformacao reversivel
entre duas formas polimorficas a uma determinada temperatura de transicdo estabelecida,
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abaixo do ponto de fusdo da substancia. A esta temperatura de transicdo, os polimorfos
tém a mesma solubilidade e valores de energia livre de Gibbs iguais [31],[32] .

No caso dos sistemas monotrépicos, ndo se observa qualquer transicdo reversivel
entre polimorfos abaixo da temperatura de fusdo do sélido [31],[32].

A temperatura de transi¢do pode ser determinada a partir de diagramas que mostram
a variacdo da energia livre de Gibbs em funcéo da temperatura. Os valores das variacoes
de energia livre de Gibbs para um dado sistema, também sdo indicativos da estabilidade
termodinamica do mesmo. Para variagcbes negativas de energia livre de Gibbs, as
transi¢cbes entre polimorfos ocorrem espontaneamente, para variagcbes nulas deste
parametro, o sistema encontra-se em equilibrio e para varia¢Ges positivas da energia livre,
a transicdo de forma polimorfica ndo se da espontaneamente. O polimorfo mais estavel
terd sempre o valor de energia de Gibbs mais baixo [31].

Na figura 2 (a) estd representado um sistema enantiotropico, observando-se a
existéncia de um ponto de transicdo (Tt) antes dos pontos de fusdo dos dois polimorfos,
Ae B (Tma e Tmg, respetivamente). Abaixo deste ponto de transicdo, o polimorfo Aé o
mais estavel, visto que tem energia livre de Gibbs mais baixa. A partir da temperatura de
transicdo, o polimorfo A transforma-se reversivelmente no polimorfo B, pois este tem
uma energia livre de Gibbs menor e constitui a fase mais estavel [27].

Para um sistema monotrépico (Figura 2 (b)), apenas um dos polimorfos € estavel
abaixo das temperaturas de fusdo. Neste caso, o polimorfo A é sempre o mais estavel,
pois apresenta valores de energia de livre de Gibbs menores. A intersecéo das duas curvas
de energia livre dos dois polimorfos, A e B, com a curva de energia livre do estado liquido,
da-se a temperaturas abaixo do ponto de transi¢do. Logo, para estes sistemas ndo podem
existir transformac@es reversiveis no estado solido, a nenhuma temperatura [27].
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Figura 2 - Diagrama de energia livre de Gibbs vs Temperatura para um sistema enantiotrépico (a) e monotrépico
(b). G :Energia Livre; H: Entalpia; T: temperatura; Liq: fase liquida; f: fusdo; t: ponto de transicdo; m: ponto de
fusdo. (Adaptado de [27]).
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A distincdo entre enantiotropismo e monotropismo num sistema polimérfico também
pode ser feita através de um conjunto de regras termodinamicas desenvolvidas por Burger
e Ramberger, que incluem a regra do calor de transicao, regra do calor de fuséo e regra
da densidade [27],[32].

Os valores de energia livre de Gibbs de um determinado polimorfo influenciam a sua
estabilidade e, por conseguinte, a sua solubilidade e biodisponibilidade. O polimorfo mais
estavel, ou seja, com um valor de energia livre de Gibbs mais baixo, tem uma solubilidade
menor, levando a valores de biodisponibilidade também menores. As restantes formas
polimdrficas denominam-se metastaveis e, por vezes, sdo preferidas para a producgéo da
forma farmacéutica final. A sua menor estabilidade termodindmica permite uma maior
mobilidade das moléculas na rede cristalina, e por isso, a solubilidade da forma
farmacéutica sera mais elevada [27],[12],[2],[33],[34],[6]. Consequentemente, a
biodisponibilidade do farmaco sera mais elevada, assim como, também se verifica uma
melhor compressibilidade e uma higroscopicidade menor, no caso da producao da forma
farmacéutica final [34].

Estas formas tém tendéncia a transformarem-se no polimorfo mais estavel, no entanto
a velocidade de conversdo € relativamente baixa, permitindo que 0s compostos
metastaveis ganhem um novo interesse para a industria farmacéutica. Em alguns casos
mais especificos, 0 uso de formas metastaveis durante, por exemplo ensaios nao clinicos,
é preferivel em relacdo a forma estavel. No caso desta Gltima ter uma solubilidade
bastante baixa ou a sua producdo a nivel industrial ser bastante dificultada, pode ser
ponderada a utilizacao de outra forma polimorfica [30], [34],[35],[34].

1.1.3. Solvatomorfismo

Durante o processo de cristalizacdo da SA, pode ocorrer a incorporagao de moléculas
de solvente na rede cristalina, de forma estequiométrica ou ndo estequiométrica. De
acordo com o tipo de solvente utilizado, podem-se formar hidratos, quando a agua €
utilizada no processo, ou solvatos, quando é utilizado outro tipo de solvente. Estes
sistemas podem ser designados por pseudopolimorficos, sendo que o termo
solvatomorfismo tem sido recentemente mais utilizado [36].

A formacdo de hidratos € mais usual, visto que a molécula de 4gua forma facilmente
ligacbes de hidrogénio com a maioria das moléculas de SA, que permitem uma
estabilizacdo da rede cristalina, levando a que os hidratos sejam formas bastante estaveis
em ambientes mais himidos. Durante o processo de formulacdo, a forma hidratada da
substancia é muitas vezes escolhida devido a sua estabilidade, que se mantém também
em condi¢Ges ambiente, e também para se evitar a formacdo de hidratos durante o
processamento. O grau de hidratacdo da SA tem que ser baixo e estequiométrico, para se
formarem ligacfes de hidrogénio entre as duas moléculas, permitindo assim a
manutencdo da estabilidade da molécula e da humidade da mesma, durante o
processamento do farmaco [35], [37], [38].

1.1.3.1.  Andlise estrutural das liga¢Ges Solvente — FA&rmaco
A ligacdo das moléculas de solvente a substancia ativa é feita através de interacfes
fracas, que incluem ligacdes de hidrogenio, ligacdes van der Waals ou liga¢des dipolo-
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dipolo. A guantidade de solvente que se liga ao farmaco depende da afinidade do mesmo
e da morfologia da propria estrutura cristalina. As moléculas de solvente podem ser
adsorvidas na superficie do solido cristalino, ou em regides desordenadas dentro da
propria rede cristalina (Figura 3) [35]. Pode ocorrer também a retengdo ou inclusdo das
moléculas de solvente dentro da estrutura do solido durante a sua cristalizacdo. No caso
especifico da formacao de solvatos ou hidratos, as moléculas de solvente ligam-se as
moléculas de SA durante o processo de cristalizacdo, fazendo parte da estrutura cristalina,
formando-se assim um novo estado sélido. A incorporacdo de solventes pode levar a
estados metaestaveis do farmaco, diminuindo a sua estabilidade, no entanto, também pode
ter o efeito contrario. Podem formar-se ligacGes de hidrogénio entre o farmaco e o
solvente, que levam ao aparecimento de clusters, aumentando a estabilidade do mesmo
[35].
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Figura 3 - Representacdo esquematica das principais associacdes de
moléculas de solvente a solido farmacéuticos (adaptado de [35])

A molécula de agua tem uma estrutura quimica Unica constituida por uma regido
tetraédrica composta por duas regides de carga positiva e duas regides de carga negativa.
Assim esta molécula pode formar ligacdes covalentes, ligacdes de hidrogénio ou ligacGes
van der Waals, com moléculas de SA ou excipientes. Existem varias moléculas com
grupos aceitadores de eletrdes, do tipo R-OH ou R1R2NH, ou dadores de eletrdes, como,
R-COO" ou CI, que se ligam facilmente a molécula da &gua formando ligacGes de
hidrogénio intermoleculares, que permitem um aumento de estabilidade da forma
hidratada do farmaco em relacéo a sua forma anidra [35].

A existéncia de moleculas de solvente na rede cristalina altera as ligacGes
intermoleculares estabelecidas, afetando as propriedades termodindmicas do farmaco.
Consequentemente a estabilidade, solubilidade e a taxa de dissolugéo do solvato formado,
diferem da forma dessolvatada, alterando também a biodisponibilidade do composto.
Algumas propriedades mecénicas do proprio farmaco também sdo afetadas como a
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higroscopicidade ou a processabilidade do mesmo. Assim, o conhecimento dos diferentes
solvatos que um farmaco pode ter e das alteracbes farmacéuticas resultantes da sua
formagcé&o, é fundamental no processo de desenvolvimento do medicamento [39], [17] .

1.1.3.2.  Solubilidade

A solubilidade é dependente de varios fatores como, a temperatura, a pressao e o tipo
de estado sélido em que se encontra o farmaco. Geralmente, um solvato vai ter uma
solubilidade menor no seu proprio solvente, visto tratar-se da fase mais estavel. No caso
de diferentes tipos de polimorfos, hidratos ou amorfos, a solubilidade num solvente
organico sera maior. Para compostos anidros, a solubilidade em &gua é normalmente
maior que o hidrato correspondente. A energia livre libertada na dissolugéo da forma
cristalina e a interacdo da mesma com as moléculas de agua € menor para o hidrato do
que para a forma anidra, visto que o primeiro ja tinha estado em contacto com agua
anteriormente. A inclusdo da molécula de agua também permite a formacgdo de mais
ligagbes de hidrogenio, estabilizando a prdpria na estrutura cristalina do farmaco,
diminuindo assim, a taxa de dissolugdo do mesmo. Por vezes a molécula de dgua pode ter
um efeito oposto, afastado as moléculas na rede cristalina, levando a uma maior
instabilidade da mesma, resultando numa dissolucdo mais rapida para alguns hidratos,
qguando comparado com a forma anidra [39], [36], [37].

1.1.3.3. Estabilidade

Durante a fase de processamento e armazenamento da forma farmacéutica é
importante ter conhecimento dos fatores que afetam a sua estabilidade. No caso dos
solvatos, é necessario ter em conta o seu potencial para dessolvatar, sendo que este varia
muito com o farmaco escolhido. A estabilidade deste tipo de formas sélidas é dependente
da temperatura e da pressdo parcial proxima do soélido. No caso do solvato estar em
solucdo no proprio solvente, apenas o efeito da temperatura deve ser considerado. O grau
de solvatacdo das moléculas aumenta a medida que a temperatura desce, e estas vao se
tornando mais estaveis, por isso 0s processos de cristalizacdo ocorrem a temperaturas
mais baixas [39].

A estabilidade de um hidrato é usualmente representada através de diagramas de fase
pressao parcial/ composi¢éo. Estes graficos sdo construidos a uma temperatura constante
e permitem determinar a humidade relativa a partir da qual um hidrato se torna instavel e
comega a dessolvatar [3], [27].

1.1.4. Cristalizacao

A compreensdo do processo de cristalizacdo € importante durante a fase de pré-
formulacéo e para o desenvolvimento do processo de fabrico [40] .

A formag&o de cristais pode acontecer através de diferentes métodos, tais como: o
arrefecimento de uma amostra fundida abaixo do seu ponto de fuséo, a suspensdo de
substancias menos sollveis numa mistura de solventes, a exposicdo dos solidos a
diferentes humidades relativas ou a utilizacdo de fluidos supercriticos [26]. O método
mais comum e € a utilizacdo de uma solucdo da substancia que se pretende cristalizar, a
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qual de aplica uma mudanca de fase que permite a formacédo do sélido. Para a formacéo
dos cristais a partir da solucdo € necessario que a quantidade de soluto dissolvido seja
maior que a quantidade maxima que se consegue dissolver a uma determinada
temperatura [2], [40].

Durante o processo de dissolucdo, existe um ponto em que ocorre um equilibrio
termodinamico entre a solucédo e o soluto dissolvido, a condigcdes de temperatura, pH e
concentracdo definidas. A esta condicédo designa-se solucéo saturada. Para o processo de
cristalizagdo ocorrer, o equilibrio tem de ser ultrapassado, formando-se uma solugéo
supersaturada. Estas solugdes sdo formadas a partir de mudancas de fase da solucgéo
inicial, que permitem aumentar a concentragéo de soluto ou diminuir a solubilidade da
solucdo. Os varios métodos para a formacdo de solucdes supersaturadas incluem: a
evaporacao por solvente, a dissolucdo de uma fase metastavel, mudanca de temperatura
e a adigéo de solventes, ides ou aditivos com menor solubilidade para precipitar a forma
pretendida [40], [41].

A forca motriz que permite atingir a cristalizacdo € dada pela diferenca entre o
potencial quimico das moléculas de soluto quando estdo em solucdo supersaturada, em
relacdo as moléculas que se encontram no estado de equilibrio, ou seja, numa solucédo
saturada. Esta diferenca corresponde na prética, ao grau de supersaturacdo do sistema.
Este parametro vai determinar as propriedades fisicas do farmaco final, visto que tem
influéncia no processo de nucleacgéo e crescimento dos cristais. Também a solubilidade,
a temperatura e a velocidade a que se forma a solucdo supersaturada, influenciam a
estrutura cristalina final [42], [43] .

O processo de cristalizacao € representado num grafico que relaciona a concentragdo
do soluto com a temperatura (Figura 4)[44]. E possivel observar a existéncia de uma zona
metastavel entre a curva de solubilidade e a curva de super-solubilidade do farmaco. Esta
zona corresponde a zona de operacionalidade do processo, na qual se conseguem obter
cristais com uma distribuicdo de tamanho mais uniforme, sem existir um processo de
nucleagdo excessivo. Como 0 processo de nucleacdo consome mais energia que 0
processo de crescimento dos cristais, este ultimo ocorre de forma espontanea na zona
metastavel, ao contrario do processo de nucleacdo. A extensdo da zona metastavel é
afetada por fatores como a taxa de arrefecimento, a temperatura, a concentracéo inicial e
a presenca de impurezas[42], [44] .

A cristalizagédo ocorre assim em duas fases: a nucleagdo e o crescimento cristalino.
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Figura 4 — Esquema ilustrativo de uma zona metastavel de um processo de cristalizagdo (Adaptado de [44])

1.1.4.1. Nucleagdo

A nucleacao corresponde a agregacao das moléculas em pequenos nlcleos ordenados.
Os primeiros nucleos formados designam-se por ndcleos criticos que sdo capazes de
existir de forma independente e num estado reversivel, ou seja, com igual probabilidade
de crescer ou se dissolverem no solvente. A nucleacédo pode ser dividida em dois tipos:
nucleacdo primaria, caracterizada pelo crescimento dos cristais sem existir uma estrutura
cristalina ja formada, e a secundaria na qual, ja existem cristais formados. O primeiro tipo
€ 0 mais comum e divide-se em dois: a nucleacdo homogénea e heterogénea. No primeiro
caso, a formacdo dos nucleos iniciais faz-se espontaneamente a partir de uma solucéo
supersaturada enquanto que no segundo caso, 0 crescimento dos cristais € induzido a
partir de particulas que se encontram em solucdo, como por exemplo, contaminantes e
ocorre a niveis de supersaturacdo mais baixos. Na nucleagdo heterogénea, a obtengéo da
forma cristalina pretendida € mais dificil, visto que a presenca de um substrato inicial
baixa a energia necessaria para a formacdo dos nucleos criticos, tornando a superficie
cristalina mais reativa [26], [2],[45].

1.1.42. Crescimento dos cristais

Ap0s o processo de nucleagdo, os nlcleos criticos formados evoluem para uma forma
cristalina definida. Através de um processo de difusdo as moléculas de soluto integram-
se na rede cristalina formando varias camadas, sendo este processo condicionado pelo
tipo de empacotamento molecular da célula unitaria. O crescimento dos cristais pode-se
dividir em duas fases principais: o transporte de massa das moléculas de soluto para a
superficie do cristal através de difusdo ou conveccdo e a incorporacdo das mesmas na
estrutura cristalina. Estes dois processos s6 ocorrem se a solucdo estiver supersaturada.
As diferentes faces da estrutura cristalina tém velocidades de crescimento diferentes,
afetando a forma final do cristal. De acordo com a intensidade das ligacOes
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intermoleculares estabelecidas na rede cristalina, é definida a face que predomina em
relacdo as outras. A ligacdo de um solvente na estrutura cristalina pode interferir com as
ligacOes intermoleculares ja estabelecidas, levando a uma alteracdo nas interac@es entre
as varias camadas do cristal. Deste modo, a face com maior crescimento pode ser alterada
e a morfologia final do cristal é distinta da que existia inicialmente [2], [41], [45], [46].

1.1.5. Fatores que afetam a formacao de cristais

O processo de cristalizacdo ¢é afetado por diversos fatores, que podem ser agrupados
em dois grupos distintos: os fatores primarios, que afetam diretamente o processo de
cristalizacdo, e fatores secundarios, que incluem substancias externas que afetam a
formacao dos cristais.

A supersaturacao e a temperatura sao dois dos fatores primarios mais importantes para
o0 estado cristalino final. O grau de supersaturacdo da solugédo influéncia a cinética de
nucleacgdo e de crescimento dos cristais. De acordo com a regra de Ostwald, a niveis de
supersaturacdo baixos a forma polimdrfica mais estavel tem tendéncia a precipitar, ao
contrario do que acontece a niveis mais altos de supersaturacdo em que se observa a
precipitagdo da forma metaestavel. A temperatura tem uma grande influéncia na forma
polimorfica produzida. Por exemplo, no caso de solvatos, a sua estequiometria pode ser
alterada com uma mudanca na temperatura do sistema. A velocidade de agitacdo da
solucdo e a velocidade de mistura de solucBes de reagentes também sdo outros fatores
primarios que afetam o processo.

A influéncia de substancias externas na cristalizacdo esta relacionada com fatores
secundarios, como por exemplo, a mudanca de solvente ou adi¢cdo de outras substancias
a solucdo. Estes fatores podem provocar uma alteracdo no polimorfo formado, induzindo
modificagcbes a nivel molecular, através de interagcOes existentes entre o soluto e o
solvente. Existem outros fatores secundarios que intervém diretamente no grau de
supersaturacdo do sistema, como é o pH. A solubilidade é também uma propriedade fisica
que tem muita influéncia no processo de cristalizacdo, visto que o nivel de supersaturacédo
depende da solubilidade do polimorfo. Para além disso, a estabilidade termodinamica e a
cinética de transformacao das varias formas polimérficas, pode ser determinada a partir
dos seus valores de solubilidade [47],[46],[48].

1.1.6. Transformagdes de fase no estado solido

O estado so6lido em que se encontra a substancia ativa influencia a estabilidade e a
eficacia do medicamento, sendo que uma alteracdo pode modificar significativamente os
padrdes de qualidade do produto final [49]. No caso de farmacos insolUveis, a influéncia
das transi¢Oes de fase na biodisponibilidade da SA, adquire especial importancia, pois
essas transformacoes afetam a sua solubilidade.

A estabilidade do estado s6lido é condicionada pelas condi¢cdes ambientais, durante o
processamento e armazenamento, como a temperatura, pressdo ou alteragdes na
humidade, que levam a alteracGes na SA [49].

Assim, a identificagdo e caracterizacdo da forma cristalina da SA deve ser feita ao
longo do seu processamento e é importante garantir que a mesma se mantenha inalterada
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[29], [50] . Ao longo do processo de fabrico, existem algumas operacdes unitarias que
potenciam possiveis transformacgdes no estado solido. O fabrico da forma farmacéutica
final pode incluir processos de moagem, granulagdo, compressao que induzem um stress
mecanico e térmico na SA ou uma exposi¢do a solventes pode levar a alteragdes. Assim,
é importante determinar os efeitos causados por esses processos e também, numa fase
posterior, durante o armazenamento. A monitorizacdo e detecdo de possiveis
transformacGes no estado sélido, deve ser feita a partir de uma fase inicial do processo.
A utilizacdo de ferramentas PAT contribui para a eficacia dessa monitorizacdo e torna-se
critica para assegurar a qualidade do produto final [29].

1.1.7. Tipos de transformacgfes que ocorrem durante o processamento do
farmaco

As conversdes no estado sélido estdo representadas na tabela 1 podem ser divididas
em quatro mecanismos principais: sélido — sélido, mediado em solugéo, transformacéo
por fuséo e transformacéo a partir da solugéo da SA [29].

No caso do mecanismo sélido — sélido, a transicdo ocorre apenas no estado sélido
sem passagem por fases intermediarias liquidas ou gasosas. A cinética destas transicdes
é influenciada por varios fatores ambientais como: a temperatura, pressao, humidade
relativa, tamanho e distribui¢do de particula ou impurezas [50], [49].

Quando um composto é aquecido acima do seu ponto de fusdo e logo de seguida
arrefecido para a temperatura ambiente, pode ocorrer uma transicdo de fase
correspondente a uma transicdo por fusdo. A forma polimérfica final vai depender das
velocidades de nucleagéo e crescimento dos cristais, de arrefecimento e da existéncia de
impurezas [49].

Por vezes a SA também pode estar dissolvida ou parcialmente dissolvida num
solvente, e 0 mesmo ser retirado induzindo uma transi¢ao que € considerada outro tipo de
mecanismo em solucdo. Este processo pode ocorrer, por exemplo, num processo de
granulacdo por via himida ou durante uma secagem por aspersdo em que a SA é
regenerada apos a remog¢do do solvente, no entanto pode ndo estar na mesma forma
cristalina [49].

Este processo é distinto de uma transformacdo mediada em solucdo, visto que nesta
Gltima, sé acontecem transi¢Ges de uma fase metastavel para uma fase estavel. Este tipo
de transformacéo ocorre devido a diferenca de solubilidade entre as duas fases, formando-
se uma solucdo super-saturada, ocorrendo depois a nucleagdo e o crescimento de cristais
da nova fase solida [49].

Na tabela 1 [29] estdo também referidas as transicdes de fase que estdo associadas a
cada mecanismo. Podem ocorrer transformacdes fisicas da SA em que se observa um
arranjo molecular distinto da rede cristalina e que estdo associadas a processos de
amorfizacdo, cristalizacdo ou transi¢des polimdérficas. Também existem transformacdes
de fase correspondentes a transformacdes quimicas, tais como, formacao de complexos
ou incorporacdo de moléculas de solvente na rede cristalina [49],[17].

O processamento da forma cristalina e a sua transformacdo através de varias
operacdes unitarias induz stress no sistema. Este stress pode ser de natureza térmica ou
mecénica, ou resultante da interagdo com outros componentes, e resulta numa alteracéo
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do equilibro do sistema [17], [18]. A nova fase formada apds a transicdo pode ser estavel,
apenas durante as condi¢des de stress, tornando-se metastavel quando estas condigdes sdo
removidas. Este processo acontece, por exemplo, durante a compressao, ou seja, quando
ja ndo é exercida nenhuma forca de compressao, forma-se um composto metastavel. As
condicbes de stress também podem induzir a formacdo de uma fase metastavel
estabilizada cineticamente, por exemplo, durante a formacdo de hidratos durante um
processo de granulacdo por via hiumida. Por vezes, durante uma operagéo unitaria podem
acontecer varios ciclos de stress-relaxamento, sendo que o estado sélido final do farmaco
depende do tipo, intensidade e duragdo de cada stress [17], [18].

1.1.7.1.  Stress mecanico

A energia mecanica é utilizada durante muitas operagdes unitarias e pode levar a
transicbes de fase. Os processos mais comuns incluem a moagem, granulacdo e a
compressdo. No caso da moagem, a energia é utilizada para uma quebra das particulas e
uma diminuigio do seu tamanho. E comum, a ocorréncia de transicdes polimorficas ou
amorfizacdo associadas a este processo. Os amorfos formados sdo termodinamicamente
metastaveis, pelo que tém tendéncia a transformarem-se em formas cristalinas hidratadas
ou anidras. Durante o processo de compressdo também se observam transicoes
polimérficas ou uma amorfizacdo do farmaco, que tém como consequéncia, alteracdes na
sua biodisponibilidade. A forca mecénica exercida, provoca deslocacbes na estrutura
cristalina, facilitando o processo de nucleagdo e posterior crescimento dos cristais[49],
[51]-[53].

1.1.7.2.  Stress térmico

O aumento da temperatura leva a uma maior mobilidade dos 4&tomos e moléculas na
estrutura cristalina. A energia térmica do sistema aumenta e leva a uma alteragdo do
estado de energia potencial das moléculas, tendo como consequéncia a formagao de uma
rede cristalina com maior simetria. As transformac@es de fase sdo comuns em operacoes
unitarias onde existe uma variacdo da temperatura, como é o caso de um processo de
secagem ou de uma fusdo no inicio de um processo de extrusdo, e levam a uma transicao
de uma forma estavel para uma forma metastavel, ou de uma amorfa para uma forma
cristalina. Neste tipo de operacgdes existe um input de energia térmica no sistema, no
entanto o estado de stress térmico pode também ser criado por uma remocao de energia
térmica do sistema. Um exemplo deste caso, € o ciclo de liofilizacdo onde as solucdes séo
congeladas rapidamente antes da secagem [18].

1.1.7.3.  Interagdo com outros componentes
A interacdo com outros componentes da formulacdo ou com alguns solventes pode
induzir algumas transformacdes da forma solida e também algumas mudancas na sua
composicdo quimica. No caso da exposicdo a um determinado solvente, a forma
metastavel do composto € convertida facilmente na sua forma mais estavel. Esta rapida
conversao esta relacionada com o facto do farmaco estar em solucdo possuindo uma
mobilidade maior que facilita as transformacdes no estado solido. A este processo da-se
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o nome de transformacao de fase mediada em solucéo, e consiste em trés passos: a forma
metastavel é inicialmente dissolvida em solugédo até exceder a solubilidade da forma
estavel e depois ocorre o processo de nucleacdo e crescimento dos cristais de uma fase
mais estavel, em simultdneo com a dissolucdo da fase metastavel. Existem varias
transformacbes de fase que ocorrem através deste mecanismo, como por exemplo,
amorfizacdo ou transi¢des polimorficas [3], [18].

1.1.8. Tipos de transformacdes que ocorrem durante o armazenamento do
produto semi-acabado

Durante o armazenamento do produto apds o seu fabrico, a maioria das potenciais
transformac6es no estado solido estdo relacionadas com a interacdo com um ambiente
mais humido, assim como, a diferencas de luminosidade e temperatura. De acordo com
as propriedades fisicas da SA e dos excipientes, a capacidade de absor¢do do produto e
ligagdo as moléculas de &gua é variavel, tendo como consequéncia uma variedade maior
de potenciais transi¢des de fase [17], [18].

O estado amorfo ou cristalino em que se apresenta a substancia ativa influéncia a
probabilidade de ocorréncia de transformacgdes polimorficas. No caso de substancias
amorfas, existe uma maior mobilidade das moléculas na estrutura cristalina, levando a
que as interagdes com as moléculas de agua sejam mais frequentes, ou seja, em
comparagdo com substancias no estado cristalino, as formas amorfas sdo mais
higroscépicas [17], [18],[54].

Durante o processo de armazenamento, uma forma solida estavel pode rapidamente
transitar para uma forma metastavel ou hidratada, ou vice-versa, devido a exposi¢ao a um
ambiente mais hdmido ou com temperaturas mais elevadas. A cinética destas
transformaces € muito dependente do tempo de exposicao a esse tipo de ambiente e das
suas caracteristicas. As propriedades fisicas e mecanicas do produto final séo afetadas
por estas transformacbes polimdrficas e a funcdo dos restantes componentes da
formulacdo pode também ser comprometida. O tipo de transicdo mais comum durante o
armazenamento sé@o o0s ciclos de hidratacdo / desidratacdo. Por vezes existem
determinadas estruturas cristalinas que apresentam uma flexibilidade reticular que
permite, por exemplo, que ocorra a desidratacdo da estrutura durante um processo de
secagem e consecutiva rehidratacdo da mesma durante o0 armazenamento a HR
(Humidades relativas) habituais (60% a 70%). A expansao da rede cristalina durante este
processo tem consequéncias na estabilidade fisica dos comprimidos, para além de afetar
a solubilidade e biodisponibilidade final da substancia ativa. Para além das alteracdes
fisicas da rede cristalina, a desidratacdo de um hidrato durante o armazenamento, pode
causar alteragdes nos restantes componentes da formulacdo, devido as interacfes das
moléculas de agua libertadas, com esses compostos [54]-[56].

As caracteristicas dos excipientes também influenciam a formacéo de hidratos durante
0 armazenamento do produto. As caracteristicas higroscopicas de alguns destes
compostos podem alterar o estado solido da SA e a sua estabilidade fisica e quimica.
Certos excipientes tém a capacidade de inibir a formacéo de hidratos, por exemplo devido
a formacéo de ligagBes de hidrogénio entre o farmaco e o(s) excipiente(s). E o caso de
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alguns excipientes amorfos para 0s quais a absorcao de agua e a sua inclusdo na estrutura
cristalina é muito superior, em contraste com um excipiente no seu estado cristalino, para
0 qual, a existéncia de uma estrutura com um grau elevado de ordem ndo permite a
inclusdo de moléculas no seu interior, ocorrendo apenas a adsorcdo das moléculas a
superficie. Esta ligacdo ocorre através de interacdes fracas e depende do tamanho de
particula, da polaridade da superficie e da sua porosidade. Quanto este Gltimo fator € mais
elevado, as propriedades fisicas do solido sdo mais afetadas. Assim o conhecimento das
propriedades de absorcdo de adgua dos excipientes é importante no desenvolvimento da
formulagéo final e durante o processo de fabrico do produto [57], [58].

Tabela 1 -Tipos de transformaces na fase sélida ( adaptado de [29])

Transformacéo Forma sélida

. Mecanismo Operacgdo Unitaria
de fase produzida perag
Solido — Solido Compressao, moagem,
~_ Forma cristalina A Mediado em Agquecimento, Cristalizacdo
Transformacéao u . .
. <> Forma solucdo Aguecimento acima do ponto
polimdrfica L x x
cristalina B Transformacé&o por de fusdo e subsequente
fuséo arrefecimento
. . Cristalizag&o, granulacéo por
L Solido — Solido . ,(;_ g . ¢ Np
- Forma cristalina . via himida, peletizacéo
Solvatacéo Mediado em -
<> Solvato x armazenamento em condigoes
solugéo ..
hdmidas
Solvato «» Forma
amorfa (condigdes
severas de
desidratacéo) Secagem em leito fluidizado,
Dessolvatagdo  Solvato <> Forma Sélido - Sélido secagem por aspersao,
cristalina liofilizacdo
(condicdes suaves
de cristalizacéo)
o Sélido — Solido x
Forma cristalina . Compressdo, moagem,
Mediado em . x .
. < Forma amorfa - desidratacdo de hidratos,
Amorfizacéo solucéo N
Solvato «» Forma . secagem por aspersao,
Transformagao por e
amorfa . liofilizacdo
fuséo
Calor, humidade ou
o F f: . . cristalizagéo induzida por um
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1.2. Olanzapina

A Olanzapina (2-methyl-4-(4-metilpiperazinil1)-5H-tieno[3,2-
c][1,5]benzodiazepina) é uma molécula derivada da tienobenzodiazepina e pertence ao
grupo dos antipsicéticos de segunda geracdo que € usada no tratamento de sintomas
positivos e negativos da esquizofrenia, transtorno bipolar e outro tipo psicoses [59],[60].
A FDA aprovou 0 seu uso em 1996 com o nome comercial de Zyprexa®. Pode ser
classificada como um antagonista dos recetores de serotonina —dopamina e tem afinidade
para os recetores 5-HT2, e D2 [59][61][60]. A OLZ é o primeiro antipsicético a ser
indicado para o tratamento de episddios maniacos agudos e atualmente, é aprovado nédo
sO para o tratamento da esquizofrenia, para a qual foi demonstrada a sua elevada eficacia
clinica, como também para o tratamento e prevencao de recaidas de fases maniacas de
alguns transtornos psicolégicos. Para além disso, € o composto mais estudado de todos
0s antipsicoticos de segunda geracdo, para o tratamento de transtorno bipolar, tendo
diminuido o uso do litio para esse efeito [60],[62]. Estd disponivel em forma de
comprimidos revestidos, comprimidos orodispersiveis e em pd para suspensao injetavel
de libertacdo prolongada. A dose diaria recomendada para administracéo oral varia entre
5 e 20 mg, e por isso qualquer alteracdo da forma do farmaco ou inclusdo de impureza, é
critico para o seu efeito terapéutico, pois a dose administrada tem um valor muito baixo
[63].

A OLZ existe em pelo menos vinte e cinco formas solidas diferentes, nas quais se
incluem, polimorfos anidros, hidratados e solvatados e por isso, 0 processo de produgédo
da forma sélida da SA torna-se complexo devido a existéncia de um nimero elevado de
formas polimorficas. Todas as formas sdo constituidas por uma estrutura cristalina com
um padrdo comum: um bloco estrutural composto por varias unidades diméricas,
formadas cada uma, por duas moléculas racémicas simétricas. Os Vvarios pares racémicos
sdo empilhados formando colunas paralelas e estdo ligados entre si através de ligacGes de
hidrogénio N10-H---N5 no caso de formas anidras, ou de interaces mediadas por
solventes no caso de formas hidratadas ou solvatadas. Este tipo de ligacGes permite a
formacdo de uma estrutural estavel. Nos canais formados a partir das colunas paralelas,
pode existir a incorporacdo de moléculas de solvente. A presenca de um segundo tipo de
molécula contribui para a maior estabilizagdo da estrutura, no entanto pode alterar as
propriedades fisico-quimicas do farmaco e o seu efeito terapéutico final [11],[64]. Na
figura 5 ([11]) encontra-se a molécula de OLZ numerada de acordo com o descrito por
SM Reutzel-Edens et al.(2003)([11]), juntamente com um exemplo de um par racémico
que faz parte da estrutura cristalina.
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b)

/
HaC 7"

Figura 5 - a) Estrutura molecular da OLZ; b) Par racémico que forma uma célula unitaria da estrutura
cristalina [11]

1.2.1. Formas anidras da OLZ

A forma anidra | é a forma mais estavel da OLZ e por isso é normalmente usada na
industria para a producdo dos medicamentos que estdo a venda no mercado. Esta forma é
obtida através de cristalizacdo direta de solventes organicos como o EtOAc, THF, acetona
ou tolueno[65]. As formas anidra Il e I11 sdo obtidas apenas por dessolvatacdo de formas
solvatadas de MeOH, CH2Cl; ou CHCI3; de OLZ. Este processo de sintese é dificil de
executar e por vezes obtém-se misturas de varias formas. A forma Il da OLZ é metastavel
e por isso tem uma sensibilidade maior quando exposta as condi¢fes ambiente, ocorrendo
por exemplo a sua descoloracdo quando exposta ao ar ou a ambientes mais hamidos,
devido a hidratagdo da molécula. Por vezes, durante o fabrico do farmaco, este é exposto
a condicdes de stress térmico ou mecanico desencadeando a conversao da forma anidra |
em forma anidra I, coexistindo as duas no produto final. As duas formas distinguem-se
através do seu perfil térmico obtendo-se valores de ponto de fuséo diferentes para cada
uma, e também atraves de espetros distintos obtidos por difracdo raios X ou espetroscopia
vibracional. A diferenca entre as duas formas esta essencialmente relacionada com 0s
atomos envolvidos direta ou indiretamente na ligacdo de hidrogénio intermolecular
NH[11], [64],[66]-[68].

1.2.2. Formas dihidratadas da OLZ

A OLZ existe sob a forma de trés dihidratos (B, D e E) que sdo obtidos através da
recristalizacdo da OLZ a partir de 4gua, ou misturas de agua com EtOAc ou tolueno. A
forma dihidratada D é considerada a mais estavel e por isso a que tem uma temperatura
de desidratacdo mais elevada. Existe também uma forma mais hidratada que também se
produz a partir destes solventes existindo num estado cristalino metastavel. Esta forma
contém 2-2,5 mol de agua e é pouco usual nos compostos de OLZ. A distin¢éo entre as
trés formas dihidratadas, entre si e em relacdo as formas anidras, faz-se atraves dos
diferentes padrfes de ligagGes de hidrogenio formados. Na forma anidra | a ligagdo de
hidrogénio entre o grupo N10-H e o atomo N5 do grupo imina, é quebrada com
introducdo de moléculas de agua no caso dos hidratos, formando-se uma ligagdo do tipo
N-H---:Ow-Hw---Ow-Hw--N. O atomo N4’ do grupo piperidina que nao participava em
qualquer ligacao de hidrogénio passou a ser aceitador de hidrogénios, equilibrando-se a
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proporcao entre grupos aceitadores de hidrogénio (grupo imina N5 e grupo piperidina
N4”) que passam a ser dadores e grupo dador (N10-H). Em todos os hidratos as moléculas
de agua ligam-se através de duas ou trés ligacGes de hidrogénio[11].

1.2.3. Solubilidade da OLZ
Todos os compostos farmacéuticos podem ser agrupados de acordo com uma
classificagdo atualmente usada por vérias organizacGes de saude e agéncias regulatorias,
que divide os farmacos de acordo com a sua solubilidade e permeabilidade (Figura 6)[69].

100+
|

Alta solubilidade
10+  Alta permeabilidade

Baixa solubilidade
Alta permeabilidade

Permeabilidade (1 x 10° cm per s)

1 v
1
Alta solubilidade Baixa solubilidade
Baixa permabilidade Baixa permeabilidade
0.1 I I i T | 1
1 10 100 250 1,000 10,000 100,000

Volume necessario para dissolver a dose mais elevada (mL)
Figura 6 — Sistema de Classificacdo biofarmacéutico (adaptado de [69])

A OLZ pertence a classe Il, ou seja, tem uma elevada permeabilidade através de
membranas biologicas devido a sua estrutura hidrofébica, no entanto apresenta uma baixa
solubilidade em &gua. A velocidade de absorcao deste tipo de farmacos € controlada pela
velocidade de dissolucdo nos fluidos gastrointestinais [70]. A administracdo oral da OLZ
permite o inicio de absor¢do do fArmaco no organismo e sdo atingidas concentracdes
méaximas apos seis horas da dose. O metabolismo de primeira passagem, elimina cerca de
40% da dose administrada antes de atingir a circulacéo sistémica[71]. Devido aos baixos
valores de solubilidade apresentados pelo farmaco (solubilidade em agua da forma anidra
| tem o valor de 39,88 mg/L a 25°C), qualquer pequena variacdo na sua solubilidade
devido a transi¢fes polimorficas, pode atrasar a fracdo de OLZ presente no comprimido
dissolvido no trato gastrointestinal, tendo como consequéncia um atraso na absor¢édo do
proprio farmaco no organismo. Estas alteracbes tém um impacto negativo no
comportamento do doente e na sua resposta ao tratamento.

1.2.4. Transformagdes polimorficas da OLZ
A existéncia de um numero elevado de formas polimorficas e pseudopolimorficas tem
como consequéncia uma probabilidade maior de alteracdo do estado solido em que se
encontra o farmaco, durante o seu fabrico. Por isso, quando é feito o delineamento
experimental para a obtencdo de formulagbes que contém OLZ, as suas carateristicas
fisico-quimicas tém que ser previamente estudadas e documentadas, existindo também a
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determinacdo prévia das condi¢des 6timas que serdo usadas para se obter um sélido com
as propriedades desejadas [72]-[74].

No caso da OLZ, a existéncia de transi¢bes no estado solido ja causou efeitos
secundarios ndo desejaveis ou alteracfes na eficacia terapéutica. O armazenamento da
forma anidra | da OLZ durante 180 dias, a 93% de humidade relativa provocou um
aumento significativo na sua massa, resultando numa transformacéo polimérfica para a
forma dihidratada D. Esta transicdo teve impacto na curva de dissolucdo do farmaco,
provocando uma reducdo significativa na velocidade de dissolugdo da OLZ. Este tipo de
transicdo tem consequéncias na biodisponibilidade do farmaco, pois devido a sua baixa
solubilidade, a sua absor¢do no organismo é unicamente controlada pela velocidade de
dissolucao [75].

Assim, uma monitorizagdo eficaz do estado sélido da OLZ durante o seu processo de
producdo e armazenamento, é fundamental para garantir o efeito terapéutico desejado
[75].

1.3. Técnicas utilizadas para caraterizacdo dos materiais

A existéncia de varias formas solidas para um composto, leva a que exista um
aperfeicoamento do conhecimento existente sobre o estado sélido e as transformacdes
que podem ocorrer. Ao longo das Ultimas décadas, as técnicas analiticas existentes tém
sido melhoradas de forma a que se obtenha uma caraterizacdo completa dos farmacos e
do seu estado sélido [76].

1.3.1. Espetroscopia vibracional

A espetroscopia vibracional é uma das técnicas espetroscdpicas mais usadas e é
fundamental na investigacao e desenvolvimento de qualquer farmaco. Ao longo da Gltima
década, o nimero de artigos onde ¢ referenciado o uso destas técnicas para o estudo e
caraterizacdo de polimorfos, tem vindo a aumentar. Os espetros obtidos para cada forma
solida sdo reprodutiveis e carateristicos da forma cristalina[76].

Uma das vantagens da espetroscopia vibracional é o facto de poder ser usada para
amostras em qualquer estado fisico, desde liquidos, solidos ou gases. A Unica restri¢do
existente é o método de amostragem utilizado. Por isso, tém sido desenvolvidas varias
técnicas mais sensiveis que permitem melhorar o processo de amostragem e analisar
amostras com um limite de dete¢do mais baixo[76],[77].

Este tipo de técnica espetroscdpica funciona com base nas vibra¢fes dos 4&tomos na
estrutura molecular. Os diferentes padrdes de ligacdes de hidrogénio ou outro tipo de
ligacBes existente na rede cristalina do composto € variavel entre as suas varias formas
solidas, resultando em frequéncias de vibracdo diferentes. Quando existe uma conversao
no estado solido, as bandas de absor¢do observadas no espetro sofrem um desvio. Por
norma, a distingdo entre os varios polimorfos faz-se em zonas de vibragdo molecular de
baixa energia, que refletem alteracdes do empacotamento molecular do farmaco. Atraves
das variacOes observadas no espetro, é possivel uma caraterizacdo quimica e molecular
do sistema. A identificagdo inicial da SA nas matérias-primas e no produto final é
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necessaria para 0 mesmo ser aprovado pelas entidades reguladoras, e é feita muito vezes
através deste tipo de técnicas. A existéncia de uma impressédo digital Unica de frequéncias
vibracionais, faz com que estas técnicas sejam implementadas nessas fases do controlo
de qualidade. Também é possivel detetar substancias que estdo em menor concentracao
através de modelos construidos a partir de varias amostras bem caracterizadas[78], [77].

A espetroscopia vibracional inclui varias técnicas, mas as mais relevantes sao as
espetroscopias MIR, NIR e Raman. Para as técnicas MIR e Raman, as vibracOes
moleculares detetadas permitem uma caracterizacdo estrutural do composto, ao contrario
da espetroscopia NIR, que através das bandas de combinacdo e sobreposicdo obtidas, é
uma excelente técnica para uma avaliacdo quantitativa. Técnicas como NIR, Raman e
ATR-MIR sédo usadas muitas vezes na industria farmacéutica para monitorizacdo em-
linha do processo de fabrico e sdo consideradas ferramentas PAT, pois permitem
medicOes em tempo real do processo e produto, ao longo do fabrico do medicamento,
permitindo um melhor controlo do mesmo, assegurando-se assim, o objetivo final de
manter a qualidade do produto dentro das especificacdes. As medicdes efetuadas sdo
rapidas e ndo destrutivas e ndo requerem a preparacao da amostra. Ocorrem através de
sondas acopladas ao espetrometro através de cabos de fibra 6tica, podendo ser aplicadas
diretamente no processo de fabrico para medi¢fes continuas e em tempo real. A
monitorizagdo dos parametros criticos do processo aumenta a eficacia do mesmo e as
alteracdes a serem efetuadas, podem ser feitas em tempo real [79].

As tecnologias PAT foram introduzidas com o objetivo de obter mais informacdes
sobre o processo de fabrico e de forma a que a qualidade do produto seja assegurada de
uma forma mais eficaz. O objetivo da iniciativa PAT langada pela FDA em 2004 é a
implementacdo destas técnicas in/at ou on-line para a monitorizagdo de processos de
fabrico. A analise de dados resultantes destas técnicas pode ser mais complexa, tendo que
se recorrer a metodos de analise multivariada. Nos processos de fabrico convencionais
aplicados na industria, o controlo do processo e da qualidade do produto é feito off-line e
através de amostras recolhidas aleatoriamente, obtendo-se informagdo limitada sobre o
mesmo. O objetivo principal das ferramentas PAT é melhorar esse controlo e obter um
conhecimento mais alargado do processo. A EMA também incentivou a utilizacao destas
ferramentas e construiu a sua primeira equipa, responsavel pela escrita de varias
guidelines sobre PAT, e também sobre quality by design e libertacdo em tempo real. A
utilizacdo destas técnicas na industria foi referenciada pouco mais tarde, através da
publicacao das guidelines ICH Q8, Q9, Q10 e Q11, que visam encorajar a sua utilizacao,
contribuicdo para a inovacdo de processos que prevalece, durante os ultimos anos, na
industria farmacéutica [79], [80].

A utilizacdo de técnicas de espetroscopia vibracional tem inimeras vantagens, como
por exemplo, o facto de ndo serem destrutivas, ndo existir preparacdo prévia da amostra,
serem rapidas e terem um custo de medicdo mais baixo [77], [79], [80].

1.3.1.1. Espetroscopia de Infravermelho Médio (MIR)
A espetroscopia de infravermelho é muito usada na industria, nomeadamente, durante
o controlo de qualidade, quando é necessario fazer a identificacdo ou caraterizacdo da
SA, produtos intermediarios ou excipientes. Este método também é usado de forma
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quantitativa, com a determinacdo das concentracdes de cada espécie nas misturas. Este
tipo de técnica envolve a absorcdo de energia atraves da incidéncia de radiacao por parte
das moléculas, resultando em vibragGes moleculares que se observam através de um
espetro.

As vibragdes moleculares podem ser estimuladas utilizando-se dois mecanismos: a
absorcéo de um feixe de luz e o desvio de fotdes [81] .

No caso da espetroscopia MIR ocorre a absorcdo seletiva de radiacéo eletromagnética
por parte de vibragdes moleculares com a mesma frequéncia, provocando uma mudanga
no dipolo molecular. Parte da radiag&o é absorvida ou transmitida, resultando num espetro
final, que carateriza o farmaco. A absorcdo da luz incidente da-se entre 4000-400 cm™ e
de forma a que determinada ligacdo molecular desta experiéncia seja detetada, o dipolo
molecular deve mudar durante a vibragdo. As vibracdes moleculares ativas em IR, tém
que ter um dipolo com distribuicdo de carga (assimétrico), para existir interagdo com o
campo eletromagnético. Se isso ndo existir, as moléculas ndo absorvem a luz
infravermelha. Por exemplo, moléculas com dois 4&tomos diferentes, como um grupo
carbonilo, sdo mais ativas em IR, sendo que guase todos 0s compostos tém espetro IR
exceto moléculas diatomicas como os gases N2, H2 ou O2 [76].

Existem dois métodos principais na espetroscopia por infravermelho: método de
transmisséo e de refletancia [77].

No caso da transmitancia, ocorre a absorcdo do feixe de luz a um nimero de onda
especifico e este passa pela amostra até ao detetor. Este método pode ser usada para as
amostras em qualquer estado fisico, e por isso, tem como principal vantagem, a sua
universalidade[77].

No caso de ser mais dificil a utilizacdo de um método de transmitancia, a medigédo
faz-se através de refletancia, ou seja, o feixe de luz é refletido na superficie da amostra
até ao detetor. A refletancia pode ser dividida em dois tipos: interna ou externa. O método
de refletancia total atenuada (ATR) é considerado um método de refletancia interna e
consiste na utilizagdo de um feixe de luz que penetra uma fragcdo de comprimento de onda
para la da superficie de reflexdo, e quando o material que absorve de forma seletiva uma
radiacdo, estd em contacto com a superficie de reflexdo, o feixe perde energia ao
comprimento de onda que o material absorve. A radiacdo resultante € atenuada durante
este processo e é medida no espetrémetro. Esta técnica é muito usada, porque é rapida de
utilizar e é ndo destrutiva e ndo requere preparacdo prévia da amostra[77].

Os espetrometros de IR podem ser de dois tipos: dispersivos ou de transformada de
Fourier. Este ultimo é o mais usado e o que gera melhores resultados.

Em equipamentos deste tipo (Figura 7, [76]) existe um sistema denominado
interferometro, que pode ser do tipo Michelson em que existe um feixe de radiacdo
monocromatico que € dividido em dois feixes, através de um divisor de feixe, cada um
correspondente a 50% do feixe de radiacdo original. Um dos feixes sera refletido num
espelho fixo e outro feixe é refletido num espelho moével. De seguida, existe a
recombinacédo dos dois feixes no divisor de feixe, e ocorre a interferéncia entre os dois.

A diferenca entre os dois feixes é introduzida antes da recombinacéo e a intensidade
do feixe final formado no interferémetro, pode ser monitorizada e é funcéo da diferenca
entre os dois feixes. A medida que o espelno mével se move, é formado um
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interferograma, a partir da interferéncia constitutiva e destrutiva de todas as amplitudes e
frequéncias que chegam ao interferometro. O interferograma é convertido depois, por um
algoritmo de Fourier[76],[82].
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Figura 7 — Representagdo esquematica do interferometro de Michelson e produgédo do
interferograma a partir da fonte de radiacdo monocromatica (adaptado de [76])

1.3.1.2.  Espetroscopia Raman

A espetroscopia Raman é um método de analise ndo destrutivo, que permite uma
caracterizacdo quimica e estrutural completa das moléculas. E usada para anélise de
farmacos, de polimorfos, analise quantitativa e monitorizacdo de processos[83].

Os espetros Raman sdo produzidos devido a dispersdo ineléstica da radiacéo
monocromatica (Figura 8 [84]). Quando esta radiagdo incide na amostra, parte é
absorvida, transmitida ou desviada. A luz pode ser desviada de forma elastica, ou seja,
com a mesma frequéncia da luz incidente (dispersao Rayleigh) ou ser desviada com uma
frequéncia diferente (efeito Raman), que ocorre numa percentagem muito pequena e
corresponde a energia inelastica. Se a frequéncia da luz desviada € menor que a incidente
denomina-se radiagdo Stokes. No caso de ser mais elevada denomina-se radiagéo anti-
Stokes. A temperatura ambiente, a radiacdo Stokes € a mais usual [84].
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Figura 8 - Diferentes tipos de disperséo da radiacéo (adaptado de [84])

23



Monitorizagdo de conversdo polimérfica em formulagdes de olanzapina através de espetroscopia vibracional

Normalmente sdo usados lasers que produzem luz na zona do visivel ou do
infravermelho, e a energia da luz usada ¢ mais elevada que a energia necessaria para
atingir um estado vibracional elevado [83].

Quando a radiacdo atinge a amostra e interage com as moléculas, interage com a
nuvem eletrénica. O fotdo incidente provoca uma transi¢do da molécula para outro estado
de energia. A diferenca de energia entre o estado original e este, leva a uma diferenca na
frequéncia do fotdo emitido em relacdo a frequéncia do fotdo de excitacdo. Para a
molécula exibir efeito Raman é necessario que exista uma mudanca no potencial de
polarizagdo da molécula, ou seja, no grau de deformacdo da nuvem eletronica. A
intensidade do efeito Raman é dependente do grau de polarizagdo da amostra. Por norma,
vibracOes simétricas, ou seja, correspondentes a ligagdes entre 0 mesmo atomo, sdo mais
intensas em Raman, ao contrario do IR em que 0s grupos polares e assimétricos tém
bandas de absor¢do mais intensas. Esta diferenca nas regras de selecdo entre a origem das
bandas em IR (relacionada com a mudanga no momento dipolar) e a origem das bandas
em Raman (relacionada com a mudanca no polarizabilidade) faz com que as duas técnicas
sejam complementares. No caso da espetroscopia MIR, a sua sensibilidade maior para
grupos como OH, CH ou NH faz com que o espetro obtido seja dominado por sinais de
grupos funcionais e as bandas obtidas sdo mais largas, devido a alteragfes nas ligagOes
de hidrogénio. A sensibilidade da espetroscopia Raman para vibracGes polarizaveis como
C=C, C=N ou grupos aromaticos faz com que no espetro aparecam bandas mais estreitas
associadas a diferencas na estrutura cristalina [84],[77],[85],[78], [86].

Para além das diferengas relacionadas com a origem das bandas, a espetroscopia
Raman também se distingue da espectroscopia em IR, relativamente & interacdo da
radiacdo com a amostra, pois no caso da espetroscopia Raman, trata-se de uma técnica de
dispersdo da radiacdo e no caso da espetroscopia em IR, sdo métodos de absorcdo da
radiacdo em que existe uma comparagdo com uma referéncia e o espetro final corresponde
a diferenca entre o original e a referéncia. No caso de métodos de disperséo, o espetro
resulta apenas da interacdo da luz monocromatica com a amostra e por isso, 0 processo
de amostragem e instrumentacgéo sdo simplificados [78], [86],[77].

Na espetroscopia Raman, o intervalo utilizado estd entre 4000-50 cm™ e ndo €
necessaria uma preparacao prévia da amostra, 0 que constitui uma vantagem em relacéo
a espetroscopia MIR, e como ndo € utilizada uma radiagdo referéncia, é possivel utilizar
uma fibra Otica e a medicdo pode ser feita de forma remota. Adicionalmente, a
interferéncia dos excipientes no espetro final ndo € tdo notéria como na espetroscopia
MIR, pois no caso da espetroscopia Raman sdo utilizados filtros que permitem diminuir
0 seu sinal e obter um espetro correspondente apenas a forma cristalina do composto,
permitindo que a espetroscopia Raman seja uma das técnicas mais Uteis na distin¢éo de
polimorfos [78], [86].

Para a analise de um composto é necessaria uma quantidade de amostra muito
pequena, no entanto devido ao possivel efeito de fluorescéncia que pode ocorrer e para
aumentar o sinal Raman, utiliza-se massas acima do necessario. O efeito de fluorescéncia
constitui uma desvantagem, assim como, o0 possivel aquecimento da amostra durante a
obtencgéo do espetro, podem afetar os resultados obtidos[83], [87].
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Atualmente a instrumentacdo utilizada na espetroscopia Raman tem evoluido de
espetrometros tradicionais para a utilizacdo de sondas, interferometros, filtros oticos,
entre outros, que permitem uma anélise remota das amostras em recipientes de vidro ou
caixas de Petri, aumentando a facilidade e velocidade das medicdes e da amostragem. A
evolucdo tecnoldgica sentida permite uma analise em tempo real das amostras, seja
durante a producgdo ou quando ainda estdo armazenadas, levando a que esta técnica seja
reconhecida pelas autoridades reguladoras como um método inovador de analise [84],
[87].

Os espetrometros Raman sdo constituidos por uma fonte de luz laser, normalmente na
regido do infravermelho proximo (entre 785 e 1050 nm) de forma a minimizar o efeito de
fluorescéncia, um sistema 6tico de focagem, que pode ser constituido por um conjunto de
espelhos e lentes ou por um cabo de fibra 6tica para utilizacdo remota e um espetrografo
constituido por um elemento dispersante e um detetor. Tal como na espetroscopia MIR,
0s espetrébmetros podem ser dispersivos, em que o espetrografo utilizado é
monocromatico, ou podem ter transformada de Fourier em que é utilizado um
interferometro de Michelson como espetrografo [84], [87].

1.3.1.3.  Espetroscopia de infravermelho préximo (NIR)

A espetroscopia NIR permite o estudo e caraterizacdo de compostos com base na
absorcdo de energia na zona de infravermelho préximo do espetro eletromagnético, que
se situa entre os 12500 — 4000 cm™. Este intervalo de niimeros de onda situa-se entre o
visivel e o infravermelho médio e corresponde a zona dos modos de combinacdo e
sobretons das vibrac6es fundamentais observadas em MIR. A energia utilizada é mais
elevada do que a necessaria para promover apenas uma transicdo vibracional
fundamental, e mais baixa do que os valores utilizados para promover a transi¢éo
eletronica [88],[89].

O espetro obtido é composto essencialmente, por bandas de combinacédo e sobretons
correspondentes ao estiramento das ligagdes O-H, C-H e N-H que estdo presentes em
quase todas as substancias que contém ligacGes de hidrogénio. Em compara¢do com a
espetroscopia MIR, as bandas obtidas na espetroscopia NIR sdo mais largas e por isso, a
caraterizacdo estrutural a partir do espetro torna-se mais dificil, sendo esta técnica menos
seletiva em comparagdo com a espetroscopia MIR. Por isso, a interpretacdo do espetro
tem que ser feita com recurso a métodos quimiomeétricos de forma a extrair a informacéo
relevante do espetro [89].

A espetroscopia NIR permite uma anlise quantitativa a partir do espetro, sendo o seu
objetivo principal, obter a partir da interacdo das radiacGes eletromagnéticas de
infravermelho proximo com os constituintes da amostra, proporcdes ou o teor de cada um
deles. Esta técnica é muito sensivel as ligacdes O-H, tornando dificil a sua utilizacdo em
amostras aquosas, no entanto, € muito utilizada na detecdo de humidade. Tal como na
espetroscopia MIR, apenas as ligagfes que provocam uma mudanga no momento dipolar,
como o grupo O-H, absorvem a radiagdo NIR. Apds a absor¢édo da radiacdo, a vibracdo
pode ocorrer em dois modos: estiramento, que € definido como uma mudanga continua
na distancia interatdbmica ao longo do eixo de ligagdo dos dois atomos, ou deformacéo,
que é definido como uma mudanca no angulo de ligagéo [86].
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Tal como na espetroscopia Raman, as carateristicas da espetroscopia NIR permitem
a sua utilizacdo como técnica PAT. Este tipo de tecnologias tem ganho relevancia nas
Gltimas décadas, existindo cada vez mais processos de producdo, onde existe a sua
integracdo na monitorizacdo in e on-line, facilitada também pelo avango tecnoldgico nos
detetores e tipo de fibra ética utilizados. Entre as carateristicas referidas destacam-se a
rapidez na analise das amostras, o seu carater ndo destrutivo e ndo invasivo, a sua
utilizacdo quase universal (qualquer molécula que contenha grupos C-H, N-H, S-H ou O-
H) e a ndo existéncia de preparacdo das amostras antes da analise. Assim, 0 uso de
técnicas NIR permite uma anélise expedita, reprodutivel e ndo invasiva das amostras
solidas com a capacidade de serem avaliadas as propriedades fisicas e quimicas das
moléculas [88].

1.3.2. Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

Os métodos de analise térmica, e em particular a técnica DSC, tém sido dos mais
utilizados para o estudo dos polimorfos, permitindo fazer a sua identificacdo e
caracterizagdo. Usualmente, esta técnica é a escolhida para os distinguir, numa fase
inicial, seguindo-se a utilizacao de técnicas de andlise estrutural, mais complexas.

A analise térmica implica qualquer procedimento experimental em que existe a
variacdo de um parametro fisico do sistema que é quantificada em funcao da temperatura.

O tipo de parametro fisico considerado é variavel de acordo com a técnica utilizada.
No caso da calorimetria s&o medidas as varia¢des no calor que entra e sai do sistema, em
funcdo da temperatura [90].

O DSC estéa incluido nas técnicas calorimétricas e consiste no registo da diferenca da
quantidade de calor necessario para aumentar a temperatura da amostra e da referéncia,
em funcéo da temperatura. Ambas sdo mantidas @ mesma temperatura, e por isso o calor
fornecido ao sistema serve para manter o equilibrio térmico entre as duas. Este método
designa-se por Heat flux DSC [90].

Geralmente, sdo utilizados programas de temperatura no calorimetro, que
permitem um aumento linear da mesma ao longo do tempo. Isto permite aumentar a
temperatura do recipiente que contém a amostra, ao longo do tempo[91].

Os polimorfos sdo usualmente distinguidos pelo seu ponto de fusdo, que é detetado
através de DSC. Quando existe uma transformacdo de fase, a quantidade de calor a que
fica sujeita a amostra pode ser maior ou menor em relacdo a referéncia, ou seja, a energia
necessaria manter as duas, a mesma temperatura, é varidvel se existe uma mudanga de
fase. O processo pode ser endotérmico ou exotérmico consoante a quantidade de calor
gue € necessario para aumentar a temperatura. Através da diferenca no fluxo de calor que
atinge a amostra em relacédo a referéncia, esta técnica é capaz de medir a quantidade de
calor absorvido ou libertado durante a transi¢do de fase [91].

Existem dois tipos mais comuns de DSC: o Heat flux DSC que j& foi referenciado e
pode ser representado através da equacdo: dQ/dt = AT / R, em que dQ/dt é o fluxo de
calor, AT ¢ a diferenca de temperatura entre o interior e exterior do cadinho e R é a
resisténcia térmica a que fica sujeito o fluxo de calor. Neste tipo de DSC, tanto a amostra
como a referéncia sdo mantidas dentro de um forno e partilham a mesma fonte de calor.
Através de dois termopares, a diferenca de temperatura entre a amostra e a referéncia é
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registada e convertida em diferenca de fluxo de calor. O segundo tipo de DSC denomina-
se Power compensation DSC que se distingue do anterior na existéncia de dois fornos
separados, um para a amostra e outro para a referéncia. As duas sdo mantidas a mesma
temperatura, e o fluxo de calor necessério para medir esse equilibrio térmico é medido,
permitindo que a temperatura e a energia necessarias para um evento térmico como a
fusdo da substancia, sejam facilmente determinadas [91], [92].

Em ambas as técnicas de DSC ¢ essencial manter uma atmosfera inerte através da
utilizacdo de um gas inerte, como o azoto, que permite uma transferéncia de calor mais
eficaz entre a célula e o cadinho. Além disso, permite um arrefecimento mais rapido da
célula e facilita a remocdo de humidade existente que pode danificar o proprio
equipamento e prejudicar a leitura [91].

A andlise de compostos através de DSC é usualmente utilizada para identificacdo de
polimorfos, pois sdo distinguiveis através de diferentes pontos de fusdo. A sua utilizacao
pode ser feita para varios tipos de material e em varias formas fisicas, sendo necessario
uma quantidade pequena do mesmo (3 a 5 mg). A analise pode ser feita numa gama
alargada de temperaturas e € uma técnica bastante sensivel. Esta Gltima carateristica
referida também constitui uma desvantagem pois, qualquer alteracdo na experiéncia ou
mudanca de operador pode desencadear resultados diferentes [92].

1.3.3. Ensaios de dissolugéo

Os ensaios de dissolugdo tornaram-se uma das ferramentas mais importantes para a
industria farmacéutica, para avaliagdo e comparacdo do desempenho de formas
farmacéuticas variadas. A sua utilizacdo abrange todas as fases do ciclo de vida do
produto, desde o seu desenvolvimento até a sua comercializagéo [93].

Este tipo de ensaios permite medir a velocidade e extensdo da libertagdo de um
farmaco em condicdes especificas, e por isso é possivel antecipar o desempenho que o
mesmo terd in vivo. No caso do desenvolvimento de genéricos, os ensaios de dissolu¢ado
sdo utilizados como requisito para a comercializacdo do novo medicamento.
Demonstrada a capacidade preditiva do ensaio no que diz respeito ao desempenho do
produto, os testes de bioequivaléncia requeridos pelas entidades reguladoras podem ser
minimizados, reduzindo-se substancialmente os custos de desenvolvimento do
medicamento [93], [94].

A dissolucdo de um farmaco faz-se em duas fases: em primeiro lugar ocorre a
libertacdo do farmaco da matriz (desagregacdo) e de seguida ocorre a dissolucdo do
mesmo em meio liquido. O passo mais lento do processo condicionara a velocidade final
da dissolucao.

O perfil de dissolucdo obtido depende das propriedades da SA (propriedades fisico-
quimicas como a sua forma quimica ou o seu estado sélido (amorfo ou polimorfo)), do
delineamento da formulacdo, do processo de fabrico e do método selecionado para
monitorizar a libertagcdo do farmaco. Todos estes fatores devem ser avaliados de modo a
se desenvolver um ensaio de dissolucdo apropriado. O método escolhido deve ser
discriminatorio e sensivel a esses fatores que afetam a velocidade de dissolugéo [93], [94].

No desenvolvimento do ensaio de dissolugdo, as principais carateristicas que devem
ser consideradas sdo a composi¢do do meio, inclusive o seu pH e o equipamento utilizado,
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juntamente com 0s seus parametros operacionais. O conhecimento da correlacdo existente
entre o perfil de libertacdo do farmaco e a sua absor¢do oral e o conhecimento da
influéncia destas carateristicas no processo de dissolucdo levou a uma padronizacdo do
método segundo as farmacopeias, neste caso, a farmacopeia europeia.

Na escolha do meio de dissolucdo existem varios fatores a ter em conta que dependem
do objetivo final do ensaio [93], [94].

O valor de pH utilizado assume especial importancia devido a variabilidade do
mesmo no trato gastrointestinal, que influencia a absorcdo do farmaco. No caso do
estdbmago o pH varia entre 1 e 4 atingindo um valor aproximado de 7,4 no colon. Esta
informac&o tem que ser tida em conta para determinadas formas farmacéuticas.

Além disso, a manutencdo das condigdes sink, permite assegurar que o0 ensaio de
dissolucdo estd a medir as propriedades da libertacdo do farmaco sem limitacdes
relacionadas com as condigdes experimentais. Este tipo de condigdes atinge-se quando o
volume escolhido de meio para solubilizar o farmaco é pelo menos trés vezes o necessario
(que tem em conta a solubilidade da SA no meio a temperatura escolhida).

As carateristicas fisico-quimicas da SA, como a estabilidade ou a solubilidade, assim
como, a formulacdo escolhida, ttm um papel importante na selecdo do equipamento de
dissolugdo. Existem varios tipos de equipamentos que se distinguem pelo método
utilizado. Os dois métodos mais comuns sdo 0 método de cestos e 0 método da pa
agitadora. Em ambos existe um vaso cilindrico que contém o meio de dissolucao, cuja
temperatura € mantida constante, através da imersdo num banho térmico. No caso do
método dos cestos, a forma farmacéutica é colocada no interior de um cesto que fica fixo
na extremidade de um eixo. A agitacdo € conseguida através da rotacdo do cesto,
normalmente a uma velocidade de 100 rpm. No método da pa agitadora, as velocidades
sdo tipicamente menores (entre 50 — 75 rpm) e a agitacdo é conseguida com a rotacdo da
pa. A amostra é colocada diretamente no interior do vaso.

Os vasos utilizados tém um volume variavel entre o 500 e 1000 mL. Para farmacos
com doses menores, 0 uso de volumes entre os 100 e os 250 mL é mais recomendado
[93], [94].[95].

A amostragem, nos dois métodos, pode ser feita manualmente ou de forma
automatica, com filtracdo para eliminar particulas ndo dissolvidas.

Independentemente do método utilizado, a quantidade de fa&rmaco libertado deve ser
monitorizado através de um método analitico. Os métodos mais comuns sdo
espetrofotometria UV/Visivel ou HPLC com detecdo através de UV. Através destas
técnicas obtém-se a concentracdo do farmaco em solucdo que é depois convertido na
quantidade de farmaco libertado utilizando-se um algoritmo que tem em conta 0 método
de amostragem e se existiu reposi¢ao de meio, durante o mesmo [93], [94],[95].

Os resultados do ensaio de dissolucdo sdo uma medida do desempenho do produto, e
por isso sdo utilizados para garantir a consisténcia na sua producdo. Ou seja, € possivel
demonstrar que apoOs alteracbes no processo de fabrico, no equipamento ou nos
excipientes, existe equivaléncia no perfil de dissolu¢do. A comparacdo quantitativa dos
perfis de dissolucdo pode ser feita através de modelos independentes ou modelos
dependentes. No caso dos modelos dependentes sdo utilizados modelos matematicos que
representam um caso ideal de dissolucdo das particulas, e é comparada a qualidade de
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ajustamento aos dados e na mudanca dos parametros obtidos. Geralmente, ndo se
consegue capturar um perfil de dissolucdo adequado ao que foi obtido
experimentalmente. Os modelos independentes implicam a comparacao direta entre um
perfil de dissolugdo teste e uma referéncia, sem qualquer transformagdo matematica. Os
fatores estatisticos f1 e f2 sdo os mais utilizados. No caso do f1 trata-se de um fator de
diferenca e calcula a percentagem média de diferenca entre os dois perfis. O seu célculo
faz-se através da equacéo [95]:

Equacdo 1- Fator estatistico de diferenca para comparacao de perfis de dissolucéo

fl= zn:(Rt—Tt) /iRt -100%
t=1

t=1

Em que:
n € o numero de pontos no perfil
R, € a média de libertacdo da referéncia no tempo t
T, é a média de libertacdo do teste no tempo t

No caso de perfis idénticos obtém-se um valor f1 de zero e no caso de um valor menor
que 15%, considera-se que os perfis sdo semelhantes.

O fator f2 trata-se de um fator de similaridade e € o método mais utilizado e
recomendado por entidades reguladoras para demonstrar semelhangca nos perfis de
dissolucdo. O seu célculo faz-se através da equacao[95]:

Equacdo 2 — Fator estatistico de similaridade para comparacéo de perfis de dissolucao
-0,5

n
1
£2=50-logd|1+ ;Z(Rt —1)?|  -100
t=1

No caso de perfis idénticos obtém-se um valor de f2 de 100, sendo que a similaridade
entre perfis é garantida com valores de f2 superiores a 50. Um valor de f2 de 50
corresponde a uma diferenca média de 10% entre os perfis [95].

Este tipo de modelos independentes € mais apropriado para comparacao de perfis de
dissolucdo que tém mais que gquatro pontos e apenas um ou dois no patamar [95].

1.4. Andlise Multivariada

Durante as Ultimas décadas os analistas perceberam que a compreensao do estado
solido apenas com recurso a metodologias univariadas era redutor para detetar
determinadas variacdes em dados espetrais. Por isso, a analise multivariada surgiu de
forma a se conseguir analisar conjuntos de dados maiores e mais complexos, permitindo
um melhor controlo do processo e dos seus produtos [96] .

Durante uma opera¢do unitaria ou numa mistura dindmica em que ocorrem
transformac6es no estado sélido, a identificacdo ou quantificacdo de picos carateristicos
de determinadas polimorfos € dificultada devido a sobreposicdo dos mesmaos.
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Assim, a quimiometria tem sido atualmente reconhecida como uma ferramenta (til e
eficaz para detetar e quantificar transi¢des polimaorficas no estado solido.

A andlise multivariada é utilizada para estudar a relacdo existente entre as varias
variaveis e pode ser usada com objetivos distintos que incluem: a analise exploratdria dos
dados, o agrupamento dos dados em varias classes (discriminacdo e classificacdo),
criacdo de modelos de regressao e previsao. De acordo com o objetivo pretendido existem
varios tipos de metodologia de analise multivariada que podem ser adotados. Entre as
quais destacam-se a andlise por componentes principais (PCA), o método hierarquico de
andlise de cluster e outros métodos de classificacdo, como por exemplo a analise
discriminante linear. Também se destacam 0s métodos que permitem criar modelos de
previsdo, como a regressao por minimos quadrados parciais (PLS), a regressao linear
multipla (MLR) ou a regressao por componentes principais (PCR). Todas as técnicas
mencionadas permitem extrair apenas a informacdo relevante do conjunto de dados
analisado [96].

1.4.1. Analise de componentes principais (PCA)

O PCA ¢é um método estatistico de analise que permite transformar um conjunto de
dados de grandes dimensdes num subconjunto de dimensGes menores, mantendo 0s
padrdes e 0o maximo de informacdo dos dados originais. E uma ferramenta de
minimizacdo dimensional e é considerada uma abordagem nao supervisionada visto que
é usada como analise exploratoéria dos dados, ndo existindo um objetivo inicial na analise,
como a construcdo de modelos de regressdo ou a classificacdo dos dados. O PCA é
semelhante aos métodos de clustering, pois permite agrupar os dados de forma a se
identificarem padrBes ou tendéncias nos mesmos que permitem um conhecimento mais
alargado dos componentes do processo e das relagdes estabelecidas entre si[97].

Em termos matematicos este método consiste na transformacéo de uma matriz X que
contém M varidveis (comprimentos de onda) representadas nas colunas e N amostras
representadas nas linhas, numa matriz mais pequena onde existe uma minimizagdo do
namero de variaveis (A « M) que passam a denominar-se componentes principais (PC).
O modelo matemaético da transformacéao € dado pela expressdo [96]:

X=TP'+E

em que T é uma matriz N vs A que contém os scores, P € uma matriz M vs A que
contém os loadings e E é uma matriz N vs M que contém os residuos do modelo.

Apobs a aplicacdo do modelo matemético aos dados, ocorre a transformacgdo de
variaveis correlacionaveis entre si em variaveis independentes (componentes principais)
que sdo combinacdes lineares das variaveis originais. Geometricamente, 0s componentes
principais sdo representados por vetores ortogonais entre si e resultam de uma projecao
geométrica das variaveis originais, numa outra dimensdo com o objetivo de captar o
maximo de informacao possivel dos dados com o0 minimo de PC’s. O primeiro PC contém
o maximo de variabilidade espetral possivel e a medida que o niimero de PC’s aumenta,
a informacdo captada a partir dos espetros vai sendo menor. A relacdo ortogonal entre os
novos componentes obtidos mantém-se tanto para os loadings que sdo normalizados e
ortogonais entre si, como para 0s scores [96] .

30



Monitorizagdo de conversdo polimérfica em formulagdes de olanzapina através de espetroscopia vibracional

A determinacdo do numero de PC’s é uma das fases mais importantes na construgdo
de um modelo PCA, visto que se 0 numero selecionado € inferior ao necessario o modelo
obtido vai ter pouca informacdo sobre os dados e se ocorrer o contréario, pode existir
overfitting e inclusdo de ruido. Existem varias abordagens que foram sendo adotadas para
a determina¢do do nimero ideal de PC’s entre elas: o critério do valor proprio, a
percentagem de variancia acumulada, o erro referente ao método de validacdo cruzada.

Cada PC determinado sequencialmente é obtido de forma a captar a variacdo
remanescente nos dados, que ainda ndo foi explicada. O processo continua até o nimero
de PC’s igualar o nimero de variaveis originais. Geralmente o nimero de PC’s ¢ muito
inferior a0 nimero de variaveis originais e parte da informagdo presente nos dados
originais é explicada na matriz dos residuos [98].

1.5. Normalizagé&o e pré-processamento espetral

A construcdo de modelos quimiométricos a partir de espetros implica um passo inicial
de normalizacdo dos espetros.

De forma a reduzir o ruido e possiveis perturbacfes no sinal que podem afetar os
espetros, sdo aplicados varios métodos de pré-processamento com o objetivo de melhorar
a qualidade do modelo [96].

As derivadas sdo usadas normalmente para remover varia¢fes relacionadas com a
linha de base do espetro. E utilizada uma fun¢do matematica que permite a derivacao dos
dados. No caso de dados espetrais, € utilizada uma forma discreta das fungdes derivada,
denominada filtro de Savitsky-Golay. As derivadas mais comuns séo a primeira derivada
que permite remover o efeito aditivo relacionado com a linha de base e a segunda derivada
que para além da remocéo ja referida, permite remover as diferencas na inclinacdo da
linha de base. Ambas permitem um aumento da resolucéo espetral, sendo que no caso da
aplicacdo da segunda derivada, esta é utilizada em regiGes mais estreitas do espetro,
devido a influéncia do ruido que aumenta com a aplicacdo da funcdo matematica [96].

A utilizacdo de variacdo de padrdo normal (SNV) também é comumente utilizada com
espetros. Para cada espetro € subtraida a média da intensidade desse espetro e esse valor
é dividido pelo desvio-padrdo. E uma operacdo semelhante ao autoscalling, no entanto
aplicada as linhas da matriz. E utilizada para eliminar efeitos de amplitude,
nomeadamente causados pelo desvio da radiagdo na superficie das particulas ou pela
diferente composicdo quimica das amostras que podem provocar desvios na linha de base
do espetro [96].

Os métodos de escalonamento sdo usados para normalizar varidveis (neste contexto,
colunas das matrizes espetrais). S&o métodos requeridos para analise PCA ou PLS, por
exemplo. O centro na média consiste na subtracdo da média de cada variavel permitindo
avaliar apenas a sua variabilidade. O autoscaling adicionalmente ao centro na media,
opera uma divisdo pelo desvio-padrdo. Assim, para além de existir uma remoc¢édo da
informacdo relativa a intensidade absoluta, a variabilidade em cada variavel é removida,
e todas as variaveis ttm a mesma importancia antes da construcdo do modelo.
Geralmente, na analise espetral o método mais utilizado é o centro na média.
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1.5.1. Delineamento experimental (DoE)

O delineamento experimental € um método estatistico usado para planear e conduzir
experiéncias assim como analisar e interpretar os resultados obtidos nas mesmas. Atraves
de varios tipos de estatisticas, sdo conduzidos diversos estudos referentes a um sistema,
processo ou produto no qual as variaveis sdo manipuladas de forma a perceber-se o seu
efeito. Este procedimento tem sido muito usado para melhorar a qualidade do produto
final e tem mdaltiplas aplicacbes. No caso do desenvolvimento de um método
quimiométrico como o PCA, o DoE é utlizado para gerar amostras de calibragdo
suficientes de forma a evitar custos elevados associados a sua preparacao. Existem varios
tipos de delineamento experimental. No caso desta Tese foi utilizado o delineamento
fatorial simples em gue todos os niveis (X) sdo combinados com todos os fatores (k)
dando origem a um ndmero total de experiéncias de X*[96].
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2. Revisao bibliografica

A caraterizacdo de formas polimdrficas de OLZ através de técnicas de espetroscopia
vibracional foi inicial descrita por Ayala et al.(2006). Neste estudo € demonstrada a
eficacia destes métodos na caracterizacdo estrutural das duas formas anidras do farmaco
[68].

Em estudos recentes (2016) foi demostrado a eficacia destas técnicas na avaliacdo da
estabilidade da OLZ quando sujeita a diferentes condi¢cdes de HR. Através de métodos
analiticos distintos como TGA, DSC, avalia¢do do tamanho de particula, difracéo raios-
X e microscopia, € com a inclusdo de espetroscopia vibracional através do DRIFT, foi
possivel fazer uma caraterizacdo completa do mecanismo de hidratacdo de duas formas
anidras da OLZ (Forma | e Il) nos seus respetivos hidratos, quando expostas a
determinadas humidades relativas durante um periodo de tempo. Os resultados obtidos
através de difragdo de raios X ou DRIFT permitiram perceber as alteracGes que ocorrem
a nivel estrutural apos a hidratacdo do farmaco e foi possivel, através da construcédo de
modelos PLS, determinar a percentagem de forma hidratada existente ao longo do tempo.
Através de técnicas termogravimétricas e calorimétricas, determinou-se em que
condicBes de armazenamento é que se da a hidratacdo da OLZ, e consequentemente, 0
farmaco deixa de ser estavel. Conclui-se que apenas a 93% HR, durante 180 dias, ocorre
a hidratacdo da forma anidra, sendo que no caso, da forma I, dar-se-a a sua conversdo em
forma dihidratada D. Esta transformacgdo tem um efeito significativo na velocidade de
dissolucdo e consequentemente, na biodisponibilidade final da OLZ [75].

A utilizacdo de técnicas de espetroscopia vibracional, como NIR ou Raman, para o
estudo do polimorfismo nos produtos farmacéuticos, tem sido frequente ao longo dos
Gltimos anos, pois permitem obter informacdes sobre a estrutura e conformacéo molecular
dos farmacos.

Em alguns estudos recentes, estas técnicas sao usadas para caracterizar e monitorizar
diferencas espetrais entre varios polimorfos ao longo de operagdes unitérias, que
envolvem a variacdo de certas condigOes ambientais como a temperatura, pressdo ou a
HR. Hu et al. (2013) caracterizaram as transformac6es no estado solido de compostos
como o sulfatiazol. Conclui-se que atraves da espetroscopia NIR e de modelos PCA
desenvolvidos a partir dos espetros, que se pode detetar e monitorizar as transi¢cdes de
fase entre os varios polimorfos do composto, durante a moagem da substancia ativa ou
apos a sua exposicdo a condigdes de HR distintas das iniciais [89]. A espetroscopia
Raman também é utilizado para caraterizacdo estrutural de polimorfos. Pisegna et
al.(2014) demonstraram a utilidade deste método para detetar transformacdes
polimérficas em compostos de Spironolactona quando sujeita a pressdes elevadas,
mimetizando o que acontece num processo de compressao [99].

A utilizacdo de modelos PCA para monitorizar o processo de hidratacdo de formas
polimorficas foi demonstrado por Tia et al. (2008) para a Carbamazepina. Este tipo de
analise permite visualizar o processo de transformacdo dos compostos apds a sua
dispersdo em solvente aquoso. Os resultados deste estudo permitiram confirmar que o0 uso
de modelos PCA permite uma identificagéo eficaz de padrdes a partir de um conjunto de
dados espetrais de dimensdes elevadas, contribuindo para um conhecimento mais
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elaborado de sistemas farmacéuticos, neste caso, aplicado a transformacdes polimdrficas

[100].

3. Objetivos

Apesar da recente utilizacdo de técnicas de espetroscopia vibracional, nomeadamente,
DRIFT, para caraterizagdo estrutural de conversdes polimorficas na OLZ e avaliacdo da
sua estabilidade, em ambientes de armazenamento com HR distintas, existe pouca
informac&o sobre a utilizagao destas técnicas para monitorizacdo da estabilidade da OLZ
em tempo real e possivel substituicdo de métodos de controlo de qualidade offline, como
a titulacdo Karl Fischer, habitualmente utilizada para determinacdo da humidade das
amostras. Assim, o objetivo principal desta tese de mestrado € averiguar a eficacia das
varias técnicas de espetroscopia vibracional para monitorizar as modificagfes no estado
solido da OLZ durante o seu processamento no fabrico de comprimidos e para isso, seréo

cumprimos VAarios passos:

e Preparacdo e caracterizagao das formas anidra | e dihidratada D da OLZ
e Producdo de formulagdes (formas solidas orais) que englobam as formas

polimdrficas sintetizadas

e Caraterizacdo das formulagdes produzidas e avaliagdo da sua estabilidade

recorrendo-se a varias técnicas como NIR, MIR, Raman, ou DSC.

e Avaliacdo do efeito de exposi¢do a diferentes humidades relativas, na

estabilidade do farmaco.

e Comparacdo das varias técnicas utilizadas e avaliagdo da sua utilidade para
monitorizacdo em tempo real da estabilidade da OLZ, ao longo do seu processo
de fabrico e durante o armazenamento das formas farmacéuticas que contém esta

SA.
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4. Materiais e métodos

4.1. Materiais

4.1.1. Olanzapina

A OLZ (massa molecular = 312,435 g/mol, densidade = 1,30 g/cm?; Pharmorgana
(China)) é um p6 cristalino de cor amarela, que é praticamente insolivel em dgua, muito
soluvel em diclorometano e solGvel em acetona e n-propanol. A forma anidra | € a mais
comum e a mais estavel quimicamente. As suas carateristicas fisico—quimicas encontram-
se na tabela 2[101]-[104],[105].

Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas de forma anidra | da OLZ ([101]-[105])

Propriedades OLZ anidra l
Nome IUPAC 2-metil-4-(4-metilpiperazina-1-il)-
5H-tieno[3,2-c][1,5]benzodiazepina
Formula molecular Ci17H20N4S
Massa molecular 312,435 g/mol
Aspeto Sélido cristalino amarelo
Ponto de fusédo 195°C
Solubilidade 39,88 mg/L a 25°C (em H,0)

4.1.2. Fosfato de célcio tribasico

O fosfato de calcio tribasico (massa molecular=310,20 g/mol, densidade = 1,51-1,67
g/cm®; Sigma-Aldrich (Alemanha)) é um p6 cristalino de cor branca, inodoro,
praticamente insollvel em agua e em etanol e solGvel em &cido cloridrico e acido nitrico
diluidos. E um composto resultante de uma mistura de varios fosfatos de calcio contendo
entre 35% e 40% de calcio. E ligeiramente higroscdpico, absorvendo baixas quantidades
de &gua (cerca de 2%), que pode ser superficial ou estar contida nos pequenos poros da
estrutura cristalina. Este composto € utilizado frequentemente na industria farmacéutica,
pois tem boas carateristicas de escoamento e compressibilidade. Como excipiente vai ser
utilizado como aglutinante no processo de compressdo direta para formacdo dos
comprimidos de OLZ, sendo também usado como diluente no enchimento de capsulas. O
mecanismo de ligac&o no caso da compressdo ¢ a sua deformagao plastica. E compativel
com a OLZ e por isso foi integrado na formulagao[106].

4.1.3. Celulose microcristalina

A celulose microscristalina (Avicel® PH-101, massa molecular=370,35 g/mol,
densidade = 3,14 g/cm®; FMC Corp. (EUA)) é um po cristalino composto por particulas
porosas, inodoro de cor branca, que € parcialmente obtido a partir de um processo de
despolimerizagéo da celulose natural. E insoltvel em agua, 4cidos diluidos e a maioria
dos solventes organicos e apenas ligeiramente soltvel numa solucdo de hidroxido de
sodio a 5%(m/m). Esta disponivel em diferentes tamanhos de particula e diferentes graus
de humidade que tém aplicagdes diferentes. Devido ao seu grau elevado de porosidade,
em que cerca de 90-95% da area superficial é interna, trata-se de um composto muito
higroscopico, em consequéncia da penetragdo da agua na sua estrutura e da ligacdo ao
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numero elevado de grupos hidroxilo ligados as cadeias de celulose, que também garantem
a estabilidade da molécula. Geralmente, o contetdo em agua € menor que 5%(m/m), no
entanto este valor varia de acordo com o tipo de classe da MCC. As regibes mais
hidrofilicas sdo as por¢des amorfas da molécula e por isso, o total de agua absorvida é
proporcional a por¢do amorfa da molécula [106].

A MCC é utilizada como aglutinante para compresséo direta, devido a sua capacidade
plastificante e em granulagGes por via humida e como diluente no enchimento de
capsulas. Para além disso, também tem carateristicas de desintegrante e lubrificante. A
inclusdo de moléculas de &gua nos poros reduz a forca de friccdo e facilita o deslizamento,
diminuindo a adesdo do comprimido ao puncdo. Assim, apesar das carateristicas
higroscépicas afetarem o processo de compressao em alguns aspetos nomeadamente, na
forca de compressdo aplicada, melhora algumas carateristicas da prépria molécula. A
MCC apresenta uma larga distribuicdo de tamanho de particula e uma densidade aparente
baixa e por isso, quantidades pequenas do composto podem-se ligar a outras moléculas
como a OLZ, que sdo pouco compressiveis de forma a melhorar o préprio processo. Além
disso, € compativel com a substdncia ativa, sendo selecionada também para a
formulacao[106], [107].

4.1.4. Acido cloridrico

Uma solucdo de acido cloridrico a pH=1 foi escolhida para meio de dissolucdo. Esta
foi preparada a partir de uma solucéo de é&cido cloridrico concentrado (Fumegante, >37%,
Puriss p.a.) da qual se retirou o volume necessario para um baldo de 200 mL para formar
uma solucdo de 1M considerando a concentracdo inicial do acido cloridrico de 37%
(m/m). O volume de 200 mL foi completado com agua desmineralizada Millipore. O
conteudo deste bal&o foi transferido para um baldo de 2000 mL perfazendo-se o volume
com agua desmineralizada Millipore.

4.15. Agua desmineralizada
A 4gua desmineralizada foi produzida num sistema Mili-Q, Merck, Millipore (EUA).

4.2. Métodos

4.2.1. Preparacao da forma dihidratada D da OLZ
OLZ forma anidra | (1g) foi suspensa em agua (10 mL) a temperatura ambiente
durante sete dias sob agitacdo antes de uma filtracdo a vacuo para produzir a forma
dihidratada D [11] .

4.2.2. Preparagéo dos exsicadores com HR controlada
Para se atingir as diferentes condi¢des de HR, foram preparados os exsicadores que
contém solucdes salinas saturadas. Foram preparados trés  exsicadores diferentes
utilizando-se os seguintes sais: cloreto de litio (11.30 £ 0.27 %, referido no texto como
11 % HR), cloreto de sddio (75.29 £ 0.12 %, i.e., 75 % HR) e nitrato de potassio (93.48
+ 0.55 %, i.e., 93 % HR) [100].
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4.2.3. Preparacao das formulacdes de OLZ

4.2.3.1. Delineamento experimental

As formulacdes selecionadas tém uma percentagem fixa de MCC (20%) e de PC
(60%) e proporcdes variaveis das duas formas da OLZ, anidra | e dihidratada D, de forma
a totalizar uma percentagem fixa de 20% de farmaco. Através de um desenho fatorial
simples foram obtidas todas as experiéncias, recorrendo-se ao software MODDE (versao
10.1, Umetris, Suécia). Os fatores usados (Tabela 3) foram a proporc¢éo de forma anidra
I/ forma dihidratada D da OLZ (cinco niveis), a humidade relativa (trés niveis), o tempo
de armazenamento (dois niveis) e a for¢a de compresséo (dois niveis) totalizando um total
de sessenta experiéncias. A influéncia de cada um destes fatores na estabilidade da OLZ
vai ser avaliada através das varias técnicas referidas, de modo a se perceber a eficacia das
mesmas na monitorizagdo da substancia ativa ao longo do processo de fabrico do produto
final. Também foram construidas cinco formulagdes para controlo positivo (Tabela 4)
compostas apenas por substancia ativa e que contém as mesmas propor¢des das duas
formas de SA. E adicionalmente foi produzido também um controlo negativo (Tabela 5)
apenas composto pelos dois excipientes referidos. Foi definida uma massa total de cada
comprimido de 300 mg. Os resultados do delineamento experimental encontram-se no
anexo 1. Com cinco niveis de variacao considerados para a proporc¢éo das duas formas de
farmaco, foram obtidas cinco formulages distintas (Tabela 6).

Tabela 3 — Parametros utilizados no delineamento experimental e niveis de variagéo considerados

Componentes da

~ N° de niveis de variacao Niveis de variacgéo
formulacgéo
OLZ Forma anidra 1010
4/16
I / OLZ Forma 5 16/4
. 0
dihidratada D (%) 0/20
20/0
MCC (%) 1 20 (fixo)
PC (%) 1 60 (fixo)
Parametros N° de niveis de variacao Niveis de variacao
Forge} de 5 2/4
compressédo (Ton)
Humidade Relativa
(%) 3 11/75/93
Tempo de
armazenamento 2 7/30
(dias)
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Tabela 4 — Composicao dos controlos positivos

Tipo de mistura Forma | (anidra) (%) Forma Il (dihidratada D)
(%0)
CP1 0 100
CP2 18 82
CP3 50 50
CP4 82 18
CP5 100 0

Tabela 5 - Composi¢éo do controlo negativo

- Quantidade
Excipientes (%)
MCC 20
Fosfato de 80

Célcio tribasico

Tabela 6 - Composic¢éo das formulagdes utilizadas

Forma anidra Forma dihidratada

Formulacéo MCC (%) PC (%)

(%) (%)
M1 10 10 20 60
M2 4 16 20 60
M3 16 4 20 60
M4 0 20 20 60
M5 20 0 20 60

4.2.3.2.  Procedimento laboratorial
A producdo dos comprimidos e pdés foi feita de acordo com as seguintes etapas:
1.Pesagem e mistura num misturador orbital de cada formulagé&o.
Colocagao da mistura dentro de tubos.
2.Armazenamento dos tubos contendo as misturas de pds a
comprimir dentro dos exsicadores as humidades relativas definidas
na tabela 3, durante os dois tempos de armazenamentos selecionados.
3.Producdo dos comprimidos (300 mg) através de compressao
direta numa prensa manual (Lloyd's Instruments K50, UK), com
puncdes de 10 mm de didmetro considerando as duas forcas de
compressdo escolhidas (2 e 4Ton).

Antes da pesagem das matérias primas, a OLZ foi moida durante 1 minuto num

almofariz (o estado sélido foi confirmado antes e depois da moagem de forma a garantir
a estabilidade da forma). De seguida fez-se a pesagem da quantidade total de cada
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componente considerando, as experiéncias todas definidas no delineamento, obtendo-se
uma massa total para cada formulacdo de 35,1g. A mistura foi feita num misturador
orbital durante 10 min e ap0s isso, foi feita uma divisao por varios tubos considerando as
trés HR e os dois tempos de armazenamento. As amostras foram utilizadas para produzir
comprimidos de 300 mg numa prensa manual com as duas forcas de compressao
referidas.

Os controlos positivos e negativos foram apenas produzidos na forma de pos.

Todos os materiais produzidos, a excecao dos controlos, foram analisados na forma
de mistura de pds e comprimidos. As misturas de pds foram analisadas por DSC, MIR,
NIR e Raman. Os comprimidos foram analisados por NIR (dois comprimidos), Raman
(dois comprimidos) e ensaios de dissolucéo (trés comprimidos).

4.2.4. Técnicas usadas para caraterizacdo dos materiais e produtos

424.1. DSC

Os termogramas de DSC foram obtidos num calorimetro Q200 (TA instruments,
EUA) calibrado com indio. N2 seco foi usado com gas de purga (50mL/min). 2 a 3 mg de
amostra foram colocados em cadinhos herméticos furados com aquecimento a 10°C/min
e entre 0 e 210°C. A opcéo de furar os cadinhos foi feita por forma a evitar a sua eventual
rutura devido a pressdo do vapor de agua e para prevenir o aparecimento de formas
metaestaveis devido a interacdo do vapor de dgua com a estrutura cristalina, que podia
interferir nos resultados obtidos.

4242. MIR
Os po6s foram analisados por espectroscopia de infravermelho médio com
transformada de Fourier com refleténcia total atenuada (ATR-FTIR). Os espetros foram
adquiridos utilizando um espetrometro FTIR System (PerkinElmer Spectrum BX) no
modo ATR com um acessério PIKE Technologies GLADI ATR de 4000 a 600 cm™ e
uma resolucdo de 4 cm™ e 32 varrimentos. Os espetros observados na anélise de
resultados foram pré-processados com SNV e utilizou-se a totalidade do espetro.

4243. NIR

Os po6s e os comprimidos foram analisados por espectroscopia de infravermelho
proximo utilizando-se um equipamento FT-NIR da Thermo Scientific™ Antaris™,
equipado com detetor InGaAs (Indium Galio - Arsénio). O espetro é adquirido com uma
sonda de refletancia (Sabir, ThermoNicolet, Madison, EUA) com uma area de iluminagéo
com um didmetro de 0,5 cm. Cada espetro NIR foi gravado ao longo de uma gama de
nimeros de onda entre 10000 e 4000 cm™, com resolugdo e nimero de varrimentos
estabelecidos a 8 cm™ e 32, respetivamente. O equipamento é controlado através do
software RESULTS (Thermo Scientific).

4244, Raman
Os espetros de Raman foram adquiridos utilizando um Ocean Optics QE-Pro
equipado com um laser de frequéncia 785nm (configuracbes de aquisicdo: média de 2
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varrimentos e tempo de integracio de 7 segundos) operando na faixa de 154,3 cm™-1880
cm™. Os comprimidos foram medidos através de um acessorio sem contacto direto com
a sonda. O equipamento é controlado através do software SpectraSuite da Ocean Optics.

4.24.5. Ensaios de dissolugdo

Os ensaios de dissolucao foram realizados de acordo com o0 método descrito no Ensaio
de Dissolucéo de Formas Farmacéuticas Solidas 2.9.3. (FP VIII), aparelho AT7 Sotax®
com pa agitadora. Liquido de dissolucdo: tampdo acido cloridrico pH=1, volume
=1000mL. Velocidade de agitacdo = 50rpm. Temperatura: 25°C + 5°C. Intervalos de
tempo de recolha de amostras de 5mL (em minutos): 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240,
300. A analise das amostras foi efetuada em espetrofotometro HITACHI® U-1900 a
257,8nm utilizando-se células de quartzo para a leitura. Cada amostra foi substituida por
meio de dissolugdo novo. Trés comprimidos de cada formulacéo foram sujeitos ao ensaio.
Todas as experiéncias de dissolugéo foram realizadas sob condi¢des de imersdo (sink
conditions).

4.2.5. Analise multivariada

4251. PCA

Os espetros NIR e Raman foram analisados através de analise de componentes
principais (PCA). Os espetros NIR foram pré-processados com a primeira derivada
aplicando o algoritmo de Savitzky-Golay e os espetros Raman foram pré-processados
com variacdo de padrdo normal (SNV). Antes da anélise de PCA, todos o0s conjuntos de
espetros foram sujeitos a mean-centring e utilizou-se a totalidade do espetro para as
analises. A analise de PCA foi feita na PLS toolbox (versdo 8.2.1.Eigenvector Research
Inc, Wenatchee WA) para o Matlab (versdo 8.0).

40



Monitorizagdo de conversdo polimérfica em formulagdes de olanzapina através de espetroscopia vibracional

5. Resultados

A analise de resultados sera dividida em varias sec¢des, esquematizadas na figura 9,
de acordo com os quatro parametros considerados.

Anélise dos
controlos e das
misturas (pds)

Parametros avaliados

l v l

Humidade Tempo de
relativa armazenamento

Formulacgéo

Anélise do
produto final
(comprimidos)

Parametros avaliados

‘, l

Humidade Forca de
relativa compressao

Figura 9 - Esquema-resumo da analise de resultados

5.1. Anédlise de pés
5.1.1. Anélise da formulacao

a. Controlos positivos
Inicialmente foi feita uma caraterizacdo dos diferentes controlos produzidos que tém
na sua constituicdo apenas as duas formas de OLZ (anidra | e dihidratada D) em diferentes
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proporcdes. Esta caracterizacdo foi realizada com recurso as técnicas NIR, MIR, Raman
e DSC.

O termograma da OLZ anidra | (CP5) (Figura 10) apresenta apenas um evento
endotérmico resultante da fusdo da OLZ que ocorre aos 195,68°C com uma entalpia de
AH =127 J/g. E apresentado também o termograma correspondente ao controlo negativo
constituido apenas por excipientes, no qual ndo se observa nenhuma transi¢do de fase
perto do ponto de fusdo da OLZ. Os restantes controlos produzidos (CP1, CP2, CP3 e
CP4) ja tém na sua constituicdo a forma hidratada D da OLZ, em diferentes proporc¢des
de acordo com a tabela 4 (tabela materiais e métodos). Os termogramas (Figura 11)
apresentam dois eventos endotérmicos, o primeiro corresponde a uma banda mais larga
resultante da evaporacao da agua e o segundo corresponde a fusdo da OLZ. Apds a fase
de desidratacéo, a forma anidra | de OLZ resultante, apresenta alguma estabilidade, pois
a linha de base do termograma ndo ¢é alterada até a fusdo final da molécula. O aumento
da quantidade de OLZ dihidratada origina valores de entalpia de vaporizagdo mais
elevados e temperaturas de evaporacdo da agua, mais proximas de 100°C [64].

A estabilidade da rede cristalina da OLZ, ocorre devido as varias ligacdes de
hidrogénio NH-N estabelecidas entre as unidades dimeéricas que constituem a estrutura.
Apesar de se tratarem de ligacdes fracas, permitem a formacdo de uma estrutura rigida
que resulta na existéncia de um ponto de fusdo elevado associado a um valor baixo de
entalpia de vaporizacao, observavel para a forma anidra | da OLZ. A versatilidade da rede
cristalina permite a formacao de ligacGes de hidrogénio com moléculas de solvente que
séo incorporadas no seu interior. A inclusdo destas moléculas permite a estabilizacdo da
rede cristalina, tendo como consequéncia, 0 aumento da temperatura de desidratacdo da
molécula [75],[64]. Assim, os controlos positivos que contém mais forma dihidratada D
da OLZ (CP1 e 2) e consequentemente, uma maior quantidade de agua, vao apresentar
uma temperatura maior de desidratacdo, juntamente com entalpias de vaporizacdo mais
elevadas.

194.38°C
127.0J/g

|
|
|

Fluxo de Calor (W/g)

C.Negativo
6 —— CP5 (OLZ Fl)

195.89°C

-8

T T T
-50 0 50 100 150 200 250
Exo Up Temperatura (°C) Universal V4.5A TA Instruments

Figura 10 - Termogramas das formulacdes CP5 (100% forma anidra I) e Controlo
Negativo
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Figura 11 - Termogramas das formulagdes CP1 (forma dihidratada D), CP2 (82% f.dihidratada D /18%
f.anidra I), CP3 (50% f.dihidratada D/50% f.anidra 1) e CP4 (18% f.dihidratada D/82% f.anidra I)

A andlise estrutural das formas anidra | e dihidratada D da OLZ foi conseguida atraves
de uma analise MIR dos controlos positivos produzidos (figura 12 e anexo 2). A
atribuicdo de bandas, no caso da forma anidra I, foi feita de acordo com uma caraterizacdo
estrutural descrita em Ayala et al.(2006) [68] e a tabela com a descri¢cdo das bandas
obtidas encontra-se no anexo 2.
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Figura 12 - Espetros MIR das formas anidra | (OLZ anidra) e dihidratada D (OLZ dihidratada) individualmente e
em diferentes proporgdes forma dihidratada D/forma anidra | (82%/18%; 50%/50%; 18%/82%). Regides espetrais:
a) 3700 cm* até 2500 cm; b) 1800 cm* até 1300 cm; ¢) 1300 cmtaté 900 cm d) 900 cm™ até 600 cmL.Espetros
pré-processados com SNV.
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Os espetros obtidos para os diferentes controlos positivos que foram produzidos,
podem ser agrupados em dois grupos de acordo com o grau de similaridade: o primeiro é
constituido pelas formulagdes CP1, CP2 e CP3 que contém mais forma dihidratada D (a
tracejado no grafico) e o segundo, pelas formula¢bes CP4 e CP5 (a cheio no grafico) que
tém maior percentagem da forma anidra I. As diferencas entre estes dois grupos de
espetros residem no facto das ligacdes de hidrogénio, que se estabelecem na rede
cristalina da OLZ, se alterarem significativamente, aquando da introdugdo de moléculas
de solvente. A estrutura cristalina inicial é alterada, resultando no aparecimento de
algumas bandas novas e o desvio de valores de nimeros de onda, para alguns grupos
funcionais da molécula.

Aquando da introducdo da molécula de agua, a ligacdo de hidrogénio que existe entre
0 grupo N10-H e o &tomo N5 do grupo imina, é quebrada, formando-se uma ligacao do
tipo N-H---Ow-Hw---Ow-Hw---N (Figura 5a). Para além do 4&tomo N5 do grupo imina,
também o atomo N4’ do grupo piperidina se torna grupo aceitador de hidrogénios. As
ligacdes de hidrogénio contribuem para a estabilidade da rede cristalina, mantendo-se a
existéncia de varios dimeros agrupados em blocos formando uma estrutura tridimensional
em colunas. As novas ligacOes de hidrogénio formadas sdo observaveis no espetro da
forma dihidratada D entre os 3550 cm™ e os 3000 cm™, com o aparecimento de duas
novas bandas ndo observaveis na forma anidra I, que correspondem & vibragdo de
estiramento do grupo -OH.

A vibragio de estiramento do grupo NH é observavel aos 3219 cm™ para todas as
formulagdes. Esta ligacdo é carateristica das aminas secundarias heterociclicas e costuma
ser observavel por volta dos 3450 cm™, no entanto o aparecimento a nimeros de onda
menores indica que o hidrogénio estd envolvido em ligacdes de hidrogénio, o que é
corroboravel com o que ja foi descrito para a estrutura cristalina da OLZ.

Na regido espetral compreendida entre os 1700 cm™ e os 1500 cm™ também séo
observaveis algumas diferencgas nos espetros obtidos. A banda que aparece aos 1587 cm
cm™? para a forma dihidratada D ¢ alterada para os 1584 cm™ para a forma anidra | e
corresponde a associacdo da vibracdo de estiramento do grupo C=N juntamente com a
vibracdo de deformacdo angular do grupo NH. A vibracdo de estiramento do grupo C=C
e a vibracdo de deformacéo angular do grupo CH do anel aromatico, séo alteradas de 1555
cm™ na forma anidra I para 1560 cm™ na forma dihidratada D.

Para além do anel aromético R2, o grupo piperazinil (R4) sofre algumas alteragdes,
em algumas vibracdes de estiramento do anel, com a introducéo de agua na estrutura da
OLZ. Nomeadamente as bandas observaveis a 1143 cm™ e a 1009 cm™ para a forma
anidra 1, sdo alteradas respetivamente para, 1153 cm™ e 1004 cm™ para a forma
dihidratada D. Na regido abaixo dos 1000 cm™, as vibracdes de estiramento dos grupos
funcionais azepina e tiofeno sdo alteradas de 965 cm™ para 972 cm™, com a hidratacéo
da molécula. Assim como, a deformacdo angular fora do plano do grupo CH do anel
aromatico é também alterada de 745 cm™ para 750 cm™.

Os controlos positivos foram também analisados com espectroscopia Raman, de
modo a comparar as duas analises. Os espetros obtidos podem observar-se na figura 13.
A atribuicdo das bandas encontra-se no anexo 2 e foi realizada de forma equivalente a
analise por MIR. De forma geral, é possivel verificar que as diferencas espetrais entre as
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formas anidra I e dihidratada D néo sao tdo significativas em compara¢do com os espetros
MIR. Assim, esta técnica espetroscopica ndo € tao sensivel a detecdo de diferencas de
humidade entre duas amostras. As principais variacdes espetrais observaveis resultam de
diferencas estruturais na rede cristalina da OLZ e de diferencas fisicas da propria mistura,
como por exemplo, a distribuicdo do tamanho de particula, originando altera¢Ges na linha

de base do espetro.

Intensidade Raman
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Figura 13 - Espetros Raman das formas anidra | (OLZ anidra) e dihidratada D (OLZ dihidratada) individualmente e
em diferentes proporgdes forma dihidratada D/forma anidra | (82%/18%; 50%/50%; 18%/82%). Espetros pré-

processados com SNV.

As técnicas DSC e MIR permitiram obter uma analise estrutural das duas formas de
OLZ. Esta informacéo foi complementada com a utilizacdo de espetroscopia NIR. Os
espetros obtidos encontram-se na figura 14.

Absorvancia
-
T

T T T

OLZ dihidratada (1)

——— 0OLZ dihid./OLZ ani.(82/18)(2) | _|

OLZ dihid JOLZ ani.(50/50)(3)
——— OLZ dihid./OLZ ani.(18/82)(4)
OLZ anidra (5)

4000 5000

7000 8000 9000
Numero de onda (cm-1)

Figura 14 - Espetros NIR das formas anidra | (OLZ anidra) e dihidratada D (OLZ dihidratada) individualmente e
em diferentes proporg¢Bes forma dihidratada D/forma anidra | (82%/18%; 50%/50%; 18%/82%). Espetros pré-

processados com SNV.
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De uma forma geral observa-se um comportamento espetral distinto no caso da forma
hidratada D (CP1) em relacdo as restantes amostras que contém as duas formas da
molécula. Os espetros NIR séo constituidos por vérias zonas distintas, resultantes das
combinagbes e sobreposicdes resultantes das vibragdes dos grupos funcionais
constituintes da molécula. A primeira zona corresponde a zona das combinacdes e situa-
se na regido espetral abaixo dos 5000 cm™. E possivel observar no espetro a
predominancia de varias bandas entre os 4400-4000 cm™ que correspondem as
combinacdes das bandas associadas a vibracao dos grupos CH e CC. Como o hidrogénio
do grupo CH néo participa em ligagcdes de hidrogénio, as bandas sdo mais estreitas e tém
grande intensidade. Nesta zona, o espetro da forma dihidratada D da OLZ (CP1) tem
valores de absorvancia menores e algumas bandas sdo distintas das restantes formulacoes,
concluindo-se assim, que a estrutura tridimensional do cristal é alterada com a introdugéo
da agua, nomeadamente, as vibracdes CC e CH dos anéis aromaticos e fora do plano séo
modificadas com as novas ligacdes de hidrogénio.

A zona espetral até aos 5000 cm™ corresponde as combinages das bandas dos grupos
NH e CC (4730 cm™) e observa-se também para o espetro da forma dihidratada D (CP1),
as combinacdes resultantes das vibragdes da molécula de agua (4545 cm™) e do grupo
OH (5000 cm™-4762 cm™). A introdugdo da molécula da 4gua é observavel também entre
0s 5300-5200 cm'%, que corresponde & zona de primeiro sobretom das bandas associadas
a vibragdo do grupo OH e entre os 7000 — 6800 cm™ que corresponde a zona de segundo
sobretom das bandas associadas ao grupo OH. Para além das vibracdes associadas a este
grupo, existem também diferencas na zona espetral entre 5900 — 5700 cm™ resultantes da
primeiro sobretom das bandas associadas ao grupo CH e entre 9000 — 8300 cm™
associadas a segundo sobretom de bandas deste grupo.

Com muito menor intensidade, observam-se ainda as bandas associadas ao primeiro
sobretom do grupo NH, acima dos 7000 cm™,

b. Misturas iniciais
Apos a andlise estrutural dos diferentes controlos positivos, foram produzidas cinco
formulagbes diferentes de acordo com o DoE (tabela 6). Estas formulagdes sé&o
constituidas pelas duas formas de OLZ em diferentes propor¢des, juntamente com dois
excipientes adicionais. As cinco misturas produzidas, nesta fase inicial foram analisadas
pelas quatro técnicas ja referidas: DSC, NIR, MIR e Raman.

47



Monitoriza¢do de conversdo polimdrfica em formulagdes de olanzapina através de espetroscopia vibracional

Os termogramas obtidos para as misturas iniciais (Figura 15) tém perfis semelhantes
aos ja obtidos para os controlos positivos (Figura 11). Apresentam os dois eventos
endotérmicos ja referidos anteriormente, e a proporcdo existente entre as formas anidra e
dihidratada D influencia os valores de entalpia de vaporizacdo e temperatura de
evaporacdo da agua. Assim, as misturas que apresentam maior percentagem de forma
dihidratada D (M2 e M4) tém valores de entalpia e temperaturas de evaporacdo mais
elevadas, e 0 oposto acontece para misturas com menor percentagem de forma dihidratada
D (M1, M3 e M5). Neste caso, observa-se uma menor diferenca entre os dois grupos de
misturas, devido a influéncia dos excipientes, que também contém uma pequena
percentagem de agua. Um dos excipientes adicionados ¢ a MCC que tem uma
sensibilidade maior a absorcdo de agua e pode influenciar as formulagdes que contém
farmacos que podem ser alterados de acordo com as condi¢des de humidade relativa
[108].
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Figura 15 - Termogramas das formulagdes M1(50%anid./50%dihidr.), M2(18%anid./82%dihidr.),
M3(82%anid./50%dihidr.), M4 (100%dihidr.), e M5 (100%anid..) expostas & HR inicial (55%)

As cinco formulagdes produzidas inicialmente, foram expostas a diferentes condigoes
de humidade relativa durante tempos de armazenamento diferentes, de acordo com a
tabela 3. Os diferentes valores obtidos de entalpia de vaporizagéo, estdo resumidos no
grafico da figura 16, e através de uma analise de variancia (ANOVA) é possivel averiguar
se entre as cinco formulacdes produzidas, existe pelo menos uma gque contém valores de
entalpia significativamente diferentes das restantes.
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Figura 16 - Grafico-resumo com os valores obtidos por DSC de entalpia de vaporizacgéo para as formulagdes M1 a M5
expostas a diferentes humidades relativas e tempos de armazenamento

As cinco formulacGes obtidas correspondem a cinco grupos diferentes e foram
comparados através de uma analise de variancia, de forma independente do grau de
humidade relativa e tempo de armazenamento a que foram sujeitos.

Obteve-se um valor p = 5,38 x 1071%, ou seja, um nivel de significAncia muito
elevado indicando diferencas entre as entalpias de vaporiza¢do. De notar que o teste
ANOVA ¢ sensivel mesmo que apenas um dos grupos seja diferente.

Através da andlise do diagrama caixa de bigodes apresentado na figura 17, verifica-
se que as misturas M3, M4 e M5 sdo as que tém valores de entalpia mais dispares em
relacdo as restantes, mantendo-se a ordem ja observada anteriormente, para os controlos
positivos: AHy (M5) <AHyv (M3) <AHy (M1) <AHyv (M2) <AHy (M4). Ou seja, os valores
de entalpia aumentam com a quantidade de OLZ dihidratada D presente na formulagéo,
independentemente da HR a que foram posteriormente sujeitos.
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Figura 17 - Diagrama de quartis relativo aos valores de entalpia de vaporizagdo determinados por DSC para as
formulagcdes M1 a M5 expostas a diferentes HR

Os espetros MIR obtidos para as misturas iniciais encontram-se na figura 18. As
regides espetrais entre 920 cm™ e 700 cm™ e entre 1750 cm™? e 1300 cm? foram
selecionadas, pois nas restantes zonas do espetro existem bandas correspondentes aos
excipientes que podem mascarar as bandas da OLZ presentes no espetro. As diferencas
existentes entre os dois grupos de misturas mantém-se, apresentado semelhancas ao que
ja foi observado para os controlos (figura 12). Neste caso, as misturas M2 e M4 tém maior
quantidade da forma dihidratada D e as misturas M1, M3 e M5 tém mais forma anidra .
A presenca de uma maior quantidade de &gua é observavel no grafico para a banda
associada ao grupo C=N e NH, que aparece a 1584 cm™ para as misturas com mais forma
anidra e é alterada para 1587 cm™ para as restantes misturas. As vibragdes CH do anel
aromatico também s&o alteradas de 1555 cm™ na forma anidra I para 1560 cm™ na forma
dihidratada D, assim como as vibracGes CH aromaticas fora do plano, que séo alteradas
de 745 cm™ para 750 cm™, na forma dihidratada D. A introducdo de moléculas de agua
na estrutura da OLZ é observavel também noutras regides espetrais ndo referidas,
existindo sempre o desvio para nimeros de onda mais elevados, para o caso das misturas
maioritariamente constituidas pela forma dihidratada D.
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Figura 18 - Espetros MIR de pds para as formulagdes iniciais com diferentes proporcdes forma dihidratada D/forma
anidra | (M2:82%/18%;M1: 50%/50%; M3:18%/82%;M4:100%/0%; M5:0%/100%). Regides espetrais: a) 920 cm
L até 700 cm; b) 1750 cm* até 1300 cmL. Espetros pré-processados com SNV.

As cinco misturas iniciais produzidas foram ainda analisadas através de NIR e Raman.
O espetro obtido para a espetroscopia NIR (Figura 19) apresenta algumas variacfes
observaveis nas bandas espetrais que permitam inferir a existéncia de diferencgas
estruturais na molécula e na estrutura cristalina apds a sua hidratacio. E observavel na
primeira regido espetral, entre 4400 e 4000 cm™, a existéncia de valores de absorvancia
menores para as misturas M2 e M4, que contém maior quantidade de forma dihidratada
D, indicando que as vibragfes CC e CH dos anéis aromaticos e fora do plano do plano
sdo alteradas com a introdugdo da agua na estrutura. A zona do primeiro sobretom das
bandas associadas a vibracdo do grupo OH (entre 5300 e 5200 cm™) também apresenta
diferenca, nomeadamente na existéncia de valores de absorvancia maiores para as
misturas com maior forma dihidratada D (M2 e M4). Na regi&o dos 5900 a 5700 cm™, as
diferencas observadas resultam da alteracdo das bandas associadas ao grupo CH.
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Para este tipo de espetroscopia, a existéncia de varias sobreposicdes e combinagdes
de vibragdes de alguns grupos funcionais, como CH, OH e NH, leva a obtencdo de
espetros complexos, e por isso esta analise foi complementada com recurso a
quimiometria para interpretagao dos espetros, tentando evidenciar as diferengas entre as
misturas.

Em relacdo aos espetros Raman (Figura 20), as poucas bandas existentes tém pouca
intensidade, devido ao efeito de fluorescéncia que contribui para mascarar este sinal.
Assim, os espetros das misturas iniciais obtidos por ambas as técnicas, foram analisados
através de PCA.
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Figura 19 - Espetros NIR de p6s para as formulacdes iniciais com diferentes proporc¢des forma dihidratada D/forma

anidra | (M2:82%/18%;M1: 50%/50%; M3:18%/82%;M4:100%/0%; M5:0%/100%).. Espetros pré-processados com

SNV.
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Figura 20 - Espetros Raman de pos para as formulag@es iniciais com diferentes propor¢des forma dihidratada D/forma
anidra | (M2:82%/18%;M1: 50%/50%; M3:18%/82%;M4:100%/0%; M5:0%/100%).. Espetros pré-processados com
SNV.

No caso dos espetros NIR, obteve-se um modelo PCA com dois componentes
principais com uma variancia capturada acumulada de 99%. E observavel uma separaco
nos scores (Figura 21), para o primeiro componente, de acordo com a quantidade de OLZ
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dihidratada D presente nas misturas com a existéncia de dois grupos de misturas que ja
tinham sido observados na regido MIR: as misturas M2 e M4, que tém um maior grau de
hidratacdo e as misturas M3 e M5, com um menor grau de hidratagdo. Neste caso a
mistura M1 que apresenta, 50% de cada uma das formas, aparece entre os dois grupos.

Os loadings (Figura 22) mostra que as principais variacdes espetrais captadas pelo
primeiro componente, situam-se entre os 5000 cm™ e os 4500 cm™ e entre os 5300 cm™*
e 0s 5200 cm™, que correspondem respetivamente, as combinagdes resultantes das
vibragdes da molécula de &gua e do grupo OH e a zona de primeiro sobretom das bandas
associadas ao grupo OH. Também se observam diferengas entre os 5900 cm™ e os 5700
cm? associadas a zona do primeiro sobretom para o grupo CH, que estdo diretamente
relacionadas com a estrutura cristalina, que € modificada com a hidratacao.
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Figura 21 - Scores do modelo PCA obtido a partir de espetros NIR de pds para as formulagdes iniciais com diferentes
proporcbes forma dihidratada D/forma anidra | ( M2:82%/18%;M1: 50%/50%; M3:18%/82%;M4:100%/0%);
M5:0%/100%).
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Figura 22 - Loadings do modelo PCA para o componente um obtido a partir de espetros NIR de pds para as
formulagdes iniciais com diferentes proporcdes forma dihidratada D/forma anidra | ( M2:82%/18%;M1:
50%/50%; M3:18%/82%:M4:100%/0%:; M5:0%/100%).

Para os espetros obtidos por Raman, foi obtido um modelo PCA com quatro
componentes principais com variancia capturada de 97%. De acordo com a andlise feita
anteriormente aos controlos positivos, esta técnica ndo é sensivel as variagdes na
quantidade de &gua nas amostras. Apenas € observavel nos scores para o terceiro
componente (Figura 23), que captura apenas 12% da variancia espetral, uma ligeira
separagéo de acordo com a percentagem de forma dihidratada D. Os loadings (Figura 24)
para o terceiro componente, mostra que as principais variagoes captadas se situam entre
0s 1650 cm™ e 0s 1550 cm™, que correspondem as vibragdes do anel aromatico e do grupo
CN que participa nas ligacdes de hidrogénio. Deste modo, a presenca de uma maior
percentagem de agua nas amostras nao é detetada diretamente na espetroscopia Raman,
no entanto as diferengas estruturais na estrutura cristalina resultantes da hidratacéo levam
a uma ligeira separacao das misturas observavel para o terceiro componente.
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c. Comparacdo das técnicas usadas

De modo a analisar as diferencas existentes entre as varias misturas, devido as
quantidades variaveis de OLZ anidra | /OLZ dihidratada D usadas em cada uma delas, foi
feita uma caracterizacdo inicial das mesmas e s6 da substancia ativa sem os excipientes
(controlos positivos).

As varias técnicas utilizadas permitiram comparar os perfis térmicos distintos
apresentados pelas duas formas polimorficas e também perceber as diferencas estruturais
existentes entre ambas. Através da atribuicdo de bandas feita com recurso a trés técnicas
espetroscépicas distintas, foi possivel obter uma analise completa da estrutura da OLZ
anidra | e da sua forma dihidratada D. A caracterizagdo da molécula é importante para se
antecipar o possivel efeito de exposicao a diferentes valores de humidade relativa, na rede
cristalina da OLZ e que afetariam a sua estabilidade e biodisponibilidade. Este
conhecimento permite o desenvolvimento futuro de condi¢fes mais eficazes de producao
e armazenamento das formas farmacéuticas, ndo comprometendo o efeito terapéutico do
farmaco.

A andlise por DSC permitiu uma distincdo clara entre as misturas com maior
quantidade de OLZ dihidratada D (M2 e M4) e menor quantidade desta forma (M1, M3
e M5). A diferenga torna-se mais notéria nos termogramas obtidos para os controlos
positivos, com a obtencdo de valores de entalpia de vaporizagdo e temperaturas de
evaporacdo, bastante diferentes, entre as varias formulacdes. No caso das misturas, a
distingdo existente mantém-se apds a exposicdo a diferentes humidades relativas,
observando-se através da analise de variancia e do diagrama caixa de bigodes, que as
misturas M4 (100% forma dihidratada D) e M5 (100% forma anidra 1), tém valores
médios de entalpia em extremos opostos.

Esta técnica é bastante sensivel a percentagem de agua retida nas varias formulacdes,
e por isso torna-se muito importante na avaliacdo da estabilidade da OLZ, quando esta é
exposta a humidades relativas diferentes, pois permitir detetar a possivel formacdo de
hidratos nessas condi¢es.

Os diferentes graus de hidratagdo da OLZ existentes nos dois grupos de misturas que
foram analisados por DSC, estdo em concordancia com a analise espetral realizada na
zona do infravermelho médio (MIR) e infravermelho proximo (NIR). Ambas as técnicas
permitiram a diferenciacdo das formulagcdes de acordo com a percentagem de forma
dihidratada de cada uma delas, sendo que a analise estrutural das duas formas
polimorficas foi melhor conseguida através de MIR, pois apresenta bandas mais
definidas. Esta técnica permite uma identificacdo clara da forma dihidratada através das
duas bandas adicionadas associadas a vibragdo do grupo OH, localizadas entre 3550 e
3300 cm™, que aparecem exclusivamente, nesta forma. Existem também alteracdes de
alguns numeros de onda carateristicos de grupos funcionais quando ocorre a hidratacéo
da molécula. As ligacdes de hidrogénio existentes para a forma dihidratada estabelecem-
se entre moléculas de dgua e com alguns grupos funcionais da molécula, como o grupo
NH ou o grupo CN, enfraquecendo as suas ligacdes, resultando em frequéncias de
vibragdo menores.

No caso da espetroscopia NIR, obtiveram-se espetros mais dificeis de interpretar, no
entanto no caso dos controlos positivos, a banda correspondente ao primeiro sobretom da
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banda OH permite distinguir de forma clara, os diferentes graus de hidratacdo dos
controlos. Para as misturas, a diferenciacdo espetral tambem foi possivel, obtendo-se
resultados concordantes com os obtidos para os controlos positivos. A influéncia dos
excipientes, que apresentam bandas de combinacao e sobreposi¢cdo em zonas comuns aos
grupos funcionais da OLZ, eleva a complexidade dos espetros, obtendo-se bandas mais
largas em comparagdo com 0 MIR, e por isso a analise tem que ser complementada com
a utilizacao de quimiometria.

As ligacdes de hidrogénio também influenciam os nimeros de onda do espetro NIR,
como é observavel para o grupo NH. O hidrogeénio esta diretamente envolvido na ligacéo
com a &gua, enfraquecendo a ligagdo com a azoto, resultando numa diminui¢do da
frequéncia de vibracdo desta ligacdo. Consequentemente, o grupo NH aparece a numeros
de onda maiores com uma intensidade muito menor.

Os espetros obtidos também séo passiveis de dividir em dois grupos de acordo com o
grau de semelhanga, confirmando os resultados ja obtidos por DSC. As misturas com
maior percentagem de forma dihidratada D tém um comportamento espetral caracteristico
dessa forma e 0 oposto se verifica para as misturas com maior quantidade de forma anidra
l.

No caso da espetroscopia Raman ndo se obteve uma distin¢do clara das misturas,
como nas restantes técnicas, pois esta técnica ndo é sensivel as variagcdes de agua nas
amostras e por isso a Unica diferencial espetral que foi possivel obter estd relacionada
com pequenas diferencas estruturais na propria molécula aquando da sua hidratacao, e
que séo detetaveis através de Raman. Assim esta ultima técnica, ndo é adequada para ser
utilizada durante a monitorizacéo do grau de hidratagdo da OLZ.

5.1.2. Analise do efeito da humidade relativa no armazenamento

As cinco misturas inicialmente produzidas foram expostas a trés humidades relativas
diferentes (11%, 75% e 93%) durante dois periodos de tempos de armazenamento
diferentes (uma semana e um més).

De forma avaliar a quantidade de &gua absorvida pelas misturas nas condi¢des
referidas, as mesmas foram analisadas por DSC, ap06s serem retiradas dos exsicadores. Os
valores obtidos de entalpia de vaporizacdo encontram-se resumidos no grafico de barras
da figura 16. Foi feita uma andlise de varidncia (ANOVA) de modo a comparar, de forma
geral, a média dos valores de entalpia obtida para HR do ambiente. Obteve-se um valor
de p = 0,97, ou seja, ndo existem diferencas significativas na percentagem de agua retida
nas amostras, quando é variada a HR do ambiente de armazenamento das mesmas.

A influéncia da HR a que foram armazenadas as amostras apenas existe em algumas
misturas, nomeadamente para as formulagdes M1 e M5 em que se observa uma tendéncia
de aumento da entalpia de vaporizacdo a medida que aumenta a HR, para um tempo de
armazenamento de uma semana.

No caso das misturas M2 e M4 observa-se o efeito contrario, ou seja, os valores de
entalpia de vaporizacdo diminuem com o aumento da humidade relativa. Assim, apenas
para as misturas que apresentam maiores quantidade de forma anidra (M1 e M5), existe
uma maior absorcdo de agua quando expostas a meios ambientes mais humidos. A
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formulacdo M3 também tem na sua constituicdo mais forma anidra, no entanto, ndo €
observavel esta tendéncia, existindo somente um ligeiro aumento de valores de entalpia,
quando comparadas as HR de 11% em relacdo a 93%. Para as formula¢cGes com maior
quantidade de forma dihidratada (M2 e M4), a diminuigdo é mais percetivel para a
formulacdo M2, quando esta é exposta a 93% HR.

A estrutura cristalina rigida da OLZ composta por varios dimeros empilhados, permite
a incorporacéo isolada de moléeculas de agua, através de ligacdes de hidrogénio destas
moléculas com o grupo imina da OLZ. Para as formula¢cBes maioritariamente anidras
(M1, M3 e M5), a incorporagdo das moléculas de agua faz-se no interior da estrutura
cristalina, permitindo a formacéo de ligacGes de hidrogénio mais fortes que estabilizam a
molécula, a medida que ocorre a hidratacdo quando esta € exposta a HR mais elevados.

Quando se trata de uma forma ja hidratada (M2 e M4), os locais de ligacdo das
moléculas de agua, no interior da estrutura ja se encontram ocupados, existindo uma
maior competicdo pela incorporacdo das mesmas. Assim, ocorre uma interacdo mais
superficial com as moléculas de agua, resultando numa menor energia para a remocao das
mesmas. Desta forma, as entalpias de vaporizacdo diminuem, no caso de formas mais
hidratadas, quando a HR do ambiente é maior.

A andlise das misturas, apds o armazenamento, na zona média do infravermelho foi
executada, escolhendo-se as mesmas regides espetrais ja mencionadas anteriormente (920
cm? e 700 cm™? e entre 1750 cm™ e 1300 cm™), de forma a evitar a influéncia dos
excipientes na andlise.

Apenas para a formulacdo M5 (figura 25) se observaram diferencas espetrais
resultantes da incorporacdo de moléculas de &gua na estrutura da OLZ. O espetro desta
mistura apos a exposicdo a 93% HR durante uma semana, apresenta maior semelhanca
com o espetro da forma dihidratada. Para os restantes espetros, a similaridade é maior
com a forma anidra. Este resultado esta de acordo com o que foi obtido por DSC, ou seja,
0 aumento de entalpia de vaporizacdo observado para a mistura M5, com uma HR de
93%, refletiu-se na estrutura da OLZ. Por exemplo, é observavel no grafico o desvio da
banda aos 745 cm™ para 750 cm™, resultante das vibragGes CH aromaticas fora do plano.

No caso das misturas restantes, 0 comportamento espetral ndo se alterou, mantendo-
se 0 grau de similaridade com a forma polimoérfica existente inicialmente, em maior
quantidade. Ou seja, para as misturas M2 e M4, os espetros sdao semelhantes a forma
dihidratada e 0 mesmo acontece para as misturas M1 e M3 em relagdo a forma anidra.
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Figura 25 - Espetros MIR de pos para a formulag@o M5 exposta a diferentes HR para o tempo de armazenamento de
uma semana. Regides espetrais: a) 920 cm* até 700 cm; b) 1750 cm* até 1300 cm™L. Espetros pré-processados com
SNV.

As mesmas misturas foram também analisadas com espetroscopia NIR, de forma a
avaliar a capacidade desta técnica de distinguir diferencas espetrais resultantes da
exposicéo a diferentes HR.

Em relacéo aos espetros obtidos, ndo foram detetadas diferencas visuais. Deste modo,
foram testados varios modelos PCA para as cinco misturas, separando-se os dois tempos
de armazenamento utilizados, de forma a ter em conta a influéncia apenas da HR
ambiente. Apenas as misturas M1, M2, M3 e M5 mostraram uma diferenciagdo nos
scores, de acordo com a HR utilizada.

No caso da mistura M1 (figura 26) e para o tempo de armazenamento de uma semana,
obteve-se um modelo PCA com dois componentes principais e 74% de variancia
capturada. A distingdo para o primeiro componente, de acordo com as trés HR
consideradas é mais clara para esta primeira mistura apos a primeira semana. No caso do
tempo de armazenamento de um més, 0 modelo obtido tem dois componentes principais
e um valor semelhante de variancia capturada (75%), no entanto a diferenca observada
entre as amostras é menor, distinguindo-se apenas as amostras armazenadas a 93% HR.

Para a mistura M2 (figura 27) também é observavel uma separacdo das amostras de
acordo com a HR, para o primeiro componente principal, sendo que neste caso, as
amostras expostas a 93% também sdo as mais distinguiveis em relacdo aos restantes
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grupos. A variancia capturada foi de 92% neste caso, com um total de quatro componentes
principais, ou seja, este modelo adapta-se melhor aos dados em compara¢do com 0s
restantes casos.

As misturas M3 e M5 (figura 28, 29, 30 e 31) sdo as que apresentam uma menor
distingdo das amostras de acordo com a HR. No caso da mistura M5, apenas para o tempo
de armazenamento de uma semana, é observavel uma diferenciacdo para o primeiro
componente, com uma diferenca mais clara para as amostras armazenadas a 93%. O
mesmo se observa para a mistura M3, que tanto para uma semana como para um més de
armazenamento, apenas para uma das HR existe uma distin¢cdo do restante grupo de
amostras.

A analise na zona do infravermelho préximo permite assim, a detecdo de diferencgas
existentes nas misturas, resultantes da quantidade de agua retida por cada uma delas, de
acordo com a HR a que foram expostas. Em relacdo as misturas M1 e M5, a tendéncia
observada através de DSC, nomeadamente para o tempo de armazenamento de uma
semana, foi confirmada com a espetroscopia NIR. O aumento ligeiro das entalpias de
vaporizacdo a medida que a HR aumenta, para o tempo de armazenamento de uma
semana, influenciou os espetros obtidos sendo estas diferencas observadas nos scores.

Para a mistura M3, ndo existe uma tendéncia de aumento dos valores de entalpia com
a HR, refletindo-se na pouca distingdo observada nos scores, sendo que apenas para 0s
75% de HR com o tempo de armazenamento de uma semana existe uma maior separacao
deste grupo de amostras. Este resultado reflete o valor mais baixo de entalpia que ja tinha
sido obtido através de DSC.

No caso da mistura M2, a tendéncia decrescente dos valores de entalpia observada
por DSC também introduziu diferengas espetrais detetaveis atraves de PCA.

A espetroscopia Raman também foi utilizada para estas misturas, no entanto nédo
foram encontradas diferencas estruturais que se refletissem no espetro. Através da
construcdo de modelos PCA, também ndo se observou nenhuma tendéncia nos resultados
obtidos, confirmando-se assim, que em comparagao com as restantes técnicas utilizadas,
a espetroscopia Raman é a menos sensivel a variages de humidade.

Conclui-se assim que a técnica NIR é a mais eficaz na monitorizacao e controlo de
amostras expostas a percentagens de HR distintas.
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Figura 26 - Scores de modelo PCA obtido a partir de espetros NIR de p6s para a formula¢do M1 durante o tempo
de armazenamento: uma semana (cima) e um més (baixo). HR (%): 11 (vermelho), 75 (azul), 93 (azul marinho)
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Figura 27 - Scores de modelo PCA obtido a partir de espetros NIR de pés para a formulagdo M2 durante o
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Figura 28 - Scores de modelo PCA obtido a partir de espetros NIR de pés para a formulagdo M3 durante o tempo

de armazenamento: uma semana. HR (%): 11 (vermelho), 75 (azul), 93 (azul marinho)
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Figura 29 - Scores de modelo PCA obtido a partir de espetros NIR de pos para a formulagdo M3 durante o tempo

de armazenamento: um més. HR (%): 11 (vermelho), 75 (azul), 93 (azul marinho)
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Figura 30 - Scores de modelo PCA obtido a partir de espetros NIR de p6s para a formulagdo M5 durante o tempo de

armazenamento: uma semana.HR (%): 11 (vermelho), 75 (azul), 93 (azul marinho)
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Figura 31 - Scores de modelo PCA obtido a partir de espetros NIR de pés para a formulagdo M5 durante o tempo
de armazenamento: um més. HR (%): 11 (vermelho), 75 (azul), 93 (azul marinho)

Durante o processo de sintese do farmaco até ao armazenamento da forma
farmacéutica final, pode ocorrer interagdo com moléculas de &agua, resultando na
formacdo de hidratos. Estima-se que cerca de um tergo dos farmacos formem hidratos e
por isso o contacto com moléculas de agua e o seu possivel efeito no medicamento, tem
que ser um fator a ser caraterizado durante do processamento. A quantidade de agua
absorvida por um sélido a determinada HR e temperatura, depende da afinidade quimica
do mesmo e também da éarea de superficie especifica disponivel para essa interacdo. As
propriedades fisicas e quimicas do solido farmacéutico sdo dependentes da HR e por isso,
0 estudo e desenvolvimento de técnicas que permitam monitorizar os efeitos da exposicédo
de amostras a determinadas condi¢bes de HR, torna-se fundamental para garantir a
estabilidade final do fa&rmaco [109].

Para as formulagOes produzidas, observou-se que apenas para misturas com uma
maior quantidade de OLZ anidra se observa uma determinada tendéncia para uma semana
de armazenamento, de aumento das entalpias de vaporizacdo com a HR do ambiente,
confirmando a eficacia do DSC na detecdo de pequenas diferencas resultantes da
quantidade de agua absorvida por uma mistura. As fracdes variaveis de forma anidra | e
dihidratada D usadas nestas formulacGes, resultam em flutuacGes da humidade do produto
final. Para as misturas M2 e M4 este fator teve mais influéncia, visto que a sua maior
percentagem de forma dihidratada D influenciou o perfil térmico obtido ap6s o
armazenamento. A diferenca existente na absor¢do de agua por parte das varias misturas
depende, em grande parte, da sua estrutura cristalina. Como ja foi visto anteriormente, a
utilizacdo de MIR permitiu uma caraterizacdo inicial das duas formas polimorficas
utilizadas e também das varias misturas produzidas. Através desta técnica é possivel
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atribuir varias bandas que resultam de uma carateristica estrutural da rede cristalina. De
modo a ser estudado o efeito da hidratagdo das misturas, na sua estrutura, foram
construidos varios espetros representativos de cada uma delas. A mistura M5 foi a Unica
que se destacou em relacdo as restantes, pois foi a Unica onde se observou uma
progressiva aproximacao do seu espetro ap6s um armazenamento de uma semana a 93%,
ao espetro da forma dihidratada D. A organizacdo molecular da forma anidra | tem
semelhancas com a forma dihidratada D, no que diz respeito ao empilhamento dos
dimeros na estrutura que ocorre da mesma forma nos dois casos, levando a que esta forma
anidra | da OLZ se transforme em dihidratada D. Aquando da sua formacdao, as moléculas
de agua ocupam os espagos entre os dimeros, alterando a forma da célula unitéria.

O recurso as técnicas NIR e Raman, permitiu avaliar a sua eficacia na monitorizagédo
e controlo da estabilidade da OLZ, durante processos que envolvem uma varia¢do da HR
do ambiente, como é caso de um processamento que envolva uma granulagdo por via
himida ou mesmo durante o armazenamento da forma farmacéutica final. Foi possivel
confirmar a eficicia da espetroscopia NIR na detecdo de diferencas na humidade
existentes nas amostras, nomeadamente, para o tempo de armazenamento de uma semana,
em que se pode observar nos scores obtidos por PCA, uma distin¢édo de trés grupos de
amostras representativas das trés HR utilizadas. As amostras mantidas a 93% tém uma
separacdo mais evidente em relacdo as restantes, no entanto esta distin¢éo s6 corroborou
os resultados obtidos por MIR no que diz respeito a mistura M5, que apenas continha a
forma anidra, e possivelmente, a sua hidratacdo leva a diferencas estruturais mais
facilmente detetaveis por MIR, em comparacio com as restantes misturas. E possivel
inferir destes resultados, que a analise em infravermelho proximo é de facto a mais
sensivel a mudancas de HR nas amostras, visto que para além da mistura M5, permitiu
detetar diferencas estruturais nas misturas M1 e M2, que nao foram observadas em
espetros MIR.

5.1.3. Analise do efeito do tempo de armazenamento

O armazenamento das cinco formulagbes produzidas, em trés condicdes de HR
diferentes, fez-se em dois tempos de armazenamento: uma semana e um mes.

Analisando de uma forma geral, ndo se observa nenhuma tendéncia nos dados de
entalpia referentes a um més, contrariando o j& observado para uma semana (Figura 16).
Recorrendo a andlise de variancia, fez-se uma comparacgéo geral de todas as entalpias de
vaporizacdo obtidas para uma semana de armazenamento versus um més de
armazenamento e obteve-se um valor de p=0,5 indicando que o fator armazenamento néo
leva a alteracOes estatisticamente significativas, no teor de agua retido pelas amostras.
Considerando-se individualmente cada HR, ou seja, comparando, por exemplo, apenas as
amostras expostas a 11% durante uma semana versus um més, também ndo se obtém
valores de p que revelem diferencas significativas entre as duas condi¢des. Apenas para
a mistura M1 se nota um ligeiro aumento da entalpia de vaporizacdo, na condicdo de 93%
durante uma semana em comparacdo com um més (Figura 32). Esta diferenca é
confirmada por MIR (Figura 33) em que observa uma aproximacéo ao espetro da forma
dihidratada D para o tempo de armazenamento de um més. Em relacdo as restantes
misturas, ndo sdo observadas quaisquer alteragOes estruturais detetadas por MIR. De
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acordo com estudos anteriores realizados, apenas com as duas formas de OLZ puras, seria
esperado um aumento dos valores de entalpia, nomeadamente a 93%, a medida que o
tempo de armazenamento aumentasse [75]. No caso da formulacdo M5, que sO é
composta apenas pela forma anidra em conjunto com 0s restantes excipientes, esse
aumento esperado, até seria mais significativo em comparacdo com as restantes
formulacdes. No entanto € observavel por DSC, que existe uma diminuicdo dos valores
de entalpia contrariando o que era esperado obter-se. Um dos fatores que pode ter
contribuido para este resultado estd relacionado com a distribuicdo do tamanho de
particula. Aquando da produgdo das misturas, ndo foi feita uma tamisacdo das mesmas
antes do armazenamento, o que pode ter contribuido para um alargamento da distribuigdo
do tamanho de particula para esta mistura. As particulas maiores tém uma area superficial
especifica menor e por isso, a interacdo com as moléculas de dgua também é menor, e 0
oposto ocorre para particulas menores. Assim, existe aumento na variabilidade de
percentagens de humidade existentes nas diferentes amostras, resultando em valores de
entalpia de vaporizacéo diferentes do esperado.
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Figura 32 — Termogramas da formulacdo M1 produzida inicialmente (M1 HR ambiente) e exposta a 93% durante
dois tempos de armazenamento: uma semana e um més
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Figura 33 — Espetros MIR da formulacdo M1 exposta a 93% durante 2 tempos de armazenamento: uma semana e um
més. Regides espetrais: 1:950 cm™ até 700 cm™ e 2:1750 cm™ até 1300 cm™. Espetros pré-processados com SNV.

A construcdo de varios modelos PCA a partir de espetros NIR, permitiu detetar
algumas diferencas relacionadas com o tempo de armazenamento, que anteriormente ndo
tinham sido percetiveis pelas restantes técnicas. Os scores da figura 34 correspondem as
trés HR e em cada um, estdo presentes a cinco formulac¢des produzidas. A distin¢do das
formulagdes faz-se para o primeiro componente, sendo que este captura quase na
totalidade, a percentagem de variancia no modelo PCA, ou seja, a maior parte da
variabilidade existente nos espetros esta relacionada com o efeito da formulagéo, no
entanto, é observavel uma distincdo das amostras para o segundo componente,
relacionada com o tempo de armazenamento. E possivel confirmar as diferencas ja
referidas para a formulacdo M1 armazenada a 93%, observando-se uma separagéo das
amostras para os trés tempos considerados.
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Figura 34 — Scores do modelo PCA obtido a partir de espetros NIR de pés para todas as formulagdes e para 0s
dois tempos de armazenamento, misturas iniciais e diferentes HR. Tempos de armazenamento: incial (verde: 11%;
rosa: 75% e 93%), uma semana (castanho), um més (azul). HR: a) 11%; b)75%; c)93%.

No caso da formulacdo M1, esta diferenca também é bastante clara para os 11% de
HR, em que a existéncia de trés grupos de amostras, € mais nitida em comparacao com
outras misturas. Este resultado esta em concordancia com o ja observado através de DSC
(Figura 35) com um aumento da entalpia de vaporizagéo para esta mistura.
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Figura 35 - Termogramas da formulacdo M1 produzida inicialmente (M1 HR ambiente) e exposta a 11% durante
dois tempos de armazenamento: uma semana e um més
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As misturas M3 e M5 também apresentam uma distingéo relacionada com o tempo de
armazenamento. No caso da mistura M5 esta distin¢do é mais percetivel (Figura 36) visto
que também tem uma diferenca de entalpia, em termos absolutos, maior em comparacao
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Figura 36 - Termogramas da formulacdo M5 produzida inicialmente e exposta a 11% durante dois tempos
de armazenamento: uma semana e um més
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Figura 37 - Termogramas da formulacdo M4 produzida inicialmente e exposta a 11% durante dois tempos de
armazenamento: uma semana e um més
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As misturas M4 e M2 apenas apresentam uma separacdo de amostras no modelo PCA
para o segundo componente, a HR mais elevadas. No caso da formula¢do M4 existe uma
diferenca consideravel nas entalpias obtidas para uma semana e um més para a
percentagem de HR de 11%, no entanto essa diferenga ndo foi refletida em termos
estruturais no espetro NIR.

Esta discrepancia entre os resultados obtidos por DSC e a espetroscopia NIR,
mantém-se para outras misturas, nomeadamente para formula¢6es com menor quantidade
de forma dihidratada D, como é o caso da formulacdo M5, que também apresenta
diferencas entalpicas para outras HR, no entanto, s6 para 11% é que existe uma distin¢éo
por infravermelho préoximo.

A existéncia de uma distribuicdo mais alargada do tamanho de particula, que ja foi
referida anteriormente, em conjunto com a utilizacdo de formulagGes com varias
proporgdes de forma anidra | e dihidratada D de OLZ, pode ter influenciado os valores
de entalpia obtidos para um més de armazenamento, e por isso quando € feita a sua
comparagdo com os resultados obtidos para uma semana, ndo se obtém uma relacdo
concordante com analise espetral através de NIR. Para além disso, no caso dos resultados
obtidos para um més de armazenamento, existiu um intervalo temporal maior entre a
medicdo por DSC e por NIR, podendo ter resultado em perdas de &gua que influenciaram
0 espetro NIR.

Apesar da disparidade existente em alguns resultados obtidos por NIR e DSC,
conclui-se que estas duas tecnicas sdo as mais eficientes a distinguir diferencas em
amostras, provenientes da varia¢do do tempo de armazenamento utilizado. Para o caso da
espetroscopia NIR, a informac&o apresentada nos espetros é maioritariamente relacionada
com as proporgdes distintas entre as quantidades de forma anidra e dihidratada, no
entanto, € visivel nos scores, que para algumas misturas existe a formacédo de dois grupos
de amostras, tendo em conta o segundo componente do modelo. Esta diferencia¢do ndo
foi conseguida através de MIR nem com a utilizagdo de Raman.

Também é possivel observar nos graficos da figura 34, que para nenhuma das misturas
existe distincdo para o primeiro componente das misturas iniciais em relacdo as
armazenadas a uma semana e em relacdo as misturas armazenadas hd um més. Tendo em
conta que o primeiro componente permite separar as misturas segundo as proporgdes de
forma anidra | e dihidratada D, conclui-se que para nenhum dos casos existe
transformacdo de uma forma na outra, ou seja, a estabilidade da OLZ é mantida ao longo
do tempo de armazenamento.

A existéncia de técnicas que permitam uma monitorizacdo da forma solida ao longo
do armazenamento, € fundamental para garantir que as carateristicas do produto final ndo
sdo afetadas. Neste caso, estas duas técnicas permitem controlar as diferencas na
humidade apresentada pelas amostras, durante o armazenamento, sendo que para o caso
da espetroscopia NIR, a sua maior relevancia prende-se com o facto de poder ser em
tempo real, permitindo uma mais eficiente caraterizacdo dos produtos.
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5.2. Analise de comprimidos

5.2.1. Anadlise do efeito de compressao

Apos a producdo de varias misturas em forma de pos e do seu armazenamento a
diferentes HR, as mesmas foram transformadas em comprimidos, de acordo com o
procedimento laboratorial referido. Esta forma farmacéutica constitui o produto final
utilizado neste estudo e a sua analise foi feita através de duas técnicas: NIR e Raman. A
forca de compressdo usada neste processo foi variada em dois niveis: 2 e 4 Ton e através
da construcdo de varios modelos baseados nos resultados espetrais obtidos, é possivel
perceber a capacidade destas técnicas de distinguir diferentes forcas de compressao.

Inicialmente, foi feita uma comparagdo entre os espetros NIR de p6s e comprimidos
obtidos para a mesma mistura (ndo mostrado). Visualmente, ndo foram detetadas
diferencas entre os dois grupos de espetros considerados, no entanto recorrendo-se a uma
analise PCA, ¢ possivel observar nos scores (Figura 39), uma separacdo clara para o
segundo componente, entre 0s pds e os comprimidos. Este segundo componente tem uma
variancia capturada de 35%, sendo que 0 componente maioritario continua a ser o
primeiro componente com uma variancia de 60%, que separa as amostras de acordo com
a quantidade de OLZ dihidratada, ou seja, tem em conta o fator da formulacéo. Este fator
€ 0 que contribui mais para a variabilidade nos espetros, como ja foi visto anteriormente,
no entanto, para este caso, parte dessa variabilidade esta relacionada com alteracdes em
algumas bandas, resultantes do processo de compressao. Analisando os loadings (Figura
38) para 0 segundo componente, observa-se que as regides espetrais entre os 4500 cm™ e
0s 4000 cm?, e entre os 6000 cm™*-5800 cm™ sdo as que contribuem mais para as
diferencas espetrais observadas nos scores, e correspondem respetivamente, as
combinagbes e primeiros sobretons das ligacbes CHyx. Deste modo, o0 processo de
compresséo originou algumas diferencas na estrutura da rede cristalina, relacionadas, por
exemplo, com mudangas nas vibrac6es das ligacGes que formam os anéis aromaticos, ou
nas ligacbes do anel aromatico com os restantes grupos. Estas alteracdes resultam numa
mudanca na rede tridimensional do cristal. A alteragéo da estrutura cristalina devido ao
efeito da compressdo ja foi estudada para outras moléculas, como é o caso da cafeina, do
naproxeno, entre outros [110], [111]. Para algumas destas entidades, observou-se
alteracdes na orientacdo dos cristais e em alguns parametros da célula unitaria. Assim,
para além do efeito da humidade nas amostras, também tem que ser considerado o stress
mecéanico que a OLZ pode ser sujeita durante o processamento, nomeadamente, num
processo de compressao, e que leva alteragdes polimdrficas. As técnicas espetroscopicas,
nomeadamente, a espetroscopia NIR, ganha especial importancia, pois permitem detetar
estas alteracdes de forma mais clara que outras técnicas.
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Figura 39 - Scores do modelo PCA obtido a partir de espetros NIR de comprimidos e pds para todas as formulacoes
e para os dois tempos de armazenamento. Forma farmacéutica: pés (vermelho), comprimidos (azul).
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Figura 38 — Loadings do modelo PCA para o componente dois obtido a partir de espetros NIR de comprimidos
e pos para todas as formulacdes e para os dois tempos de armazenamento
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De seguida, foi avaliada a capacidade desta técnica de distinguir a utilizacdo de duas
forcas de compressao na producgéo destes comprimidos. Para isso construiu-se um modelo
PCA, com quatro componentes principais e uma variancia capturada de 99%. A distin¢éo
das duas forcas de compressdo observa-se, de uma forma geral, para o segundo
componente principal (Figura 40).

T T T T T T T
_________________ ® 27
001 - T T . e 4T ,
- | — — —95% Confidence Level
. L 13 1
‘_,-" b L -*' .' .I- "-.\\
s a s
. I' e e 5 ‘
_0.005 n n - -
2 / e, i .
% . a." # . f 1 ‘=-' ",
™~ " - ' ‘1
5 ‘_, -‘-. I' = ’ i .'.I . .'. 3
g ; . H L o
E o _,______________________.l_-__‘_"____..._________________‘l_' [ l_.: __________ L R .
5 - T« g t . h .
E ‘* L 1 L] = l
=
5] ot ’ = n
g e, 'ti : é .:" g
s A 3 :
3 . wl . &, - ;
-0.005 — . aslam, - [ 7
. - » -’.' ! ”
- a ] [ '. ’
Iy L Ll .
L : . 1.
e e
001 e ! [ .
1 1 I 1 1 1 I I 1
-0.04 -0.03 -0.02 -0.01 0 0.01 0.02 0.03 0.04

Componente principal 1 (86.60%)

Figura 40 - Scores do modelo PCA obtido a partir de espetros NIR de comprimidos para todas as formulagdes e
para os dois tempos de armazenamento. Forca de compressdo: 2Ton (vermelho), 4Ton (azul).

A forca de compressdo afeta varias propriedades fisicas dos comprimidos como, a sua
dureza, friabilidade, tempo de desagregacéo ou velocidade de dissolugcdo. Em relacdo a
dureza dos comprimidos, existe, em geral, uma relacdo direta entre esta propriedade e a
forca de compressao, isto &, em geral, quanto maior a forca de compressao utilizada,
maior a dureza dos comprimidos produzidos. Por isso, este parametro € utilizado para
controlar o processo de fabrico dos comprimidos, e é usado como indicador da forca de
compressdo utilizada.

A variacdo da forca de compressdo provoca algumas mudancas no espetro NIR que
se refletem na distingdo observada nos scores. Ao contrario do que acontece com a
monitorizacdo da humidade nas amostras, em que existem alterag6es em algumas zonas
do espetro relacionadas com a molécula de &gua, a alteracdo da forca de compresséao é
responsavel por diferencas na linha de base do espetro NIR, que podem ser observaveis
no espetro (Figura 41). Existe um desvio do espetro para valores de absorvancia maiores
a medida que aumenta a forca de compressdo. Assim, esta técnica espetroscépica, pode
ser utilizada para monitorizar alteracdes quimicas existentes na estrutura cristalina, como
a hidratacdo da mesma, mas também alteracdes nas propriedades fisicas, como a dureza
ou o grau de compactacdo (p.e. densidade) dos comprimidos.
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Figura 41 - Espetros NIR de comprimidos para todas as formulacdes e para os dois tempos de armazenamento. Forca
de compressao: 2Ton (vermelho), 4Ton (azul).

Por ultimo, os espetros Raman obtidos foram analisados, de forma a avaliar a
capacidade desta técnica na distincao das duas forgas de compressao utilizadas. Foi obtido
um modelo PCA com trés componentes principais e um total de variancia capturada de
92%. Através da analise dos scores (Figura 42), observa-se que ndo existe nenhuma
distingdo resultante da variacdo do fator em questdo. De acordo com estudos anteriores,
a distincdo de diferentes forgcas de compresséo apenas foi conseguida para comprimidos
que apresentavam diferentes espessuras, didmetros ou massas. Neste caso, todos 0s
comprimidos foram produzidos com 0 mesmo pungdo e com a mesma massa, de forma a
evitar estas diferencas. Deste modo, as alteragdes observadas nas ligacdes na estrutura
cristalina devido apenas, a variacdo da for¢a de compressdo, nao séo suficientes para
serem detetadas nos espetros Raman analisados por PCA. ([112]).
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Figura 42 - Scores do modelo PCA obtido a partir de espetros Raman de comprimidos para todas as formulagdes
e para os dois tempos de armazenamento. For¢a de compressdo: 2Ton (vermelho), 4Ton (azul).
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5.2.2. Andlise do efeito da humidade relativa no armazenamento

A comparacdo da eficacia de duas técnicas espetroscopicas, como NIR e 0 Raman, na
monitorizacdo e detecdo de alteracOes espetrais resultantes de diferentes formulagdes ou
de HR distintas utilizadas no armazenamento, foi analisada para as misturas de pos, no
entanto torna-se necessario compreender se essas alteracdes se mantém no produto final
produzido, apds o processo de compressdo. Assim, foi feita uma analise PCA de todos 0s
espetros NIR obtidos para os comprimidos, apenas para uma forca de compressao de 4
Ton. Obteve-se um modelo com quatro componentes principais e 99% de variancia
capturada. Nos scores (Figura 43), observa-se que apenas existe distin¢do de acordo com
0 primeiro componente, das diferentes misturas, sendo que ndo existe uma separacgao das
amostras de acordo com a HR. A utilizacdo de formulacdes que diferem na quantidade de
OLZ anidra | / OLZ dihidratada D, torna-se o fator mais relevante para a distingdo das
amostras em NIR, sendo que, para as misturas de p6s essa separacdo também era a mais
visivel em relagdo aos outros fatores.
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Figura 43 - Scores do modelo PCA obtido a partir de espetros NIR de comprimidos para todas as formulagdes e para
0s dois tempos de armazenamento. HR (%): 11 (vermelho), 75 (azul), 93 (azul marinho).

Deste modo, € necessario analisar individualmente cada formulagdo, de forma a
perceber a influéncia da HR e a eficacia de monitorizacao da técnica, para cada uma das
misturas sem existir a interferéncia do fator relacionado com a formulacéo.

Apenas para as misturas M3 e M5 se observa alguma distingdo provocada pela
variagdo na HR durante o fabrico nos comprimidos.

No caso da mistura M3 e considerando o tempo de armazenamento de um més,
obteve-se um modelo PCA com cinco componentes principais (Figura 45), e observa-se
uma ligeira separacdo para o segundo componente que representa apenas 18% da
variabilidade espetral, das amostras expostas a 75%.
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Para a mistura M5, a diferenciacdo dos trés grupos de misturas apenas foi conseguida
para o tempo de armazenamento de uma semana (Figura 44). Obteve-se um modelo com
um total de dois componentes principais e para o0 segundo que representa apenas 6% da
variabilidade espetral, existe a separa¢cdo das amostras. Este resultado ndo é conclusivo
acerca das diferencas existentes nesta mistura, pois o valor de variabilidade espetral
obtido é muito baixo.
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Figura 45 - Scores do modelo PCA obtido a partir de espetros NIR de comprimidos para a formula¢do M3 durante o
tempo de armazenamento: um més. HR (%): 11 (vermelho), 75 (azul), 93 (azul marinho).
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Figura 44 - Scores do modelo PCA obtido a partir de espetros NIR de comprimidos para a formulagao M5 durante
o0 tempo de armazenamento: uma semana. HR (%): 11 (vermelho), 75 (azul), 93 (azul marinho).
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Os espetros Raman (figura 46) obtidos para os comprimidos produzidos a forca de
compressdo 4 Ton, também foram analisados por PCA. Obteve-se um modelo com quatro
componentes principais e um total de variancia capturada de 93%. Os scores obtidos para
os dois primeiros componentes, encontra-se na figura 47 e é possivel observar que ndo
existe qualquer distin¢do entre as amostras. Este resultado esta de acordo com o ja
observado anteriormente, confirmando que esta técnica € pouco sensivel as variacoes de
agua nas amostras, ndo sendo adequada para ser utilizada na monitorizacdo da HR das
mesmas.

Intensidade Raman

1 1 1 I 1 1 1 1 1 1
-2
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
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Figura 46 - Espetros Raman de comprimidos para todas as formulacdes e para os dois tempos de
armazenamento. HR (%): 11 (vermelho), 75 (azul), 93 (azul marinho). Espetros pré-processados com SNV.
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Figura 47 - Scores do modelo PCA obtido a partir de espetros Raman de comprimidos para todas as
formulagdes e para os dois tempos de armazenamento. HR (%): 11 (vermelho), 75 (azul), 93 (azul marinho).
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5.2.3. Ensaios de dissolucao

Os ensaios de dissolugdo sdo utilizados como um requisito para as formas
farmacéuticas solidas de administracdo oral. Permitem que ao longo das vérias fases de
desenvolvimento do farmaco e, também para o produto final, seja demonstrado que a taxa
de libertacdo da substancia ativa é satisfatoria e esta dentro dos limites estipulados. Assim,
este procedimento pode ser utilizado durante o controlo de qualidade em processo ou
final, para monitorizar a estabilidade e assegurar a consisténcia no desempenho do
produto ao longo do tempo e entre lotes, mas também ¢é utilizado numa fase inicial, no
desenvolvimento de novas formulagdes e na previsdo da performance in vivo do produto
(estabelecimento das correlagfes IVIVC’s). Ao longo do processo de producao existem
varios fatores criticos que podem influenciar a qualidade final do produto, tais como,
alteragdes na formulacéo, no processo de fabrico ou condi¢bes de armazenamento. [93],
[113].

Durante este estudo, foi avaliado, numa primeira fase o efeito da forca de compressao
e da formulacdo nos perfis de dissolucdo da OLZ dos comprimidos. As figuras 48 e 49
mostram os perfis de dissolu¢do das misturas produzidas inicialmente, com a distin¢éo
entre as duas forcas de compressao.
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Figura 48 - Perfis de dissolucdo das formulacdes iniciais com diferentes proporcoes forma dihidratada D/forma
anidra | (M2:82%/18%; M1: 50%/50%; M3:18%/82%;M4:100%/0%; M5:0%/100%).Forca de compresséo 4Ton.
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Figura 49 - Perfis de dissolucéo das formulagdes iniciais com diferentes proporcdes forma dihidratada D/forma anidra
I (M2:82%/18%; M1: 50%/50%; M3:18%/82%;M4:100%/0%; M5:0%/100%).For¢a de compressédo 2Ton

O teor de farmaco libertado para os comprimidos produzidos a 4 Ton varia entre 84%-
100%, enquanto que para 2 Ton o intervalo de valores fica compreendido entre 89%-99%.
Em relacdo aos valores de T50 (Tempo necessario para atingir o teor de libertacdo de
farmaco de 50%), a diferenca existente entre as duas forcas é mais not6ria, com uma
variacdo de 10 a 12 minutos para o caso de 2 Ton e 14 a 24 minutos, no caso dos
comprimidos produzidos a 4 Ton. Assim, para uma forca de compressdo maior, a
dissolugdo dos comprimidos é mais lenta. A diminuigéo da velocidade de dissolucéo pode
ser consequéncia do aumento da dureza e densidade do comprimido, que levam a uma
reducdo da sua porosidade e consequentemente a uma menor penetrabilidade do solvente,
mas também pode estar relacionada com uma desagregacdo mais lenta dos comprimidos
produzidos a 4 Ton. Geralmente, comprimidos produzidos a for¢as de compressdo
maiores tém tempos de desagregagdo maiores e por isso, a sua dissolugéo acaba por ser
retardada. Assim, os ensaios de dissolucdo deviam ter sido complementados com um
estudo de desagregacdo prévio, de modo a se perceber se a menor velocidade de
dissolucdo esta também relacionada com o tempo de desagregacao.

Os perfis de dissolucdo foram comparados atraves do parametro de similaridade f2
(Tabela 7) e pode ser observado que apenas para dois dos casos (M4 e M5), existem
valores menores que cinquenta, indicando que os perfis de dissolucdo sdo globalmente
semelhantes. Apenas para as duas formulagbes que contém uma das formas da OLZ na
formulacéo, existe diferenca nos perfis de dissolugcdo das duas forcas de compresséo
(Figura 50). E observavel na figura 50 que, nos primeiros cem minutos, a velocidade de
dissolugdo dos comprimidos produzidos a 2 Ton, de ambas as misturas, € superior
comparativamente a velocidade de dissolu¢do dos comprimidos produzidos a 4 Ton. A
existéncia na formulacdo de apenas uma das formas da OLZ, pode gerar diferencas
maiores nos perfis obtidos, em comparacdo com valores intermédios dos dois polimorfos
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utilizados, em que esta diferenca se mantém, mas de forma menos notéria, ndo sendo
estatisticamente significativa.

Tal como referido anteriormente, esta distingdo também pode ser consequéncia de
tempos de desagregacdo diferentes destas duas misturas em relacdo as restantes.

Tabela 7- Comparacéao das duas forgas de compresséo (2T e 4T) a que foram sujeitas as cinco formulag@es iniciais,
com recurso ao valor de 2

Comparacéo de

f N f2 (%)
ormulacdes

M1 2T vs M1 4T 54,1
M2 2T vs M2 4T 51,7
M3 2T vs M3 4T 51,0
M4 2T vs M4 AT 445
M5 2T vs M5 4T 39,1
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Figura 50 - Perfis de dissolugdo das formulacdes M4 e M5 (M4:100%/0%; M5:0%/100%).Forca de compressao
2T/AT

O efeito da formulacédo nos perfis de dissolucdo também foi estudado, de forma a
perceber-se a influéncia da quantidade de OLZ dihidratada D na velocidade de libertacéo
do farmaco.

Inicialmente, foi feita uma comparacdo das misturas que contém apenas uma das
formas polimorficas na sua constituicao. Para a mistura M4, o teor de farmaco libertado
foi de 98% ambas as forcas de compressao (4 Ton e 2 Ton) e no caso da mistura M5, 0s
valores variam entre 99% para a forca de compressdo 2 Ton e 100% no caso dos
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comprimidos produzidos a 4Ton. Relativamente a velocidade de dissolugédo, os valores
apresentados para cada uma das misturas tém uma diferenca mais notoria. No caso da
mistura M4, os valores de T50 variaram entre 9 min para os comprimidos produzidos a 2
Ton e 14 min no caso da produgéo a 4 Ton. A mistura M5 apresenta valores superiores
de dissolucdo. Os comprimidos produzidos a 2 Ton tém um T50 de 10 min e no caso da
forca de compressao a 4 Ton, o T50 foi de 26 min.

Assim, pode-se concluir que misturas com uma maior quantidade de OLZ dihidratada
D tém uma dissolucdo mais rapida, sendo que esse efeito é mais notorio para a forca de
compressédo de 4 Ton. A forma hidratada da OLZ tém uma estabilidade termodinamica
maior, o que pode resultar em comprimidos mais frageis, com velocidades de dissolucao
maiores. De acordo com uma regra semi-empirica desenvolvida por Summers et al.(2004)
durante os anos 70, os polimorfos mais estaveis, devido a sua densidade de
empacotamento das particulas mais elevada, tém uma ligacdo mais forte entre as
particulas, no entanto a deformacao necessaria para formar o comprimido torna-se mais
dificil. Como o aumento da area de superficie de ligacdo que resulta da deformacéo das
particulas, tem um impacto maior na resisténcia dos comprimidos que a forca de ligacao
entre as particulas, a estabilidade do composto hidratado resulta em comprimidos mais
frageis [30].

As restantes misturas (M1, M2 e M3) (Figura 51) apresentam perfis de dissolugéo
semelhantes entre si, nomeadamente nos valores de T50 observados. A mistura M2, que
tem maior proporc¢édo de forma hidratada, apresenta uma velocidade de dissolu¢ao maior,
a semelhanca do que foi observado para a mistura M4, com um T50 de 9 min para a
producéo a 2 Ton e de 18 min para a produgédo a 4 Ton. No caso das misturas M1 e M3,
a velocidade de dissolucdo € um pouco maior, em concordancia com o observado para a
mistura M5, obtendo-se valores de T50 de 12 min para ambas as misturas produzidas a 2
Ton, e de 20 min para ambas as misturas produzidas a 4 Ton. No que diz respeito ao teor
de farmaco libertado, as misturas M1 e M3 tem valores proximos do j& observado para
M4 e M5, com o intervalo de valores entre 94% e 100%, considerando as duas forcas de
compressdo. A mistura M2 tem uma libertacdo de farmaco um pouco menor, que variou
entre 84% para a forca de compressao 4 Ton e 89%, considerando-se 2 Ton.

Curva de dissolucdo misturas M1, M2 e M3 iniciais 2T/4T
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Figura 53 - Perfis de dissolucéo das formulagbes M1, M2 e M3 com diferentes proporcdes forma dihidratada D/forma
anidra | (M2:82%/18%; M1: 50%/50%; M3:18%/82%); Forca de compresséo 2T/4T
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Na tabela 8 estdo representados os valores de f2 que permitem a comparacdo dos
perfis de dissolugdo das varias formulacGes, e apenas para uma mistura e no caso da forca
de compressao 4 Ton, se obtém valores menores que 50, indicando que, globalmente, a
quantidade de OLZ dihidratada D existente na formulacdo, ndo tem influéncia na
velocidade de dissolucdo dos comprimidos. As diferencas observadas, neste caso, nos
perfis obtidos ndo sdo estatisticamente significativas e por isso, conclui-se que a
hidratacdo do farmaco ndo afetou o ensaio de dissolucéo.

Tabela 8 - Comparacao das cinco formulag@es iniciais considerando duas forgas de compressdo constantes, com
recurso ao valor de f2

Comparagao de 4Ton 2Ton
formulagOes iniciais 2 (%)
M1 vs M2 57,0 69,3
M1 vs M3 75,9 60,0
M1 vs M4 63,6 50,7
M1 vs M5 60,0 59,8
M2 vs M3 59,0 56,0
M2 vs M4 58,1 50,5
M2 vs M5 50,0 58,3
M3 vs M4 42,1 62,7
M3 vs M5 56,6 77,6
M4 vs M5 51,5 67,8

Apos a avaliacdo da influéncia da formulacéo e da forca de compressao nos perfis de
dissolucdo obtidos, foi avaliado o efeito do armazenamento a determinada HR, na
velocidade de libertagdo do farmaco. Através da andlise de PCA feita aos comprimidos
(capitulo 5.2.2), foram selecionadas duas misturas para as quais se observaram diferencas
entre as amostras relacionadas com a HR, e por isso, foi testado se essas diferencas tinham
impacto na dissolucdo do farmaco.

Nas figuras 52 e 53 encontram-se os perfis de dissolucao obtidos e € possivel observar
gque em ambos 0s casos, os perfis sdo bastante semelhantes entre si. Através do calculo
do fator de similaridade f2 € possivel quantificar a semelhancas observadas. Na tabela 9
encontram-se os valores obtidos para este parametro e verifica-se que sdo todos superiores
a 60, confirmando-se que a HR a que foram expostas as amostras ndo teve influéncia na
velocidade de dissolucdo da OLZ.
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Figura 57 — Perfis de dissolucéo da formulagdo M5 (100% forma anidra) sujeita a diferentes valores de HR, para o
tempo de armazenamento de uma semana.
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Figura 54 - Perfis de dissolucdo da formulagéo M3 (82% forma anid./18% forma dihid.) sujeita a diferentes valores de
HR, para o tempo de armazenamento de um més.

Tabela 9 - Comparacéo de duas formulagdes M3 (considerando um més de armazenamento) e M5 (considerando uma
semana de armazenamento), sujeitas a diferentes valores de HR, com recurso ao valor de f2

Comparagdo de

formulagGes apds M3 (1 més) M5 (1 sem)
armazenamento
Humidade relativa 2 (%)
11% vs 75% 73,4 69,8
11% vs 93% 62,9 72,2
75% vs 93% 65,7 70,6
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5.3. Discussao

Cerca de 80% dos farmacos comercializados atualmente exibem polimorfismo e por
isso, o estudo das alteracBes polimodrficas observadas em diferentes processos
farmacéuticos tem ganho especial importancia. Dentro da percentagem observada, a
maioria dos farmacos existe sob a forma de hidratos e as alterac@es na estrutura cristalina
provocadas pela incorporacdo da molécula de agua, desencadeiam mudancas na forma
farmacéutica final e no proprio farmaco, nomeadamente, na sua solubilidade, tendo
consequéncias na biodisponibilidade final da substancia [35], [41], [114]. A existéncia e
aperfeicoamento de técnicas que permitam a monitorizacdo e controlo da substancia
ativa ao longo do seu processamento e armazenamento, adquire especial importancia
quando se tratam de farmacos como o caso da OLZ, pois esta molécula existe sob a forma
de pelo menos vinte e cinco polimorfos e uma parte destas substancias séo hidratos, sendo
que durante o fabrico da medicamento que ira ser comercializado, existem varias
operacgdes unitarias que potenciam a conversdo entre as varias formas polimérficas e
mesmo durante o armazenamento, podem existir condicdes de humidade relativa
propicias para essa transicdo. A baixa solubilidade da OLZ também contribui para a
importancia da implementacdo destas técnicas na monitorizagdo do seu processo de
producdo, visto que qualquer transicdo polimorfica que ocorra e que afeta a sua
solubilidade, pode ter consequéncias mais gravosas para o produto final [11],[64].

A caraterizacdo inicial da substancia ativa em diferentes proporc@es foi conseguida
atraves de varias técnicas que permitiram comparar graus de hidratacdo distintos das
misturas produzidas. A utilizacdo destas técnicas apenas permite uma analise qualitativa,
pois a quantificacéo do grau de hidratagcdo conseguido na producdo destas misturas teria
que ser feita com recurso a técnica de TGA, que permite obter uma percentagem de perda
de massa com o aumento da temperatura. Esse valor foi obtido através de estudos
anteriores, concluindo-se que a hidratacdo completa da OLZ que resulta na formacéo da
forma dihidratada D, é atingida quando existe um aumento de 10,3% na sua massa [75].
Assim, a complementaridade desta técnica em conjunto com o DSC, permitiria uma
caraterizacdo completa das formas polimorficas sintetizadas e das misturas apds o
armazenamento em diferentes condicdes.

A avaliacdo da estabilidade da OLZ ap6s a exposicdo a diferentes HR, foi conseguida
inicialmente, tendo em conta apenas a HR, obtendo-se alguma distin¢do entre as amostras
de algumas misturas, nomeadamente as que foram expostas a 93% e contém uma maior
quantidade de forma anidra I. Através da inclusdo do fator relacionado com o tempo de
armazenamento, observou-se que ndo existe nenhuma conversao polimorfica ao fim de
um més de armazenamento, ou seja, a OLZ mantém-se estavel mesmo em condicdes de
HR mais elevado. De acordo com resultados obtidos anteriormente, a hidratacdo completa
da OLZ ocorre apenas ap0s seis meses de armazenamento, ou seja, em condic¢Bes usuais
de temperatura e HR a que se encontram os produtos finais até a sua expedicdo, a
probabilidade para que ocorram transi¢cdes no estado sélido durante o periodo inicial de
armazenamento é reduzida [75].

O efeito da forca de compressdo, da formulacdo e do armazenamento a uma HR
definida, na velocidade de libertagdo do farmaco, foi estudado através de varios ensaios
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de dissolucdo. Em todos os perfis de dissolucdo obtidos foram conseguidos valores de
teor de farmaco libertado superiores a 80%, sendo que o tempo para a dissolugéo total
variou bastante de acordo com as carateristicas da forma farmacéutica. O fator que mais
influenciou os perfis obtidos foi a forca de compressdo, obtendo-se valores de T50
diferentes para os dois tipos de formas farmacéuticas usadas (2 Ton e 4 Ton). Os
comprimidos produzidos a uma forca de compressdao maior tém uma dissolucdo mais
lenta devido as diferencas de dureza e densidade existentes, sendo que esta diferenca
também pode ser devida a velocidades de desagregacao diferentes. As diferencas entre os
perfis de dissolugdo foram avaliadas através do pardmetro f2 sendo que sé para as
misturas que contém exclusivamente uma das formas da OLZ (anidra | ou dihidratada D),
se observam perfis estatisticamente diferentes. A complementacdo do ensaio de
dissolugdo com o ensaio de desagregacgéo seria importante para se perceber se a distingéo
dos dois perfis de dissolucdo obtidos para estas misturas, resulta de diferencas de
desagregacéo.

A influéncia da formulacéo, ou seja, da quantidade de OLZ dihidratada D utilizada
nos comprimidos, ndo provocou diferencas estatisticamente significativas nos perfis de
dissolucdo obtidos, observando-se apenas um ligeiro aumento da velocidade de
dissolucdo dos comprimidos no caso das misturas com mais forma dihidratada D.

O armazenamento da OLZ a diferentes HR, ndo provocou nenhuma conversao
polimorfica da substancia ativa, observando-se apenas ligeiras diferencas na analise de
PCA feita aos comprimidos, para algumas amostras. Os perfis de dissolucdo obtidos para
as mesmas sao bastante semelhantes tal como o previsto, concluindo-se que a HR néo
influenciou a velocidade de dissolugéo das formas farmacéuticas.

A comparacdo das vérias técnicas de caracterizagdo utilizadas foi sendo feita nas
diferentes seccOes deste estudo. A avaliacdo da sua eficacia para monitorizar a
estabilidade da OLZ ap06s a exposicédo a diferentes fatores considerados no delineamento
experimental, foi resumida na tabela 10.
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Tabela 10 — Anélise comparativa da eficacia de cada uma das técnicas na monitorizacao da estabilidade da OLZ apds
a exposicdo a diferentes fatores representativos de algumas fases do processo de fabrico e da fase final de
armazenamento

Avaliacdo da eficacia na monitorizagao da e L
. Técnicas utilizadas
estabilidade da OLZ
Forma farmacéutica Fatores NIR MIR Raman DSC
Pés (controlos . . ~ .
. Sim Sim Nao Sim
positivos) .
- - Formulagdo
Pés (misturas ) ) N .
L Sim Sim Nao Sim
iniciais)
Pds (misturas finais
apos . Sim Sim Nao Sim
Exposicao a
armazenamento) )
c — diferentes
omprimidos
2 . .| humidades relativas ) .
(produto final apés Sim N/A N3o N/A
armazenamento)
Pés (misturas finais
, Tempo de ) ~ . .
apos Sim Nao Nao Sim
armazenamento
armazenamento)
Comprimidos
. , Forga de . .
(produto final apds . Sim N/A Nao N/A
compressao
armazenamento)

N/A: Técnica ndo testada

Inicialmente a caraterizacdo da OLZ foi feita com recurso a varias técnicas de
espetroscopia vibracional, como a espetroscopia NIR, MIR e Raman e a uma técnica de
calorimetria, DSC. Esta técnica é utilizada numa fase inicial, para uma primeira distin¢éo
dos diferentes polimorfos. A sua eficicia na diferenciacdo inicial das duas formas da
OLZ, foi demonstrada tanto para 0s controlos positivos que contém apenas OLZ, como
para as misturas iniciais. A exposic¢ao das misturas a diferentes valores de HR durante o
armazenamento, ndo gerou diferencas estatisticamente significativas nos valores de
entalpia de vaporizagéo, visto que ndo existiu uma conversao total da OLZ anidra | na
sua forma dihidratada D, no entanto observou-se a eficacia desta técnica para detetar as
pequenas diferencas na HR absorvida pelas amostras. A técnica DSC é sensivel as
variacdes nas percentagens de agua absorvida pelas amostras, e por isso a sua utilizacdo
torna-se relevante numa primeira analise dos compostos, pois permite avaliar a
estabilidade da OLZ, com base nos valores de entalpia de vaporizacao e de ponto de fusdo
obtidos, que em conjunto com outras técnicas como o TGA, detetam se existe a
transformacéo da substancia ativa na sua forma hidratada.

A comparagéo das técnicas de espetroscopia vibracional em relacdo a sua utilidade
para monitorizar a estabilidade da OLZ era o principal objetivo deste trabalho.

Em relagdo as técnicas espetroscopicas que permitem analise dos compostos na zona
do infravermelho (NIR e MIR), foi demonstrada a sua eficacia em detetar alteracdes na
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OLZ. Em ambas as técnicas sdo percetiveis as diferencas estruturais causadas pela
presenca de agua na rede cristalina. Inicialmente, quando o fator distintivo dos espetros
era a formulacdo, ou seja, as diferentes quantidades de OLZ dihidratada D utilizadas, as
diferencas captadas eram mais notorias para ambas as técnicas, no entanto quando foi
necessario avaliar as diferencas estruturais resultantes da absor¢do de pequenas
percentagens de agua causada pela exposicdo de uma determinada mistura a um valor de
HR, a espetroscopia NIR é uma técnica mais apropriada, visto que permitiu detetar
diferencas muito pequenas que néo se observaram em MIR.

As duas técnicas de infravermelho referidas, para além de se distinguirem na zona do
espetro utilizada, envolvem propoésitos diferentes na sua utilizagdo. No caso da
espetroscopia MIR, obtiveram-se espetros com bandas mais definidas que permitiram
observar as alteragdes estruturais que aconteceram na molécula na presenca de agua. A
analise estrutural conseguida com infravermelho médio ndo foi possivel ser feita com
infravermelho préximo. A obtencao de bandas mais largas resultantes de sobreposicoes e
combinagbes de vibracdes de varios grupos funcionais resulta em espetros mais
complexos, interpretaveis essencialmente com recurso a quimiometria. A atribuicdo
individual de cada banda a um grupo funcional ndo € possivel com NIR e por isso, a sua
utilizacdo tem como fim uma anélise mais quantitativa do espetro, permitindo a
construcdo de modelos PLS e PCA de forma a extrair o maximo de informacéo possivel,
relativa a estabilidade da substancia ativa. Por oposicdo, a espetroscopia MIR permite
uma andalise qualitativa do espetro com a identificacdo da maioria das alteracGes nos
grupos funcionais existentes.

Para monitorizagdo em-linha da estabilidade da OLZ, o NIR é uma técnica mais eficaz
que o0 MIR, pois permite medi¢Ges em real dos parametros fisicos da substancia ativa
através de sondas acopladas ao espetrémetro, ndo existindo destruicdo da amostra nem
uma preparacao prévia da amostra. No caso da espetroscopia MIR, a aplicacdo de sondas
€ um processo mais dispendioso e com uma aplicacdo pratica mais complicada. Por isso
a utilizagdo do NIR como técnica PAT tem ganho mais relevancia nos altimos anos
devido a sua fécil aplicagdo na industria, desde o controlo de qualidade de processos até
a monitorizacdo da qualidade da substancia ativa.

Em conjunto com a espetroscopia NIR, a espetroscopia Raman é outra técnica PAT
com aplicagdo muito comum na monitorizagdo in-line de processos farmacéuticos. A
utilizacdo desta técnica no controlo da estabilidade da OLZ mostrou-se ineficaz tanto
numa fase inicial, em que as amostras se distinguem apenas de acordo com a formulacao
inicial, como numa fase posterior em existiam pequenas alteracdes na HR. Em
comparagdo com a analise em IR, a sensibilidade da espetroscopia Raman a molécula de
agua é muito menor, pois essa técnica requer uma mudanca na polarizabilidade das
moléculas e por isso apenas vibracdes polarizaveis como C=C, C=N sdo detetaveis. No
caso da espetroscopia MIR, a mudanga no momento dipolar é necessaria para a ocorréncia
de bandas no espetro e por isso, o grupo OH da molécula de 4gua é mais facilmente
detetado.

Uma das principais desvantagens da espetroscopia Raman e que pode ter contribuido
para sua baixa eficacia na monitorizagdo da OLZ é o efeito de fluorescéncia. A irradiacéo
de materiais pode resultar em trés fendmenos diferentes: desvio da radiacdo, absorcdo da
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radiacdo ou efeito de fluorescéncia. No caso da espetroscopia Raman, quando o fotdo
atinge a molécula provocando alteragdes na energia dos modos vibracionais, ocorre
posteriormente o desvio do mesmo fotdo com uma energia menor e a diferenca entre as
energias do estado inicial e o estado virtual que atinge o fotdo, corresponde a uma
frequéncia carateristica do grupo funcional. Por vezes, a energia da radiacdo incidente €
proxima da energia de transicao entre dois estados eletronicos, resultante numa absorcao
de energia para o estado eletrénico superior. Esta absorcéo interfere no sinal de Raman e
o efeito fluorescéncia produzido provoca diferengas no espetro obtido. A absorgéo do
fotdo provoca a transi¢cdo da molécula para um estado vibracional excitado num nivel
eletronico superior. A transicdo dessa molécula para um estado vibracional mais baixo no
mesmo nivel eletronico e desse nivel para o nivel eletronico mais baixo, provoca a
emissdo de fluorescéncia que interfere com o sinal Raman. Este efeito € mais demorado
que o efeito Raman, requerendo normalmente nanossegundos em OpOSiCA0 aos
picosegundos carateristicos da espetroscopia Raman [88],[115], [116].

A interferéncia do efeito de fluorescéncia nos espetros da OLZ é notdria ao longo de
todos os estudos feitos, resultando numa diminuicéo da intensidade dos picos, ndo sendo
possivel caraterizar estruturalmente a molécula a partir dos espetros nem retirar
informacdo relevante através de quimiometria.

O efeito de fluorescéncia pode ser evitado utilizando-se radiagdo com outro
comprimento de onda, de forma a garantir que a energia de excitacdo ndo ¢ suficiente
para provocar uma transicdo de nivel eletrénico. Neste caso, o laser escolhido tem um
comprimento de onda de 785 nm proximo da zona infravermelho proximo, portanto seria
esperado que a energia ndo fosse suficiente para provocar fluorescéncia, no entanto, o
tempo de integracédo aplicado pode ter contribuido para esse fenémeno juntamente com o
carater naturalmente fluorescente da OLZ. A utilizacdo de um espetrometro com
transformada de Fourier que tem um laser com uma radiacao correspondente a 1064 nm,
permite evitar o efeito de fluorescéncia, no entanto tem como desvantagem a diminuicao
do sinal Raman.

Assim, conclui-se que a técnica mais eficiente para monitorizar as alteragfes na OLZ
durante o processo de fabrico e durante o armazenamento € a espetroscopia NIR.

A utilizacdo de técnicas de controlo de processo e de qualidade do produto
convencionais, cujas medicdes sdo efeitos offline, como € o caso do método de titulagao
de Karl Fischer tém varias desvantagens, que podem ser colmatadas com a substitui¢éo
por técnicas PAT como o NIR. A titulacdo de Karl Fischer ¢ um método altamente
especifico e seletivo para a dgua e permite determinar a quantidade total de 4gua presente
na molécula, tanto superficial como de cristalizagéo, atraves de uma reacdo da molécula
com iodo na presenca de um &lcool, uma base e didxido sulfarico. Esta técnica envolve a
destruicdo da amostra, requer algum tempo para a sua execucao, envolve um consumo
elevado de solvente e é necessario conhecimento técnico para ser realizada
nomeadamente na escolha dos reagentes e na configuracdo do teste. Além disso, a reacao
quimica que ocorre é de oxidacdo-reducdo e por isso qualquer composto que seja
guimicamente ativo e reaja com o iodo pode gerar falsos resultados. Por se tratar de um
método off-line, as amostras a analisar sdo recolhidas aleatoriamente e a sua analise é feita
com um intervalo de tempo consideravel desde a sua obtencdo, gerando informacéo

89



Monitorizagdo de conversdo polimérfica em formulagdes de olanzapina através de espetroscopia vibracional

limitada sobre a estabilidade da OLZ. No caso da espetroscopia NIR, as medicdes em
tempo real da HR das amostras sem a sua destruicdo nem alteracdo contribuem para a
crescente utilizagdo desta técnica da inddstria.

Os valores iniciais que sdo necessarios para calibrar o modelo, sdo gerados através de
um método de referéncia como a titulacdo de Karl-Fischer que foi previamente validado,
e apods a calibracdo inicial é feita uma validacdo externa do modelo para assegurar que
este é capaz de prever a humidade de amostras desconhecidas. Apds estes dois passos, a
espetroscopia NIR ja pode ser usada no processo com atualiza¢Ges periddicas do conjunto
de calibracdo. Apesar dos custos iniciais elevados de compra e implementacdo do
equipamento, o tempo das analises diminui significativamente, aumentando a
rentabilidade do processo [117], [118].

A eficécia da espetroscopia NIR na avaliacdo da estabilidade da OLZ através da
distincdo das diferentes proporgOes de forma dihidratada D utilizadas inicialmente, e
posteriormente na diferenciacdo das amostras de acordo com a HR que foram expostas
durante o armazenamento, foi demonstrada. Para uma aplicacdo na industria seria
necessaria ter uma variabilidade de dados para a calibracdo de modelos de regressao,
nomeadamente acrescentando misturas com outras propor¢cdes de formas anidra | /
dihidratada D, juntamente com um método de referéncia validado, como o Karl Fischer.
Desta forma, seria possivel desenvolver métodos robustos e eficazes para substituir os
métodos classicos de controlo de qualidade.
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6. Conclusao e perspetivas futuras
6.1. Conclusédo

A avaliacdo da estabilidade da OLZ em diferentes formulagfes produzidas sob a
forma de comprimidos e pés, foi conseguida com recurso a varias técnicas como a
espetroscopia NIR, MIR, Raman ou DSC.

Foi observado que apenas as amostras que foram expostas a 93% de humidade relativa
e contém uma maior quantidade de OLZ anidra I, se diferenciam em relacéo as restantes.
O efeito do armazenamento refletiu-se num ligeiro aumento do teor de 4gua das amostras,
observado inicialmente por DSC e confirmado através de NIR e MIR. Apesar desta
alteracdo, a estabilidade da OLZ ao fim de um més mantém-se, ndo se observando
nenhuma conversdo polimorfica. Por isso conclui-se, que a OLZ anidra | é adequada para
uso farmacéutico, no entanto mantém-se a necessidade de uma monitorizagdo do farmaco
durante 0 seu processamento e no seu armazenamento, pois existe possibilidade de
transformacédo na forma dihidratada D considerando periodos de tempo mais elevados, e
uma potencial transicao polimdrfica tem efeitos indesejados no potencial terapéutico do
medicamento.

O perfil de dissolucdo dos comprimidos ap6s o armazenamento, ndo foi alterado
concluindo-se que a humidade relativa ndo influenciou a velocidade de dissolucdo das
formas farmacéuticas. A alteracao dos perfis de dissolu¢édo foi mais visivel na comparacao
de comprimidos com forcas de compressao diferentes, concluindo-se que o aumento da
mesma, diminui a velocidade de dissolucdo. Observou-se também que a proporcao de
forma dihidratada D inicial ndo provocou diferencas significativas nos perfis de
dissolucdo obtidos.

A utilidade de cada uma das técnicas referidas na monitorizacdo da estabilidade da
OLZ, foi avaliada ao longo deste estudo. A caraterizacdo inicial da substancia ativa em
diferentes proporgdes foi feita com recurso as varias técnicas. Concluiu-se que o DSC
tem uma utilidade maior para uma primeira analise dos compostos, pois é bastante
sensivel as variagBes de gua absorvida pelas amostras, e por isso qualquer alteracdo no
grau de hidratacdo das mesmas € logo detetado. Esta técnica, em conjunto com a
espetroscopia MIR permite uma analise mais qualitativa das amostras, ao contrario da
espetroscopia NIR, que em conjunto com a analise multivariada dos espetros, permite
uma anéalise mais quantitativa.

A utilizacdo de infravermelho proximo mostrou ser mais eficaz numa fase posterior
da analise, em que existiam apenas pequenas diferencas da humidade nas amostras
causadas pelo armazenamento, e atraves de modelos PCA foi possivel distinguir essas
amostras com base na humidade relativa. Em conjunto com a espetroscopia Raman, estas
duas técnicas podem ser utilizadas para monitorizacdo em-linha de processos, sendo que
o efeito de fluorescéncia observado nos espetros Raman comprometeu a qualidade dos
mesmos, e a baixa sensibilidade do mesmo a variacdo da humidade ndo permite a sua
utilizacdo neste caso.

Assim conclui-se que a espetroscopia NIR é a técnica mais adequada para uma
monitorizagdo em tempo real da estabilidade da OLZ durante o seu processamento e
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armazenamento, podendo ser utilizada em substituicdo de outros métodos classicos de
controlo de qualidade, de forma a garantir a eficacia final do produto.

6.2. Perspetivas futuras
De forma a melhorar o trabalho realizado e continuar a sua aplicacdo numa fase
posterior, apresentam-se de seguida alguns aspetos que podem ser modificados:

e Utilizacdo de uma técnica complementar de analise como o TGA, para a
caraterizacdo inicial da forma dihidratada D da OLZ, de forma a adicionar
a analise qualitativa conseguida por DSC, uma analise quantitativa que
permita a obtencdo de um valor da percentagem de massa de agua ganha
com a hidratagéo;

e Utilizacdo de outras técnicas de analise estrutural como difracdo de raios-
X de forma a detetar alteragdes na rede cristalina ndo observaveis em
infravermelho, na analise dos controlos positivos e das misturas apés o
armazenamento;

e Alteracdo das condigdes experimentais, nomeadamente, o tempo de
armazenamento e o grau de exposicdo a uma atmosfera com diferentes
valores de humidade relativa,;

e Inclusdo de um processo de tamisagdo das matérias-primas apds a sua
moagem manual, de forma a garantir a uniformidade no tamanho de
particula;

e Realizacdo de um novo delineamento experimental com mais niveis de
variacdo da proporcdo entre as formas dihidratada D/ anidra 1, que
permitem a calibracdo de modelos de regressdo, para uma posterior
utilizacdo na industria;

e Andlise dos controlos iniciais através de um método classico de medi¢édo
da humidade relativa, de forma a desenvolver um método de referéncia
valido.

e Inclusdo de ensaios de desagregacdo antes da realizagdo dos ensaios de
dissolucao.
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Anexo 1: Delineamento experimental

Tabela 11 — Delineamento experimental para os comprimidos de OLZ

API
Ordem Iilxg Hurgg/iod)ade cc::rggr)graesdsgo Forma  Forma IE/ImCC PC Tempo de Formulagéo
(Ton) anidra dihidratada g) (mg) armazenamento
I(mg)  D(mg)
11 1 11 2 30 30 60 180 1 semana M1
53 2 11 4 12 48 60 180 1 semana M2
19 3 75 2 12 48 60 180 1 semana M2
9 4 11 2 0 60 60 180 1 semana M4
27 5 93 4 60 0 60 180 1 semana M5
14 6 11 2 12 48 60 180 1 semana M2
39 7 75 2 12 48 60 180 1 més M2
57 8 11 2 60 0 60 180 1 semana M5
18 9 93 2 60 0 60 180 1 semana M5
42 10 11 4 48 12 60 180 1 semana M3
47 11 11 2 30 30 60 180 1 més M1
60 12 93 4 12 48 60 180 1 més M2
49 13 11 4 60 0 60 180 1 més M5
6 14 75 2 0 60 60 180 1 més M4
26 15 11 2 48 12 60 180 1 més M3
54 16 75 4 0 60 60 180 1 semana M4
22 17 11 4 30 30 60 180 1 més M1
7 18 11 2 60 0 60 180 1 més M5
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60
12
30
48

12
12

30
30
60
12

60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60

180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180

1 semana
1 més
1 semana
1 més
1 semana
1 semana
1 més
1 més
1 més
1 semana
1 més
1 semana
1 més
1 semana
1 més

1 més

M5
M2
M1
M4
M4
M3
M1
M2
M5
M3
M3
M5
M1
M1
M4
M3
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Monitoriza¢do de conversdo polimdrfica em formulagdes de olanzapina através de espetroscopia vibracional

Anexo 2: Modos vibracionais MIR para as formas dihidratada D e anidra | da olanzapina
Tabela 12 — Modos vibracionais MIR para as formas dihidratada D e anidra | da olanzapina

Forma anidra | Forma dihidratada
oLz DOLZ Modo vibracional
IR | Raman IR | Raman
---------- 3500 v(OH)
---------- 3400 v(OH)
3219 - 3235 - v(NH)
1595 1600 1606 1610 R1[8a]+R2[vCN]
1584 - 1587 - R1[8a]+ R2[v(CN)]+J5(NH)+R3[v(CC)]
1555 1560 1560 1560 R1[8b]+R2[v(CN)]+R3[v(CC)]+5(CH)
1518 - 1519 - R2[6(NH)]+R3[v(CC)]+MeW[§(CH3)]
----- 1500 1507 R1[19b]+ R2[ 5(NH)]
1447 e e e R4[6(CH,)]
1380 1382 ----- 1382 R1[19a]+ R2[ 6(NH)]
1330 1330 1330 1335 R4[w(CHy)]
1289 1290 1284 1290 R1[14]+R4[y(CH2)]
1260 1260 1265 1265 R1[3]+R2[vane]+R4[y(CH2)]
1202 1195 1202 1195 R4[y(CH2)]
1179 - 1181 ----- R1[18b]+R2[Janei]+R3[6(CH)]+v(CC)+R4[y(CH2)]+Me®[5(CH3)]
1143 1146 1153 1150 RA4[Vaner+ y(CH2)]+Me®@[w(CN)+p(CHs)]
1083 - 1088  ----- RA4[vaner+ y(CH2)]+Me@[p(CHa)]
1042 1012 1046 1017 R1[1]
1009  ----- 1004  ----- RA4[Janel]
965 930 972 950 R2[0anet]*R3[V(CS)]+R4[0anel]
928 - 930 @ ----- R1[17b]
887 890 905 890 R1[12]+R2[Janel]
845 830 845 826 R1[17a]+R3[o(CH)]+R4[p(CH2)]
784 790 782 780 R2[Janei]+RA[[Fanei]+ p(CH?)]
745 720 750 720 R1[11]

Tipos de vibragdes: v: estiramento, ¢: deformagao angular y: tor¢do, p: balango. Os moiety modes do benzeno estdo nomeados de acordo com a notagdo de Wilson. ([119])
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