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Resumo

A caracteriza¢do do estado solido é um dos parametros mais importantes na etapa de desenvolvimento
de um farmaco, uma vez que fornece dados fundamentais sobre as propriedades fisico-quimicas do
farmaco. O ganciclovir ¢ um farmaco antiviral utilizado no tratamento da retinite por citomegalovirus.
Recentes estudos de caracterizagdo indicaram a existéncia de diferentes formas cristalinas do GCV,
tais como anidro e hidrato, além de outras estruturas cristalinas ainda nao determinadas nem
quantificadas. O objetivo do presente trabalho foi realizar o estudo termoanalitico e espectroscopico
do GCV e investigar a presenga de polimorfos em amostras comerciais do farmaco. Utilizaram-se,
técnicas termoanaliticas (TG/DTG e DSC) associadas a outras técnicas de caracterizagdo Como
Difratometria de raios X (DRX), Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), Microscopia Electronica de Varrededura (MEV) e andlise elementar. Foi observado na curva
DSC um evento exotérmico em torno de 190°C, que foi atribuido a alguma transigdo cristalina, uma
vez que esse evento ndo esteve associado a perda de massa na curva TG. Além disso, picos de
difragdo ao redor de 7° e 8° (20) foram evidenciados e podem ser indicativos da presenga do
polimorfo 111 do farmaco. Os resultados obtidos pelas diferentes técnicas permitiram caracterizar a
amostra de GCV. Além disso, foi possivel identificar a presenga de outra forma cristalina do farmaco.

Abstract

The characterization of solid state is one of the most important parameters in the development of a
drug, since it provides basic information about the physicochemical properties of the drug.
Ganciclovir is an antiviral drug used in the treatment of retinitis caused by CMV. Recent
characterization studies indicated the existence of different crystalline forms of GCV, such as
anhydrous and hydrate, besides other crystal structures not yet determined nor quantified. The aim of
this work was to perform the study thermoanalytical and spectroscopic GCV and investigate the
presence of polymorphs in commercial samples of the drug. Thermoanalytical techniques (TG / DTG
and DSC) combined with other characterization techniques such as diffraction (XRD), Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), Scanning Electron Microscopy (SEM) and elemental analysis
were used. It was observed in the DSC curve an exothermic event about 190°C, which was attributed
to a crystalline transition since this event was not associated with weight loss in the TG curve. In
addition, diffraction peaks around 7° and 8° (20) were evidenced and may be indicative of the
presence of polymorph III drug. The results obtained by the different techniques allowed
characterizing the sample of GCV. Moreover, it was possible to identify the presence of another
crystalline form of the drug.

1. INTRODUCAO

A retinite por citomegalovirus (CMV) ¢ a infecgéo ocular oportunista mais comum e a maior causa
de perda visual em pacientes com AIDS (GROSS er al., 1990). A infecgdo é causada por um membro
do grupo do herpes virus, mais conhecido como herpes virus humano - 5 (HHV-5 ou CMV). A
maioria das pessoas estd exposta ao CMV, entretanto, a doenga s6 se manifesta em individuos
imunosuprimidos, como no caso dos pacientes infectados por HIV, os que sofreram transplante de
medula 6ssea, e aqueles que estdo em tratamento quimioterapico ou sob agiio de farmacos que inibem

o sistema imunoldgico (GROSS et al., 1990).

g



~,
3
g

ik IX Congresso Brasileiro de Analise Termica e C
Abratec 09 a 12 de novembro de 2014 - Serra Negra

= W,_

O ganciclovir (GCV) ¢ o antiviral mais amplamente estudado na e
prevengio e no tratamento da retinite por CMV. Sua designacdo quimica € 9
- (1,3-diidroxi-2-propoximetil) guanina. O GCV (CoH;3NsOy). estrutura N H N/"fo HO
molecular ilustrada na FIGURA 1, é um nucledsideo sintético analogo a 15/ j!i />
guanina e estruturalmente semelhante ao aciclovir. Apresenta-se, I §

comercialmente, na forma injetavel de 500 mg/10 mL e capsulas de 250 mg  FIGURA 1. Estrutura
KOROKOLVAS: FRANCA, 2009; MERCK INDEX, 2006. moleculado GEY

O farmaco ¢ um componente hidrofilico polar, com coeficiente de parti¢ao octanol/agua de 0,022,
é pouco sollivel em dgua a temperatura ambiente (2,6 mg/mL) (CYTOVENEﬁ‘-IV, 2010). Entretanto,
sua solubilidade pode aumentar notavelmente (>100mg/mL) em sistemas com valores de pH altos
(TANG et al., 2012;). Devido a baixa solubilidade, o farmaco ¢ pouco absorvido, apresentando uma
biodisponibilidade de 5% a 9% (KOROKOLVAS; FRANCA, 2009; YANG: MANITPISITKUL;
SAWCHUK, 2006).

Estudos de caracterizagdo do estado sélido do GCV realizados pela United States Pharmacopeia
(USP) niao demonstraram a existéncia de formas polimérficas. Entretanto, trabalhos recentemente
publicados por Kawamura e Hirayama (2009) e Sarbajna et al., (2011) indicaram a existéncia de
diferentes formas cristalinas do GCV, tais como anidro e hidrato, além de outras estruturas cristalinas
ainda nio determinadas nem quantificadas.

Apesar da existéncia de documentos que relatam a presenga de formas polimorficas do GCV,
poucos dados foram encontrados na literatura quanto as caracteristicas fisico-quimicas e ao estudo
termoanalitico desta espécie, existindo, portanto, uma lacuna para o estabelecimento de um padrio e
controle de qualidade de um medicamento importante comercializado no Brasil. Dessa forma, ¢
necessaria a realizacio de mais estudos de cariter investigativo e cientifico para compreender o

comportamento desta espécie e de suas possiveis formas polimdrficas.

2. OBJETIVO

O presente trabalho teve por finalidade realizar o estudo termoanalitico e espectroscopico do GCV
¢ investigar a presenca de polimorfos em amostras comerciais do farmaco. Para isto foram utilizadas

técnicas termoanaliticas (TG/DTG e DSC) associadas a outras técnicas de caracterizagao.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Utilizou-se uma amostra codificada como GCV, obtida de uma industria farmacéutica brasileira.
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3.2.Métodos

3.2.1. Difratometria de raios X. Os difratogramas de raios X foram obtidos no difratometro Siemen-
Bruker D5000, com tubo de geragio de Cu-Ka. A varredura, em modo continuo, foi feita com tempo
de exposi¢do de 2 s por passo médio (~0,05° em 20) na faixa entre 3% e 50°(26).
3.2.2. Termogravimetria. As curvas TG/DTG foram obtidas a partir da termobalanga TGA-51
(Shimadzu), no intervalo de temperatura de 25 a 900°C com razdo de aquecimento (p) de 10°C.min™",
sob atmosfera dinamica de ar (vazao de 50 mL.min™"), utilizando cadinho de Pt contendo cerca de 15
mg de amostra.
3.2.3. Calorimetria exploratéria diferencial. As curvas DSC foram obtidas a partir da célula
calorimétrica DSC-50 (Shimadzu), no intervalo de temperatura de 25 a 500°C com Bs de 10°C.min”",
sob atmosfera dindmica de N; (100 mL.min"), em cadinho de Al aberto contendo cerca de 2 mg de
amostra.
3.2.4. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier: espectrofotometro FTIR
MB100 (Bomen), com faixa de operagdo de 4000 a 350 em’ em pastilha de KBr.
3.2.5. Andlise elementar de C/H/N: Os teores dos elementos C, N ¢ H da amostra de GCV foram
obtidos utilizando o equipamento Elemental Analyzer, modelo 2400 CHN (Perkin Elmer, San Diego,
USA).
3.2.6. Avalia¢io visual do processo de fusio
A avaliagdo visual do comportamento do GCV foi realizada no equipamento Eletrothermal modelo
9100 até a temperatura de 300°C. As medidas foram realizadas em tubo capilar com
aproximadamente Imm de didmetro.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Na FIGURA 2 ¢ apresentado o difratograma de raios X da amostra de GCV, observou-se que 0
formato do pico de difragdo a 5° da posigdo 26, bem como a presenca de picos em torno de 10 a 117,
14° a 15° e 20° (20), foram caracteristicos do GCV hidratado (Chan; Huong, 1987). Entretanto, ao
redor de 7° e 8° (20), dois picos de difragao foram
observados, o que pode ser indicativo da presenca
do polimorfo 111 do farmaco (Sarbajna et al., 2011).
As curvas TG/DTG da amostra de GCV

100000 - ! ﬂ

(FIGURA 3) evidenciaram que o farmaco apresenta

Intensidade (contagens)

quatro etapas de decomposi¢ao térmica. A primeira J /

ocorreu entre 25 a 118°C, a segunda na faixa de 118

0
a 190°C, ambos corresponde a perda de massa de ! m:mm
FIGURA 2. Difratograma de raios X da amostra de
GCV analisada e plotada no programa de refinamento de
umidade, uma vez que a curva DSC mostrou nessa  estruturas Tonas Academic V4.1,

2.5%, e parecem indicar a liberagio de agua de

faixa de temperatura dois eventos térmicos (FIGURA 5).
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A terceira etapa ocorreu entre 196 a 275°C e corresponde a perda de massa de 35.9%, equivalente

a liberagdo de um produto gasoso com massa molar de aproximadamente 90 g.mol ™. Além disso, foi
evidenciada a formagdo de um solido castanho escuro, (FIGURA 4). tanto observado no aparelho de
ponto de fusdo, como no residuo isolado do ensaio de TG até 319°C. Essa coloragdo ja deve indicar
que ha inicio da carbonizagdo da amostra. A quarta etapa de decomposigdo térmica ocorreu ao redor
de 300 a 600°C, com perda de massa de 61,6%, correspondente a degradagdo do produto formado na

etapa anterior e carbonizagdo, totalizando 99,5% de perda de massa.
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FIGURA 3. Curvas TG/DTG do GCV obtidas a 10°C/min ¢ sob
atmosfera dindmica de ar (50 mL min).

A FIGURA 5 ilustra a sobreposicio das curvas DSC e TG/DTG obtidas sob atmosfera dinamica de
ar. A curva DSC apresenta oito eventos térmicos com as seguintes Tyt 50: 150; 190; 249.6; 370:
412.5: 478 e 509°C. Os dois primeiros eventos em 50 e 150°C sdo endotérmicos e ocorreram numa
faixa de temperatura em que as curvas TG/DTG indicaram uma leve perda de massa.

O terceiro evento em 190°C ¢é exotérmico e ocorreu numa faixa de temperatura em que as curvas
TG/DTG ndo indicaram perda de massa, portanto, ¢ de origem fisica e pode ser atribuido a alguma
transicdo cristalina, que ocorreu apds processo de desidratagio do GCV hidratado (Chan: Huong,
1987).

O quarto evento, 249,6°C (endotérmico) foi correlacionado com a primeira perda de massa da
curva TG/DTG (FIGURA 3), uma vez que se observou claramente que nessa faixa de temperatura
houve degradagio do farmaco. Além disso, o aquecimento lento da amostra em aparelho convencional
de medicdo de ponto de fusdo evidenciou visualmente o escurecimento do material, confirmando o
inicio da decomposigio do GCV sem a ocorréncia da fusdo, na curva DSC, (FIGURA 5). Os quatro
altimos eventos térmicos foram relacionados com a segunda perda de massa da curva TG/DTG
(FIGURA 3), e se referem a decomposigao do produto formado na etapa anterior com carbonizag@o.
As informagdes obtidas a partir das curvas de DSC e TG/DTG (FIGURA 5) confirmaram os

resultados de DRX, uma vez que o farmaco apresentou comportamento caracteristico do GCV
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hidratado (Chan; Huong, 1987). Além disso, o aparecimento do pico de difragdo em torno de 7° e 8°
(20) corroboram a existéncia do polimorfo III do farmaco na amostra (Sarbajna er al., 2011). A
TABELA 1 lista os resultados de andlise elementar para a amostra de GCV de formula molecular
CoH3N50,.

Os porcentuais de C, H e N sdo muito proximos aos

©
obtidos estequiometricamente ¢ estio em concordancia  # & -g
aos relatados na literatura (MERCK index, 2006). As g - "~y i
pequenas diferengas observadas nos percentuais de . ' " 1 N E ‘E
carbono e nitrogénio calculado so atribuidas a presenga - DTG : o S §
de agua de umidade, conforme os resultados de TG/DTG % {- g A,TG -

. ; Temperatura (°C)
que indicaram perda de massa de cerca de 2,4% at¢ a
FIGURA 5. Curvas de DSC ¢ TG/DTG do GCV
- O .
temperatura de 150°C. A FIGURA 6 ilustra 0 espectro no . 1 0oc/min e sob atmosfera dindmica de
infravermelho da amostra GCV, evidenciou-se bandas de  ar (50 mL min).

absorgdo em 3425 ¢ 3311 correspondentes ao estiramento Tabela 1: Resultado da andlise

simétrico e assimétrico em aminas primarias. Além disso, elementar da amostra de GCV

, Dados %C | %H]| %N
a presenga de bandas ao redor de 1658 a 1609 cm Erperimental 3124 | 518 | 26.84
confirmaram o estiramento N-H, uma vez que Calculado 42,35 5,13 2745
corresponderam as ligagdes de hidrogénio da amina
primaria. A absor¢do a 3177 cm’ foi caracteristica do T
estiramento N-H em amina secundaria. A existéncia da g
banda a 1732 ecm' confirmou o estiramento C=0 da amida E ol
terciaria na molécula e as absorgdes em 2845 ¢ 2923 cm’ & w
g
foram atribuidas ao estiramento simétrico de C-H. "
20
Observaram-se, também, outras atribui¢des a 1609 ¢ 1490
4500 3[;00 Z(;DO 1(;00 0

cm’' caracteristicas do estiramento C=C, que junto a
Ndmero de onda / cm™

&l o
banda em 3099 cm™ (C-H) confirmaram a presenca da FIGURA 6. Espectros na regido do infravermelho
da amostra de GCV.

estrutura aromatica.

Na FIGURA 7 sdo exibidas as micrografias de MEV
da amostra de GCV. Observou-se que o farmaco
apresentou cristais retangulares irregulares bem definidos

na faixa de 20 a 150 pum, aproximadamente. A maioria

das particulas mostrou-se dispersa, enquanto que outras

apresentaram  sobreposi¢do de plaquetas de aspecto  pieyRaA 70 Micrografiss  de  microscopia
eletronica de varredura do GCV. aumento de

rugoso, aderidas densamente a cristais maiores, como
100X.

observado na micrografia B. Uma avaliagdio mais
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detalhada indica, também, a existéncia de particulas finas unidas na superficie, contribuindo com a

aparéncia rugosa dos cristais.

7. CONCLUSAO
Os resultados obtidos por DRX, DSC, TG/DTG, FTIR. MEV e analise elementar, permitiram

caracterizar a amostra de GCV. Além disso, foi possivel identificar dentre a amostra a presenga de

outra forma cristalina do farmaco.
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