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RESUMO

ESTUDOS DE SOLIDOS FARMACEUTICOS ATRAVES DAS TECNICAS DE RMN
NO ESTADO SOLIDO. Cerca de 80-90% das drogas presentes no mercado sdo
disponibilizadas no estado sélido, em forma de comprimidos e em capsulas
contendo o produto na forma de p6. Um problema recorrente associado aos
farmacos no estado sdlido € a baixa taxa de dissolugdo, principalmente em meio
aguoso ou em ambientes mais polares. Outra caracteristica importante, e que esta
intimamente relacionada com a taxa de dissolucdo e, conseqguentemente, a
biodisponibilidade do farmaco é a existéncia de varias formas cristalinas que um
farmaco pode assumir no momento da sua cristalizacdo. Este fenbmeno é conhecido
como polimorfismo e trata-se de um sério problema para a industria farmacéutica.
Como o problema néo € tao simples de ser caracterizado, é recomendado o uso de
um conjunto de técnicas, tais como DRX, Raman, IV, andlises térmicas e RMN no
estado sélido, porque todas elas tém pelo menos uma limitagdo. Nesse contexto,
esse trabalho teve como objetivo estudar sdlidos farmacéuticos através das técnicas
de RMN no estado sélido, utilizando as matrizes mebendazol (nas formas
polimorficas A e C e em amostras comerciais), dietilicarbamazina (nas formas livre,
citrato e maleato) e o &cido micofendlico, bem como o seu éster mofetil. Foi utilizado
um conjunto de técnicas de RMN no estado solido baseadas no experimento de CP-
MAS e suas variantes (CP-TOSS, CP-NQS e CP-PI), tanto observando o nucleo de
carbono-13 quanto o de nitrogénio-15. Com isso, foi possivel diferenciar as formas
polimorficas A e C do mebendazol, além de utiliza-las na analise dos medicamentos
comerciais. Foi possivel ainda verificar que a técnica de RMN no estado sélido pode
ser usada com sucesso ha caracterizacdo e na quantificacdo absoluta dos
polimorfos em amostras comerciais. Os dados obtidos dessas analises
demonstraram a importancia de se realizar um controle de qualidade eficaz das
drogas formuladas no estado solido disponiveis no mercado, uma vez que alguns
lotes comercializados apresentaram o polimorfo indesejado do mebendazol. No caso
da dietilcarbamazina nas formas livre, citrato e maleato, os dados de RMN foram
coerentes e complementares aos encontrados por cristalografia de raios X. Com o
emprego da técnica bidimensional FSLG-HETCOR-'H-3C, foi possivel observar a
existéncia de interacdes de hidrogénio intra e intermoleculares. Ja os dados de RMN
obtidos para o acido micofendlico e do seu éster mofetil complementam o estudo

estrutural dessa molécula, descrita na literatura somente com dados de raios X de
XVi



monocristal. Os resultados obtidos nesse trabalho vém confirmar a importancia da
RMN no estado sélido no estudo de solidos farmacéuticos, principalmente na analise
de produtos comerciais no Brasil, onde sua utilizacdo deve ser incentivada, tendo em

vista que as vantagens que essa técnica oferece na analise deste tipo de produto

sao muito consideraveis.
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ABSTRACT

STUDIES OF PHARMACEUTICAL SOLIDS THROUGH NMR TECHNIQUES IN
SOLID STATE. Approximately 80-90 % of the drugs on the market are available in
solid form, sold as tablets and capsules containing product in a powdered form. A
frequent problem associated to the drugs in the solid state is the low rate of
dissolution, especially in aqueous medium or in polar environments. Another
important feature, which is closely related to the dissolution rate, and consequently
the bioavailability of the drug, is the existence of several crystalline forms that the
drug can assume during the crystallization. This phenomenon is known as
polymorphism and it is a serious problem for the pharmaceutical industry. Since the
problem is not so simple to be characterized, it is recommended to use a number of
different techniques such as XRD, Raman, IR, thermal analysis and solid state NMR,
once they all have at least one limitation. In this context, this work aimed to study
pharmaceutical solids by solid state NMR techniques, using matrices such as
mebendazole (in polymorphic forms A and C and in commercial samples),
diethylcarbamazine (in its free, citrate and maleate forms) and mycophenolic acid as
well as its ester mofetil form. A set of techniques for solid state NMR based on CP-
MAS experiment and its variants (CP-TOSS, CP-NQS e CP-PI) were used, both
observing the nucleus of carbon-13, as well as nitrogen-15. Thus, it was possible to
differentiate between A and C polymorphs of mebendazole by using these
techniques, and still use them in the analysis of commercial drugs. In this context, it
was also possible to verify that the technique of solid state NMR can be successfully
used to characterize and quantify polymorphs in absolute commercial samples. The
data obtained from these analyzes demonstrated the importance of conducting an
effective quality control of drugs available in the market when formulated in solid
form, since it was verified that some lots sold exhibited the undesired polymorph of
mebendazole. Regarding the study involving the free diethylcarbamazine and its
citrate and maleate forms, NMR data were consistent and complementary to those
reached by X-ray crystallography. With the use of two-dimensional FSLG-HETCOR
1H-13C experiment, it was observed the existence of intra- and intermolecular
interactions through hydrogen bonds. NMR data obtained for mycophenolic acid and
its ester mofetil form corroborate the structural study of this molecule, previously
described in the literature only with X-ray crystallography data. The present results

confirm the importance of solid state NMR in the study of pharmaceutical solids,
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mainly in the analysis of commercial products in Brazil, where their use should be
encouraged, since this technique offers considerable advantages in the analysis of

this type of product.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Sélidos farmacéuticos

Os farmacos podem ser administrados de formas diferentes de acordo
com o tratamento desejado. Cada uma delas, apresenta vantagens e desvantagens.
Os medicamentos de uso topico sdo aplicados na pele ou nas mucosas e liberam,
de forma lenta e continua, substancias com baixo poder de absor¢do, com a
finalidade de atuacéo local, sem atingir concentracfes altas na corrente sanguinea,
no entanto tém um numero limitado de aplicacdes. Os injetaveis tém a grande
vantagem de possibilitar a biodisponibilidade completa do medicamento, mas a
administracdo exige a atuacdo de um profissional qualificado, além de provocar dor
no local da injecdo. Os medicamentos formulados em solucdes e/ou suspensdes sao
de facil administracdo e rapida absorcdo, porém apresentam sensacoes
desagradaveis ao paladar (em muitos casos), sdo mais suscetiveis a alteracdes de
temperatura, incidéncia de luz, estabilidade e homogeneidade da
solucdo/suspensdo. Além desses fatores, muitas vezes 0 paciente comete
equivocos no momento da administracdo, o que interfere na dosagem correta do
medicamento, podendo ser insuficiente ou ainda ser alta o bastante para causar
intoxicacdo. J& o medicamento na forma soélida facilita a administracao por fornecer
doses corretas do principio ativo, € menos suscetivel a mudancas ambientais, além
de ser mais facil de transportar. Por esses fatores, muitas vezes o médico e o
paciente optam pelo tratamento com o medicamento no estado solido. Por conta
disso cerca de 80-90% das drogas disponiveis no mercado sdo disponibilizadas no
estado sélido, apresentadas como comprimidos e em capsulas contendo o produto
na forma de p6 (SANCHEZ et al., 2008).

Um problema recorrente associado aos farmacos no estado sélido € a
baixa taxa de dissolucéo, principalmente em meio aquoso ou em ambientes mais
polares. De maneira geral, os farmacos devem apresentar uma taxa de dissolugéo
tal que a sua biodisponbilidade seja 6tima, resultando numa terapéutica mais eficaz.
A taxa de dissolucéo esta diretamente associada a biodisponibilidade do farmaco e
varia em funcdo de uma série de parametros como o tamanho da particula, a area

de superficie, o grau de hidratagdo do farmaco, entre outros.



A biodisponibilidade é um processo dinamico associado a velocidade e
a extensdo de absor¢cdo de um principio ativo em uma forma de dosagem, a partir de
sua curva concentracdo/tempo na circulacdo sistémica ou sua excrecdo na urina
(ANVISA, 2013). Esta propriedade é avaliada através de curvas de concentracao
plasmatica em funcdo do periodo em horas e apresenta um comportamento similar a
uma curva de distribuicdo gaussiana. De maneira geral € dividida em dois estagios:
durante o periodo que antecede o maximo de concentracdo plasmatica ocorre a
absorcdo do medicamento e apos esse periodo ocorre a excrecdo. A FIGURA 1.1
ilustra trés curvas genéricas que descrevem a biodisponibilidade de um farmaco em

diferentes condi¢fes de solubilidade.
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FIGURA 1.1 - Curvas genéricas que ilustram a biodisponibilidade de um farmaco em

trés condicdes diferentes.

A curva em azul mostra que nas primeiras duas horas apoés a ingestao
do medicamento, a concentracdo plasmatica superou o limite maximo do indice
terapéutico e nesse caso pode tornar-se tOxico ao paciente ou eliminado sem
apresentar qualquer efeito ao organismo. Outra observacéo é que logo apdés atingir o
maximo da curva, ocorre uma queda drastica da concentracdo, alcancando o limite
minimo apds seis horas, ou seja, depois desse ponto ndo apresenta mais qualquer
acao terapéutica; nessa condicdo, o farmaco nao seria indicado para ser utilizado
em formulagbes farmacéuticas. A curva em vermelho exibe um aumento lento da
concentracdo plasmatica deste farmaco, de maneira que praticamente nao

ultrapassa o limite minimo do indice terapéutico e, sendo assim, essa formulacdo
3



também n&o deve ser usada para a producdo do medicamento nesta condi¢gdo. Ja a
curva em preto apresenta a condicdo ideal para a administracdo do farmaco, pois a
concentracdo plasmatica esta dentro do indice terapéutico na maior parte do tempo
e nado alcanca o limite maximo. Somente por volta de nove horas € que a
concentragcdo se aproxima do limite minimo e o alcanca apds 12 horas. Este ultimo
caso € o ideal, pois ndo provoca toxicidade e permite uma boa eficicia terapéutica,
além de diminuir a frequéncia de tomada de doses pelo paciente.

Uma outra caracteristica importante, e que esta intimamente
relacionada com a taxa de dissolucéo, e consequentemente a biodisponibilidade do
farmaco é a existéncia de varias formas cristalinas que um farmaco pode assumir no

momento da sua cristalizacdo. Este fenbmeno é conhecido como polimorfismo.

1.2 - Polimorfismo em farmacos

O polimorfismo € caracterizado pela cristalizagdo de uma molécula em
duas ou mais formas distintas. Este processo foi descoberto em 1822 pelo quimico
alemao Eilhard Mitscherlich, mas a atual definicdo foi dada por HALEBLIAN e
McCRONE em 1969. A palavra polimorfismo deriva do grego e significa “muitas
formas” (poli = muitas, morphos = formas). Este fenbmeno ocorre com qualquer
espécie quimica que tenha a capacidade de cristalizar, porém, farmacos e polimeros
tém maior visibilidade pela importancia comercial (CHIENG et al., 2011; RASTOGI e
KURELEC, 2000), no entanto, alguns materiais inorganicos também apresentam
estruturas polimérficas (TAULELLE, 2004; DUTOUR et al., 2004). As diferentes
formas pelas quais as moléculas podem cristalizar geram estruturas com diferentes
propriedades fisico-quimicas, tais como: estabilidade térmica, grau de
higroscopicidade, reatividade no estado sdlido, processabilidade, solubilidade e, no
caso de farmacos, a biodisponibilidade e consequentemente a bioatividade (LLINAS
e GOODMAN, 2008; ARAUJO et al., 2012).

O processo de cristalizagdo tem como 0 seu primeiro estagio a
nucleacdo. Deve-se ter uma solugédo supersaturada, de maneira a formar cristalitos
individuais (nucleos) e a nucleacéo pode ser primaria (homogénea ou heterogénea)
ou secundaria. A nucleacdo primaria homogénea ocorre quando a cristalizacao

resulta da formacdo espontédnea do nucleo do material a ser cristalizado, sem a
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inducdo de qualquer outra espécie. A primaria heterogénea acontece quando é
adicionado qualquer corpo estranho ao sistema para induzir a nucleagéo. Quando a
nucleacdo € induzida pela adicdo de cristais do soluto, diz-se que a nucleacao é
secundaria (MULLIN, 2004).

Os fatores que governam a formacao de varios ou de um determinado
polimorfo sdo a estabilidade termodindmica do sdlido resultante, associada a
velocidade do processo de cristalizacdo. Dependendo de fatores como a
temperatura, o solvente usado para a cristalizacéo e velocidade de evaporacdo do
solvente, pode ocorrer a formagéo de um polimorfo em detrimento do outro. Assim, o
desenvolvimento e a manipulacdo dos farmacos, talvez seja 0 caso mais critico
enfrentado pela induUstria farmacéutica, pois para garantir a sua eficiéncia
terapéutica, os farmacos requerem formas muito especificas, que nem sempre séo
as mais estaveis e mais economicamente favoraveis.

Solidos farmacéuticos podem apresentar forma cristalina desordenada
(amorfa) ou ordenada. Quando um composto quimico apresenta forma cristalina
ordenada com um Unico componente, dizemos que € um polimorfo. No entanto, se
houver outros componentes, como por exemplo, um solvente, dizemos que é um
pseudopolimorfo (YU et al, 1998). No caso de ser um solvente, esse
pseudopolimorfo é denominado de solvato, se a mélecula € de a4gua chamamos
hidrato, quando interage por ligacdo de hidrogénio ou por interacéo do tipo ©-m com
outra moélecula sélida em temperatura ambiente trata-se de um co-cristal e quando
ocorre reacao acido-base denomina-se sal (FIGURAS 1.2 e 1.3).

Dependendo do processo de cristalizacdo da droga, podem ocorrer
alteracdes na sua solubilidade e com isso a biodisponibilidade e a bioatividade
podem ser bastante comprometidas e, em varios casos, causar efeitos colaterais
extremamente agressivos ao organismo (LLINAS e GOODMAN, 2008).

Outro problema associado ao polimorfismo estd nas condigcbes nas
guais o medicamento € armazenado, uma vez que as condi¢des ambientais em que
0 produto se encontra pode promover alteragdes estruturais devido a incidéncia de
luz, variacdes de temperatura, tempo de armazenamento, umidade, além da pressao

utilizada na confeccéo dos comprimidos.



Forma
Cristalina

Estrutura cristalina Estrutura cristalina
ordenada desordenada

Polimorfo Pseudopolimorfo Amorfo
(um componente) (maltiplos componentes)

[Solvato l [ Hidrato l [Co-cristall [ Sal l

FIGURA 1.2 - Esquema das possiveis formas cristalinas de um composto quimico.

Polimorfismo
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o o o o o s Agua (hidrato)

+ + + + + + Int. fle ’H'ou n- n (co-cristais)
+ + + + + + Reagdo dcido-base (sal)

o b L L L

FIGURA 1.3 - llustracao de polimorfismo e pseudopolimorfismo.
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O caso mais notorio de problemas terapéuticos causados pelo
polimorfismo de farmacos é o do agente anti-HIV ritonavir (BAUER et al., 2001;
MORISSETTE et al., 2003), que chamou a ateng&do por causar Serios prejuizos ao
fabricante e aos pacientes que faziam uso deste medicamento.

Em 1996, esta droga foi disponibilizada em cépsulas contendo uma
solugcdo hidroalcodlica (75:25 etanol:agua). Nos primeiros lotes apresentou
excelentes resultados no tratamento, porém, apdés um tempo ela comecgou a perder
eficacia terapéutica. Um grande numero de pesquisadores se empenhou na tentativa
de descobrir 0 motivo da perda terapéutica e somente em 1998 foi descoberto que
um novo polimorfo mais estavel estava precipitando dentro das capsulas. Este novo
polimorfo, descrito como forma Il, apresentava cristais na forma de agulha e com
solubilidade de 30 mg mL?, sendo que a forma inicial apresentava cristais no
formato de placas com uma solubilidade de 170 mg mL* (FIGURA 1.4).

Dessa forma, uma quantidade muito pequena da droga era de fato
disponibilizada na corrente sanguinea e varios lotes do medicamento precisaram ser
recolhidos das prateleiras, com prejuizos aos pacientes e ao fabricante do

medicamento.

(b)

Figura reproduzida da ref. BAUER et al., 2001, com permisséo de Springer Science and Business
Media.

FIGURA 1.4 - Micrografias das formas | (a) e Il (b) do ritonavir.

Varios farmacos apresentam formas polimorficas com baixa
solubilidade, como nos casos da nimopidina, uma droga usada na prevencéo e
tratamento de doencas neuroldgicas isquémicas (GRUNENBERG et al., 1995); a
glibenclamida, um agente hipoglicemiante oral (PANAGOPOULOU-KAPLANI e
MALAMATARIS, 2000); e dos diuréticos furosemida (MATSUDA e TATSUMI, 1990)
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e toresamida (ROLLINGER et al., 2002). Algumas estratégias podem ser usadas
para melhorar a solubilidade dos famacos, como por exemplo, a preparagdo de sais
e co-cristais, ou mesmo a obtencdo de formas amorfas (SERAJUDDIN, 2007;
BLAGDEN et al., 2007).

Problemas como esses incentivam o0 investimento em estudos
relacionados ao polimorfismo, tanto pela comunidade académica, quanto pela
industria farmacéutica. A pesquisa deve envolver todo o processo produtivo para
gue se obtenham espécies polimorficas que apresentem solubilidade adequada e,
consequentemente, biodisponibilidade ideal para uma atividade terapéutica eficaz.
Estes estudos consistem em estabelecer condigbes para o controle total do processo
que inclui a sintese do farmaco, o processo de cristalizacdo, a interacdo do farmaco
com 0s excipientes ou aditivos que garantam sua estabilidade, a obtencéo final do
produto seco e o seu acondicionamento final.

Para garantir que a forma mais ativa do farmaco tenha sido obtida e
permaneca estavel apds todo esse processo, devem ser utilizadas ferramentas
bastante confiaveis para caracterizar o produto final, pois o custo total envolvido é
bastante elevado (LLINAS e GOODMAN, 2008).

1.3 - Técnicas utilizadas para o estudo de sélidos farmacéuticos

A caracterizacdo de polimorfos ainda é um problema dificil de ser
tratado e, portanto, € necessario utilizar um amplo conjunto de técnicas para garantir
gue o resultado final seja totalmente confiavel. Um levantamento realizado por
CHIENG e colaboradores (2011) mostrou que a maioria dos estudos de polimorfismo
em soélidos farmacéuticos (~90%) utiliza, pelo menos, duas ou mais técnicas
analiticas. Existem varias técnicas que vém sendo empregadas na caracterizacao do
polimorfismo em farmacos, visando principalmente a caracterizacdo estrutural,
quantificacdo e a relacdo estrutura-propriedade. Dentre as técnicas comumente
utilizadas, podem ser citadas: difracdo de raios X por monocristal (DRXM), difracéao
de raios X por p6 (DRXP), infravermelho (IV), Raman, RMN de *3C no estado sélido,
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e termogravimetria (TGA), além de
técnicas de microscopia (BUGAY, 2001; CHIENG et al., 2011).

A técnica de difracdo de raios X por monocristal €, sem davida alguma,

a mais importante para a determinacdo das varias formas polimorficas encontradas
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para uma determinada substancia. Esta técnica permite a determinacdo precisa de
distancias interatdmicas e angulos de ligacdes que levam a obtenc&o de estruturas
cristalinas e moleculares, fornecendo informacgdes que incluem: parametros de cela
unitaria, densidade, ordem e desordem cristalina, conformacdo e empacotamento
molecular e modelo de ligacdo de hidrogénio. No entanto, esta técnica requer a
obtencdo de monocristais de alta qualidade, que em muitos casos € dificil, e nem
sempre possivel. Aléem disso, a presenca de outros materiais de natureza amorfa
pode atrapalhar a analise, e certamente ndo é possivel fazer uso dessa técnica para
analisar as formas polimorficas em um material comercial, visto que, existira uma
mistura complexa de outros compostos que estdo presentes nas formulacdes dos
medicamentos comerciais (excipientes).

A difracdo de raios X por po foi inserida para resolver o problema de
amostras policristalinas, principalmente quando associada ao refinamento de
Retvield, obtendo sucesso na determinagdo de estruturas relativamente simples,
como € o caso da maioria dos farmacos.

Ja as espectroscopias na regido do infravermelho e Raman fornecem
uma espécie de impresséo digital de forma bastante rapida e sensivel. No caso do
infravermelho, porém, muitas vezes o inconveniente consiste na compresséo usada
para obter as pastilhas do farmaco em KBr. Essa compressdo pode causar
alteracdes na estrutura dos polimorfos existentes, com propriedades diferentes do
meio real em que o farmaco serad disponibilizado. As técnicas de imagem ou
microscopia fornecem informacdes sobre propriedades 6ticas, como indice de
refracdo e propriedades morfoldégicas das particulas, no entanto, o nimero de
informacd@es obtidas € limitado.

As técnicas termoanaliticas, principalmente DSC e TGA, possibilitam
identificar os polimorfos com base na estabilidade térmica e possiveis alteracdes
baseadas em seus pontos de fusdo, dessolvatacéo (no caso de pseudopolimorfos),
transicdes solido-solido, transicbes vitreas e cristalizacdo, mas oferecem poucas
informacdes do ponto de vista estrutural. A Ressonancia Magnética Nuclear no
estado solido também vem sendo utilizada para a caracterizagdo do polimorfismo e
tem apresentado informagdes muito interessantes, além de algumas vantagens
experimentais. Assim, a RMN no estado soélido, tem se mostrado uma importante

aliada na caracterizacdo de farmacos e sera o foco deste trabalho.



1.4 - A Ressonancia Magnética Nuclear no estado sélido aplicada a

caracterizacédo de solidos farmacéuticos

A RMN no estado sélido tem sido bastante utilizada no estudo do
polimorfismo, pois fornece uma diversidade de informac8es comparaveis as obtidas
por difracdo de raios X mono e policristalina (BUGAY, 1993), com a vantagem de
nao exigir a obtencdo de monocristais de alta qualidade e, mesmo, podendo ser
utilizada no estudo de materiais amorfos. Além disso, a preparacdo da amostra €
bastante simples com manipulacdo minima, requerendo no maximo a pulverizacao
da amostra com almofariz e pistilo. Outro fator relevante para o emprego da técnica
de RMN é a possibilidade de analisar, além da matéria prima, o produto final ja
formulado, ainda que a presenca de excipientes seja considerada. Dessa forma, é
possivel utiliza-la na analise de formulacbes comerciais tendo preocupacdo no
controle da qualidade do produto oferecido, permitindo avaliar qualquer problema
ocorrido ndo s6 na formulacdo, mas em outras etapas como 0 transporte ou
armazenamento do produto (TISHMACK et al., 2003).

As principais desvantagens da técnica de RMN no estado sdlido séo a
baixa sensibilidade, o alto custo e o tempo de aquisicdo dos experimentos que pode
ser relativamente longo, dependendo da qualidade e da quantidade de amostra, bem
como do tipo de informacéo que se deseja obter.

O uso da RMN no estado sélido para a caracterizacao de polimorfos se
baseia no fato de que quando uma estrutura se cristaliza em diferentes formas
ocorrem mudancas conformacionais e a técnica é sensivel a esse comportamento.
Essa alteracdo pode ser monitorada por diferencas no deslocamento quimico dos
ndcleos, resultante de alteracdes no ambiente eletrénico. Como no estado soélido as
moléculas sdo muito rigidas, alteragcdes minimas no ambiente eletrénico podem
provocar variagdes significativas no espectro (HARRIS, 2004). Outros detalhes sobre
essa técnica estao descritos no item 1.5.

Muitos farmacos de alto volume de consumo e de amplo uso, que
exibem dois ou mais polimorfos, tém sido caracterizados por RMN no estado sélido.
Um exemplo é o da ranitidina, uma droga usada contra desordens estomacais, que
pode se cristalizar em duas formas distintas. Os espectros de RMN 13C sdo bastante
diferentes para cada forma (MIRMEHRABI et al., 2004), como se pode observar na
FIGURA 1.5. A forma 1 consiste de cristais menores que se aglomeram formando
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particulas grandes e a forma 2 € composta de cristais grandes, e esta caracteristica
tem reflexo na largura de linha dos sinais de ambos 0s espectros, ja que mostram a
existéncia de diferencas na ordem cristalina. Essas duas formas resultam em
diferentes propriedades fisicas, e entre elas esta a solubilidade. O que se tem feito
com essa droga é avaliar a coexisténcia de ambas as formas e suas quantidades
relativas em um comprimido e a partir do conhecimento dessa composi¢cao propdem-

se correlacbes com a solubilidade do medicamento.

Form 1
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Figura reproduzida da ref. MIRMEHRABI et al., 2004, com permissao de Elsevier.

FIGURA 1.5 - Espectros de RMN de 13C-CP-MAS para as duas formas da cloridrato
de ranitidina (MIRMEHRABI et al., 2004).

No Brasil, o primeiro grupo de RMN no estado sélido que se dedicou ao
emprego desta técnica no estudo de polimorfismo de farmacos foi o grupo da Profa.
Dra. Rosane San Gil, do Institudo de Quimica da Universidade Federal do Rio de

Janeiro (AGUIAR et al., 1999). Mais recentemente seu grupo analisou amostras de
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cefalexina, um antibiético B-lactamico, tanto do farmaco isolado, como em
formulagbes comerciais (AGUIAR et al., 2011). Neste estudo observaram a presenga
de polimorfismo, pois alguns sinais de RMN de 13C no estado sélido apresentavam-
se duplicados quando comparados aos sinais no estado liquido, sugerindo
conformacdes cristalograficas diferentes. Os resultados indicaram a presenca
majoritaria de pelo menos trés conformacdes diferentes da cefalexina em diferentes
arranjos cristalinos, e foram verificadas ainda a existéncia de duas amostras de
natureza amorfa, as quais apresentaram sinais alargados, como esperado, devido
ao numero maior de conformagdes moleculares e/ou interagdes intermoleculares.

Outro bom exemplo é o do antibiotico norfloxacino, que pode cristalizar
basicamente em duas formas anidras e outras duas hidratadas, cujos espectros sédo
bastante modificados (BARBAS et al., 2006). E visivel a variacdo no deslocamento
quimico de acordo com o ambiente eletrdnico que o rodeia, principalmente em um
carbono aromético ligado a um grupo carboxila. A diferenca entre as duas formas
anidras esta na posicao assumida pelo grupo carboxila, que pode fazer com que a
conjugacao esteja no plano do anel (forma B) ou fora do plano (forma A). Em
temperatura ambiente, a forma B mostrou ser mais estavel que a forma A e até
entdo se acreditava que as alteracdes polimoérficas poderiam ser irreversiveis, mas
através da RMN no estado solido foi possivel verificar que a interconversao entre as
duas formas séo reversiveis, devido ao comportamento enantiotropico da molécula.

Muitas outras aplicacbes tém sido reportadas na literatura, sempre
relatando o uso da RMN no estado sélido na caracterizagdo do polimorfismo em
farmacos: nos casos dos farmacos anti-HIV estavudina (GANDHI et al., 2000),
antiviral lamivudina (HARRIS et al., 1997), do horménio estradiol (PARK et al., 2005),
do antiinflamatério ibuprofeno (GEPPI et al., 2005), do analgésico paracetamol
(SCHANTZ et al., 2009) e do anti-histaminico cimetidina (MIDDLETON et al., 2000),
€ muitos outros.

Estudos de dinadmica molecular também tém sido feitos a partir do
monitoramento de tempos de relaxacdo do nucleo de carbono-13, com o intuito de
avaliar a mobilidade molecular dos polimorfos (MASUDA et al., 2005). Além disso,
alguns trabalhos tém demonstrado que com a variagdo de temperatura é possivel
identificar e, juntamente com outras técnicas, caracterizar novos polimorfos (VAN
HOOF et al.,, 2002; RUBIN-PREMINGER et al., 2004). Outras técnicas mais
avancadas em RMN no estado solido também tém sido aplicadas, em geral
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utilizando espectros de correlagdo em duas dimensdes, pois podem apresentar
importantes informacdes conformacionais, indicando diferencas no ambiente quimico
e mostrando a conectividade entre os atomos (SMITH et al., 1998; ZELL et al., 1999;
TISHMACK et al., 2003; VOGT et al., 2008).

Outro aspecto da RMN no estado solido, que vem sendo explorado,
esta relacionado com a quantificagdo dos principios ativos nas formulagbes
farmacéuticas (STEPHENSON et al., 2001; TISHMACK et al., 2003; HARRIS et al.,
2005; ZIARELLI e CALDARELLI, 2006; ZIARELLI et al., 2007; SANCHEZ et al.,
2008; ZIELINSKA-PISKLAK et al., 2012). A quantificagdo por RMN ainda requer um
controle muito refinado dos parametros de aquisicao para que bons resultados sejam
alcancados, uma vez que, as técnicas utilizadas podem apresentar erros
consideraveis, levando a resultados que, no caso de medicamentos, podem ser
bastante criticos. WAWER e colaboradores (2005), quantificaram o citrato de
sildenafila (Viagra), um farmaco utilizado no tratamento de disfuncédo erétil, em
medicamentos comerciais. Nesse trabalho, eles propéem a RMN de 3C no estado
sélido como um método rapido para a autenticacdo de produtos comerciais, bem
como a quantificacdo das dosagens em comprimidos. Quanto a presenca de
polimorfos, é possivel encontrar alguns trabalhos de quantificacdo em misturas
preparadas pelo proprio analista apenas com os polimorfos e um nimero menor de
estudos que quantificam essas misturas em produto comercial, onde ha a presenca
de excipientes (VIRTANEN e MAUNU, 2010).

1.5 - A Ressonancia Magnética Nuclear no estado sélido

Na RMN no estado liquido, o efeito de deslocamento anisotropico €
raramente observado por causa do rapido e constante movimento cadtico das
moléculas. Ja no estado solido, as moléculas apresentam orientacbes espaciais
muito bem definidas por conta da alta rigidez do ambiente. Quando introduzidas em
um campo magnético intenso e de orientacdo definida, as moléculas irdo
experimentar este campo magnético de maneiras diferentes. Como resultado, os
ndcleos de uma molécula com uma determinada orientacdo em relacdo ao campo
magneético externo irdo precessar com frequéncias diferentes dos ndcleos de uma

outra molécula com orientacdo diferente. A partir desse comportamento um mesmo
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nacleo passa a precessar com diferentes frequéncias, resultando nos deslocamentos

anisotropicos e num intenso alargamento de linha, como ilustrado na FIGURA 1.6.
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FIGURA 1.6 - Sinais referentes aos deslocamentos anisotropicos (a), resultando em

um intenso alargamento de linha (b).

Outra interacdo importante recorrente na RMN no estado sélido é a
interacdo dipolar, uma vez que a distancia internuclear é bastante reduzida. Esse
tipo de interacdo esta relacionado a interferéncia que o campo magnético produzido
por um nucleo pode causar em outro que esteja espacialmente proximo. A interacao
dipolar entre dois spins acoplados (I e S) tem uma constante de acoplamento
associada, a qual sera dada como funcdo da distancia internuclear e as razdes

magnetogiricas dos nucleos envolvidos na interacdo, segundo a equacao:

_ [ Mo | nph
DIS_ 4 3
Tc r-IS
Equacéo 1.1
Onde:
Dis= acoplamento dipolar entre os spinsl e S
Ho= momento magnético

Y, = constante magnetogirica do spin |
¥ = constante magnetogirica do spin S

h = constante de Planck dividida por 2x

r = distancia internuclear I-S

Portanto, o acoplamento dipolar depende de forma inversamente
proporcional a distancia entre esses dois nucleos. Outro fator que influencia na
intensidade do acoplamento dipolar € a constante magnetogirica (y) de cada um

desses nucleos envolvidos na interagdo. Por exemplo, a interagédo dipolar entre dois
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nucleos de hidrogénio serd muito maior do que entre um nucleo de hidrogénio e
outro de carbono, pois a constante magnetogirica (y) do carbono & muito menor do
que a de hidrogénio (yt+=26,75 e ytc= 6,73 (107 rad s'T!)). O intenso acoplamento
dipolar H-H faz com que o espectro de RMN de 'H no estado sélido apresente linhas
extremamente largas (da ordem de 120 kHz quando a distancia internuclear é de 1,0
A) e, infelizmente, esse nucleo tem sido menos estudado por RMN no estado sélido,
mesmo sendo o mais abundante e mais sensivel. Porém, muitos esforcos tém sido
feitos nos udltimos anos no sentido de ampliar seu uso, principalmente em técnicas
como o CRAMPS (Combined Rotation and Multiple Pulse NMR Spectroscopy) e uso
de sondas que permitem que a amostra gire em rotacdes ultrarrapidas (acima de 70
kHz).

Por conta disso, outros nucleos menos suscetiveis a intensos
acoplamentos dipolares tém sido mais utilizados, sendo mais comuns 0s ndcleos de
carbono-13, nitrogénio-15, fosforo-31, silicio-29, etc, que apresentam menores

constantes magnetogiricas, como mostra a TABELA 1.1.

TABELA 1. 1 - Constante magnetogirica dos nlicleos de *H, 13C, °N, 3P e 2°Sj

Nucleo y (107 rad s'l-r'l) Abundancia natural (%)
Hidrogénio-1 26,75 99,9
Carbono-13 6,73 1,1
Nitrogénio-15 -2,72 0,37

Fosforo-31 10,84 100
Silicio-29 -5,32 4,7

As limitacdes em se trabalhar com esses nucleos s&o varias, mas
perfeitamente minimizaveis e, em alguns casos, totalmente sanaveis. Essas
desvantagens sdo: menor sensibilidade, acoplamentos dipolares relativamente
intensos com nudcleos de hidrogénio (muito comum em compostos organicos).
Somada a essas limitagcbes ainda pode-se citar a baixa abundéncia natural de
nacleos como o carbono-13 (1,1%) e nitrogénio-15 (0,37%), muito analisados em

substancias organicas.
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Pelo exposto fica evidente que muitas interagdes, praticamente
inexistentes em RMN de solugdes, sdo importantes e podem comprometer a
qualidade dos espectros em RMN no estado solido. Certamente que existem
metodologias muito eficientes para minimizar ou mesmo anular problemas como
esses. Para tanto, trés principais técnicas séo utilizadas na RMN no estado sélido:
rotacdo da amostra em torno do angulo magico (Magic-Angle Spinning - MAS) para
eliminar a anisotropia de deslocamento quimico, o desacoplamento de alta poténcia
(High-Power Proton Decoupling - HPPD) para eliminar os acoplamentos dipolares, e
polarizacdo cruzada (Cross Polarization - CP), para aumentar a sensibilidade de
nacleos pouco sensiveis (APPERLEY et al., 2012; AGUIAR et al.,, 1999). Na

sequéncia essas metodologias serdo descritas com um pouco mais de detalhes.

1.5.1 - Desacoplamento heteronuclear de alta poténcia (High-Power

Proton Decoupling - HPPD)

No estado soOlido, as interacfes dipolares (através do espaco)
heteronuclear, H13C ou He°N por exemplo, sdo bastante fortes, com
constantes de acoplamento podendo ultrapassar 50 kHz, o que ocasiona um
alargamento dos sinais, e diminuindo, assim, a resolugcéo espectral. Nesse sentido,
existe a necessidade de se fazer uso de um desacoplador e, em virtude desses
acoplamentos serem intensos, € necessario que o campo aplicado seja também
intenso, portanto poténcias elevadas devem ser empregadas para eliminar os efeitos
desses acoplamentos. Para se ter uma ideia fagamos um paralelo com a RMN em
solucdo, pois os acoplamentos escalares (que se propagam através das ligacdes
guimicas, e ndo do espaco) sdo de uma grandeza muito menor (0s mais intensos da
ordem de poucas centenas de Hertz). Assim, os desacopladores utilizados em
experimentos na RMN de solucdo utilizam uma poténcia em torno de 10 W para
eliminar as interacdes escalares, uma vez que sdo essas as interacdes dominantes
em amostras liquidas. Os desacopladores usados no estado sélido, porém, podem
utilizar poténcias da ordem de dezenas e/ou centenas de Watts para eliminar ou
apenas minimizar as interacdes dipolares heteronuclear. E importante salientar que
0 ajuste da poténcia a ser utilizada pelo desacoplador deve ser feito com muito

cuidado, pois se o limite permitido pela sonda for ultrapassado, certamente a mesma
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sofrera sérios danos. O campo aplicado para eliminar estes acoplamentos deve
estar relacionado a frequéncias trés vezes superior a maior constante de
acoplamento dipolar; por exemplo, se a maxima constante de acoplamento dipolar
1H«>13C for de 25 kHz, o campo aplicado para desacoplamento sera da ordem de 75
kHz.

O desacoplamento pode ser promovido pela irradiacdo de uma série de
pulsos de alta frequéncia (Continuos-Wave - CW) durante o tempo de aquisicao.
Esse método apresenta bons resultados, no entanto, pode trazer prejuizos a sonda
a longo prazo. Além disso, o tempo de aquisicdo para um experimento de carbono-
13 no estado solido, por exemplo, deve ser muito menor (em torno de 50 ms) do que
o utilizado no estado liquido, que é da ordem de 1 s. Outro tipo de desacoplador que
apresenta excelentes resultados € o TPPM (Two-Pulse Phase-Modulated), pois
permite corrigir imperfeicbes de fase, sendo muito utilizado em altos campos
magneéticos, quando a amostra é submetida a altas frequéncias de rotacdo ou
mesmo quando hé limitacdes na poténcia do desacoplador, porque aplica poténcias
mais brandas. Além dessas duas formas de desacoplamento, ainda existem outras
gue podem ser utilizadas conforme a necessidade em questdo (APPERLEY et al.,
2012).

1.5.2 - Rotacdo da amostra em torno do angulo magico (Magic-
Angle Spinning - MAS)

Outro procedimento imprescindivel quando se fala em RMN no estado
sélido é a rotacdo em torno do angulo magico. Na década de 50, LOWE (1959)
descobriu que as interacdes anisotropicas que provocam o alargamento de linhas de
RMN no estado soélido tém uma dependéncia da orientacdo molecular com o campo
magnético externo de (3cos?0 -1), onde 0 é o angulo formado entre o vetor do
amostrador e o campo magnético externo (Bo), como ilustrado na FIGURA 1.7. Para
gue essa dependéncia geométrica seja eliminada, é necessario que esse termo seja
anulado, ou seja, que (3cos?0 -1) = 0. Assim, em experimentos de RMN no estado
sélido, a amostra é inserida em um angulo de 54,74° em relacdo ao campo
magnético externo, pois nesse angulo o termo de (3cos?0 -1) é igualado a zero e,

por isso € chamado de angulo magico.
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FIGURA 1.7 - O amostrador inserido no angulo magico. 6 = 54,7° em relacdo ao

campo magnético externo (Bo).

Mesmo que o vetor do amostrador esteja no angulo magico, é
conhecido que no estado sélido existem varias orientacbes diferentes no nivel
molecular, ou seja, nem todos os vetores moleculares estardo orientados de acordo
com o angulo magico, o que ira resultar na anisotropia de deslocamento quimico.
Para minimizar esse problema, a amostra é entdo submetida a altas frequéncias de
rotacdo (da ordem de kHz) em torno do angulo mégico, para que seja alcancada
uma “média” das orientagdes moleculares e, consequentemente, a eliminagdo dos
efeitos de anisotropia de deslocamento quimico e, simultaneamente, do
acoplamento dipolar. Veremos em secdes posteriores que mesmo girando em altas
frequéncias de rotacédo, muitas vezes ainda restam no espectro linhas referentes aos
sinais anisotropicos harménicos a rotacédo utilizada, e com isso outros prodecimentos

podem ser utilizados para corrigir esse problema (secéo 1.6.2 TOSS).

1.5.3 - Polarizacao cruzada (Cross Polarization - CP)

A técnica de polarizacdo cruzada € utilizada para intensificar o sinal
dos nucleos menos abundantes (p.e. 3C ou °N) a custa da transferéncia de
magnetizacdo de nlcleos mais abundantes (p.e. 'H) para estes. No estado liquido
essa tranferéncia pode ocorrer por efeito nuclear Overhauser (NOE), ou ainda por
polarizacéo cruzada, como é feita em experimentos como o DEPT ou INEPT.

Na condicao inicial, quando a amostra € inserida no campo magnético
externo (Bo), 0s spins nucleares se distribuem em niveis diferentes de energia: por
exemplo, nucleos de spin % se distribuem em dois niveis, +% e -%. E a separacgao

entre esses niveis sera diretamente proporcional a intensidade de Bo. Uma vez que
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AE=hw/27 e que w=-yBo, as frequéncias de precessao (o) serao diferentes para cada
tipo de nucleo, pois dependerdo da constante magnetogirica (y) e do campo
magnético sentido pelo nucleo. Para um mesmo Bo, a diferenca de energia entre os
niveis energéticos ird depender do y do nucleo. Portanto, a diferenca de energia
entre os niveis para o carbono-13 (por exemplo) serd em torno de quatro vezes
menor que para o hidrogénio-1. Esse processo pode ser melhor vizualizado na
FIGURA 1.8a, em que estao ilustrados os diagramas de energia para os nucleos de
'H e 3C e as frequéncias de precesséo relacionadas a eles. Nesta condicdo, em
que 0s nucleos precessam com frequéncias completamente diferentes, € como se
houvesse uma “barreira” entre os nucleos impedindo que ocorra uma transferéncia
de magnetizacéo do tipo *H—3C.

A transferéncia de polarizacdo de um nucleo para outro s6 pode ser
alcancada se a frequéncia de precessédo (m) de ambos for igual, ou seja, esses
nacleos devem estar em fase, processo que é descrito como condicdo Hartmann-
Hahn (HARTMANN e HAHN, 1962). Além disso, ambos o0s nucleos devem estar com
suas magnetiza¢fes orientadas no plano X'y do sistema de coordenadas girantes, e
para isso € necessario que ocorra um processo de trava de spins neste plano. Uma
vez que a constante magnetogirica (y) é intrinseca de cada nucleo, a Unica maneira
de igualar as frequéncias de precessao € ajustando o campo magnético sentido por
cada nucleo, que pode ser feito através da aplicacdo de sequéncias de pulsos
apropriadas. Quando a condi¢cdo Hartmann-Hahn é satisfeita e os ndcleos passam a
precessar na mesma frequéncia, entdo a “barreira” é quebrada e ocorre a
transferéncia de polarizacdo - a polarizagcdo cruzada. No caso exemplificado na

FIGURA 1.8, o sinal de 3C seré intensificado a custa da magnetizacéo do H.
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FIGURA 1.8 - Frequéncias de precessdo para os nucleos de 'H e 3C quando
submetidos ao mesmo campo magnético (a). A transferéncia de polarizagdo ocorre

quando as frequéncias de precessao sao igualadas (b).

A descricdo segundo formalismo de operadores de spins € bastante
complexa, mas pode ser entendida pela aproximacdo da temperatura de spins, pois
conforme a distribuicdo de Boltzmann (Equacgéo 1.2), a temperatura de um sistema
de spins varia com a diferenca da populacdo entre o estado de maior e menor
energia (NB e Na, respectivamente). No caso do 'H a diferenca de populagéo de
spins é maior e por isso esse nucleo é chamado de frio, enquanto que para o *3C a
diferenca de populacdo de spins é pequena, e entdo este € chamado de nucleo
qguente. Quando ambos, 'H e 13C, estdo em contato térmico ocorre o resfriamento
dos spins de 13C pela transferéncia de temperatura e este é o processo de

polarizagéo cruzada.
N P
N,,

= o AEKT

(Equacéo 1.2)
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E importante ainda, compreender o processo de relaxagio longitudinal
no referencial rotativo (T1p). Inicialmente os spins do nicleo mais sensivel (*H) sédo
levados ao plano xXy" e aplica-se um pulso de trava de spins (spin lock) em ambos
os canais (*H e 3C) para fazer a transferéncia de magnetizacéo 'H—X neste plano.
Durante o periodo de trava dos spins os nucleos de 'H permanecem apenas sob a
influéncia de Bi1 e relaxam com relagéo a este referencial, segundo uma constante
de tempo dada por Tip. Como simultaneamente se faz a trava dos spins de *3C no
plano xXy’, o tempo que estes ndcleos permanecem em contato térmico (TcH) €
suficiente para que ocorra a transferéncia de polarizacdo, a qual € dependente da
interacao dipolar entre ambos o0s nucleos. Apés o periodo de trava de spins/tempo
de contato faz-se a aquisicdo do sinal no canal do carbono-13. Quando possivel, o
experimento deve ser otimizado pela variacdo do periodo de contato, de tal maneira
gue a transferéncia da magnetizacdo (polarizacdo cruzada) seja a mais eficiente
possivel. Dessa maneira, € possivel monitorar indiretamente essa transferéncia de
magnetizacdo H—13C, que vai ser tdo mais eficiente quanto mais rigido for o
sistema, uma vez que a interacao dipolar € mais forte e portanto T1p € longo e TcH €
curto. Nos casos em que o Tip € curto a transferéncia de magnetizacdo *H—*C é
minimizada e, o sistema tende a restabelecer a condicao inicial rapidamente, durante
a qual passa a ocorrer a transferéncia de magnetizacdo no sentido inverso, 3C—*H.
Assim, quanto mais réapido for Tip, mais rdpida sera a transferéncia inversa de
magnetizagcdo, e o decaimento do sinal ocorrerd de maneira mais rapida (JURGA et
al., 1994; KOLODZIEJSKI e KLINOWSKI, 2002). A condi¢do étima para esse processo
seria de Tch curto e T1p longo.

A eficiéncia da transferéncia de magnetizacdo H—3C pode ser
medida pelo tempo de polarizacédo cruzada ou tempo de contato (TcH), pois refere-se
ao periodo de tempo necessario para que ambos os nlcleos (*H e 3C) permanecem
em contato térmico de maneira que a transferéncia de polarizagdo seja a maxima
possivel. Este é um processo mediado essencialmente pela interacdo dipolar,
portanto quanto mais rigido for o sistema mais rapida serd a transferéncia de
magnetizacdo. Em geral, quanto maior o nimero de atomos de 'H diretamente
ligados ao atomo de *3C, mais eficiente serd a transferéncia de polarizacdo. No
entanto, vale lembrar que nos casos em que 0s grupos tém uma maior mobilidade,

como por exemplo os grupos metila, a transferéncia de polarizagdo ndo é muito
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eficiente, sendo bastante comum observar sinais relativos a grupos metila menos

intensos que grupos metilenos, e com intensidade similar a carbonos metinicos.

1.6 - Consideracdes tedricas sobre alguns experimentos de RMN no

estado soélido

Atualmente, existem varias sequéncias de pulsos disponiveis para
experimentos com amostras no estado sélido e a maioria delas utiliza a técnica de
polarizacdo cruzada. A polarizacdo cruzada é uma metodologia utilizada para
aumentar a sensibilidade de nucleos com baixa abundancia natural e razéo
magnetogirica, como € o caso de nucleos muito analisados em moléculas organicas,
incluindo carbono-13 e nitrogénio-15. A seguir, serdo abordadas as técnicas
aplicadas nesse estudo, ressaltando que cada uma delas fornecem informagdes
diferentes, como serd explorado. As principais técnicas utilizadas neste estudo
foram: CP-MAS, CP-TOSS, CP-TOSS-NQS e CP-PI-TOSS. Para cada amostra o
tempo de contato (tc) foi otimizado para que a transferéncia de polarizacdo fosse
efetiva.

Para a calibracédo de deslocamento quimico dos nucleos de hidrogénio-
1 e carbono-13, foi utilizado o adamantano como referéncia externa, sendo que para
0s espectros de carbono-13 o sinal referente aos grupos CH: foi calibrado para 38,5
ppm e para o hidrogénio-1 o sinal foi calibrado para 1,9 ppm, ambos em relacdo ao
tetrametilsilano (TMS). O nucleo de nitrogénio-15 foi calibrado a partir de uma amostra
de glicina, com deslocamento quimico de 11,6 ppm, em relacdo ao nitrato de aménio
(NH4NO:3).
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1.6.1 - CP-MAS (Cross Polarization Magic Angle Spinning)

A técnica de CP-MAS é uma das mais simples e utilizadas na RMN no
estado solido. A FIGURA 1.9 ilustra essa sequéncia de pulsos sendo utilizada para
aumentar a intensidade do nlcleo X por meio da transferéncia de polariza¢édo do 'H
para X (por exemplo, 13C e *N). Primeiramente, um pulso de 90° é aplicado no canal
do 'H para levar a magnetizacdo ao plano xy’, considerando os eixos de
coordenadas girantes. Em seguida, um pulso para a trava de spins (spin lock) é
aplicado e mantém os spins do 'H no plano x'y". Simultaneamente um pulso é
aplicado no canal do nucleo X e, durante um periodo de tempo suficiente, ambos o0s
nucleos (*H e X) permanecem em contato térmico para que a transferéncia de
polarizacdo seja a maxima possivel. Este periodo de tempo € chamado de tempo de
contato. Mas, para que a transferéncia de polarizacdo seja eficiente € necessario
gue a condicdo Hartmann-Hahn seja satisfeita, como descrito anteriormente (ver
item 1.5.3). Em sequida, o desacoplador, de alta poténcia, é ligado no canal do 'H
enquanto o sinal de X é adquirido. Um inconveniente desta técnica é que,
dependendo da rotacdo utilizada na execucdo do experimento, podem ser
observadas muitas bandas laterais de rotacdo. Especificamente no caso da CP-
MAS, essas bandas de rotacdo podem ser suprimidas utilizando rotacdes mais
elevadas. Mas existem outras maneiras mais elegantes de eliminar essas bandas de
rotacdo, baseadas na aplicacdo de diferentes sequéncias de pulsos, como a CP-
TOSS.
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FIGURA 1. 9 - Diagrama representativo da sequéncia de pulsos CP-MAS, em que X

14

pode ser 13C, 1N, 31P, 2°Sj, etc. As fases para cada pulso sdo dadas por g1=1 3, ¢2=
00221133, ¢03=0, prec=0220133 1.

23



1.6.2 - CP-TOSS (CP - Total Suppression of Sidebands)

A técnica de CP-TOSS foi um grande avan¢o na RMN no estado sélido
experimental. Baseia-se na sequéncia de CP-MAS, acrescida de quatro pulsos de
180° aplicados com diferentes fases no canal X (FIGURA 1.10), e tém como funcao
suprimir as bandas laterais, deixando apenas o0s sinais dos deslocamentos quimicos
isotropicos. Esses pulsos sao aplicados com um intervalo de tempo variavel entre
eles, durante os quais as frequéncias relativas as bandas laterais perdem coeréncia
de fase e sdo completamente suprimidas, uma vez que sao mais rpidas ou mais
lentas que a frequéncia principal, relativa ao sinal isotropico. A soma desses tempos
coincide com o inverso da frequéncia de rotacdo, 1/wr, e as fases dos pulsos sdo
aplicadas para corrigir imperfeicbes dos pulsos. Essa sequéncia é muito util para
amostras complexas, principalmente quando a medida é realizada em frequéncias
de rotac&o mais baixas, muitas vezes por limitacdo da sonda. Algumas vantagens do
uso de rotacdes mais baixas € que se promove uma economia do gas utilizado no
sistema pneumatico, e também é conhecido que a transferéncia de polarizacédo é
mais eficiente em baixas frequéncias de rotacdo, uma vez que o acoplamento dipolar
€ mais favorecido nestas condi¢cBes. Nesse trabalho, utilizou-se uma rotacédo de 5
kHz para os experimentos de CP-TOSS, enquanto que para os experimentos de CP-

MAS a frequéncia de rotacao foi de 10 kHz.
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FIGURA 1. 10 - Diagrama representativo da sequéncia de pulsos CP-TOSS, em que
X pode ser 3C, N, 3P, 29Sj, etc. As fases para cada pulso sédo dadas por ¢1= 2 0,
©=11223300,03=3,95=11223300,¢096=33001122,¢07=3300112
2,08=00332211,¢0rec=021320 31 e 11#£T2#T3#T4.
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1.6.3 - CP-TOSS-NQS (CP-TOSS - Non Quaternary Suppression)

Outra sequéncia de pulsos muito utilizada, principalmente em solidos
organicos, é a CP-TOSS-NQS (FIGURA 1.11), também conhecida como defasagem
dipolar (DD), pois baseia-se na rapida defasagem dos spins acoplados a H através
de interacdo dipolar heteronuclear. Através dessa sequéncia de pulsos é possivel
suprimir sinais de ndcleos de atomos que estejam ligados diretamente a &tomos de
hidrogénios, permanecendo apenas nucleos ndo hidrogenados, como por exemplo
carbonos quaternarios (APPERLEY et al., 2012).

Essa sequéncia é semelhante a CP-TOSS, mas inclui uma pequena
janela de tempo em que o desacoplador é desligado no canal do *H. Nesse periodo
de tempo a magnetizacdo dos nuacleos X diretamente ligados ao nucleo de
hidrogénio, e que se encontram fortemente acoplados, evoluem muito mais
rapidamente que aqueles nudcleos fracamente acoplados (por ex., carbonos
quarternarios). Nesta evolucdo hd uma grande perda de coeréncia de fases e dessa
forma os sinais destes nucleos desaparecem, permanecendo no espectro apenas 0s
sinais relativos aos nucleos nao hidrogenados. Portanto, o tempo t4, chamado de
tempo de defasamento dipolar, deve ser muito bem ajustado para que os resultados
esperados sejam obtidos com o maximo de intensidade, uma vez que durante esse
periodo o processo de relaxacdo longitudinal também esta4 ocorrendo; e em geral
esse tempo varia entre 30 e 100 us, que correponde ao inverso das constantes de
acoplamento dipolar entre *H e X, 1/Dn-x, as quais sédo da ordem de 10 a 30 kHz. O
pulso de 180° é utilizado para refocalizar os nucleos fracamente acoplados que

evoluem lentamente.
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FIGURA 1. 11 - Diagrama representativo da sequéncia de pulsos CP-TOSS-NQS,

em que X pode ser 13C, 15N, 3P, 29Gj, etc. As fases para cada pulso sdo dadas por
01=20,02=11223300,¢93=3,95=11223300,906=33001122,¢97=330
01122, prec=02132031e t1#12#£13#14.

1.6.4 - CP-PI-TOSS (CP combined with Polarization Inversion -
TOSS)

O experimento Cross Polarization combined with Polarization Inversion
€ muito Util na atribuicdo de sinais de carbono, quando se tem um espectro com
muitos sinais ou mesmo quando ha intensa sobreposicdo de sinais, sendo possivel
distinguir os tipos de 3C (ou °N) presentes na estrutura (CHs, CHz2, CH ou
qguaternario). Cada um desses grupos apresenta uma defasamento dipolar
heteronuclear diferente, jA que o acoplamento dipolar entre eles ndo € o mesmo.
Essa sequéncia de pulsos (FIGURA 1.12a) é semelhante a de CP-MAS, mas o
periodo de spin lock € acrescido pela aplicacdo de um pulso de inversao (parametro
pl6é em equipamentos Bruker) de diferente fase. Durante o periodo do pulso as
magnetiza¢gdes evoluem de acordo com suas constantes de acoplamento dipolar. Se
bem ajustado, o uso deste pulso permitira obter um espectro em que 0s sinais de
carbonos quaternarios e CHs séo positivos, CHz2 sdo negativos e CH séo nulos. A
largura deste pulso pode variar entre 40 e 100 ps, e deve ser ajustada pelo
monitoramento da anulacdo do sinal de CH. Na FIGURA 1.12b, esta ilustrada a
ordem em que os nucleos de carbono relaxam no referencial rotatério, segundo seus
valores de Tip, e isso ocorre de acordo com a sua natureza (SANGILL et al., 1994).

A principio, poderiamos esperar que o CHs relaxasse mais rapidamente, porém o
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acoplamento dipolar mais fraco em fungcéo da maior mobilidade dificulta 0 processo
de relaxagdo. Ainda é possivel, neste mesmo experimento, realizar a supresséo de

bandas laterais através do incremento TOSS.
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FIGURA 1. 12 - (a) Diagrama representativo da sequéncia de pulsos CP-PI-TOSS,
em que X pode ser 13C, 15N, 3P, 29Gj, etc. As fases para cada pulso sédo dadas por
01=13,9=00221133,¢3= 0, ¢s= 2,95=11223300, 96=33001122,
e=33001122,¢s=00332211, prec= 1+ P2 € T1£T2#13274; (D) Ordem de

relaxagdo no referencial rotatorio dos diferentes tipos de carbono.

1.6.5 - Estimativa de T."

A estimativa e/ou a determinacdo precisa do tempo de relaxacdo
longitudinal do nicleo de hidrogénio (T:") é um experimento importantissimo em
RMN, seja no estado sélido ou liquido, uma vez que os aspectos quantitativos da
técnica de RMN dependem desse parametro. Existem algumas sequéncias de
pulsos que possibilitam essa medida e a sequéncia de Inversdo-Recuperacdo é uma
das mais utilizadas. No entanto, no estado solido € muito dificil determinar os valores
de T1 através dessa técnica, tanto considerando o nucleo de carbono-13 quanto o de
hidrogénio. No caso do carbono-13, tanto o tempo de relaxacdo, excessivamente
longo, quanto a baixa abundancia natural desse nucleo sdo os principais
empecilhos. Ja no caso do hidrogénio, o intenso acoplamento dipolar 'H-'H causa
um alargamento muito grande dos sinais e ndo € possivel adquirir espectros com

alta resolucéao, se for utilizada a deteccéo direta deste nucleo.
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A maneira mais apropriada de determinar Ti" em estado sélido é
através da técnica de CP-MAS, uma vez que a polarizacdo cruzada depende, na
pratica, somente da relaxacdo dos nudcleos de hidrogénio. Neste caso a relaxacao
dos nudcleos de hidrogénio é monitorada através da aquisicdo do sinal de carbono-
13, a qual é descrita na sequéncia. A FIGURA 1.13 ilustra a sequéncia de pulsos
utilizada neste trabalho para a determinacdo de Ti dos nudcleos de hidrogénio.
Primeiramente, um pulso de radiofrequéncia de 90° é aplicado no canal do H para
gerar magnetizacdo no plano X'y e espera-se um determinado tempo (t) para que
0s nucleos de hidrogénio relaxem longitudinalmente. Deve-se enfatizar que o pulso
no canal do 'H deve estar muito bem calibrado para a execucdo deste experimento.

Em seguida, € aplicada a sequéncia de pulso CP-MAS convencional.

T desacoplador
1 H Locking

I

Tempo Prec
x de n

contato A

I

FIGURA 1. 13 - Diagrama representativo da sequéncia de pulso para a

determinacdo de T:" para amostras no estado sélido. As fases para cada pulso séo
dadas por p1=13,92=00221133,¢03=0,04=02, prec=02201331.

Se 1~0, praticamente nenhum nucleo tera iniciado o processo de
relaxacdo, e entdo, se for aplicado outro pulso de 90° nos canais de *H e '3C, o vetor
magnetizacéo referente ao nicleo de 'H ird para o eixo negativo de z. Dessa forma,
nao ocorre a polarizacdo cruzada, uma vez que a magnetizacdo relativa aos
hidrogénios ndo se encontra mais no plano x'y’; mas ortogonal a magnetizacado do
nlcleo de carbono, e assim nenhum sinal de 13C sera observado (FIGURA 1.14a). A
medida que t vai aumentando, a relaxacdo vai progredindo e parte do vetor
magnetizacdo *H ja tera retornado a sua condicéo inicial, no eixo z positivo (FIGURA
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1.14b). Assim, quando o segundo pulso de 90° for aplicado, a parte do vetor
magnetizacdo relativo aos hidrogénios que ja relaxou completamente sera
novamente levada ao plano x'y" e, portanto, a polarizacdo cruzada agora ird ocorrer
de acordo com o nimero de spins de 'H existentes no plano x'y". Dessa maneira, a
intensidade do sinal de carbono-13 passa a aumentar gradativamente, conforme o
intervalo de tempo entre o primeiro e o segundo pulso de 90° no canal do 'H vai
aumentando. Quando todos os ndcleos relaxarem completamente, o segundo pulso
de 90° no canal do hidrogénio levara toda a magnetizacdo para o plano X'y" e a
transferéncia de polarizacdo sera maxima (FIGURA 1.14c). O aumento da
intensidade do sinal de carbono segue um comportamento exponencial, de acordo
com a equacao Mz(t)=Mo(1-exp(-t/T1)), em que a constante de decaimento é igual a
T1i". Portanto, um ajuste exponencial permite a determinacdo da constante do
decaimento. Nesse estudo, as medidas de tempo de relaxacédo T:" foram realizadas
com a variacdo do tempo t de 10 ms a 60 s, e também com o uso de um intervalo de

tempo entre experimentos (d1) de 20 s.
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FIGURA 1. 14 - llustracao vetorial do comportamento da magnetizagcao durante o

experimento de determinacdo indireta de T:", via CP-MAS.
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1.6.6 - X-'H FSLG HETCOR (Frequency Switched Lee-Goldburg

Heteronuclear Correlation)

Esse experimento permite obter informacfes sobre ligacdes diretas
entre hidrogénio e outros ndcleos através da obtencdo de um mapa de correlacdes
heteronucleares como *H-3C, 1H-1°N, entre outros. A sequéncia de pulsos que é
utilizada para executar esse experimento é apresentada na FIGURA 1.15 A
sequéncia é igual a de um experimento CP-MAS, porém com a introdu¢do de um
incremento responsavel por eliminar e/ou minimizar o acoplamento dipolar *H-H,
mas preservando o acoplamento H-X. Este incremento é o bloco de evolucéo
(Frequency Switched Lee-Goldburg, FSLG) contido em qualquer esquema de
experimento bidimensional, e aqui se refere ao periodo de tempo ti. O periodo de
tempo t1, que é variavel, consiste na aplicacdo de um trem de pulsos de 360° com
fases opostas com uma frequéncia fora da ressonancia (em torno de 2 kHz). As
diferentes fases também minimizam problemas com a imperfeicdo dos pulsos. Um
requisito importante € trabalhar com uma irradiacdo simultanea de uma ampla faixa
de frequéncias, e para isso o campo associado deve ser de 80 a 100 kHz para que
uma boa eficiéncia seja alcancada no desacoplamento. Para tanto é necessario usar
altas frequéncias de rotacdo da amostra, 10 kHz ou maiores. Durante t1 os spins dos
prétons evoluem de acordo com suas diferentes constantes de acoplamento dipolar,
de maneira que ao final ocorre uma interferéncia destrutiva e o acoplamento é
cancelado, ou ao menos minimizado. Dessa maneira, 0 objetivo € minimizar o
acoplamento dipolar homonuclear *H-'H, obsevando apenas o acoplamento dipolar
heteronuclear 'H-X e, assim, os sinais obtidos indiretamente, referentes ao 'H,
passam a apresentar suas linhas menos alargadas na dimenséao relativa a projecao
do espectro de 'H (dimensdo F1). Como consequéncia €é possivel obter
indiretamente um espectro de 'H um pouco melhor resolvido. Se o objetivo da
analise é a visualizacdo de acoplamentos entre nucleos diretamente ligados, o
tempo de contato deve ser o mais curto possivel, em geral variam entre 50 e 500 ps.
Porém quando se deseja avaliar acoplamentos entre nucleos um pouco mais
distantes, por exemplo aqueles possivelmente envolvidos em ligagdes de hidrogénio
intra ou intermoleculares, o tempo de contato pode ser aumentado para 500-1000
us, por exemplo. O aumento do tempo de contato deve ser feito com cuidado, uma

vez que aparecem muitos sinais devido ao processo de difusdo de spins, e entdo ha
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0 aparecimento de correlagBes inespecificas entre todos os nucleos observados.

Nesta sequéncia de pulsos o tempo de contato é o tempo de mistura.

Do P+ ®7

desacoplador

Spin

1H Locking
1 1
: : @2
| | Tempo
X : : de q Prec
1 1 | contato ﬂpl
St L UUV
e —> AN t2
2n2n|2n |27
Pz Qg Q3 Oy

FIGURA 1. 15 - Diagrama representativo da sequéncia de pulsos para o experimento
bidimensional *H-X FSLG HETCOR, em que X pode ser 13C, 1°N, 31p, 2°Sj, etc. As
fases para cada pulso séo dadas por @o=1 3, @1=1, ¢2=002 2 1 1 3 3, ¢3=0, @4=2,
©7=3, ¢10=0, prec =022 01 3 3 1.

1.7 - Substancias alvo

Nesse trabalho, sera apresentado o estudo de trés farmacos, dando
énfase para a técnica de RMN no estado soélido: o mebendazol, nas suas formas
polimorficas A e C; a dietilcarbamazina nas formas livre, citrato e maleato; e o acido

micofendlico, bem como a sua forma éster mofetil.

1.7.1 - Mebendazol (MBZ)

O mebendazol [(5-benzoila-1H-benzimidazo-2-il) carbamato de metila;
M= 295,29 g.mol?; CisH13N303; FIGURA 1.16], um potente vermifugo, é muito
utilizado pela populagéo que vive na zona rural e em areas urbanas de baixa renda.

Sua acdo principal é contra vermes helminticos, como por exemplo, Ascaris
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lumbricoides (ascaridiase), Enterobius vermicularis (oxiuriase), entre outros. A
literatura também relata sua acdo contra varios tipos de cancer, como o carcinoma
adrenocortical e 0o melanoma (MARTARELLI et al., 2008; DOUDICAN et al., 2008).

N H

N\ N/ CH

N% \_
\,

FIGURA 1. 16 - Estrutura do composto mebendazol.

Sao conhecidas trés diferentes formas cristalinas para o mebendazol,
as formas A, B e C, sendo que a estrutura cristalina das formas A e C ja foram
identificadas por difracdo de raios X por pé e por monocristal, respectivamente
(FERREIRA et al., 2010; MARTINS et al., 2009). Essas duas formas também séo as
mais ocorrentes, sendo a forma A mais estavel, de solubilidade extremamente baixa
e nao apresenta atividade anti-helmintica quando esta sozinha ou quando presente
acima de 30% em uma mistura polimérfica. A forma B é o polimorfo mais instavel,
mais solluvel e apresenta um certo grau de toxicidade. Ja a forma C é a de maior
interesse farmacolégico porque a sua solubilidade garante uma boa
biodisponibilidade (SWANEPOEL et al., 2003). As formas A e C sdo as mais
encontradas no mercado e, no Brasil, esse medicamento pode ser adquirido sem
prescricdo médica. Dessa forma, € necessario identificar a forma polimérfica
presente no produto comercial e, caso haja mistura de diferentes formas, determinar
a quantidade de cada uma, ja que a atividade farmacolégica é fortemente
dependente do polimorfismo.

Alguns estudos foram realizados com espectroscopia de infravermelho
para verificar as diferencas entre os polimorfos em amostras padrédo e comerciais do
mebendazol (ABOUL-ENEIN et al., 2002; FROEHLICH e GASPAROTTO, 2005;
AYALA et al., 2008). Dois desses estudos também utilizaram os resultados obtidos
por Diffuse Reflectance Infrared Spectroscopy (DRIFTS) e ferramentas
guimiomeétricas para qualificar e quantificar as amostras (ABOUL-ENEIN et al., 2002;
KACHRIMANIS et al., 2010). AYALA e colaboradores (2008), por sua vez, empregou

a espectroscopia Raman e observou que as diferencas entre as amostras estao na
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intensidade dos sinais e ndo na posi¢cao dos mesmos, exceto no caso do grupos NH
e carboxila, os quais fornecem a impressao digital dessas formas polimorficas. A
combinacéo de analise térmica (DSC) e difracéo raios X pelo método do p6 (XRPD)
foi empregada para verificar a estabilidade térmica da forma C, e os resultados
mostraram que entre a temperatura ambiente e aproximadamente 179 °C esse
polimorfo é estavel (VILLIERS et al., 2005).

Recentemente, a caracterizagdo das estruturas cristalinas das formas
A e C do mebendazol (MBZA e MBZC, respectivamente) foi reportada na literatura.
A estrutura cristalina do mebendazol A foi determinada através de dados obtidos por
High-Resolution Synchrotron X-Ray Powder Diffraction (difragdo de raios X de alta
resolucdo por radiacdo sincrotron) (FERREIRA et al., 2010) apresentando duas
moléculas por cela unitaria (FIGURA 1.17).

Representacéo gréafica produzida pelo programa Mercury (BRUNO et al., 2002).
FIGURA 1. 17 - Cela unitaria da forma A do mebendazol (FERREIRA et al., 2010).

A estrutura cristalina da forma C do mebendazol foi resolvida

utilizando-se a técnica de difracdo de raios X por monocristal (MARTINS et al.,

2009), e apresentou duas moléculas na cela unitaria (FIGURA 1.18).
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Representacéo gréafica produzida pelo programa Mercury (BRUNO et al., 2002).
FIGURA 1. 18 - Cela unitaria da forma C do mebendazol (MARTINS et al., 2009).

Os estudos por raios X para as formas A e C do mebendazol foram
imprescindiveis para a determinacéo da estrutura cristalina, no entanto, € importante
lembrar que para amostras comerciais, onde ha a presenca de excipientes, €&
necessaria a utilizacdo de outras técnicas, inclusive na rotina de controle de
qualidade. Considerando que cada uma das técnicas possui limitagcdes, a RMN no
estado sélido pode ser inserida para complementar o conjunto de informacgdes sobre
cada um dos polimorfos do mebendazol, at¢é mesmo apresentando dados

quantitativos, no caso de mistura de polimorfos.

1.7.2 - Dietilcarbamazina (DEC)

A dietilcarbamazina (N,N-dietil-4-metil-1-carboxpiperazinamida; M=
199,29 g mol?; C10H2:N3O; FIGURA 1.19a) é um vermifugo altamente potente na
eliminacdo de vermes adultos de Wuchereria bancrofti, agente causador da filariose,
doenca conhecida popularmente como elefantiase (NOROES et al., 1997). A DEC é
usada na forma de sal de citrato (FIGURA 1.19b), pois € muito estavel em
temperatura ambiente e sollvel em agua. Todavia, sua meia vida no sangue é
bastante curta, ou seja, em pouco tempo a concentracdo do medicamento diminui, e
€ eliminado pela urina com muita facilidade. No Brasil, este medicamento néo é
comercializado, a distribuicdo é feita pelo Sistema Unico de Saude (SUS), que

disponibiliza apenas aos pacientes em tratamento.
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A DEC citrato também é estavel em temperaturas normais de
cozimento dos alimentos, o que viabiliza a sua administragdo junto ao sal de
cozinha, podendo assim, contribuir de maneira significativa com a reducdo da
microfilaremia. A adicdo deste farmaco ao sal de cozinha ja tem sido realizada em
estudos piloto no Brasil e em outros paises, como na China e no Haiti (HAWKING e
MARQUES, 1967; LIU et al., 1992; FREEMAN et al., 2001).
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FIGURA 1.19 - Estruturas da (a) DEC livre (b) DEC citrato e (c) DEC maleato.

Em 2010, as formas cristalinas da DEC livre e da DEC citrato foram
investigadas e nesse trabalho esta descrita a determinacdo de quatro fases
cristalinas da DEC citrato por cristalografia de raios X em diferentes temperaturas
(SILVA, 2010; SILVA et al.,, 2010). As fases denominadas I, IlI, Ill e IV foram
determinadas a 20, -38, -123 e -173 °C, respectivamente, e a principal diferenca
entre as fases esta na conformacdo das duas caudas etilicas ligadas ao grupo
carbamoil. No entanto, o estudo com variagdo de temperatura para a DEC livre (-23,
-73 e -123 °C) nao mostrou diferencas muito significativas na estrutura cristalina

nessa faixa de temperatura, e portanto, ndo houve transi¢céo de fase (FIGURA 1.20).
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Representacao grafica produzida pelo programa Mercury (BRUNO et al., 2002).
FIGURA 1.20 - Unidade assimétrica da (a) DEC livre em -123 °C e (b) DEC citrato
em 20 °C (SILVA, 2010).

Outro estudo (SILVA, et al.), ainda ndo publicado, vem sendo realizado
com a DEC maleato (FIGURA 1.19c) e mostra que esta apresenta dois pares

ibnicos, DEC* e maleato, por unidade assimétrica em temperatura ambiente e

guando submetida a baixa temperatura (-73 °C) (FIGURA 1.21).

Representacao grafica produzida pelo programa Mercury (BRUNO et al., 2002).
FIGURA 1. 21 - Unidade assimétrica da DEC maleato (SILVA et al.).

As duas unidades de DEC* presentes na célula unitaria séo
conférmeros bastante similares, denominados A e B, e em temperatura ambiente, o
conférmero A apresenta um dos grupos etila desordenado (70% syn e 30% anti em

relacdo ao grupo piperazina). No conférmero B ndo ha desordem dos grupos etilas.
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O estudo por RMN no estado soélido pode corroborar com os dados
obtidos por cristalografia de raios X, fornecendo informagbes que confirmam
transicOes de fase em funcéo da variacao de temperatura e padrées de ligacdes de

hidrogénio, principalmente nos sistemas [DEC* citrato’] e [DEC* maleato].

1.7.3 - Acido micofenélico (AMF)

O &cido micofendlico [4cido (4E)-6-(4-hydréxi-6-metoxi-7-metil-3-oxo-
1,3-dihidro-2-benzofurano-5-il)-4-metil-hex-4-enoico; M= 320,34 g mol?; C17H200s;
FIGURA 1.22], isolado de espécies de fungos do género Penicilium, apresenta
varias atividades biologicas, destacando-se, entre essas, seu efeito
imunossupressor, o que permite ser amplamente utilizado por pacientes que foram
submetidos a transplantes de 6rgaos (BULLINGHAM et al., 1998). O uso clinico é
feito, principalmente, através do micofenolato de mofetila (MMF, FIGURA 1.23), um
pro-farmaco, que ao ser metabolizado através de esterases intestinais, plasmaticas
e hepdticas, libera e aumenta a biodisponibilidade do AMF, que quando sozinho &
muito instavel (ALLISON e EUGUI, 1996).
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FIGURA 1. 22 - Estrutura do Acido Micofendlico (AMF).
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FIGURA 1. 23 - Estrutura do Micofenolato de mofetila (MMF).
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A estrutura cristalina do AMF ja é conhecida desde 1972, quando
HARRISON e colaboradores publicaram um estudo apresentando a estrutura
cristalina do acido micofendlico, na qual se observava duas moléculas na cela
unitaria. Toda a estrutura do AMF pode ser retratada em apenas dois planos - um

constituido pelos dois anéis e o outro pela cadeia lateral (FIGURA 1.24).

Representacéo gréafica produzida pelo programa Mercury (BRUNO et al., 2002).
FIGURA 1. 24 - Cela unitaria do acido micofendlico (HARRISON et al., 1972).

A estrutura cristalina do micofenolato de mofetila [(4E)-6-(4-hydroxi-6-
metoxi-7-metil-3-oxo-1,3-dihidro-2-benzofurano-5-il)-4-metil-hex-4-enoato de etanol-
morfolina; M= 433,44 g.mol?; C23H3:NO7; FIGURA 1.25] foi determinada através dos
dados obtidos por difracdo de raios X por monocristal e apresentou quatro moléculas
na cela unitaria (YATHIRAJAN et al., 2004).

Representacéo gréafica produzida pelo programa Mercury (BRUNO et al., 2002).
FIGURA 1. 25 - Unidade assimétrica do micofenolato de mofetila (YATHIRAJAN et

al., 2004).
38



A obtencgédo e caracterizagdo do acido micofendlico foi objeto de uma
patente pelo laboratério de Ressonéancia Magnética Nuclear do Departamento de
Quimica da UFSCar, sendo obtido através da fermentacdo de fungos presentes em
grdos de café (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA/
FUNDA(;AO UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS, 2007), no entanto,
poucos estudos quanto as suas possiveis formas polimorficas sdo encontrados na
literatura. Assim, a RMN no estado solido pode contribuir oferecendo dados
adicionais ao estudo desse solido farmacéutico.

A escolha desses farmacos deve-se principalmente ao acesso as
formas polimorficas isoladas e j4 determinadas por raios X para as duas primeiras
substancias, mebendazol (nas formas A e C) e dietilcarbamazina (livre, citrato e
maleato) e, principalmente, porque sao farmacos amplamente utilizados para o
tratamento de doencas tipicas do nosso pais e de paises menos favorecidos
economicamente. Por serem farmacos utilizados no tratamento de doencas
negligenciadas, pouca atencdo é dada a eles e, como relatado anteriormente,
existem problemas associados as suas diferentes formas cristalinas que podem
acarretar em prejuizos aos usuarios destes medicamentos, que muitas vezes 0s
consomem mesmo sem prescricAo médica. Portanto, é necessario que haja um
controle maior para que se comercialize de fato o produto de melhor qualidade. No
caso especifico do acido micofendlico (e seu éster mofetil), a obtencéo foi através de
compra e o interesse no estudo se deu por observar sua baixa solubilidade quando
recristalizado em metanol e por ndo haver trabalhos que descrevam a possivel
existéncia de polimorfos. Além dessas consideracdes, vale a pena ressaltar que
pouquissimos grupos de pesquisa em RMN e no Brasil tem utilizado essa técnica
para a analise de polimorfismo aplicados a farmacos, e uma contribuicdo significativa

pode ser dada nesse sentido.
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2 -0OBJETIVO

Esse trabalho teve como objetivo estudar solidos farmacéuticos atravées

das técnicas de RMN no estado sdélido, utilizando as seguintes matrizes:

e Mebendazol

- amostras padréo das formas A e C;

- amostras comerciais obtidas no mercado nacional, visando o

controle de qualidade;

e Dietilcarbamazina

- amostras padrao das formas livre, citrato e maleato;

e Acido micofendlico

- amostras comerciais do acido e do seu éster mofetil.

41



PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS



3 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 - Infraestrutura e técnicas utilizadas

3.1.1 - Difracéo de raios X por p6é (DRX) e Espectroscopia Raman

Inicialmente, as amostras padrao de mebendazol nas formas
polimorficas A e C (fornecidas pela GeolLab Industria Farmacéutica) e citrato de
dietiicarbamazina (fornecida pelo grupo da Dra. Nubia Boechat, do Instituto de
Tecnologia em Farmacos - FioCruz, Rio de Janeiro), foram analisadas por difracdo
de raios X por po e espectroscopia Raman. Os experimentos de difracdo de raios X
por p6 foram realizados em temperatura ambiente usando radiacdo Cu Ka (Rigaku
D/MAX 200 com um anodo rotatorio operando em 150 kV e 40 mA) com a faixa de
20 com variagao de 3° a 55° e os espectros de Raman foram coletados entre 0 e
4000 cm™ por um espectrbmetro Raman (FT-Raman, Bruker RFS 100/S). Esses
experimentos foram realizados no Laboratério Interdisciplinar de Eletroquimica e
Ceramica da UFSCar (LIEC-UFSCar), em colaboracdo com o Prof. Dr. Emerson

Rodrigues Camargo.

3.1.2 - Espectrometro de RMN

Os experimentos de RMN no estado sélido foram realizados em um
espectrometro da marca Bruker, modelo Avance-111-400, o qual opera com um
campo magnético de 9,4T (399,94 MHz para frequéncia do hidrogénio-1, 100,57
MHz para carbono-13 e 40,5 MHz para nitrogénio-15) produzido pela Oxford
Instruments. Esse equipamento esta instalado no Laboratdério de Ressonancia
Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da UFSCar e € equipado com uma
sonda (narrow bore) para rotores de 4mm de diametro externo e giro no angulo
magico. Os rotores utilizados podem ser girados em rota¢cdes maximas de 15 kHz e,

permite a realizacao de experimentos com variagcdo controlada de temperatura.
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3.1.3 - Preparo das amostras para RMN no estado soélido

Para as medidas de RMN no estado solido, as amostras foram
empacotadas em um rotor de zircdnia de 4mm de didmetro externo, com o auxilio de
um suporte em formato de funil e um pistao.

Para experimentos realizados entre as temperaturas de -20 e 50 °C, a
tampa do rotor utilizada foi de Kel-F (um material polimérico que néo exibe sinal de
RMN). Para as temperaturas fora dessa faixa (acima ou abaixo) utilizaram-se
tampas de nitreto de boro, BNs, um tipo de material semelhante a ceramica, uma vez

gue esse material suporta uma faixa de temperatura que vai de -150 até 150 °C.

3.2 - Farmacos estudados

3.2.1 - Mebendazol (MBZ)

3.2.1.1 - Amostras padréao puras das formas A e C do mebendazol

Todos os experimentos de RMN no estado sélido supracitados, além
do experimento de *®*N-CP-MAS, foram realizados para as formas isoladas, A e C,
do mebendazol (MBZA e MBZC respectivamente). Na tentativa de detectar possiveis
variacdes estruturais com a mudanca de temperatura, foram realizados experimentos
com as formas A e C, variando a temperatura entre 20 e 50 °C. Na TABELA 3.1 séo
apresentados os valores de alguns dos parametros utilizados nas sequéncias de
pulsos.
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TABELA 3.1- Parametros de aquisi¢cao utilizados nos
13C-RMN 1DAB para o mebendazol nas formas A e C

experimentos qualitativos de

Parametro (nomenclatura Bruker) Valor
Tempo de espera entre cada aquisicéo (d1) 5s
Duracéo do pulso de 90° no canal do *H (p3) 3 us
Poténcia do pulso de 90° no canal do *H (pl12) 58,7 W
Duracéo do pulso de contato (p15) 2ms
Poténcia do pulso de contato (pl1) 50,1 W
Tempo de aquisicdo no dominio direto (AQ) 34 ms
Numero de promediacdes (ns) 1024
Numero de pontos do dominio de tempo (TD) 2048
Janela espectral do dominio (SW) 295 ppm
Tempo de defasamento dipolar (d20)° 120 ps
Pulso de inverséo (p16)P 50 us

Programa para desacoplamento TPPM 15 (83,3 kHz)

Frequéncia de rotacao 5 kHz8B, 10 kHzA

ACP-MAS

BCP-TOSS, CP-TOSS-NQS, CP-PI-TOSS
CAplicado em CP-TOSS-NQS

PAplicado em CP-PI-TOSS

Quanto aos experimentos de °>N-CP-MAS, o tempo de contato foi de 3
ms e para a estimativa do tempo de relaxacéo (T:") variou-se o tempo de espera
entre os pulsos de 90° (t) de 10 ms a 60 s. Em seguida, contruiu-se uma curva com
a variacdo de t em funcdo da é&rea do sinal; essa curva apresenta um
comportamento exponencial e foi ajustada com a equacdo M;(t)=Mo(1-exp(-t/T1)),
cuja a constante de decaimento representa o valor de Ti". A TABELA 3.2 mostra os
parametros de aquisicdo para o experimento 3C-'H FSLG HETCOR.

Apés a realizacdo dos experimentos, iniciou-se 0 processamento dos
dados, aplicando-se uma transformada de Fourier com 2048 pontos e uma funcéao
de apodizacao line-broadening (LB) = 20 Hz nos experimentos 1D. Ressalta-se que,
tanto a fase quanto a linha de base foram corrigidas automaticamente. Para o mapa
de correlacdo HETCOR, aplicou-se uma transformada de Fourier com 2048 pontos
em F2 e 1024 pontos em F1, empregando-se a fungdo de apodizacdo seno
guadrado (QSINE).
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TABELA 3.2 - Parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos de *3C-H FSLG

HETCOR para o mebendazol nas formas Ae C

Parametro (nomenclatura Bruker) Valor
Tempo de espera entre cada aquisicéo (d1) 2s
Duracéo do pulso de 90° no canal do *H (p3) 3 us
Poténcia do pulso de 90° no canal do *H (pl12) 58,7 W
Duracéo do pulso de contato (p15) 500 us
Poténcia do pulso de contato (pl1) 62,2 W
Tempo de aquisicdo no dominio indireto (AQ-F1) 32 ms
Tempo de aquisicdo no dominio direto (AQ-F2) 16 ms
Numero de promediacdes (ns) 80
Numero de pontos do dominio de tempo indireto (TD-F1) 256
Numero de pontos do dominio de tempo direto (TD-F2) 948
Janela espectral do dominio indireto (SW-F1) 55 ppm
Janela espectral do dominio direto (SW-F2) 295 ppm
Programa para desacoplamento SPINAL 64 (83,3 kHz)
Frequéncia de rotacao 10 kHz

3.2.1.2 - Amostras comerciais

Além das amostras padrao, também foram analisadas 13 amostras

comerciais adquiridas em S&o Carlos/SP e também em Manaus/AM. Essas

amostras sdo provenientes de quatro diferentes indastrias: IND A (lotes 1, 2, 3, 4 e
5), IND B (lotes 1, 2, 3 e 4), IND C (lotes 1, 2 e 3) e IND D (lote 1) e, por serem

disponibilizadas na forma de comprimidos, foram pulverizadas antes da andlise,

utilizando para tanto um gral e pistilo, ambos confeccionados de pedra 6nix.
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3.2.1.3 - Andlise quantitativa

Foi construida uma curva analitica utlizando-se misturas dos
polimorfos isolados do mebendazol A e C em porcentagens de 0:100 a 100:0 (A:C;
m/m). Adicionou-se celulose (principal excipiente encontrado nas amostras
comerciais) a essas misturas, de maneira que a amostra final apresentasse uma
proporcao fixa de 40:60% (mebendazol:celulose), pois essa condicdo se assemelha a
composicdo descrita nas amostras comerciais. Essas misturas foram
homogeneizadas durante dois minutos em um misturador elétrico e para a medida das
massas (aproximadamente 66 mg no total) foi utilizada uma balanca analitica digital
Bioprecisa, modelo FA-2104N, com preciséo de + 0,1 mg.

Antes que as medidas fossem realizadas, varios parametros
experimentais foram calibrados, como o angulo magico, o deslocamento quimico do
13C e o pulso de 'H da sequéncia de pulso CP-MAS. Em seguida, ajustou-se a
condicdo Hartmann-Hahn, o tempo de contato e fez-se a determinacdo dos tempos
de relaxacéo longitudinal (T1) de acordo com o experimento descrito anteriormente.
A calibracdo do angulo mégico foi feita com uma amostra de KBr, monitorando
através do sinal de "Br. Inicialmente, pretendiamos usar o tempo de espera (d1)
igual a 7xT1, por ser o tempo recomendado para anélises quantitativas. No entanto, o
T1 medido para o grupo metila do mebendazol C, por exemplo, foi de
aproximadamente seis segundos, ou seja, o d1 seria de 42 segundos. Para um
experimento de CP-MAS, por exemplo, com o namero de promediacdes igual a
1024, seriam necessarias 11h57min. Decidimos entdo, realizar um experimento com
d1=5T1 e compara-lo com um experimento de d1=10s. Como ndo houve diferenca
muito significativa entre eles, decidiu-se por realizar todos 0s experimentos com
d1=10s, reduzindo a duracdo da analise para 2h51m. Essa reducdo de tempo foi
muito significativa, principalmente porque os experimentos foram realizados em
triplicata.

Para a construcdo da curva analitica, utilizou-se a area do sinal do
grupo metila (MBZA-51,4 e MBZC-54,5 ppm), fornecida por uma ferramenta de
deconvolucdo disponivel no software TopSpin®. Em seguida, analisou-se uma
amostra comercial que apresentava uma mistura das formas A e C no mesmo
comprimido, na tentativa de se fazer uma analise quantitativa relativa entre o0s
polimorfos presentes.
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3.2.2 - Dietilcarbamazina (DEC) e suas formas salinas

As medidas de RMN no estado sdlido foram realizadas para a
dietilcarbamazina nas formas livre, citrato (fornecidas pelo grupo da Dra. Nubia
Boechat, do Instituto de Tecnologia em Farmacos - FioCruz, Rio de Janeiro) e
maleato (cristalizado em colaboracdo com Grupo de Cristalografia do Instituto de
Fisica de Sao Carlos, da Universidade de Séo Paulo - IFSC, nas pessoas do Prof. Dr.
Javier Ellena e da Dra. Cristiane Cabral de Melo; ver item 3.2.2.1). Os parametros
utilizados em cada sequéncia de pulsos estéo listados na TABELA 3.3.

No intuito de verificar, através da técnica de RMN, mudancas
conformacionais na estrutura da DEC citrato descritas por estudo anterior por raios X
(SILVA et al, 2010), realizou-se experimentos de !3C-CP-MAS variando a
temperatura de 20° a -50 °C, que € a temperatura minima permitida pelo

equipamento de RMN utilizado nesse estudo.

TABELA 3.3 - Parametros de aquisicdo utilizados nos experimentos **C-RMN 1DAB
para a DEC livre, DEC citrato e DEC maleato

Parametro (nomenclatura Bruker) Valor
Tempo de espera entre cada aquisicéo (d1) 5s
Duracéo do pulso de 90° no canal do 'H (p3) 5us
Poténcia do pulso de 90° no canal do *H (pl12) 58,7 W
Duracéo do pulso de contato (p15) 3 ms
Poténcia do pulso de contato (pll) 50,1 W
Tempo de aquisicdo no dominio direto (AQ) 34 ms
Numero de promediacdes (ns) 256
Numero de pontos do dominio de tempo (TD) 2048
Janela espectral do dominio (SW) 295 ppm
Tempo de defasamento dipolar (D20)¢ 110 ps
Pulso de inverséo (p16)P 50 ps
Programa para desacoplamento TPPM 15 (83,3 kHz)
Frequéncia de rotacao 5 kHzB, 10 kHzA

ACP-MAS

BCP-TOSS, CP-TOSS-NQS, CP-PI-TOSS
CAplicado em CP-TOSS-NQS

PAplicado em CP-PI-TOSS

48



No experimento de '®N-CP-MAS, o tempo de contato foi de 4,5 ms e
para os experimentos 3C-'H FSLG HETCOR, utilizou-se o tempo de contato de 200
Us e o numero de promediacdes igual a 64. Os demais parametros para 0S
experimentos de HETCOR séo idénticos aos usados para as amostras de
mebendazol (ver TABELA 3.2)

Em seguida, processou-se os dados dos experimentos 1D aplicando-se
uma transformada de Fourier com 2048 pontos, uma funcéo de apodizacéo LB = 20
Hz, onde a fase e linha de base foram corrigidas automaticamente. Para o mapa de
correlacdo HETCOR, o processamento foi o0 mesmo utilizado para as amostras de
mebendazol (item 3.2.1.1).

3.2.2.1 - Obtencéo dos cristais de maleato de dietilcarbamazina

Para a obtencdo dos cristais de maleato de dietilcarbamazina,
misturou-se 10 mg de DEC livre com 5,8 mg de acido maleico (1:1), adicionou-se 1,5
mL de alcool isopropilico e a solucdo foi submetida a agitacdo magnética até a
dissolucéo completa dos solutos. Em seguida, essa solugdo foi mantida em repouso
sob refrigeracdo (4 °C) por 30 dias. Esse procedimento foi realizado em
quadruplicata para alcancar massa suficiente para as anélises por RMN no estado
sélido. Este sal tem sido preparado pelo grupo do Prof. Dr. Javier Ellena com o
objetivo de se obter uma forma mais estavel para a DEC, e também para melhorar

sua solubilidade em meio aquoso.

3.2.3 - Acido Micofendlico (AMF)

As amostras de acido micofendlico e micofenolato de mofetila foram
adquiridas da empresa Sigma-Aldrich (pureza: > 98%; lotes: 011M4007V e
032M4705V respectivamente). Todos os experimentos citados no item 3.1.4 (exceto
o CP-MAS) também foram realizados para essa amostra e 0s parametros utilizados
em cada sequéncia de pulsos estdo apresentados na TABELA 3.4. Experimentos em

diferentes temperaturas também foram executados para 0 acido micofendlico com a
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finalidade de verificar a estabilidade, no entanto, a faixa de temperatura empregada
variou de -6 a 50°C.

Para a estimativa do tempo de relaxacdo (T1) variou-se o tempo de
espera (t) de 10 ms a 60 s e para os experimentos de *C-'H FSLG HETCOR,
utilizou-se o tempo de contato de 200 us e o numero de promediacdes igual a 64. Os
demais parametros de aquisicao para os experimentos de HETCOR s&o 0os mesmos
usados para as amostras de mebendazol (ver TABELA 3.2)

TABELA 3.4 - Parametros de aquisicdo utilizados nos experimentos **C-RMN 1D*

para o acido micofendlico e o micofenolato de mofetila

Parametro (nomenclatura Bruker) Valor
Tempo de espera entre cada aquisicao (d1) 10s
Duracéo do pulso de 90° no canal do 'H (p3) 3 us
Poténcia do pulso de 90° no canal do *H (pl12) 58,7 W
Duracéo do pulso de contato (p15) 1500 ps
Poténcia do pulso de contato (pll) 50,1 W
Tempo de aquisicdo no dominio direto (AQ) 34 ms
Numero de promediagdes (ns) 256
Numero de pontos do dominio de tempo (TD) 2048
Janela espectral do dominio (SW) 295 ppm
Tempo de defasamento dipolar (D20)8B 120 ps
Pulso de inverséo (p16)¢ 90 us
Programa para desacoplamento TPPM 15 (83,3 kHz)
Frequéncia de rotacao 5 kHz

ACP-TOSS, CP-TOSS-NQS, CP-PI-TOSS
BAplicado em CP-TOSS-NQS
CAplicado em CP-PI-TOSS

Posteriormente, os dados dos experimentos 1D foram processoados
pela aplicacdo da transformada de Fourier com 2048 pontos, uma funcédo de
apodizagdo LB = 20 Hz, onde a fase e linha de base foram corrigidas
automaticamente. Para o mapa de correlacgo HETCOR aplicou-se uma
transformada de Fourier com 2048 pontos em F2 e 1024 pontos em F1, utilizando a
funcdo de apodizacao seno quadrado (QSINE).
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Apos a realizacédo dos experimentos de 3C-RMN, o acido micofendlico
foi recristalizado em diferentes solventes, como metanol, acetonitrila e
diclorometano, e com todos esses solventes houve a formacéo de cristais, 0s quais
foram enviados para analise por difracdo de raios X no Instituto de Fisica de Séo

Carlos, da Universidade de Sao Paulo - IFSC.

51



RESULTADOS E DISCUSSAO



4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Mebendazol

4.1.1 - Difracdo de raios X por p6 (DRX) e Espectroscopia Raman

Como vérios estudos anteriores sobre o mebendazol ja haviam
consolidado o uso das técnicas de raios X e espectroscopia vibracional, utilizou-se
essas técnicas para certificacdo das amostras. Os resultados obtidos por difracao de
raios X por po e espectroscopia Raman foram comparados com dados ja descritos
na literatura (VILLIERS et al., 2005; AYALA et al., 2008; BRUSAU et al., 2008;
BRITS et al, 2010) e confirmaram que os polimorfos individuais analisados nesse
trabalho se tratam especificamente das formas A e C do mebendazol (TABELA 4.1,
FIGURAS 4.1 e 4.2). Vale ressaltar que, assim como observaram AYALA e
colaboradores (2008), o espectro de Raman desses dois polimorfos apresenta,
principalmente, diferencas na intensidade dos sinais e ndo na posi¢cdo dos mesmos,

0 que torna dificil uma analise de misturas.

TABELA 4.1 - Valores de distancia interbasal (ou interplanar) para o0s picos

analisados dos polimorfos A e C do mebendazol

Forma A Forma C

Experimental VILLIERS et al., 2005 Experimental VILLIERS et al., 2005
d (A) I/lo (%) d (A) I/lo (%) d (A) /1o (%) d (A) /1o (%)
11,37 97 11,52 100,0 16,86 100 17,91 72
6,13 21 6,13 25 7,05 21 7,19 28
5,15 100 5,13 70 5,47 40 5,45 51
4,89 21 4,87 19 4,87 42 4,89 30
4,52 18 4,49 13 4,50 81 4,48 100
4,39 17 4,35 11 4,15 25 4,16 28
3,84 64 3,84 38 3,64 61 3,60 56
3,67 34 3,78 47 3,38 74 3,34 73
3,59 34 3,61 34 3,13 28 3,09 36
3,38 23 3,53 23

3,24 52
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FIGURA 4.1 - Difratograma de raios X das formas A e C do mebendazol.
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FIGURA 4.2 - Espectros de FT-Raman das formas A e C do mebendazol.
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Esses resultados, associados a toda a caracterizacdo estrutural
realizada por estudos anteriores, servirdo de base para a interpretacdo dos
resultados obtidos pelas técnicas de RMN no estado sélido, que seréo apresentados

a sequir.

4.1.2 - Medidas de RMN no estado solido

Apbs os experimentos de difracdo de raios X por p6 e espectroscopia
Raman foram obtidos os espectros de 3C-CP-MAS, e estes mostraram diferencas
significativas entre as formas A e C do mebendazol, como esperado. Como foram
observadas algumas bandas laterais de rotacdo, mesmo com uma rotacdo de 10
kHz, optou-se por realizar o experimento de '3C-CP-TOSS, mas agora utilizando
uma rotacdo de 5 kHz (FIGURAS 4.3 e 4.4). Além de eliminar totalmente as bandas
laterais, sédo verificados outros beneficios, sendo que o principal € relativo a
intensidade do sinal do grupo metila, em torno de 50 ppm. Quando se compara a
intensidade relativa entre o sinal do grupo metila e os sinais da regido aromatica, é
possivel observar que ha um ganho na intensidade da metila no experimento CP-
TOSS. Isso pode ser explicado pelo fato de que, em baixas rotacdes o acoplamento
dipolar é mais favorecido e portanto, a transferéncia de polarizacao é mais eficiente.
Outra vantagem de se utilizar o experimento CP-TOSS € a economia de gas usado

para girar a amostra, ja que utiliza rotagcdes mais baixas.
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FIGURA 4.3 - Espectros de (a) 3C-CP-MAS e (b)!3C-CP-TOSS do mebendazol A.

Numero de promediacfes de 1024, tempo de contato de 2 ms. (*) bandas laterais.
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FIGURA 4.4 - Espectros de (a) 3C-CP-MAS e (b)**C-CP-TOSS do mebendazol C.

Numero de promediacdes de 1024, tempo de contato de 2 ms. (*) bandas laterais.
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Na FIGURA 4.5 estdo apresentados os espectros de 3C-CP-TOSS das
formas A e C do mebendazol e, uma comparacéo qualitativa entre esses espectros
fornece claras informacfes sobre as diferencas entre as duas formas polimérficas,
especialmente nos sinais da regido aromatica (110-145 ppm). Observando as
estruturas cristalinas desses polimorfos determinadas por raios X (FIGURA 4.6),
podemos verificar que o grupo benzoila exibe conformacgdes distintas para cada
polimorfo e essa mudanca reflete nos deslocamentos quimicos diferentes na regiao
aromatica. Outro fator importante € que cada polimorfo apresenta ligacbes de
hidrogénio intra e intermoleculares diferentes, o que certamente causa mudanc¢as no
deslocamento quimico, como é o caso da interacdo intermolecular nao-classica
C(12)-H---O(2), descrita para o MBZA, como mostra FIGURA 4.7 (FERREIRA et al.,
2010). A forma C também apresenta interacdo de hidrogénio intermolecular ndo-
classica na regido aromatica entre os atomos C(9)-H---O(2) (MARTINS et al., 2009;
FIGURA 4.8). Os espectros de 3C-CP-TOSS mostram claramente a mudanca no

deslocamento dos referidos carbonos, C(12) e C(9).

57



"%
b) 13,1415 n45 [—§

1 ﬁ

12,16 I
23 1 f _§

10 , 5 98 I

T ‘ T ‘ T T T | T T ‘ T T

200 150 100 50 [ppm]

FIGURA 4.5 - Espectros de 3C-CP-TOSS do mebendazol (a) C e (b) A. Giro no

angulo magico de 5 kHz, nimero de promediacées de 1024, tempo de contato de 2

ms.

Mebendazol A

Mebendazol C
Representacao grafica produzida pelo programa Mercury (BRUNO et al., 2002).

FIGURA 4.6 - Estruturas cristalinas do mebendazol A e C.
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Representacéo gréafica produzida pelo programa Mercury (BRUNO et al., 2002).
FIGURA 4.7 - Ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares do mebendazol A

(FERREIRA et al., 2010).

Representacéo gréafica produzida pelo programa Mercury (BRUNO et al., 2002).
FIGURA 4.8 - Ligagbes de hidrogénio nado-classicas presentes no mebendazol C

(MARTINS et al., 2009).

U

Representacao grafica produzida pelo programa Mercury (BRUNO et al., 2002).
FIGURA 4.9 - Ligacdes de hidrogénio classicas presentes no mebendazol C.
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Diferencas mais sutis também podem ser observadas nos sinais
referentes a carbonila dos grupos carbamato (MBZA= 151,3 e MBZC=149,6 ppm) e
benzoila (MBZA= 195,1 e MBZC=197,0/196,1 ppm). Com relacdo ao grupo
carbamato, a diferenca estd relacionada com as mesmas interacbes
intermoleculares descritas no paragrafo anterior, C(12)-H---O(2) no MBZA e C(9)-H-
--0O(2) no MBZC. J& para o grupo benzoila, a distingdo no deslocamento quimico é
devido as interac6es intermoleculares C(10)=0(3)---H-N(3) no MBZA e C(10)=0(3)--
-H-C(1) no MBZC.

Os estudos por raios X mostraram que somente o polimorfo C exibe
ligagdo de hidrogénio envolvendo o grupo metila e esta ocorre de forma
intermolecular com a carbonila do grupo benzoila, como descrito acima [C(10)=0(3)-
--H-C(1)]. Essa ligacdo de hidrogénio na forma C do mebendazol pode justificar a
diferenca entre os deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos grupos metila
(51,4 e 54,5 ppm - MBZA e MBZC, respectivamente), pois uma interacdo com o
oxigénio da carbonila desblindara o carbono metilico.

A atribuicdo dos sinais foi realizada através da andlise dos
experimentos 3C-CP-TOSS e 13C-CP-TOSS-NQS (FIGURAS 4.10 e 4.11; TABELA
4.2). O experimento ¥C-CP-TOSS-NQS foi muito util na distincdo dos sinais de
carbonos quaternarios, especialmente na regido entre 130 e 145 ppm, onde ha
grande sobreposicdo de sinais. No caso do MBZC, por exemplo, foi possivel
diferenciar os sinais dos carbonos aroméaticos hidrogenados C12-C16 dos carbonos
aromaticos quaternarios C7, C11, C4 e C5 (FIGURA 4.11a), pois somente esses
altimos podem ser visualizados no espectro de 3*C-CP-TOSS-NQS. Vale lembrar
gue esse experimento nem sempre consegue suprimir completamente o sinal dos
grupos metilas, pois os sinais de grupos com alta mobilidade raramente sé&o
removidos do espectro, uma vez que estdo mais fracamente acoplados. (APPERLEY
et al., 2012).
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FIGURA 4.10 - Espectros de RMN de 3C do mebendazol A. (a) CP-TOSS-NQS -

d20: 120 ps e (b) CP-TOSS. Giro no angulo méagico de 5 kHz, numero de

promediacdes de 1024, tempo de contato de 2 ms.
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FIGURA 4.11 - Espectros de RMN de 3C do mebendazol C. (a) CP-TOSS-NQS -

d20: 120 ps e (b) CP-TOSS. Giro no angulo magico de 5 kHz, numero de

promediacdes de 1024, tempo de contato de 2 ms.
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TABELA 4.2 - Deslocamento quimico de '3C-CP-TOSS dos polimorfos A e C do

mebendazol

13C MBZA 13C MBzZC
Carbono
(ppm) 3(ppm)
1 51,4 54,5
2 155,6 154,3
3 151,3 149,6
4 130,7 132,4
5 131,5 134,0
6 124,3 123,6
7 142,3 138,0
8 114,0 112,6
9 117,1 121,8
10 195,1 197,0/196,1
11 136,3 137,0
12 127,5 131,8
13 132,5 129,5
14 1334 1354
15 132,5 129,5
16 127,5 131,8

Os experimentos de >N-CP-MAS para as duas formas polimoérficas do
mebendazol também mostraram diferencas nos deslocamentos quimicos dos sinais,
como mostra a FIGURA 4.12. MARTINS e colaboradores (2009) apresentaram cinco
possiveis formas tautoméricas para o mebendazol e verificaram, pelo uso de
difracdo de raios X, que MBZ1l (FIGURA 4.13) é o tautdmero predominante no

mebendazol C. No entanto, é possivel observar que, no caso do MBZA, os sinais
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atribuidos aos nitrogénios N2 e N3 apresentam largura de linha maior, com uma
tendéncia a um desdobramento do sinal relativo ao N2, o que pode indicar a

presenca de pelo menos dois tautbmeros na amostra analisada (FIGURA 4.13).
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FIGURA 4.12 - Espectros de ®*N-CP-MAS do mebendazol (a) A e (b) C. Giro no
angulo magico de 5 kHz, nimero de promediacfes de 16384, tempo de contato de 3

ms.
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FIGURA 4.13 - Possiveis tautbmeros presentes no MBZA.
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Também foram feitos experimentos de correlacdo heteronuclear
bidimensional 3C-'H FSLG HETCOR para ambos os polimorfos do mebendazol
(FIGURAS 4.14 e 4.15); no entanto, nenhum resultado interessante foi obtido. Como
mencionado anteriormente, uma informacéo importante, a qual é possivel de ser
obtida neste experimento é a existéncia de ligacbes de hidrogénio. No caso do
mebendazol as ligacdes de hidrogénio que envolvem grupos em que o carbono esta
presente (por exemplo o grupo carbonila) séo fracas e, talvez por esse motivo, sejam
dificeis de serem observadas neste tipo de experimento (FIGURAS 4.7, 4.8 e 4.9).
Possivelmente um experimento ®N-'H FSLG HETCOR mostraria a existéncia de

ligagdes de hidrogénio para os polimorfos do mebendazol.
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FIGURA 4.14 - Mapa de correlacéo **C-H para o mebendazol A, utilizando a técnica
HETCOR, com rotacdo de 10 kHz e tempo de contato de 2 ms. Dimensao F1 é
relativa a projecdo do espectro de 'H e dimensédo F2 é relativa ao espectro 13C-CP-
TOSS.
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FIGURA 4.15 - Mapa de correlacédo 13C-'H para o mebendazol C, utilizando a técnica
HETCOR, com rotacdo de 10 kHz e tempo de contato de 2 ms. Dimensédo F1 é
relativa a projecdo do espectro de *H e dimenséo F2 é relativa ao espectro *C-CP-
TOSS.

Experimentos com variacdo de temperatura

Na tentativa de detectar possiveis variacbes estruturais com a
mudanca de temperatura, foram realizados experimentos com as formas A e C,
variando a temperatura entre 20 e 50 °C (FIGURAS 4.16 e 4.17). De maneira geral,
ndo foram observadas grandes mudancas no espectro de 3C de ambos os
polimorfos, indicando que a temperatura ndo esta relacionada com a existéncia de
uma possivel conversado entre as formas polimorficas nessa faixa de temperatura,
como ja descrito por VILLIERS e colaboradores (2005). No entanto, pode-se
observar a diminuicdo da intensidade do sinal atribuido aos carbonos C12 e C16
(127.5 ppm) do MBZA. Conforme descrito por FERREIRA e colaboradores (2010), o
MBZA forma uma ligacdo fraca intermolecular ndo-classica entre os atomos
C(12)-H---O(2) e, portanto, a medida que a temperatura aumenta, provavelmente a
mobilidade também aumenta nessa regido, podendo inclusive romper essa
interacdo, ocasionando a mudanca no deslocamento quimico para valores mais
altos, tornando-se semelhante ao deslocamento observado para o MBZC (na regiao

de 132 ppm), com o alargamento sutil desse ultimo sinal.
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FIGURA 4.16 - Espectros de '3C-CP-TOSS do mebendazol A em diferentes
temperaturas. Giro no angulo magico de 5 kHz, nimero de promediacfes de 1024 e

tempo de contato de 2 ms.
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FIGURA 4. 17 - Espectros de '3C-CP-TOSS do mebendazol C em diferentes
temperaturas. Giro no angulo magico de 5 kHz, nimero de promediacfes de 1024 e

tempo de contato de 2 ms.
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4.1.3 - Amostras comerciais

O interesse em analisar amostras comerciais surgiu principalmente
devido ao facil acesso as mesmas, pois € um medicamento de baixo custo e, no
Brasil, pode ser adquirido sem prescricdo médica; além de avaliar a aplicacdo da
RMN no estado solido como ferramenta analitica dos medicamentos comerciais.

A FIGURA 4.18 mostra os espectros 3C-CP-TOSS de 13 amostras
comerciais do mebendazol analisadas nesse trabalho. A maior diferenca observada
Nos espectros aparece na regido aromatica entre 110 e 145 ppm. Outros sinais que
mostram diferencas entre os polimorfos séo os do grupo metila em 51,4 e 54,5 ppm
para os polimorfos A e C respectivamente e o sinal da carbonila do grupo benzoil em
195,1 para a forma A e 197,0/196,1 para a forma C, assim como descrito
anteriormente para as amostras padrdo. Os sinais em aproximadamente 35 ppm e
entre 60-110 ppm referem-se aos aditivos dos comprimidos (como polissacarideos),
e como pode ser observado ndo comprometem a analise dos sinais do principio
ativo.

Das 13 amostras analisadas, seis contém a forma A do mebendazol,
seis apresentam a forma C e uma delas mostrou a mistura desses dois polimorfos
(FIGURA 4.18 e TABELA 4.3).
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FIGURA 4.18 - Compacdo entre os espectros de '3C- CP-TOSS das amostras

comerciais do mebendazol.

TABELA 4.3 - Polimorfos encontrados nas amostras comerciais do mebendazol

Amostra | Polimorfo | Amostra | Polimorfo | Amostra | Polimorfo
INDA-1 C INDB-1 A INDC-1 C
INDA-2 C INDB-2 A INDC-2 C
INDA-3 A+C INDB -3 A INDC-3 C
INDA-4 C INDB -4 A INDD-1 A
IND A -5 A

IND — Industria

E importante notar que as amostras da indistria A apresentaram
polimorfos diferentes para lotes distintos (lotes 1, 2 e 4 - polimorfo C; lote 3 - mistura

dos polimorfos A e C; lote 5 - polimorfo A). A FIGURA 4.19 mostra a compacg&ao entre
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0os espectros de 3C-CP-TOSS dos polimorfos A e C do mebendazol com os
espectros de trés amostras comerciais da indatria A, ilustrando trés situacfes
diferentes. A industria B apresentou a forma inativa do mebendazol (forma
polimorfica A) em todos os lotes analisados nesse trabalho. Esses resultados
demonstram a importancia de se conduzir um controle efetivo de qualidade nas

drogas formuladas disponiveis no mercado.

IND A/ lote 5 i g
IND A/ lote 3 [:_N
IND A/ lote 1 Eﬁ
MBZC Ei_g
MBZA [:g
260 | | 1!‘10 | | 160 | | | 5‘0 | [ppm]_

FIGURA 4.19 - Compagcéo entre os espectros de 1*C-CP-TOSS dos polimorfos A e C

do mebendazol e de trés amostras comerciais.

Alguns trabalhos relatam que apés determinado tempo, criancas que
haviam sido tratadas com mebendazol, voltaram a apresentar infestacdo (OLSEN et
al., 2009). No entanto, de acordo com os resultados obtidos por RMN no estado
soélido, pode-se questionar se realmente ocorreu reinfestacdo ou se o medicamento
administrado foi formulado com o polimorfo inativo, 0 mebendazol A, uma vez que

este é facilmente encontrado nas formula¢des desses medicamentos.
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4.1.4 - Andlise quantitativa

Uma vez obtidos os resultados das amostras comerciais, que se
apresentaram de certa forma surpreendentes, decidiu-se também fazer um estudo
gue possa ser aplicado na quantificacdo de polimorfos presentes em misturas. Neste
contexto explorou-se 0s aspectos quantitativos da técnica de RMN no estado solido
para este tipo de aplicacdo. Para conduzir as analises quantitativas, o sinal do grupo
metila foi escolhido por n&o apresentar sobreposicdo com 0s outros sinais da
amostra, incluindo o sinal da metila do outro polimorfo (MBZA - 51,4 e MBZC - 54,5
ppm), facilitando, assim, a deconvolucdo dos mesmos, uma vez que esse
procedimento sera necessario como sera apresentado a seguir.

Antes de fazer os experimentos de maneira quantitativa, foram feitas as
calibracdes dos pulsos de carbono-13 e hidrogénio, do dngulo magico, da condicao
de Hartman-Hahn e do tempo de contato. Uma vez realizadas essas calibragdes, foi
feita a determinacdo dos tempos de relaxacao longitudinal (T1) para o grupo metila
conforme descrito no item 3.2.1.3. Esse procedimento foi feito para ambas as formas
do mebendazol utilizadas neste trabalho (A e C). A FIGURA 4.20 mostra que o valor
de T1" é mais longo no polimorfo A (MBZA - 16,5 e MBZC - 6,1 s).
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FIGURA 4.20 - Intensidade do sinal em funcéo do intervalo de tempo entre os pulsos
de 90° aplicados no canal do *H para o grupo CHz das formas A e C do mebendazol.
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Alguns trabalhos anteriores (VIRTANEN e MAUNU, 2010; TOZUKA et
al., 2002) propuseram a quantificacdo absoluta através da curva analitica, construida
apenas com o0 uso dos farmacos de maneira isolada (API’s). Decidiu-se, num
primeiro momento utilizar a mesma metodologia. Para a construcdo das curvas
analiticas foi utilizada a area do sinal do grupo metila fornecida por uma ferramenta
de deconvolugdo disponivel no software TopSpin®. A FIGURA 4.21 apresenta as
curvas analiticas construidas utilizando-se apenas a mistura dos polimorfos A e C do
mebendazol. As curvas mostram que a area dos sinais cresce com 0 aumento da
concentracdo de cada forma polimérfica correspondente nas misturas, conforme
esperado. E possivel observar também que a area do sinal do grupo metila € sempre
maior no polimorfo C do que no polimorfo A, o que pode ser explicado pelo fato de
que na forma C, o grupo metila esta envolvido em uma ligacdo de hidrogénio
intermolecular ndo-classica (FERREIRA et al., 2010) [C(1)-H---O(3); FIGURA 4.8].
Essa ligacdo de hidrogénio torna o grupo metila menos mével e portanto, a

transferéncia de polarizagéo se torna mais eficiente.
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FIGURA 4.21 - Sinais de '3C-CP-MAS do grupo metila em funcdo da porcentagem

em massa (m/m) dos polimorfos A e C do mebendazol. Barras de erro de 5%.
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Portanto, para a quantificagdo, optou-se por utilizar a razao entre as
areas dos sinais do grupo metila de cada polimorfo, pois como visto anteriormente, a
polarizacdo cruzada ndo ocorre da mesma forma em ambos os casos, e também
para que essas curvas analiticas possam ser utilizadas independentemente da
massa total inserida no amostrador. Foi obtido um coeficiente de correlagdo de R?=
0,999 e a curva mostra que a razao entre as areas dos sinais do grupo metila cresce
exponencialmente com o aumento da concentracdo de cada forma polimérfica nas
misturas (FIGURA 4.22, apresentada na forma linearizada).

Assim, utilizou-se essa curva analiticas para medir, de forma absoluta,
as formas A e C em uma mistura, por meio de um teste cego, avaliando a
confiabilidade da sequéncia de pulsos 13C-CP-MAS na medi¢do quantitativa. A
amostra utilizada no teste cego foi preparada por um outro aluno do laboratério e
entregue ao operador sem revelar o contetdo percentual dos polimorfos na amostra.
Os resultados se mostraram muito bons (81 e 19% para as formas A e C,
respectivamente), uma vez que a mistura do teste cego era composta de 80% do

polimorfo A e 20% do polimorfo C.
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FIGURA 4.22 - Razdo entre as areas dos sinais de 3C-CP-MAS dos grupos metilas
(MBZA/MBZC) em funcdo da porcentagem em massa do polimorfo A em relagéo ao
polimorfo C do mebendazol. Barras de erro de 5%.
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Como as amostras comerciais apresentam também excipientes na sua
formulag@o, foram construidas novas curvas analiticas adicionando-se celulose
(excipiente majoritario na composicdo dos comprimidos comerciais), na proporcao
de 40:60% (mebendazol.celulose), para alcancar uma condicdo semelhante a
descrita para as amostras comerciais. Esse procedimento foi realizado no intuito de
verificar uma possivel interferéncia no sinal proveniente de interagbes entre o
farmaco e os excipientes.

Foram utilizadas as sequéncias de pulsos 3C-CP-MAS e 3C-CP-TOSS
com a finalidade de comparar a potencialidade de cada uma delas. Assim como para
a curva analitica construida sem excipientes, coeficientes de correlacéo da prdem de
0,999 foram obtidos e a razdo entre as areas dos sinais cresce exponencialmente
com o aumento da concentracdo de cada polimorfo nas misturas (FIGURAS 4.23 e
4.24, apresentadas na forma linearizada). As curvas analiticas se mostraram
bastante reprodutiveis, pois foram realizadas replicatas consecutivas e em dias

alternados.
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FIGURA 4.23 - Razdo entre as areas dos sinais de 3C-CP-MAS dos grupos metilas
(MBZA/MBZC) em funcéo da porcentagem em massa do polimorfo A em relagcéo ao

polimorfo C do mebendazol. Barras de erro de 5%.
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FIGURA 4.24 - Razdo entre as areas dos sinais de 13C-CP-TOSS dos grupos metilas
(MBZA/MBZC) em funcéo da porcentagem em massa do polimorfo A em relacdo ao

polimorfo C do mebendazol. Barras de erros de 5%.

Utilizaram-se os dados obtidos pela regressao linear para mensurar a
concentracdo percentual das formas A e C no mesmo teste cego usado
anteriormente. Os resultados revelaram que através da sequéncia de pulsos *C-CP-
MAS foi possivel chegar a resultados mais préximos do correto; 79 e 21% (*3C-CP-
MAS) e 77 e 23% (*3C-CP-TOSS) para as formas A e C, respectivamente. Esses
resultados mostraram que a presenca de excipientes nao interferiu na medida
guantitativa dos polimorfos A e C do mebendazol. Assim, em seguida, utilizaram-se
as curvas analiticas para medir, também de forma absoluta, as formas A e C no
comprimido comercial que continha a mistura desses polimorfos (FIGURA 4.19) e o
resultado encontrado foi de 32% do polimorfo A e 67% do polimorfo C, neste caso
utilizando a técnica 3C-CP-MAS. Com o uso da técnica **C-CP-TOSS o resultado foi
de 26% para a forma A e 74% para a C. De acordo com REN e colaboradores
(1987), a forma A nao apresenta atividade anti-helmintica quando esta sozinha ou
guando presente acima de 30% em misturas polimérficas. Dessa forma, o resultado
obtido nesse trabalho sugere que em alguns momentos, a industria opta por

trabalhar no limite do recomendado.
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E importante ressaltar que € possivel realizar uma andlise quantitativa
de maneira relativa realizando uma série de experimentos de CP-MAS, variando o
tempo de contato e monitorando o sinal de carbono-13. Em seguida, € necessario
tracar as curvas de intensidade versus tempo de contato e utilizar o ponto de
intersecgéo entre as duas curvas dos dois polimorfos. Neste ponto a transferéncia de
polarizagéo deve ocorrer da mesma maneira para ambas as formas que estéo sendo
analisadas. Porém optamos fazer uso de uma curva analitica, por acreditarmos que
0s erros nas medidas seriam menores.

Nesse trabalho, a menor quantidade detectada em uma mistura de
polimorfos do mebendazol foi de 5% em massa (aproximadamente 3 mg). Com
relacdo ao tempo minimo de andlise, houve variagdo de acordo com a proporcao

entre os polimorfos, com duracao de até 30 minutos.

4.2 - Dietilcarbamazina

4.2.1 - Dietilcarbamazina livre e citrato

Os estudos envolvendo a dietilcarbazina foram feitos com o intuito de
utilizar a RMN no estado sdélido como ferramenta para fornecer suporte a estudos
prévios sobre: transicbes de fase que ocorrem em funcdo da variagdo de
temperatura, fornecer dados que confirmem informacdes estruturais acerca da
formacdo de cristais formados em sistemas multicomponentes (formas co-cristalinas
ou salinas).

Neste caso utilizou-se amostras de dietilcarbamazina nas suas formas
livre, citrato e maleato. Os estudos foram iniciados com o citrato de dietilcarmazina,
uma vez que esta é a forma que tem sido administrada aos pacientes. Os dados
obtidos no difratograma de raios X e no espectro de Raman para o citrato de
dietiicarbamazina (FIGURAS 4.25 e 4.26) sdo compativeis com os dados
encontrados na literatura (SILVA et al., 2010).
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FIGURA 4.25 - Difratograma de raios X do citrato de dietilcarbamazina.
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FIGURA 4.26 - Espectro de FT-Raman do citrato de dietilcarbamazina.
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Com relacdo aos experimentos de 3C-CP-TOSS (FIGURA 4.27)
realizados com a dietilcarbamazina nas formas livre e citrato, foi possivel obter
espectros com sinais bem resolvidos, o que facilitou a analise dos dados. Na
TABELA 4.5 estdo listados os valores dos sinais atribuidos ap0s a analise dos
espectros de 3C-CP-TOSS e 3C-CP-TOSS-NQS (FIGURA 4.28).

0
.
S%KIJJ\IQ/Q\H HO CO,H
. HO,C. M __COpH
4/3N\)2 10K 2% . " . e 2
3 12

__

T T T T T T T T T T T
200 150 100

FIGURA 4.27 - Espectro de 13C-CP-TOSS da (a) DEC livre e (b) DEC citrato. Giro no
angulo magico de 5 kHz, numero de promediacdes de 256 e tempo de contato de

3ms.
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FIGURA 4.28 - Espectros de RMN de 13C da DEC citrato. (a) ¥*C-CP-TOSS (b) 3C-
CP-TOSS-NQS - d20: 80 ps. Giro no angulo magico de 5 kHz, numero de

promediacdes de 256, tempo de contato de 3 ms.

TABELA 4.4 - Deslocamentos quimicos de *C-CPTOSS da DEC livre e DEC citrato

O 8
5 KG\KI/L'\I{I/Q\H HO CO,H
N L o g0
3 12
Carbono '3C DEC livre 13C DEC Citrato Carbono *3C Citrato

3 (ppm) 8 (ppm) 3(ppm)
11 11,5 13,4 2 46,9
12 13,5 14,5 4 48,3
9 38,2 40,7 3 72,9
10 40,1 42,4 6 173,4
4 47,5 44,8 1 177,4
2,6 51,1 51,2 5 177,6
3 54,0 53,3
5 54,9 53,3
7 166,6 164,9
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SILVA e colaboradores (2010) observaram, através da DRXM, que em
temperatura ambiente, o grupo etila da DEC citrato com orientacdo syn em relacéo
ao grupo carbonila, pode ser encontrado em duas posi¢cfes diferentes, ou seja, esta
desordenado (FIGURA 4.29). As diferentes posi¢cdes espaciais desses grupos etila
resultam nas diferencas verificadas nos espectros de '3C-CP-TOSS de ambas as
formas (livre e citrato), principalmente com relagdo aos sinais dos grupos metilas. Na
forma citrato estes sinais aparecem em 134 e 14,5 ppm e apresentam
deslocamentos quimicos mais proximos quando comparados aos das metilas da
DEC livre, que aparecem em 11,5 e 13,5 ppm. Na forma citrato, o outro grupo etila
com orientacdo anti em relacdo ao grupo carbonila, estd ordenado em apenas uma
posicdo e, de acordo com os dados de DRXM (SILVA et al., 2010), interage com
uma carbonila do (citrato)” através de uma ligacédo de hidrogénio ndo-classica do tipo
C-H---O, o que justifica os deslocamentos quimicos maiores em compara¢cao com

os da forma livre.

Etila desordenada

Duas posiches

- - s

ordenada

Metila interage com uma carbonila do citrato™
ligagio de H nio classica CH---0O

FIGURA 4.29 - Desordem de um dos grupos etila da DEC citrato.

Outra diferenca que pode ser observada € que o grupo metila (C4) e os
metilenos (C3, C5) do anel piperazina estdo mais blindados para a DEC citrato, e tal
fato pode ser decorrente da blindagem exercida pelo cone de protecdo de uma
carbonila do citrato, que segundo dados de cristalografia (SILVA et al., 2010), esta

préxima a essa regiao.
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Embora os experimentos anteriores tenham reunido informacdes
importantes, os experimentos de CP-MAS e CP-NQS observando o ntcleo de '°N e
0 HETCOR-'H-13C forneceram os resultados mais interessantes. O HETCOR da
DEC citrato (FIGURA 4.30) indica que o citrato interage com a DEC através de uma
ligagcdo de hidrogénio entre a carboxila (C6") e um dos nitrogénios da DEC, uma vez
que o deslocamento quimico do H é compativel com ligacdo de H do tipo N---H---O
(~13 ppm) (CHIEROTTI e GOBETTO, 2012).

Outra informacao importante que pode ser visualizada no HETCOR da
DEC citrato € o sinal de correlacdo entre os carbonos C1” e C5°, ambos com um
hidrogénio em aproximadamente 16 ppm. Um hidrogénio com este deslocamento
quimico é tipico de um atomo envolvido em uma ligacdo de hidrogénio forte
(CHIEROTTI e GOBETTO, 2012), o que pode indicar uma interacéo entre carboxilas
de unidades diferentes de citrato, como descrito por SILVA e colaboradores (2010)
(FIGURA 4.31).
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|| DEC Citrato =
‘ e
.} a
gl ]
\}} . e
| *° ' .
\[ i
|
| N peq - carboxila - C irato) F
(DEC) 6 (citrato)
e ~
| N---H---O (~13ppm
ﬁ O (*13ppm) i
| carboxila (giato) = CArboXila yate) m®
|
|
. | -

150 100 50 F2 [ppm]
FIGURA 4.30 - Mapa de correlacdo 3C-'H para a DEC citrato, utilizando a técnica
HETCOR, com rotacédo de 10 kHz e tempo de contato de 500 us. Dimensédo F1 é
relativa a projecdo do espectro de *H e dimenséo F2 é relativa ao espectro *C-CP-
TOSS.
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FIGURA 4.31 - (a) Projecdo do espectro de 'H da DEC citrato obtido indiretamente

do experimento HETCOR 13C-'H e (b) correlacdes entre carbonos e hidrogénios

envolvidos em ligagdes de hidrogénio.

Ja os espectros de ®N-CP-TOSS mostram que o nitrogénio metilado
(N3) da DEC citrato estd mais desblindado em comparacao ao da DEC livre, o que
pode ser um indicio de que este € o0 nitrogénio que encontra-se protonado
(FIGURAS 4.31 e 4.32). O nitrogénio metilado do anel piperazina € protonado
possivelmente devido aos efeitos doadores de elétrons provenientes dos carbonos
sp® ligados diretamente a ele, o que confere um maior carater basico a este
nitrogénio. Os outros atomos de nitrogénios ndo estdo protonados por causa da
retirada de elétrons pelo grupo carbonila, por efeito de ressonancia. Através do
experimento *>N-CP-NQS também foi possivel confirmar onde ocorre a protonagéo
da dietilcarbamazina, uma vez que o sinal referente ao nitrogénio protonado (N3) foi
suprimido, permanecendo apenas 0s sinais dos nitrogénios nao protonados
(FIGURA 4.32a). O mapa de correlagdo '°C-'H HETCOR para a DEC livre esta
apresentado na FIGURA 4.33, mas nado foi possivel obter nenhuma informacéo

interessante deste experimento.
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FIGURA 4.32 - Espectros de (a) 1>°N-CP-NQS do citrato de dietilcarbamazina - d20:
50 ps, (b) '®N-CP-MAS do citrato de dietilcarbamazina, (c) *N-CP-MAS da
dietilcarbamazina na forma livre. Giro no angulo magico de 5 KHz, numero de

promediacdes de 256, tempo de contato de 3,0 ms.
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FIGURA 4. 33- Mapa de correlagdo *C-'H para a DEC livre, utilizando a técnica
HETCOR, com rotacdo de 10 kHz e tempo de contato de 500 us. Dimenséo F1 é
relativa a projecédo do espectro de 'H e dimenséo F2 é relativa ao espectro 3C-CP-

TOSS.
82




Experimentos com variacdo de temperatura

No trabalho de SILVA et al., (2010), foi verificado que a parte alifatica
se torna mais ordenada em baixas temperaturas e que ocorrem trés transicfes de
fase solido-sdlido, numa faixa de temperatura entre -173 e 20°C, gerando quatro
fases cristalinas, as quais foram denominadas fases I, Il, lll e IV.

Apo6s as analises por difracdo de raios X em temperatura ambiente, o
cristal de DEC citrato foi congelado até a temperatura de -123 °C, sendo possivel
observar uma ligacdo de hidrogénio intermolecular nao-classica envolvendo o
metileno (CH2) do grupo etila, que em temperatura ambiente era desordenado, e 0
nitrogénio neutro do anel piperazina, permanecendo assim fixo em uma Unica
posicdo e conectando unidades de (DEC)*. Nessa temperatura, a ligacdo de
hidrogénio ndo-classica do tipo C-H---O, que existia a 20 °C, envolvendo o grupo
etila com orientacdo anti e uma carbonila do (citrato),, passa a nao existir. Outra
interacdo encontrada € a ligacdo intermolecular do tipo N*—H---C=0 entre o grupo
piperazina e a carbonila do carbamoil de (DEC)*. Observou-se, ainda, que o
empacotamento cristalino a -123 °C é mais compacto do que em temperatura
ambiente. Essa fase foi denominada fase lll.

Na fase IV, determinada congelando-se o cristal a partir da temperatura
ambiente até a temperatura de -173 °C, verificou-se um sistema de cristalizacao
triclinico, com dois pares ibnicos de (DEC)* (citrato) na unidade assimétrica. Nessa
temperatura, ambos 0s grupos etila apresentam conformacdo anti em relacdo ao
anel piperazina e essa conformacao facilita a ligacdo de hidrogénio ndo-classica do
tipo C—H---O, entre o CH2 do grupo etila e a carbonila de um dos grupos carboxila do
(citrato).

Para a determinacdo da estrutura cristalina da fase Il, um cristal de
DEC citrato foi congelado até a temperatura de -123 °C (fase lll), e depois aquecido
até -38 °C a 2 °C min', para entéo ser analisado novamente por difracédo de raios X.
ApoOs essa andlise, observou-se a presenca de dois pares idnicos de (DEC)* (citrato)
na unidade assimétrica, 0s quais também foram encontradas nas unidades
assimétricas determinadas na fase | e na fase Ill. Assim como na fase I, a fase Il
contém moléculas que apresentam uma ligacdo de hidrogénio ndo-classica do tipo
C—H---O entre um dos grupos metilas da (DEC)* com uma carbonila do (citrato).

Uma das interagfes presentes na fase Il, também ocorrente na fase lll, € a ligacéo
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intermolecular do tipo N*-H---C=0 entre o0 grupo piperazina e a carbonila do
carbamoil de (DEC)*. A ligacdo de hidrogénio nao-classica do tipo C-H---O entre o
CH2 da etila e a carbonila de um dos grupos carboxila do (citrato)” que ocorre na fase
I, ndo ocorre mais em algumas moléculas da fase Il, assim como acontece na fase
[ll, ou seja, mais uma vez é possivel concluir que na fase Il encontram-se moléculas
com a conformacdo da fase | e outras moléculas com a conformacédo da fase IIl.
Todo esse estudo por difracdo de raios X recebeu suporte dos dados obtidos da
andlise térmica por calorimetria exploratdria diferencial (DSC). A FIGURA 4.34

apresenta a unidade assimétrica da DEC citrato em diferentes temperaturas.
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Figura reproduzida com permisséo de SILVA et al., 2010. Direitos autorais 2014, American Chemical
Society.
FIGURA 4.34 - Unidade assimétrica da DEC citrato em diferentes temperaturas.

O estudo por raios X descreve quatro diferentes fases que foram
determinadas nas temperaturas 20, -38, -123 e -173°C (SILVA et al.,, 2010). A
temperatura minima permitida para realizar experimentos no equipamento de RMN
utilizado neste trabalho € de -50 °C, portanto, visualizou-se somente o inicio da
primeira transi¢cao de fase da DEC citrato.

No intuito de verificar tais mudancas conformacionais na estrutura da
DEC citrato através da técnica de RMN, realizaram-se experimentos de *C-CP-MAS
variando a temperatura de 20 a -50 °C (FIGURA 4.35).
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Foi possivel observar diferencas nos sinais dos grupos metilas (~14
ppm), principalmente entre as temperaturas de 20 e 0 °C, onde os sinais se tornam
mais estreitos e intensos conforme a temperatura diminui. Uma analise mais
minuciosa mostra também que ha uma tendéncia na diminuicdo do deslocamento
quimico dos sinais relativos a estes grupos, 0 que mostra pequenas mudancas no
ambiente eletrdénico nos quais estes se encontram. Esse comportamento pode estar
relacionado apenas a um enrijecimento do sistema. Outro sinal que apresenta
mudanca, esta ja mais evidente, é o atribuido ao carbono C10, cuja intensidade
aumenta significativamente quando a temperatura é diminuida até -38 °C,
temperatura que corresponde a transicao de fases I-ll.

Como descrito pelo estudo por DRXM, na fase Il o grupo etila que
ocupava duas posicbes em temperatura ambiente, passa a interagir por meio de
ligacdo de hidrogénio com um dos nitrogénios da piperazina em temperaturas mais

baixas, conectando assim, duas unidades de DEC* [CH, (gupo etila)---Npiperazina]. A

existéncia de uma ligacdo de hidrogénio entre o grupo metileno (C10) e um
nitrogénio torna este grupo menos movel, o que justifica 0 aumento na intensidade
do sinal desse CH2, uma vez que em um sistema mais rigido a transferéncia de
polarizac@o é mais eficiente. Este comportamento € mantido até uma temperatura de
-50°C.

Outra observacdo que pode ser feita nos espectros de 3C-CP-MAS é
referente aos sinais dos carbonos C1" e C5” do citrato (~177 ppm), pois a partir de 0
°C j&4 se comeca a observar o desdobramentos destes sinais, possivelmente porque,
nessas temperaturas, algumas moléculas deixam de apresentar grupos carbonila
envolvidos na ligacdo de hidrogénio néo-classica CHs pec)* --- C=0Ocitrato)”, passando

a apresentar deslocamentos quimicos significativamente diferentes.
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FIGURA 4.35 - Espectros de 3C-CP-MAS do citrato de dietilcarbamazina: (a) -50 °C
(b) -38 °C (c) -20 °C (d) 0 °C e (e) 20 °C.

4.2.2 - DEC maleato

Os grupos dos Profs. Javier Ellena (do IFSC-USP) e Pedro Ayala (DF-
UFCE) tém se dedicado a obtencéo de novas formas salinas da dietilcarbamazina, e
uma das formas que tem sido estudada é a da DEC maleato. A preparacédo desse
sal visa obter uma forma mais estavel e com maior biodisponibilidade. Com os bons
resultados obtidos para o sistema DEC-citrato também decidimos fazer um estudo
semelhante por RMN no estado solido, visando fornecer informagdes adicionais que
corroborem com os resultados obtidos por outras técnicas, e também aplicar a RMN
neste tipo de estudo.

O espectro de ¥C-CP-TOSS da DEC maleato também apresentou

sinais bem resolvidos e a FIGURA 4.36 mostra a comparacao entre 0s espectros da
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DEC maleato e da DEC livre, nos quais os sinais foram atribuidos de acordo com a
andlise dos dados de todos os experimentos 1D (FIGURA 4.37, TABELA 4.5).
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FIGURA 4.36 - Espectro de 13C-CP-TOSS da (a) DEC livre e (b) DEC maleato. Giro
no angulo magico de 5 kHz, nimero de transientes de 256 e tempo de contato de 3

ms.
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FIGURA 4.37 - Espectros de RMN de 13C da DEC maleato. (a) 3C-CP-TOSS (b)
13C-CP-TOSS-NQS - d20: 110 ps e (c) CP-PI-TOSS - p16: 50us. Giro no angulo
magico de 5 kHz, numero de transientes de 256 e tempo de contato de 3 ms.
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TABELA 4.5 - Deslocamentos quimicos de '3C-CP-TOSS da DEC livre e DEC

maleato

@]

6 2)L1 9 i
5(\N 7N g OH O
T

4| . 2 10 -, . ™, /4
H

23

Carbono 13C DEC livre 13C DEC Maleato Carbono 13C Maleato

S (ppm) S (ppm) S(ppm)

11 11,5 13,0 2 136,9/137,3
12 13,5 15,0/15,6 3 138,2

9 38,2 42,1 T 166,9/168,4
10 40,1 43,1 & 172,4/173,1
4 47,5 44,4
2,6 51,1 45,7/48,9

3 54,0 53,3

5 54,9 53,3

7 166,6 163,2
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E possivel observar diferencas entre os sinais da DEC livre e da DEC
maleato na regido dos grupos metilas (11,5-15,6 ppm), onde verifica-se inclusive,
que a regido atribuida ao C12 da DEC maleato apresenta sinais de duas frequéncias
distintas, o que sugere duas orientacbes diferentes para esse grupo metila.
Conforme o estudo realizado através da técnica de DRXM (SILVA et al.), a unidade
assimétrica da DEC maleato apresenta dois pares ibnicos, DEC* e maleato’, como
mostra a FIGURA 4.38. Nesta unidade as duas moléculas de DEC* sdo conférmeros
bastante similares (conférmeros A e B, representados nas cores vermelho e azul).

No entanto, o conformero A apresenta um dos grupos etila em duas
posicdes diferentes (70% syn e 30% anti em relacdo ao grupo piperazina), o que
pode justificar o desdobramento do sinal de um dos grupos metilas da DEC maleato.
Outra evidéncia das diferencas na regido etilica esta nos deslocamentos dos sinais
atribuidos aos carbonos CH: (entre 38-43 ppm), que segundo dados de DRXM
(SILVA et al.) mostram uma pequena diferenca entre os angulos de tor¢cdo nessa
regido da DEC livre e DEC maleato.

Os dados de DRXM (SILVA et al.) também mostram que o anel
piperazina da DEC livre apresenta conformagdo bastante semelhante ao anel da
DEC maleato; no entanto, a ligacdo de hidrogénio intermolecular entre o nitrogénio
metilado da DEC* e uma das carboxilas do maleato- [N*—H---O], justifica as
diferencas de deslocamentos quimicos na regido dos carbonos CH:2 e do grupo

metila do anel piperazina (44-55 ppm).

Representacéo gréafica produzida pelo programa Mercury (BRUNO et al., 2002).
FIGURA 4.38 - Cela unitaria do maleato de DEC visto em duas diferentes projecdes

espaciais.
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Além das duas unidades de DEC*, co-existindo como dois conférmeros
de DEC* (representados pelas cores azul e vermelho) existem também duas
unidades de maleato™ (representadas nas cores verde e amarelo), que experimentam
tensores de blindagem diferentes e, portanto, apresentem frequéncias de
ressonancia diferentes, resultando no desdobramento dos sinais referentes a estas
unidades.

A observacdo mais evidente é o desdobramento dos sinais atribuidos
aos carbonos carboxilicos C1’e C4" do maleato (~ 168 e 173 ppm, respectivamente).
Esses carbonos estdo envolvidos em uma ligacéo de hidrogénio intramolecular entre
as carboxilas do maleato [C(1)-O-H --- O— C(4")]. A evidéncia destas ligacbes sdo
0S quatro sinais de correlagdo existentes no mapa de correlacdo heteronuclear
(FIGURA 4.39). Os carbonos C1" e C4" de uma das unidades maleato correlacionam
com um mesmo hidrogénio em 17,1ppm, estes mesmos carbonos da outra unidade
correlacionam com um hidrogénio em 17,6 ppm. J4 o carbono C4  também
correlaciona com um préton em 12 ppm que € relativo a um hidrogénio envolvido
numa ligacdo de hidrogénio do tipo [N*-H---O]. Este hidrogénio encontra-se mais
fortemente ligado ao nitrogénio devido a transferéncia de um préton do acido méalico
para a DEC. Este mesmo hidrogénio em 12 ppm correlaciona fortemente com os
hidrogénios do anel piperazinico (C3, C5) e com o grupo metila C4 via difusdo de
spins, uma vez que estdo espacialmente proximos.

Outra observagédo, menos evidente, mas que confirma a existéncia de
duas unidades maleato por unidade assimétrica, € que 0s sinais dos carbonos
vinilicos (C2" e C3’, respectivamente em 137 e 138 ppm) também se encontram
levemente desdobrados. Além do hidrogénio diretamente ligado ao carbono C2" (em
~6 ppm), este &tomo correlaciona também com um hidrogénio em 17,6 ppm. Ja o
carbono C3" correlaciona com um hidrogénio em ~6 ppm, com um hidrogénio em
12,0 ppm e com outros dois em 17,1 e 17,6 ppm, que devem aparecer por conta da
existéncia de duas moléculas por unidade assimétrica. Este carbono estd mais
préximo do grupo carboxilato envolvido diretamente na interagdo com a DEC atraves
de uma ligac&o de hidrogénio. E importante lembrar que os sinais de correlagio com
o hidrogénio em 12 ppm s6 foram possiveis de serem observados quando o tempo
de contato do experimento HETCOR foi aumentado para 2 ms, e esses sinais
podem ser visualizados na FIGURA 4.39c. Todas as correlacbes e a projecao do
espectro de hidrogénio sédo apresentados na FIGURA 4.40.
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FIGURA 4.39 - Mapa de correlacdo HETCOR *3C-'H para a DEC maleato: (a) Mapa
total obtido com tempo de contato de 200 ps; (b) expansdo do mapa da regido dos
carbonos vinilicos e carbonilicos, obtidos com um tempo de contato de 2 ms e (c)
expansdo mostrando os sinais de correlagdo com os hidrogénios em 12 e 17 ppm,
obtido com tempo de contato de 2 ms. Dimensédo F1 é relativa a projecdo do

espectro de 'H e dimenséo F2 é relativa ao espectro 13C-CP-TOSS.
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FIGURA 4. 40 - (a) Projecdo do espectro de 'H da DEC maleato obtido
indiretamente do experimento HETCOR 3C-'H e (b) correlacbes entre carbonos e

hidrogénios envolvidos em ligacdes de hidrogénio.

Como mencionado e explorado no experimento de correlacéo
heteronuclear, ficou evidente que a DEC maleato apresenta uma ligacdo de
hidrogénio intermolecular entre o nitrogénio protonado da DEC* e o0 grupo
carboxilato do maleato- [N(3)H---O(4")]. Este resultado foi confirmado pelo
experimento de ' N-CP-MAS, cujo espectro (FIGURA 4.41) mostra que o
deslocamento quimico do N(3) da DEC maleato aparece em maiores valores de
frequéncia quando comparado ao N(3) da DEC livre.

Além disso, o valor € muito proximo ao deslocamento quimico
observado para 0 mesmo nitrogénio da DEC citrato (43,3 ppm; FIGURA 4.32), pois
esta Ultima também apresenta ligacdo de hidrogénio intermolecular com um
carboxilato do citrato. O espectro de ®N-CP-NQS da DEC maleato confirmou a
protonag&o no nitrogénio N3 (42,6 ppm), assim como para a DEC citrato, pois este

foi completamente suprimido nesse experimento (FIGURA 4.41a).
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FIGURA 4.41 - Espectros de (a) *>®N-CP-NQS do maleto de dietilcarbamazina - d20:
80 us, (b) >N-CP-MAS do maleato de dietilcarbamazina, (c) ®N-CP-MAS da
dietiicarbamazina na forma livre. Giro no angulo magico de 5 kHz, nimero de

promediagdes de 1024, tempo de contato de 3 ms.

4.3 - Acido Micofenélico

No processo de obtencdo do acido micofendlico desenvolvido em
nosso laboratério (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA/
FUNDAQAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS, 2007), foi observado
que, dependendo do solvente utilizado na recristalizacdo eram obtidos cristais
visualmente diferentes, que ndo mais solubilizavam em metanol. Essa foi a principal
motivacdo em estuda-lo, além de que sdo encontrados poucos estudos sobre a
possivel existéncia de polimorfos.

Iniciaram-se os experimentos com o acido micofendlico com a medida
do tempo de relaxacéo longitudinal (T1) e o maior valor encontrado foi de 17,3 s
referente aos hidrogénios ligados ao carbono C13, no entanto, 0os experimentos
foram realizados com d1=10s. Em seguida, o tempo de contato (p15) também foi
otimizado e o melhor resultado foi obtido com o uso de um tempo de contato de
1500ps.

Para a atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos do acido
micofendlico, foram utilizados os dados obtidos através dos espectros de '3C-CP-
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TOSS, BC-CP-TOSS-NQS e 3C-CP-PI-TOSS, os gquais apresentaram sinais bem
resolvidos, o que facilitou a analise dos dados (FIGURAS 4.42 e 4.43, TABELA 4.6).
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FIGURA 4.42 - Espectros de 3C-CP-TOSS do acido micofendlico. Giro no angulo

magico de 5 kHz, nimero de promediacdes de 256, tempo de contato de 1,5 ms.
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TABELA 4. 6 - Deslocamentos quimicos de 3C do Acido Micofendlico, atribuidos
através dos experimentos unidimensionais (CP-TOSS, CP-TOSS-NQS e CP-PI-
TOSS)

Carbono C AMF §(ppm) Carbono  ¥C AMF §(ppm)

1 181,6 9 116,8
2 32,9 10 145,0
3 31,1 11 105,3
4 133,5 12 153,2
5 120,6 13 67,8
6 23,6 14 172,2
7 120,6 15 12,7
8 163,0 16 63,5

17 19,2
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FIGURA 4.43 - Espectros de *C-RMN do acido micofendlico. (a) CP-TOSS (b) CP-
TOSS-NQS - d20: 120us e (c) CP-PI-TOSS - p16: 90us. Giro no angulo magico de 5
kHz, nimero de promediacfes de 256, tempo de contato de 1,5 ms.

Segundo o estudo realizado por difracdo de raios X (HARRIS et al.,
1972; FIGURA 4.44), a ligacéo dupla C(4)=C(5) apresenta configuracao trans, e as
moléculas de AMF interagem através de ligacdes de hidrogénio intermoleculares
entre dois grupos carboxila, O(5)-H---O(6’) e O(5’)-H---O(6), e entre um grupo
hidroxila e um grupo carboxila, O(4)-H---O(6”). A hidroxila O(4)-H também interage
de forma intramolecular com a carbonila O(1)=C(14), fechando um sistema de 6
membros.

No ano 2000, foi realizado um outro estudo para determinar a estrutura
cristalina do AMF e os parametros de cela e sistema de cristalizacao obtidos estéao
de acordo com os dados encontrados por HARRIS e colaboradores, em 1972

(COVARRUBIAS-ZUNIGA, 2000).
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Representacéo gréafica produzida pelo programa Mercury (BRUNO et al., 2002).
FIGURA 4.44 - LigacOes inter e intramoleculares do &cido micofendlico (AMF)

determinadas por raios X (HARRIS et al., 1972).

No entanto, ndo foi possivel detectar tais ligagbes de hidrogénio
através do mapa de correlacdo HETCOR (FIGURA 4.45), mas o sinal de correlacao
do carbono C12 com um sinal de hidrogénio em ~8ppm, indica que o fenol
possivelmente encontra-se livre de ligacdo de hidrogénio. Caso contrario o

deslocamento quimico deveria ser maior.
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FIGURA 4.45 - Mapa de correlacdo **C-'H para o acido micofendlico, utilizando a
técnica HETCOR, com rotag&o de 10 kHz, tempo de contato de 500 ps e numero de
promediacdes de 100. A dimensdo F1 é relativa a projecéo do espectro de 'H e a

dimenséo F2 é relativa ao espectro *3C-CP-TOSS.
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Experimentos em diferentes temperaturas também foram realizados
para o &cido micofendlico com a finalidade de verificar a estabilidade. Na FIGURA
4.46 observa-se que ndo ha diferencas significativas entre -6 e 50°C, o que sugere
gue nesta faixa de temperatura a estrutura molecular do acido micofendlico néao

sofre alteracdes importantes com variagdes de temperatura nesta faixa.

98
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FIGURA 4.46 - Espectros de 3C-CP-TOSS do acido micofendlico em diferentes

temperaturas. Giro no angulo magico de 5 kHz, nimero de promediacdes de 128,

tempo de contato de 1,5 ms.

Apoés a realizacdo dos experimentos de *C-RMN, o acido micofendlico
foi recristalizado em diferentes solventes, como metanol, acetonitrila e
diclorometano, resultando em todos os casos, na formacdo de cristais. Todos 0s
cristais obtidos foram enviados para analise por cristalografia de raios X e os
parametros de cela foram compativeis com os dados da literatura (HARRISON et al.,
1972; COVARRUBIAS-ZUNIGA et al., 2000). Portanto, ndo foram encontrados

polimorfos do acido micofendlico nesse trabalho.
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4.3.1 - Micofenolato de mofetila

O micofenolato de mofetila também apresentou um espectro de 3C-
CP-TOSS muito bem resolvido e possibilitou, juntamente com os espectros de 3C-
CP-TOSS-NQS e '3C-CP-PI-TOSS, a atribuicédo dos sinais (FIGURA 4.47).

200 150 100 50 0 [ppm]

FIGURA 4.47 - Espectros de *C-RMN do micofenolato de mofetila. (a) CP-TOSS (b)
CP-TOSS-NQS - d20= 120us e (c) CP-PI-TOSS - p16= 90us. Giro no angulo magico

de 5 kHz, nimero de promedia¢fes de 256, tempo de contato de 1,5 ms.

A comparacdo dos espectros do micofenolato de mofetila e do acido
micofendlico mostra diferenca no deslocamento quimico de Varios sinais,

principalmente nos que aparecem acima de 50 ppm. O sinal atribuido a carbonila C1
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apresentou deslocamento quimico menor no caso do micofenolato de mofetila, como
esperado, pois carbonila de éster é mais protegida devido ao efeito de
hiperconjugacéo (FIGURA 4.48; TABELA 4.7).

Micofenolato de mofetila
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FIGURA 4.48 - Espectros de *C-CP-TOSS do (a) acido micofendlico e (b)
micofenolato de mofetila. Giro no angulo magico de 5 kHz, nimero de promedia¢cbes

de 256, tempo de contato de 1,5 ms.
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TABELA 4. 7 - Deslocamento quimico de 3C-CP-TOSS do Acido Micofendlico.

Acido Micofenélico Micofenolato de mofetila

13C AMF c 13C AMF c 13C MMF c 13C MMF c 13C MMF
5(ppm) 3(ppm) 3(ppm) 3(ppm) 3(ppm)
1 181,6 10 145,0 1 1732 10 1472 I 60,2
2 32,9 11 105,3 2 32,5 11 1061 2 57,1
3 31,1 12 153,2 3 31,1 12 1545 3 53,6
4 133,5 13 67,8 4 1354 13 70,3 4 67,8
5 120,6 14 172,2 5 1205 14 1725 5 67,8
6 23,6 15 12,7 6 23,9 15 12,3 6 53,6
7 120,6 16 63,5 7 1225 16 62,2
8 163,0 17 19,2 8 164,2 17 18,4
9 116,8 9 117,1

101



O experimento bidimensional HETCOR nédo apresentou indicios de

ligagéo de hidrogénio para o micofenolato de mofetila (FIGURA 4.49).

ool e ol

F1 [ppm]

5] 4 2 0]

8

150 100 50 0 F2[ppm]
FIGURA 4.49 - Mapa de correlacdo °C-'H para o micofenolato de mofetila,
utilizando a técnica HETCOR, com rotacao de 10 kHz, tempo de contato de 500 us e
namero de promediacdes de 100. A dimenséo F1 é relativa a projecdo do espectro

de H e a dimenséo F2 é relativa ao espectro 13C-CP-TOSS.

Nesse trabalho ndo foram encontrados polimorfos para o &cido
micofendlico, bem como para o seu éster mofetil, no entanto, este é o primeiro relato

da caracterizacdo desses solidos farmacéuticos via ressonancia magnética nuclear.
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5- CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho reforcam a possibilidade do uso
da RMN no estado s6lido como uma ferramenta importante no estudo de sélidos
farmacéuticos, mas sua utilizacdo deve ser associada a difracdo de raios X mono e
policristalina. As técnicas unidimensionais utilizadas, *C-CP-TOSS, 3C-CP-TOSS-
NQS, 3C-CP-PI-TOSS e ®N-CP-MAS se mostraram complementares, ndo sé na
atribuicdo dos sinais mas também na deteccdo de pontos de protonacdo e
observacdo de dindmica molecular, como no caso de modificacdes estruturais em
funcdo de temperatura. O experimento bidimensional 3C-'H FSLG HETCOR
mostrou correlagbes importantes intra e intermoleculares em algumas das matrizes
estudadas, dando informacfes bastante precisas sobre a existéncia de ligacdes de
hidrogénio.

A utilizacdo da RMN no estado solido demonstrou que esta técnica
pode ser utilizada para a distinguir as formas polimérficas A e C do mebendazol, pois
apresenta espectros com claras diferencas entre os dois polimorfos, especialmente
nos sinais da regido aromatica e nos sinais referentes aos grupos metila. A diferenca
nos deslocamentos quimicos para cada forma polimérfica péde ser explicada em
alguns casos, pois cada polimorfo apresenta ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares diferentes ja descritas por estudos de raios X. Com a analise dos
espetros de ®N-CP-MAS sugeriu-se nesse tabalho a presenca de pelo menos dois
tautdbmeros na amostra do mebendazol A. Os experimentos bidimensionais *C-1H
FSLG HETCOR nao mostraram resultados interessantes para os polimorfos do
mebendazol.

A RMN no estado soélido também se mostrou muito Gtil na analise de
amostras comerciais onde ha a presenca de excipientes. Na formulacdo comercial
no estado sélido (comprimidos), os sinais de RMN de 3C do mebendazol aparecem
em uma regido longe dos sinais dos excipientes e essa € uma vantagem, porque
ndo hé& sobreposicéo de sinais.

Foram analisadas 13 amostras comerciais do mebendazol
provenientes de quatro industrias diferentes e foi constatado que seis contém a
forma A do mebendazol, seis apresentam a forma C e uma delas mostrou a mistura
desses dois polimorfos. Foi possivel quantificar de forma absoluta, as formas A e C
no comprimido comercial que continha a mistura desses polimorfos, e os resultados

indicam que em alguns momentos, a industria parece optar por trabalhar no limite do
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recomendado. Diante disso, fica clara a importancia de se conduzir um controle de
qualidade nas drogas formuladas disponiveis no mercado.

Os espectros obtidos para a dietilcarbamazina nas formas livre, citrato
e maleato, mostraram sinais bem resolvidos e os deslocamentos quimicos de varios
sinais puderam ser explicados tomando-se como base as informac¢des obtidas por
difracdo de raios X por monocristal. Através de experimentos realizados com
variacdo de temperatura foi possivel observar uma transicdo de fase no citrato de
dietiicarbamazina, principalmente pela mudanca nos sinais referentes aos grupos
etila e carbonila.

O experimento 3C-'H FSLG HETCOR mostrou correlacdes referentes
a ligacbes de hidrogénio intermoleculares entre carboxilas de unidades diferentes de
citrato e correlacdes que indicam a interacdo entre unidades de DEC™* e citrato. O
espectro de 3C-CP-TOSS da DEC maleato apresentou sinais que confirmam a
presenca de dois pares ibnicos na unidade assimétrica, principalmente na regido dos
grupos metilas, pois ha desdobramento do sinal; e 0 mapa FSLG HETCOR mostrou
sinais de correlacdo que foram atribuidos a ligacdo de hidrogénio intramolecular
entre as carboxilas do maleato e intermolecular entre unidades de DEC* e maleato".

N&o foram encontrados polimorfos do acido micofendlico e do seu éster
mofetil nesse trabalho, no entanto, os dados de RMN obtidos contribuem para o
estudo estrutural dessas moléculas, pois sdo encontrados poucos trabalhos que
descrevem estudos no estado sélido para as mesmas. Experimentos realizados em
diferentes temperaturas, com a finalidade de verificar a estabilidade, mostraram que
nao houve diferencas significativas entre -6 e 50°C, indicando que nesta faixa de
temperatura a estrutura molecular do acido micofendlico nédo sofre alteracdes
polimorficas.

Todos esses resultados mostram que a RMN no estado sélido é uma
importante técnica, que pode ser inserida com sucesso no conjunto de métodos

utilizados para o estudo de sélidos farmacéuticos no Brasil.
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