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RESUMO

EMPREGO DA RMN NO ESTADO SOLIDO EM ESTUDOS DE COMPLEXOS
SUPRAMOLECULARES DE FARMACOS. Muitos solidos farmacéuticos s&o
capazes de adotar mais de uma forma cristalina, sendo esta propriedade
denominada polimorfismo. Atualmente 80-90% dos farmacos sdo comercializados na
forma solida e um problema muito frequente é a baixa solubilidade destas drogas,
principalmente em meio aquoso. Dependendo da forma como um farmaco se
cristaliza, as suas propriedades fisico-quimicas podem ser alteradas, o que também
podera implicar em alteragcbes em sua solubilidade. Diante desta problematica a
engenharia de cristais surge como uma estratégia para aperfeicoar as propriedades
do estado sélido relacionada a eficacia dos farmacos, por meio do desenvolvimento
de novas formas cristalinas. Cristais moleculares multicomponentes podem ser
preparados a partir da abordagem de formacdo de sintdes supramoleculares por
meio de métodos de cristalizacdo que envolve a otimizacédo de condi¢cdes favoraveis
para a formag&o dessas novas formas cristalinas. Neste contexto este trabalho teve
como objetivo utilizar a RMN no estado sélido para estudar a quimica
supramolecular de trés farmacos antiparasitarios (secnidazol, albendazol e
mebendazol) e um antirretroviral (tenofovir disoproxil fumarato) utilizando um
conjunto de técnicas unidimensionais (CP-TOSS, CP-NQS e CP-PI) para os nucleos
de carbono-13 e nitrogénio-15, e também bidimensionais (*Hx**C FSLG-HETCOR).
A RMN em estado soélido foi utilizada como principal ferramenta analitica na
caracterizacdo das formas cristalinas obtidas neste estudo, assim como na
caracterizacao prévia dos Insumos Farmacéuticos Ativos (do inglés, APIs) utilizados
como matéria prima, sendo demonstrada a aplicabilidade desta técnica na analise
de novas formulagcdes. Os dados obtidos mostraram-se de grande relevancia no
estudo de sdlidos farmacéuticos sendo possivel contribuir para o estudo estrutural
de formas farmacéuticas, identificar formas polimoérficas de farmacos, averiguar
transicOes de fases tanto nos APl quanto em amostras comerciais e verificar a
presenca de interacbes moleculares (intermolecular e intramolecular) por meio de
RMN bidimensional. Neste trabalho foi mostrado que esta técnica se configura como
uma importante ferramenta para a caracterizacdo de novos polimorfos, mas que
certamente deve ser aplicada em conjunto com outras técnicas de forma a aproveitar

a complementaridade oferecida quando diferentes técnicas sao utilizadas em
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conjunto. Com este trabalho pretende-se consolidar no pais o uso da RMN no
estado solido como uma ferramenta para a caracterizagdo de farmacos e também

para a analise de medicamentos, que tem sido pouco explorada até o momento.
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ABSTRACT

USE OF SOLID STATE NMR. IN STUDY OF SUPRAMOLECULAR COMPLEXES
OF PHARMACEUTICAL. Many pharmaceutical solids are able to adopt more than
one crystalline form, and this property is called polymorphism. Currently 80-90% of
the drugs are marketed as in solid forms and a very common problem is the low
solubility of these drugs, particularly in aqueous media. Depending on how a drug
crystallizes, its physical and chemical properties can be changed, which may also
result in changes in its solubility. Before this problem the crystals engineering
appears as a strategy to improve the properties of the solid state related to the
efficacy of the drugs through the development of new crystalline forms.
Multicomponent molecular crystals can be prepared from supramolecular synthons
forming approach by crystallization methods involving the optimization of conditions
for the formation of these novel crystalline forms. In this context, this study aimed to
use the solid state NMR for study of supramolecular chemistry the three antiparasitic
drugs (secnidazole, albendazole and mebendazole) and one antiretroviral (tenofovir
disoproxil fumarate) using a set of one-dimensional techniques (CP-TOSS, CP-NQS
and CP-PI) for the carbon-13 and nitrogen-15 nucleus as well as two-dimensional
(*Hx™*C FSLG HETCOR). Solid state NMR was used as the primary analytical tool for
characterizing the crystalline forms obtained in this study, as in the prior
characterization of Active Pharmaceutical Ingredient (APIS) used as raw material,
being demonstrated the applicability of this technique in the analysis of new
formulations. The data obtained were of great importance in the study of these solid
dosage forms which can contribute to the structural study of dosage forms, identify
polymorphic forms of drugs, detect phase transitions in both APl as in commercial
samples and check for interactions molecular (intramolecular and intermolecular) by
means of two-dimensional NMR. In this work it was shown that this technique is
configured as an important tool for the characterization of new polymorphs but they
certainly should be applied in conjunction with other techniques in order to take
advantage of the complementarity provided when different techniques are used in
combination. This work intends to consolidate the use of NMR in the solid state in
Brazil as a tool for the characterization of the crystalline forms of drugs and also for

the analysis of drugs, which has been few explored so far.
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Capitulo 1- Introducéo
1 - INTRODUCAO

1.1- Polimorfismo em sélidos farmacéuticos

Os farmacos, na sua grande maioria, sdo disponibilizados
comercialmente na forma solida devido a uma série de vantagens que esta forma
apresenta, principalmente quanto a administracdo (dosagem correta), transporte,
manipulagéo, maior estabilidade a alteragdes de temperatura e incidéncia de luz. No
entanto, algumas caracteristicas do estado sélido podem causar sérios
inconvenientes, tanto para a industria farmacéutica quanto para as pessoas que se
utilizam do tratamento. Um dos principais problemas associado aos insumos
farmacéuticos ativos (do inglés APIs - Active Pharmaceutical Ingredients) é o
chamado polimorfismo, um fenémeno comumente observado em farmacos
(MONOSSETTE et al., 2004).

O polimorfismo é caracterizado pela cristalizagdo de uma molécula em
duas ou mais formas distintas. (NANGIA, 2007; McCRONE, 1965). Este € um
fendmeno natural e ainda nédo se pode prever a frequéncia de sua ocorréncia. As
diferencas estruturais entre as redes cristalinas de polimorfos sdo oriundos de dois
mecanismos: o polimorfismo conformacional e o polimorfismo orientacional (ou de
empacotamento). No primeiro, o0os grupamentos flexiveis possuem diferentes
conformacdes e entdo empacotam-se em diferentes estruturas tridimensionais. No
segundo, as moléculas relativamente rigidas conformacionalmente, empacotam-se
em estruturas cristalinas distintas de acordo com suas orientacbes espaciais
(STAHLY, 2007). Ambos os fenbmenos podem ocorrer simultaneamente.

Diferentes mecanismos podem ocasionar o polimorfismo em farmacos,
tais como: rota sintética utilizada, processos de recristalizacdo e/ou ativagcao
mecanica, pressao utilizada durante a compressdao dos comprimidos, possiveis
interacbes com o0 excipiente e condicbes de armazenamento e transporte tais como
variacbes de temperatura, umidade e incidéncia de luz (LLINAS & GOODMAN,
2008).

O polimorfismo pode comprometer a taxa de dissolucdo do farmaco,
uma vez que os diferentes polimorfos podem apresentar, de maneira geral,
diferencas nesta propriedade, e consequentemente a sua eficacia terapéutica

podera ser comprometida.
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A biodisponibilidade de um farmaco indica a velocidade e a extensao
de absorcdo de um principio ativo no organismo. Essa propriedade € avaliada por
meio uma forma de dosagem em que é obtida uma curva concentracdo do farmaco
versus tempo na circulacdo sistémica ou por meio da dosagem da excrecdo do
farmaco na urina (BRASIL, 2015). A solubilidade e a dissolucdo de um farmaco séo
as principais caracteristicas que governam a sua biodisponibilidade. Enquanto a
dissolucéo é um parametro cinético, expressando a velocidade com que um farmaco
dissolve-se em determinado solvente, a solubilidade € um parametro termodinamico
que representa a concentracdo da solucdo de um farmaco em equilibrio com o
soluto. A solubilidade é um fator que ira influenciar a dissolucdo do farmaco
(MARTINEZ & NAVARRO 2001; MANADAS et al., 2002; MOHANACHANDRAN et
al., 2010).

Além de comprometer a solubilidade do farmaco, o polimorfismo pode
ocasionar também altera¢gfes na estabilidade fisico-quimica (TONGLEI & SHAOXIN,
2005). Um exemplo desse fenbmeno € o esteroide sintético denominado tibolona,
um farmaco utilizado no tratamento de menopausa, que se cristaliza em duas
formas, em que a forma Il (triclinica) desse farmaco possui uma menor estabilidade
térmica e maior suscetibilidade a degradacdo que a sua forma | (monoclinica)
(ARAUJO et al., 2010).

Quando se compara diferentes formas polimoérficas de um farmaco,
verifica-se que a uma dada temperatura e pressdo, ira prevalecer a sua forma
termodinamicamente estavel, que geralmente exibe o maior ponto de fusédo, uma
menor solubilidade e maxima estabilidade quimica. O polimorfo que apresenta a
menor energia livre serd denominado de forma termodinamicamente estavel, sendo
as demais formas intituladas de formas metaestaveis. Em geral, as formas cristalinas
metaestaveis tendem a se converter com o tempo na forma mais estavel (ZHANG,
2004).

Os insumos farmacéuticos ativos (APIs) podem se apresentar de
diferentes formas (FIGURA 1), denominadas polimorfos (HILFIKER et al., 2006). O
conhecimento da quimica do estado solido dos APIs é um aspecto importante do
processo de desenvolvimento de medicamentos, pois estes possuem uma variedade
de formas sélidas, podendo ser classificados de acordo com a distribuicdo espacial
dos atomos em amorfos, que sdo os que possuem forma desordenada, ou em

cristalinos que apresentam arranjos ordenados.
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FIGURA 1- llustracdo da classificacdo dos APIs na forma soélida com base na

estrutura e composicao.

Os soélidos cristalinos séo classificados como (McCRONE, 1965;
SEKHON, 2009): polimorfos (APIs com a mesma férmula quimica, mas diferente
estrutura cristalina), solvatos (APIs que possuem moléculas de solventes agregadas
a sua rede cristalina), hidratos ( APIs que possuem moléculas de 4gua agregadas a
sua rede cristalina), sais (APIs cristalizados com &cidos ou bases), cocristais (APIs
cristalizados com outras substancias soélidas e neutras em condigbes ambientes,
podendo ser cristalizados com outros APIs).

Os solidos amorfos sdo termodinamicamente metaestaveis e
geralmente apresentam uma biodisponibilidade oral maior do que quando
comparado as formas cristalinas, devido a sua maior mobilidade molecular.
Entretanto formas metaestaveis podem possuir estabilidade fisico-quimica suficiente
para garantir a sua utilizacdo, uma vez que a forma estavel de um farmaco nem
sempre é a forma preferivel, devido a menor solubilidade.

A atorvastina célcica, por exemplo, € um farmaco comercializado tanto
na sua forma cristalina quanto na amorfa, sendo utilizado para reduzir a quantidade
de colesterol no sangue. Em seus estudos SHETE et al., 2010 mostraram que a taxa
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de dissolugcdo da forma amorfa deste farmaco é aproximadamente o dobro da
correspondente a sua forma cristalina.

Estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de promover melhorias
na solubilidade de compostos farmacéuticos praticamente insollveis, por meio do
desenvolvimento de sistemas amorfizados, tal como a formacdo de dispersoes
sélidas. Um exemplo disto é a vemurafebine (Zelboraf®), um farmaco utilizado para
tratamento de cancer de pele. Testes de biodisponibilidade mostraram um aumento

de cinco vezes em relacao a cristalina (SHAH, et al., 2013).

1.1.1- Polimorfos

Nos polimorfos as moléculas dos APIs rearranjam-se de duas ou mais
formas diferentes no cristal, podendo apresentar empacotamento distinto no reticulo
cristalino e/ou diferencas na sua orientacdo ou conformacdo em diferentes
localizacBes do reticulo.

Durante o desenvolvimento de um farmaco é muito importante
identificar qual forma polimorfica € a mais estavel a temperatura ambiente uma vez
gue podem ocorrer transicées polimérficas, devido variacdes de temperaturas nas
etapas de seu processamento (compressao, secagem, etc). O equilibrio entre essas
formas € governado essencialmente pela termodindmica. Em termos
termodinamicos os polimorfos sdo classificados em enantiotrépicos e monotropicos.
Esta classificacdo se baseia na capacidade de conversdo de uma forma polimoérfica
em outra. Os sistemas enantiotropicos sao reversiveis no equilibrio, podendo ocorrer
transicdo da forma metaestavel para a forma polimorfica mais estavel, o que é
termodinamicamente favoravel, e vice-versa. J& em sistemas monotropicos ndo sédo
observadas transi¢des reversiveis entre os polimorfos possiveis (HILFIKER et al.,
2006).

1.1.2- Solvatos e Hidratos

Um solvato contém moléculas de solvente inseridas na estrutura
cristalina, as quais podem estar presentes numa proporcéo estequiométrica ou nao-
estequiométrica. Nos solvatos estequiométricos em que a razao estequiomeétrica

entre API e solvente € constante, o processo de dessolvatacdo resulta em novas
5
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estruturas (cristalinas ou amorfas), uma vez que o solvente faz parte da estrutura
cristalina. J& nos solvatos ndo-estequiomeétricos, o solvente atua somente de modo a
preencher as cavidades e/ou defeitos na estrutura molecular sem formar ligacdes ou
interacOes efetivas com as moléculas do API (SILVA, 2010).

Quando o solvente incorporado a rede cristalina do API € a agua este
composto é denominado de hidrato. Alguns produtos farmacéuticos tem o seu API
em forma hidratada, tal como a amoxicilina trihidratada (BERNSTEIN, 2002) e o
secnidazol (MIRZA et al., 2008). A desidratacdo de um hidrato em proporcéo
estequiométrica resulta, frequentemente, no colapso da estrutura cristalina
originando uma fase amorfa ou cristalina.

Nos hidratos em proporcdo ndo estequiométrica, tal como a pB-
ciclodextrina (KRATOCHVIL, 2011) a agua esta presente somente preenchendo as
cavidades na estrutura molecular sem formar ligagées de hidrogénio. A desidratacao
deste resulta em uma forma cristalina anidra. A estabilidade do sistema de
anidro/hidrato depende da umidade relativa do ambiente. Geralmente, formulacdes
constituidas de hidratos ndo sao frequentes devido a sua instabilidade térmica e a

possibilidade de desidratacéo potencial durante o processo de secagem.

1.1.3- Sais e Cocristais

A grande maioria dos APIs utilizados atualmente estd na forma de sais,
pois estes geralmente resultam em estruturas termicamente mais estaveis e com
solubilidade melhorada. Devido a presenca da ligacdo ibnica, os sais possuem
caracteristicas desejaveis, tais como maior cristalinidade, estabilidade e solubilidade
em solventes polares, principalmente a agua (KRATOCHVIL, 2011).

Sais e cocristais sdo muitas vezes confundidos. Um pré-requisito
necessario para a formacéo de sais € a presenca de grupos ionizaveis no API, tal
como grupos acidos e basicos. Quando estes estdo ausentes 0s cocristais tornam-
se uma alternativa aos sais. A formacdo dos cocristais € depende da
complementaridade entre os grupos funcionais do APl e do agente coformador
(também denominado de agente co-cristalizante) utilizado, de modo que ocorram
interacOes intermoleculares no estado sélido (STEED, 2013)

Quando durante o processo de cristalizagdo ocorre transferéncia de
prétons entre o APl e o agente coformador, o resultado € um sal. Se, por outro lado,

6
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houver somente a formagédo de interacbes intermoleculares, como ligacdo de
hidrogénio fortes e/ou interacdes do tipo n-m (MIRZA, et al., 2008) sem que ocorra
transferéncia protonica, entdo o produto final € um cocristal

Um cocristal € um complexo molecular que contém duas ou mais
moléculas diferentes no mesmo cristal (MIRZA, et al.,, 2008). A formacdo de
cocristais farmacéuticos ocorre mediante a agregacdo de um APl com outros
compostos (farmaceuticamente aceitaveis) numa mesma rede cristalina.

O carater acido-base, caracteristicas estruturais e conformacionais,
dentre outras propriedades determinard a compatibilidade entre os diferentes
farmacos dentro de uma fase cristalina. Geralmente sistemas com ApKa <0
(resultam na formacgé&o de cocristais), se 0 ApKa> 3 resultara em sais, enquanto que
se 0 ApKa estiver no intervalo entre 0 e 3 podera ser produzido ambos (CHILDS, et
al., 2007).

A principal abordagem para a obtencdo de cocristais € baseada nos
métodos de cristalizacdo em solu¢do (ZHANG, et al., 2007) seguida de evaporacao
lenta (a temperatura ambiente ou baixas temperaturas) e/ou forcada (em evaporador
rotativo).

Segundo CHILDS, et al. (2007), os sais e cocristais séo classificados
como policristais (“cristais multicomponentes”), onde os valores do produto de
solubilidade sdo importantes no ajuste de condi¢des favoraveis em um processo de
co-cristalizacdo em solucéo. Este processo consiste na dissolucéo e recristalizacéo
dos APIs em estudo. Os cocristais sdo obtidos a partir de solucbes liquidas
envolvendo um ou mais solventes, variando-se parametros tais como a natureza do

solvente, temperatura e pH.

1.2 - Polimorfismo na indlstria farmacéutica

O polimorfismo tem grande relevancia para a industria farmacéutica,
uma vez que ainda nao é possivel prever todos os polimorfos estaveis de um de
insumo farmacéutico ativo (LLINAS & GOODMAN, 2008). Se por um lado a
descoberta de um novo polimorfo pode resultar em melhorias nas propriedades
fisico-quimicas do farmaco devido o desenvolvimento de uma nova formulagéo
farmacéutica, por outro lado também podem ocorrer varios problemas, tanto os de

ordem técnica quanto aqueles relacionados com a propriedade intelectual
7
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(contestacao de patente). Frequentemente essa quebra de patente nem € proposital,
uma vez que durante a producdo de um farmaco pode ocorrer a formacado de um
novo polimorfo, mas também a de um polimorfo ja registrado por uma empresa
concorrente (KRATOCHVIL, 2011).

Além desses problemas, a formacdo de uma forma polimérfica
inadequada durante a cristalizacdo devido a ocorréncia de transicbes de fase ou
mesmo durante o processamento e/ou armazenamento podem resultar em uma
forma sdlida farmacéutica com eficacia terapéutica baixa, inexistente ou tao elevada
a ponto de ser téxica ao organismo (BRITTAIN, 2002; MONOSSETTE et al., 2004).

No Brasil a questdo do polimorfismo ganhou destaque em funcéo da
necessidade de regulamentar os medicamentos novos, genéricos e similares pelo
governo brasileiro, em que uma das exigéncias € a comprovacao da possivel
existéncia de polimorfos no API (BRASIL, 2007)

Apesar da existéncia das denominacgdes (YU et al., 1998): polimorfos
guando se refere a uma forma cristalina ordenada com um Gnico componente, e
pseudopolimorfos quando houver multiplos componentes na estrutura, a industria
considera os solidos farmacéuticos intitulados pseudopolimorfos, como “polimorfos
verdadeiros” para fins legais (registro de patentes) e comerciais (ISLAN e MONTES,
2006).

1.3- Estratégias para a obtencao de novas formas cristalinas de

farmacos

Diversas estratégias tém sido desenvolvidas, visando solucionar e/ou
minimizar o problema da baixa solubilidade que estas varias formas polimorficas
podem apresentar, e a co-cristalizagdo dos principios ativos com outras moléculas
farmaceuticamente aceitaveis € uma delas. Este processo para obtencdo de novas
formulacbes em estado soélido tem ganhado grande atenc&o por parte da industria
farmacéutica, sendo relatadas melhorias nas propriedades fisico-quimicas como
estabilidades térmica e quimica, solubilidade, taxa de dissolu¢do, dentre outras
(VOGT et al., 2009).

Outra abordagem interessante para a industria farmacéutica € obter
formulagbes que modifiguem a liberacdo desses farmacos, como por exemplo,
dissolver o farmaco em matrizes poliméricas como amidos ou celuloses

8
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micronizadas com diferentes tamanhos de particulas, e por meio de processos de
co-moagem, obtendo-se assim uma forma amorfa do farmaco (KIPP, 2004;
FERREIRA, et al., 2015).

A engenharia de cristais definida como a “compreensao das interagdes
supramoleculares no contexto do empacotamento cristalino e a utilizacdo destas
interacdes na sintese de novas formas solidas com as propriedades fisicas e
quimicas desejadas” (DESIRAJU, 2010; NANGIA, 2010), vem sendo aplicada no
desenvolvimento de uma grande variedade de novas formas sélidas farmacéuticas,
como um meio de otimizac¢ado de propriedades desejaveis nos farmacos, por meio da
formacé&o de sintons supramoleculares.

Os sintons sao definidos como “unidades estruturais constituintes da
estrutura cristalina”, baseadas em interagdes intermoleculares (BLAGDEN et al.,
2007). Essas interacdes supramoleculares podem ser compreendidas como a
formacdo de estruturas cristalinas por meio de interagcdes intermoleculares
(geralmente, ligacdo de hidrogénio), levando-se em consideracdo a repeticdo de
determinados padrdes e a possibilidade de formacdo de sintons (de acordo com
pontos de coordenacgao presentes nos materiais de partida).

Os sintons (FIGURA 2) podem ser classificados em homossintons
onde as interacbes ocorrem entre o mesmo tipo de grupos funcionais, e
heterossintons cuja interacdo ocorre entre grupos funcionais diferentes, porém
complementares (VISHWESHWAR et al., 2006).

Ralin e

FIGURA 2 - Exemplos de (a) homossintons e (b) heterossintons.

Os acidos carboxilicos representam um dos grupos funcionais mais
comumente estudados na engenharia de cristal, devido a presenca de pontos de

coordenacao que favorecem a formacao de ligacdo de hidrogénio, possibilitando a
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formacado sintons. Estudos apontam que seu uso é um excelente ponto de partida
para o desenvolvimento de novos APIs, tais como os cocristais e sais, uma vez que
sao excelentes doadores de proétons (VISHWESHWAR et al., 2006).

1.4- Farmacos alvos

1.4.1 - Farmacos antiparasitarios

Uma das classes de farmacos mais empregadas, ndo s6 no Brasil, mas
também em outros paises em desenvolvimento, sdo 0s antiparasitarios, uma vez
que o aparecimento dessas moléstias € muito comum quando ndo existem boas
condi¢cdes sanitarias. Os mais utilizados sdo o albendazol, mebendazol, e
secnidazol. Estes farmacos séo facilmente adquiridos sem prescricdo médica.

O albendazol (FIGURA 3), ABZ, também denominado carbamato de
metil N-(5-propilsulfanil-3H-benzoimidazol-2-il) possui a formula molecular
C1-H15N30,S e peso molecular de 265,34 g.mol™. Esta molécula foi patenteada em
1975, sendo descrita como cristais incolores com pontos de fusédo entre 108 e 210°C
(FERREIRA et al., 2015; PRANZO et al., 2010).

H

: -
N U/ N/U\O/
|

FIGURA 3 - Férmula estrutural do albendazol.

Este farmaco possui baixa solubilidade em agua e apresenta agéo anti-
helmintica, sendo utilizado no tratamento de infeccbes causadas por parasitas
intestinais, como a giardia (TORRADO et al., 1996, CAVALCANTI et al., 2012). E
amplamente utilizado para controlar parasitas intestinais, pois € bem tolerado pelo
organismo, possui baixo custo e apresenta atividade anti-helmintica de amplo

10
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espectro (MORIWAKI et al., 2008). Recentemente, FERREIRA et al.,, 2015
complexou o ABZ em ciclodextrinas com o intuito de melhorar a solubilidade deste
farmaco e aplicou a técnica de RMN no estado sélido para caracterizar o0s
complexos obtidos.

A recristalizacdo do ABZ tanto a partir de metanol e N, N-
dimetilformamida gerou uma nova forma polimorfica estavel (Forma |I)
enantiotropicamente relacionado com o ABZ comercialmente disponivel (Forma ),
sendo esta Udltima considerada a forma metastavel, a temperatura ambiente
(PRANZO et al., 2010).

O mebendazol (FIGURA 4), MBZ, também denominado metil-5-benzoil
benzimidazole-2-carbamato € um anti-helmintico, com férmula molecular C16H13N303
e peso molecular 295,29 g.mol” (CAIRA et al., 1998, PAULA et al., 2013). Este
medicamento apresenta uma solubilidade muito baixa em &gua, sendo praticamente
insoluvel (SWANEPOEL et al., 2003a e 2003b). O uso do mebendazol ndo tem sido
explorado apenas como antiparasitario, mas também como um farmaco antitumoral
(MARTARELLI et al., 2008), o que o torna ainda mais interessante pela ampliacao

do espectro de atividades.

N /H
\%N: /
N
@)
\ 4
H O
FIGURA 4 - Formula estrutural do mebendazol.

Em seus estudos FROEHLICH e GASPAROTTO (2005) identificaram e
avaliaram a dissolugdo das formas polimorficas do mebendazol em diferentes
matérias-primas e medicamentos disponiveis no mercado nacional. GARBUIO et al.,

2014, também realizaram um estudo sobre as formas polimérficas de mebendazol

11



Capitulo 1- Introducéo

presente nas matérias-primas e também em comprimidos disponiveis no mercado
farmacéutico brasileiro.

KACHRIMANIS et al. (2010) recristalizaram as formas A, B e C do
mebendazol utilizando diferentes métodos. A forma A foi cristalizada por meio do
método de moagem com gotejamento de solvente utilizando gotas de &cido acético,
a forma B foi cristalizada pelo método de evaporacgéo forcada do solvente a partir de
solucdes de cloroférmio e a forma C foi cristalizada utilizando acido férmico como o
solvente e a agua como o anti-solvente.

Foi verificado que a adi¢cdo de lauril sulfato de sodio (LSS) ao MBZ
aumenta a sua solubilidade, porém impede a diferenciacdo das trés diferentes
formas polimoérficas existentes: A, B e C, em que C é a farmaceuticamente preferida
(FROEHLICH & GASPAROTTO 2005; BRUSAU et al.,, 2008), por apresentar
solubilidade e biodisponibilidades adequadas.

Diversos estudos foram desenvolvidos com o intuito de melhorar a
solubilidade do mebendazol, tais como o desenvolvimento de um cristal deste
farmaco com o acido propiénico que foi caracterizado como sendo um solvato,
(CAIRA et al.,1998), o seu encapsulamento em ciclodextrina (SKIBA et al., 2007), a
sintetize do cloridrato de mebendazol, um sal estavel (BRUSAU et al. 2008) e o
desenvolvimento de um sal de mesilato de mebendazol monohidratado (PAULA et
al., 2013).

Devido a importancia do seu uso, a questdo de sua solubilidade
limitada, e a existéncia de trés diferentes formas cristalinas, o estudo do mebendazol
mostra-se de grande interesse em termos tecnoldgicos, econémicos e sociais.

O secnidazol (FIGURA 5), SCZ, também denominado 1-(hidroxipropil)-
2-metil-5-nitroimidazol € utilizado no tratamento de amebiase, giardiase,
tricomoniase e vaginose bacteriana. Este farmaco apresenta férmula molecular
C7H11N303 e peso molecular de 185,18 g.mol™ sendo utilizado majoritariamente na
sua forma hidratada (MIRZA et al., 2008).
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FIGURA 5 - Formula estrutural do secnidazol.

O secnidazol apresenta um estereocentro, sendo comercializado na
forma racémica de seus enantibmeros R e S (NASCIMENTO & SANTANA, 2011).
Em estudos de caracterizacdo do secnidazol, RIVERA et al., (2000) verificou que
este apresenta elevada solubilidade em agua devido a presenca dos grupos polares
(OH e NOy) em sua estrutura quimica. O secnidazol também tem um alto poder de
hidratacéo, e sua forma mais estavel é a forma hidratada, sendo que em ambientes

mais exposto, € praticamente a forma mais abundante.

1.4.2 - Farmaco antirretroviral

Os antirretrovirais sdo farmacos utilizados no tratamento de infeccbes
por retrovirus, principalmente HIV (Human Immunodeficiency Virus). Eles séo
utilizados para impedir a multiplicacdo desse retrovirus no organismo, ajudando a
evitar o enfraguecimento do sistema imunoldgico de portadores da AIDS (Acquired
Immunodeficiency Syndrome). O uso adequado destes medicamentos é de
fundamental importancia para aumentar o tempo e a qualidade de vida do portador
desse virus.

O conhecimento da existéncia de polimorfos nos sélidos farmacéuticos
utilizados para o tratamento de doencas graves ou cronicas € de extrema
importéancia principalmente em antirretrovirais, uma vez que uma baixa
biodisponibilidade do farmaco pode ndo controlar a replicacdo do virus e com isso

levar a virus mais resistentes. Talvez o caso mais sério sobre os problemas
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causados pela existéncia do polimorfismo em farmacos antirretrovirais é o do
ritonavir, que em 1996 passou a ser comercializado na forma de capsulas contendo
uma solucdo hidroalcodlica. O medicamento Norvir® foi usado inicialmente com
muito sucesso, porém apds um tempo ele comecou a perder a sua eficacia
terapéutica e varios lotes comecaram a falhar nas especificacdes de dissolugdo, cuja
solubilidade passou de 170 mg.mL™* para 30 mg.mL? em uma solucdo 75:25
agua:etanol. Essa nova forma polimorfica do ritonavir ficou sendo conhecida como
forma Il e se cristaliza em cristais na forma de agulha. Ja o farmaco utilizado
inicialmente na fabricagcdo do medicamento denominado de forma |, apresentava
cristais no formato de placas. Apds diversos estudos foi verificado que o grande
problema era que um minimo cristal semente da forma Il pode ser suficiente para
desencadear a cristalizacdo do farmaco somente nesta forma. Com a identificacéo
do problema, todos os lotes foram retirados do mercado, causando grandes
prejuizos para o laboratorio Abott (BAUER et al., 2001; MORISSETTE et al., 2003).
O Tenofovir Disoproxil Fumarato (FIGURA 6), TDF, € um antirretroviral
da classe dos inibidores de transcriptase reversa nucleosideo, comercializado como
Viread®, sendo utilizado no tratamento de pacientes portadores de HIV/AIDS e
também para o tratamento de hepatite B (GALLANT, 2003) Este farmaco atua na
enzima transcriptase reversa, incorporando-se a cadeia de DNA do virus, impedindo
que o virus se reproduza. A literatura tem relatado a existéncia de trés polimorfos (I,
A, e B) para este farmaco (LEE et. al., 2010). Também foi relatada a descoberta de
guatro novos solvatos e um novo polimorfo, que foram obtidos a partir do TDF | (LEE
et. al., 2013). Recentemente GOMES, et. al., 2015 utilizou varias técnicas para

caracterizar a forma polimorfica | do TDF, inclusive a RMN no estado sélido.

14



Capitulo 1- Introducéo

P—oO
~ | H COOH
o /

H,C \/OY \/ . HOOC/ \H

FIGURA 6 - Formula estrutural do tenofovir disoproxil fumarato.

1.5- A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) no estado solido

aplicada na caracterizacao de soélidos farmacéuticos

A caracterizagcao das estruturas cristalinas bem como das propriedades
fisico-quimicas de soélidos farmacéuticos é essencial para o desenvolvimento de
novas formulacdes farmacéuticas. E extremamente importante o conhecimento
aprofundado sobre o comportamento de diferentes formas cristalinas do API, uma
vez que o fendbmeno do polimorfismo pode ocasionar alteracdes nas propriedades
fisico-quimicas (solubilidade, estabilidade térmica, taxa de dissolucdo) e
consequentemente na biodisponibilidade da droga (BERNSTEIN, 2002).

A existéncia de diferentes empacotamentos moleculares em materiais
polimérficos ndo sO altera suas propriedades fisico-quimicas, mas também as
espectroscopicas (transicdes eletronicas, vibracionais e de spin nuclear), dentre
outras. Neste sentido mudancas significativas nos espectros permitem num primeiro
momento caracterizar estruturalmente os polimorfos e em um segundo momento
identifica-los em uma formulacdo, ou sozinhos ou em misturas. Para tanto sao
utilizadas diversas técnicas de caracterizacdo (GRANT, 1999; BUGAY, 2001): raios-
X, infravermelho e Raman, e a ressonancia magnética nuclear.

As informagfes sobre as possiveis formas polimorficas que um insumo
farmacéutico ativo pode assumir sdo de fundamental importancia. Isso porque se

podem estabelecer as melhores condicbes de preparacdo da forma
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farmacologicamente adequada, tanto no processo sintético do API quanto na propria
formulacéo, e também do seu correto acondicionamento, tanto durante o transporte
quanto no armazenamento.

O polimorfismo farmacéutico pode ser avaliado aproveitando-se da
complementaridade de diferentes técnicas, uma vez que o critério que define a
existéncia do polimorfismo € a demonstracdo de estruturas ndo equivalentes nas
redes cristalinas.

A técnica de DR-X de amostras policristalinas fornece informacao
sobre as fases cristalinas presentes na amostra e por meio da comparacdo de
difratogramas, e possibilita também distinguir entre diferentes arranjos cristalinos. Ja
a técnica de DRX de monocristal permite obter informacdes tridimensionais sobre a
disposicdo de atomos da molécula na cela unitaria, bem como grupo espacial,
ligacBes de hidrogénio e interacdes ndo-classicas (YU et al., 2003).

As analises térmicas sdo um conjunto de técnicas nas quais se
acompanha a variacdo de propriedades fisicas e quimicas de uma amostra
enquanto esta € submetida a uma variacdo controlada de temperatura
(CANEVAROLO, 2007). A Anélise Termogravimétrica (TGA) é uma técnica na qual
ocorre variagdo da massa da amostra (perda ou ganho) em fungcéo da temperatura.
A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) € uma técnica que mede o fluxo de
energia associados a transicdes na amostra em estudo em funcao da temperatura.

Enquanto a técnica de DR-X de p6 fornece informagdes estruturais por
meio da andlise de picos de difracdo Unicos para cada forma cristalina, a técnica de
DSC possibilita a identificacdo de diferentes formas cristalinas, devido ao
aparecimento de multiplos picos de fusdo no termograma obtido (ZHANG et al.,
2004).

A difracdo de raios X de monocristal configura-se como a melhor
escolha para determinacao estrutural de compostos no estado sdlido, pois fornece
informacdes tridimensionais sobre a conectividade e orientacdo dos atomos na
molécula, ligacdes de hidrogénio, dentre outras. Porém esta técnica requer amostra
monocristalina de alta qualidade, um “cristal perfeito” e torna-se uma técnica falha
guando a ordem cristalina de longo alcance é perdida, o que configura uma limitacédo
para o sua aplicagédo (CHIEROTTI e GOBETTO, 2012).

A RMN em estado sélido aplicada na caracterizagdo de cocristais

farmacéuticos € um campo bastante recente no Brasil. No que concerne a estudos
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refinados da estrutura por esta técnica € um ramo em expansao (VOGT et al., 2009;
KHAN et al., 2011; CHIEROTTI e GOBETTO, 2012; PINDELSKA et al., 2015;
SHEWALE et al., 2015; VOGT et al., 2015), configurando-se como uma técnica com
grande potencial de desenvolvimento na investigacdo de sistemas polimorficos.

Em seus estudos VOGT et al. (2009) apresentaram, utilizando apenas
dados de RMN no estado sélido, uma série de exemplos em que € possivel obter
importantes informacdes estruturais, através de varias metodologias em RMN no
estado solido. Informacdes como existéncia de ligacbes de hidrogénio, que sdo a
principal informagédo acerca das interagdes intra e intermoleculares podem ser
alcancadas. Para tanto, foi realizada uma detalhada avaliagcdo de parametros como
variacdo de deslocamento quimico, desdobramento de sinais, sinais de correlacéo
em mapas bidimensionais homo e heteronuclear (*H-'H, *H-X), modulac&o de sinais
por defasagem dipolar. Foram utilizados principalmente técnicas de polarizacédo
cruzada, experimentos de correlacédo binuclear (*H-*C, H-°F, *H-3'p, *C-*'pP) e
homonuclear (*H-'H, ou ainda **C-*3*C), explorando processos como a difuséo de
spins e acoplamentos escalares e dipolares (transferéncia de polarizacdo). Este
trabalho mostra que, embora néo seja plenamente possivel caracterizar, de maneira
absoluta, a estrutura cristalina por RMN no estado soélido, esta técnica permite obter
informacdes importantes sobre a quimica supramolecular. Neste sentido € possivel,
por exemplo, propor a formacdo de sintons, que é bastante importante naqueles
sistemas cristalinos compostos por mais de um componente, como 0sS cocristais e
sais.

Um exemplo deste estudo € o cocristal de nicotinamida- acido palmitico
em que foram utilizadas técnicas uni e bidimensional para propor o sinton
supramolecular mostrado na FIGURA 7a. O espectro de 'H-'*C CP-HETCOR
(FIGURA 7b) fornece correlacdes heteronucleares, atraves de acoplamento dipolar e
processos de difusdo de spin, entre o carbono (C1) com os hidrogénios aromaticos
(H33 e H36), que indicam uma interacdo intermolecular entre estas moléculas. A
anélise do espectro de 'H DQ-BABA (FIGURA 7c) comprova a associacdo entre as
duas moléculas com a formacdo do cocristal, por meio de informacbes de
acoplamentos dipolares homonucleares entre o hidrogénio (H1) do acido palmitico
com os hidrogénios H33 e H36 da nicotinamida (VOGT et al., 2009).
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FIGURA 7 - (a) Cocristal de Nicotinamida- acido Palmitico, (b) espectro de *H-*C
CP-HETCOR (Vr=14 kHz) utilizando um tempo de contato de 500us e (c) espectro
de 'H DQ-BABA, (Vr= 35 kHz). (Adaptado de VOGT et al., 2009).

A RMN no estado sélido possibilita o estudo e diferenciagdo de formas

cristalinas, além de fornecer importantes informagcbes quanto aos aspectos

estruturais. Esta técnica possui as seguintes vantagens:

E uma técnica nio destrutiva;

O preparo de amostra é bem simples, pois consiste em inserir a amostra em
um porta amostra que € denominado “rotor”. Como o sinal ndo € influenciado
pelo tamanho da particula da amostra, elimina-se as complicagcdes de

possiveis  transformagdes  polimoérficas devido a  processos de
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moagem/compactacdo que S&80 necessarias em outras técnicas tais como
infravermelho (IR) e difracdo de raios X de po;

o Possibilidade de analise de solidos amorfos e possiveis misturas de
compostos, além de apresentar grande aplicabilidade no estudo de amostras
que sao dificeis de cristalizar em monocristais;

o Necessidade de uma quantidade relativamente pequena de amostra: num rotor
de 4 mm sé&o utilizados aproximadamente 60 mg de amostra, enquanto que em
rotores de 3.2 ou 2.5 mm uma quantidade muito menor de amostra pode ser
utilizada;

o Possibilidade de analise de amostras comerciais, uma vez gue 0s sinais de
farmacos geralmente aparecem no espectro entre 0 e 50 ppm e acima de 100
ppm. Dentre os excipientes, os comumente usados sdo o0s polissacarideos
(que aparecem entre 50 e 100 ppm) e as silicas (que ndo aparecem no
espectro de carbono-13), o que viabiliza o0 uso desta técnica.

Como qualquer técnica analitica a RMN no estado solido também
apresenta suas desvantagens tais como: a baixa sensibilidade, tempo de analise

que geralmente é longo e o alto custo de manutencdo do equipamento.
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2 - OBJETIVO GERAL

Esse trabalho teve como objetivo principal utilizar a RMN no estado
sélido para estudar a quimica supramolecular de farmacos antiparasitarios e um

antirretroviral. Tivemos como objetivos especificos:

1. Avaliar as interacbes intermoleculares do secnidazol anidro e
hidratado;

2. Preparar possiveis sais/cocristais de albendazol formados a partir
da adicao de &cidos di e tricarboxilicos, estudando a formacédo de
sintons supramoleculares, com o objetivo de melhorar a

solubilidade;

3. Preparar possiveis dispersfes sélidas do mebendazol com amido

de milho, com o objetivo de melhorar a solubilidade;

4. Avaliar as interacdes intermoleculares do sal fumarato de disproxil

tenofovir na busca pela caracteriza¢cdo de sintons.
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3 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 - Obtencao dos APIs (Insumos Farmacéuticos Ativos)

Os APIs foram cedidos pelas seguintes industrias farmacéuticas para
fins de estudo.
- Teuto - amostras de ABZ e SCZ;
- GeoLab - amostras das formas A e C do MBZ;
- Sigma- amostra comercial do principio ativo MBZ (pureza: = 98%);
- CYG Biotech - amostra de TDF.

3.2- Caracterizacéo por RMN no estado sélido

3.2.1- Infraestrutura

As andlises foram realizadas no Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear do Departamento de Quimica da UFSCar, em um equipamento Bruker,
modelo Avance-IlI1-400, que opera com um campo magnético de 9,4 T (399,94 MHz
para frequéncia do hidrogénio-1, 100,57 MHz para carbono-13 e 40,5 MHz para
nitrogénio-15) e é equipado com uma sonda MAS para rotores de 4mm.

3.2.2- Preparo das amostras

As amostras na forma de p6 foram empacotadas em rotores de zircénia
de 4 mm de diametro externo (~ 60 mg de amostra) e em alguns casos em rotores
do tipo CRAMPS (~20mg de amostra). Os rotores foram fechados com tampas de
Kel-F

3.2.3- Sequéncias e padrdes externos utilizados.

As sequéncias de pulsos utilizadas neste trabalho foram: CP-MAS
(Cross Polarization on Magic Angle Spinning), CP-TOSS (CP - Cross Polarization
with Total Suppression of Sidebands), CP-TOSS-NQS (CP-TOSS - Non Quaternary
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Suppression), CPPI-TOSS (CP combined with Polarization Inversion - TOSS) e
FSLG-HETCOR (Frequency Switched Lee Goldburg Heteronuclear Correlation) -
'H-13C. Todos os experimentos foram feitos em uma temperatura ambiente
aproximada de 23°C. Os experimentos unidimensionais foram feitos com uma
rotagéo de 5 kHz, enquanto que os bidimensionais foram feitos com uma rotagéo de
10 kHz.

No caso do carbono-13 foi utilizado um padrao externo de adamantano,
calibrando o deslocamento quimico pelo sinal mais intenso em 38.5 ppm, referente
ao grupo metileno (com relagéo ao TMS-tetrametilsilano). Para o hidrogénio-1 o sinal
foi calibrado para 1,9 ppm, também com relacdo ao TMS. Para a calibracdo do
nacleo de nitrogénio-15, foi utilizado a glicina, com deslocamento quimico de

11,6 ppm, com relacao ao nitrato de aménio (NH4;NO3).

3.3- Difracao de Raios-X de po.

A difracdo de raios X de p6 (DRX) foi utilizada para a caracterizacdo da
estrutura cristalina. Os difratogramas foram obtidos de amostras na forma de po
utilizando um equipamento Shimadzu modelo XRD 6000, com fonte de radiacédo
CuKa (A= 1,54056 A), voltagem de 30 kV e corrente de 30 mA. As medidas foram
feitas em varredura continua no intervalo de 5°< 20 < 50°, a uma velocidade de
varredura de 2°C.min. Esses experimentos foram realizados no Laboratdrio

Interdisciplinar de Eletroquimica e Ceramica da UFSCar (LIEC-UFSCar).

3.4- Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC).

Para as medidas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram
pesadas 5 mg das amostras diretamente em capsulas herméticas de aluminio e
analisadas em um calorimetro diferencial de varredura DSC Q200 (TA Instruments,
New Castle, EUA). As amostras foram resfriadas e estabilizadas a -10 °C e,
posteriormente, aquecida a uma taxa de 5 °C.min™ até 300 °C, sob um fluxo de
50 mL de N,min™. Esses experimentos também foram realizados no Laboratério

Interdisciplinar de Eletroquimica e Ceramica da UFSCar (LIEC-UFSCar).
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3.5- Analise Termogravimétrica (TGA).

Para avaliar o comportamento térmico das amostras foi utilizando um
equipamento da marca NETZSCH modelo TG 209 F1 com raz&o de aquecimento de
10°C.min™! em atmosfera dinamica de O, com vaz&do de 20 mL.min™. A temperatura
empregada variou de 20 a 300°C em suporte de alumina onde foi utilizado

aproximadamente 5 mg de amostras.
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4 — SECNIDAZOL

4.1- OBJETIVOS

Este estudo tem por objetivos especificos:
e Caracterizar e avaliar as interagfes intermoleculares do secnidazol anidro e

hidratado por RMN no estado solido;

4.2 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1- Obtencédo da forma anidra do SCZ a partir de sua forma
hidratada

A amostra de SCZ foi fornecida pela industria Teuto. Como o SCZ é
altamente higroscépico, sua exposicdo ao ambiente durante poucos segundos é
suficiente para que este se converta para a sua forma hidratada que é a mais
estavel.

Com o intuito de se obter a forma anidra do SCZ a partir de sua forma
hidratada, parte da amostra de SCZ foi seca em estufa por 12h a 60°C e parte ficou

exposta ao ambiente, de onde se obteve faciimente a forma hidratada.

4.2.2- Medidas de RMN no estado so6lido

Os parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos de RMN no

estado sdlido para o secnidazol estdo descritosna TABELA 1.:
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TABELA 1 - Parametros de aquisicdo utilizados nos experimentos de **C-RMN 1D

para o secnidazol.

Parametros utilizados (homenclatura Bruker) Valores
Tempo de espera entre cada aquisicéo (d1) 3s
Duracéo do pulso de contato (p15) 5ms
Poténcia do pulso de contato (pll) 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 (SW) 295 ppm
Frequéncia de rotacao 5 kHz

TABELA 2 - Parametros de aquisicdo utilizados nos experimentos de *H-*C FSLG

HETCOR para o secnidazol.

Parametro (nomenclatura Bruker) Valor
Tempo de espera entre cada aquisicéo (d1) 3s
Duracéo do pulso de contato (p15) 200 ps
Poténcia do pulso de contato (pll) 50 W
Tempo de aquisicdo no dominio indireto (AQ-F1) 32 ms
Tempo de aquisi¢cdo no dominio direto (AQ-F2) 16 ms
Numero de promediagdes (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
Frequéncia de rotacao 10 kHz
Campo LG 83 kHz
Campo para desacoplador 83 kHz
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4.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O secnidazol (SCZ) cristaliza como hemi-hidrato, apresentando quatro
moléculas secnidazol por célula unitéria e duas moléculas de 4gua (MISHRA et al.,
2009).

Trés conférmeros (I, IlI, Ill) do SCZ foram descritos (FIGURA 8) por
meio de estudos utilizando a espectroscopia de Infravermelho e Raman (MISHRA et

al., 2009), sendo o conférmero | o mais estavel.

(a)

III

FIGURA 8 - a) Estrutura e (b) possiveis conférmeros do secnidazol (Fonte: MISHRA,
et al., 2009).

Como néo ha relatos na literatura sobre a caracterizacdo do senidazol
por RMN no estado solido ou mesmo uma estrutura cristalina bem caracterizada,
este trabalho utiliza esta técnica para caracterizar a forma comercialmente

disponivel deste farmaco (hidratada) e também sua forma anidra que foi obtida por
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meio de sua desidratacdo em estufa de circulacéo de ar a uma temperatura de 60°C
por 12h.

Como ponto de partida no estudo do SCZ, foi obtido um difratograma
de raios X de pé que foi comparado com outros difratogramas ja descritos na
literatura (MISHRA et al., 2009; RIVERA et al., 2000) e confirmou que os dados de
raios-X correspondem a forma hidratada do secnidazol. O difratograma (FIGURA 9)
exibe picos bem definidos, estreitos, intensos e finos. Devido a alta higroscopicidade
do secnidazol néo foi possivel obter o difratograma de raios-X para o SCZ anidro,
uma vez que este se converte facilmente a sua forma mais estavel (hidratada)

guando exposta ao ambiente.
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FIGURA 9- Difratograma de Raios-X do secnidazol hidratado.

Apbs os experimentos de difracdo de raios X por p6 do SCZ foram
obtidos os espectros de RMN no estado sélido. Algumas técnicas foram aplicadas
com o intuito de intensificar o sinal e aumentar a resolugcdo dos espectros. Para
solucionar alguns problemas recorrentes na RMN no estado soélido e praticamente
inexistentes em RMN de solucdes, tal como a baixa sensibilidade e longos tempos

de relaxacdo longitudinal para nucleos de pequeno fator magnetogirico e baixa
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abundancia natural, alargamento de sinais devido a anisotropia de deslocamento
quimico e interacdes dipolares, foram utilizadas técnicas muito eficientes que
minimizam ou até anulam esses problemas. A polarizacdo cruzada (CP- Cross
polarization ) foi utilizada para aumentar a sensibilidade de nucleos pouco sensiveis,
a rotacdo da amostra em torno do angulo magico (MAS- Magic-angle spinning ) para
eliminar a anisotropia de deslocamento quimico e o desacoplamento de alta
poténcia (HPPD- High-power proton decoupling ) foi utilizado para eliminar os
acoplamentos dipolares (APPERLEY et al., 2012).

A técnica de CP-MAS (Cross Polarization Magic Angle Spinning) se
baseia na transferéncia de polarizacdo de um nucleo de spin abundante (*H) para
um nucleo de spin pouco abundante X (tal como *3C e °N). Uma desvantagem desta
técnica € que o espectro podera apresentar varias bandas laterais de rotacéo,
dependendo da rotacdo utilizada na execucdo do experimento. Na CP-MAS o
aumento das rotacdes promove a supressao dessas bandas, porém ocorre um alto

consumo de gas nitrogénio que € utilizado no sistema pneumatico.

Quando a técnica de CP-TOSS (CP - Total Suppression of Sidebands)
€ utilizada, o espectro apresenta apenas sinais dos deslocamentos quimicos
isotrépicos, jA que ocorre supressdo de possiveis bandas laterais. A CP-TOSS
baseia-se na sequéncia de CP-MAS com a inclusdo de quatro pulsos de 180°
aplicados com diferentes fases no canal X (pode ser o *C, N, etc). Essa sequéncia
apresenta como vantagens o uso de rotacfes mais baixas, seja por limitacdo da
sonda e/ou para economia de Nyg, se este for o gas utlizado no sistema
pneumatico responsavel por fazer a rotacdo da amostra em torno do angulo méagico
e a possibilidade de analise de amostras complexas. A FIGURA 10 mostra uma
comparacdo entre 0s espectros obtidos utilizando as técnicas descritas

anteriormente.
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FIGURA 10 - Comparacao entre os espectros de CP-TOSS (rotacdo a 5 KHz) versus
CP-MAS (rotacdo a 10 KHz) do SCZ. (*) Bandas de rotacao.

A atribuicdo dos sinais do SCZ foi feita por meio da RMN no estado
sélido por meio da anélise dos experimentos *C-CP-TOSS e *C-CP-TOSS-NQS e
CPPI-TOSS (FIGURAS 11).
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FIGURA 11 - Espectros de *C (CP-TOSS, CP-TOSS-NQS e CPPI-TOSS) da forma

hidratada do secnidazol.

No experimento de CP-TOSS-NQS ocorre a supressao de sinais de
carbonos hidrogenados, portanto o espectro apresenta apenas sinais de carbonos
quaternarios, permitindo a sua identificacdo. Para tanto, € necessario otimizar o
parametro d20, um periodo de tempo inserido logo apds o periodo de polarizacédo
cruzada, durante o qual os nucleos de carbono com forte acoplamento dipolar, ou
seja, aqueles atomos ligados diretamente a atomos de hidrogénio, evoluem de
acordo com suas constantes de acoplamento dipolar, sendo essas grandezas

hY

inversamente proporcionais. Devido a maior mobilidade dos grupos metilas, o
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acoplamento dipolar é menos eficiente e geralmente permanecem no espectro sinais
residuais relativos a estes grupamentos (APPERLEY et al., 2012).

A sequéncia de pulso CPPI-TOSS permite diferenciar grupos metilenos
(CH.) cujos sinais aparecem em fase negativa de carbonos quaternarios (C°% e
metilas (CH3) que apresentam sinais em fase positiva e também dos sinais de
grupamentos metinicos (CH), que sdo anulados dos espectros (FIGURA 12). Para
tal, € preciso otimizar um parametro denominado pulso de inverséao (pl16) que varia
entre 40 e 100 us, o qual é ajustado por meio do monitoramento da anulagédo do
sinal referente ao CH. Durante esse periodo, que corresponde a uma extensao do
pulso de polarizacdo cruzada, mas com fase diferente, os nucleos de carbono

evoluem em funcgdo dos tempos de relaxacao no referencial rotatorio.

} CH CH.= negativo
-~ CH, "H. CH, e C%= positivo
p16 _ N (o ” §> CH= nulo

FIGURA 12 - Esquema representativo da resposta obtida ao utilizar a sequéncia de
pulso **C-CPPI-TOSS.

ApOs esta etapa de atribuicdo dos sinais da forma hidratada do SCZ,
foram obtidos espectros de RMN **C-CPTOSS da amostra anidra (que foi obtida por
meio da desidratacdo da forma hidratada deste farmaco) e entdo ambos os
espectros foram comparados. Nos espectros sdo observadas algumas diferencas,
tanto na forma dos sinais (FIGURA 13) quanto nos deslocamentos quimicos
(TABELA 3).
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FIGURA 13 — Espectros de **C-CPTOSS para as formas anidra e hidratada do

secnidazol.

TABELA 3 - Deslocamento quimico (ppm) de **C-CP-TOSS das formas anidra e

hidratada do secnidazol.

120

T T 1
100 80 60

ppm

Carbono SCZ (hidratado) SCZ (anidro)

2 152,8 152,6 /151,5
5 138,1 138,1

4 132,3 132,3

7 67,1 67,1

6 54,4 54,4

12 20,9 20,9

9 14,9 16,2 /15,3
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Quanto as formas dos sinais a principal diferenca observada entre as
formas anidra e hidratada esta nos sinais relativos aos carbonos C2 e C9, em que
na forma anidra ha um desdobramento desses sinais, indicando a possibilidade de
haver mais de uma estrutura ndo equivalente por célula unitaria para esta forma. O
carbono C4 também parece apresentar um pequeno desdobramento.

Ja no espectro de >N (FIGURA 14), a Unica e pequena diferenca esta
na variacdo de deslocamento quimico (TABELA 4) do N3, de 242,7 ppm (hidrato)
para 245,1 ppm (anidro), indicando que na forma anidra este atomo pode estar
envolvido em uma ligagdo de hidrogénio intermolecular, plausivel devido ao seu
carater basico. CHIEROTTI e GOBETTO, 2012, mostraram em seus estudos que 0
deslocamento quimico do >N é maximo quando o hidrogénio esta localizado no
centro da ligacdo de hidrogénio numa interagdo do tipo N---H-O, quando a
protonacdo se completa este deslocamento tende a diminuir (N*-H---O). Uma
interacdo intermolecular € verificada para a forma anidra do SCZ que tem o
deslocamento quimico de seu N3 aumentado possivelmente por estar envolvido em
ligacdo de hidrogénio intermolecular. ISso mostra que a regido aromatica esta sendo

bastante sensivel as mudancgas no empacotamento cristalino.

SCZ anidro

SCZ hidratado

3
10
*
*
| : T L | L T g T : T : T : T : 1
450 400 350 300 250 200 150 100 50
ppm

FIGURA 14 — Espectro de ">°N-CPMAS das formas anidra e hidratada do secnidazol.
* Bandas de rotacao.
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TABELA 4 - Deslocamento quimico (ppm) de *>°N-CPMAS das formas anidra e

hidratada do secnidazol.

Nitrogénio SCZ (hidratado) SCZ (anidro)
10 355,2 355,2
3 242,7 245,1
1 165,8 165,8

Para avaliar como esses ndcleos interferem entre si através de

acoplamentos dipolares foram obtidos mapas de correlacdo FSLG-HETCOR,

utilizando tempos de contato mais longos para privilegiar processos como

acoplamento dipolar em distancias um pouco mais longas e/ou difusdo de spins e

assim detectar possiveis ligacbes de hidrogénio. O mapa FSLG-HETCOR para o

hidrato (FIGURA 15) apresenta sinais de correlagdo permitiu observar as

correlacdes da TABELA 5.

TABELA 5 - Deslocamentos quimicos (ppm) do mapa de correlacdo H-*C FSLG-
HETCOR do secnidazol hidratado.

Carbono Correlacao

Correlacéo por difuséo de spins

direta
2 -
4 H4 (7,02 ppm)
5 -
6 H6 (4,48 ppm)
7 H7 (4,66 ppm)
9 H9 (3,26 ppm)
12 H12 (2,25 ppm)

H9 (3,26 ppm) e HA (8,33 ppm)

HA (8,33 ppm)

H4 (7,02 ppm) e HA (8,33 ppm)

HA (8,33 ppm), H9 (3,26 ppm) e H12 (2,25 ppm)
HA (8,33 ppm), H9 (3,26 ppm), H4 (7,02ppm) e
H12 (2,25 ppm)

H7 (4,66 ppm) e HA (8,33 ppm)

H7 (4,66 ppm) e HA (8,33 ppm)

Por difuséo de spins € verificado um sinal de correlagdo entre C2 (em

152,8 ppm) e dois hidrogénios, um em aproximadamente 3,26 e outro em 8,33 ppm,

sendo que o ultimo pode ser atribuido ao hidrogénio da agua (HA), que de acordo
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com a cela unitaria descrita para o SCZ hidratado na FIGURA 16
(HONORATO,S.B., 2009), pode estar muito préxima espacialmente. Alias, ainda de
acordo com a cela proposta na FIGURA 16, as moléculas de agua estédo distribuidas
de uma forma que se encontram proximas de praticamente todos os nucleos de
carbono-13 e, como pode ser observado no mapa HETCOR da FIGURA 15, existem
sinais de correlacao deste proton com todos os carbonos do secnidazol, com maior

Oou menor intensidade.

O

A;J[ L

L E &
- o e
5 =
[ = | o
[ W
L — ™
o L
L |«
- i
I C -
I — @
@ a :
S — - -
[ o [ o
- -
L ] i
O ———
T | T T T T | T T T T | T T T T | T 150 100 50 F2 [ppm]
150 100 50 F2 [ppm]
(b) Circulos vermelhos — correlacdo por

(@) Tempo de contato= 500us — circulos

. . : . difusdo de spins — nivel de corte mais
azuis — correlacdo direta, circulos P

vermelhos — correlagdo por difusdo de baixo
spins
FIGURA 15 — Mapa 'H-"*C FSLG-HETCOR da forma mais estavel do secnidazol
(hidratada)
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FIGURA 16 - Representacdo das ligacdes de hidrogénio do SCZ hidratado baseado
em dados cristalograficos (Adaptado de HONORATO S.B., 2009).

Ja no secnidazol anidro (FIGURA 17) é verificada a possibilidade de
haver duas estruturas diferentes na mesma célula unitaria, uma vez que 0s sinais
dos carbonos 2 e 9 aparecem desdobrados. A proximidade dos carbonos 2 e 9 das
moléculas de agua faz com que esses atomos “sintam” mais fortemente a remocao
da agua. Quanto ao radical 2 hidroxi-propil ndo é observada nenhuma alteracdo nos
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono (C6, C7 e C12), mostrando que
ndo ha mudanca conformacional com a desidratacdo. Com a remocdo das
moléculas de agua a interacdo por ligacdo de hidrogénio intermolecular entre um
grupo hidroxila de uma molecula com um atomo de nitrogénio N3 de uma segunda
molécula, sendo que o nitrogénio N3 da primeira molécula permanece livre. O
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nitrogénio N3 envolvido em uma fraca ligacao de hidrogénio acaba tendo sua nuvem
eletrbnica ligeiramente diminuida atraindo densidade eletrénica do carbono C2. O
carbono C9, por sua vez, doa densidade eletrbnica ao anel e tem a sua densidade
eletrbnica também diminuida, sendo ligeiramente desprotegido e exibindo um
deslocamento quimico um pouco mais elevado. Os atomos de carbono C2 e C9
pertencentes a molécula em que o nitrogénio N3 n&o esté envolvido em uma ligagcéo
de hidrogénio exibem deslocamentos quimicos ligeiramente mais baixos, por
estarem mais protegidos. Também é observado um ligeiro desdobramento do sinal

relativo ao carbono C4, seguindo a mesma tendéncia dos carbonos C2 e C9.
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FIGURA 17 - Mapa *H-*C FSLG-HETCOR da forma anidra do secnidazol.
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Na forma | pode ser observado um sinal de correlagéo, por difuséo de
spins, entre o C2 (152.6 ppm) e possivelmente um H do grupo OH (~7 ppm), que
nao aparece para o C2 da forma Il (151.5 ppm), como mostrado na expansdo da
FIGURA 17. Além disso, os H do grupo metila (C9) da forma | aparecem mais menos
blindados (~3 ppm) com relacdo aos mesmos da forma Il (~2,5 ppm). No caso da
forma Il ainda pode estar ocorrendo uma interacdo intermolecular via ligagao de
hidrogénio entre o grupo OH e o N3, formando ligagdes na forma “cabecga-cauda’,
como sinalizado no espectro de 15N (FIGURA 4.7). A FIGURA 18 ilustra as
diferentes conformacbes das formas anidra do SCZ e a possivel interacdo

intermolecular da forma anidra Il.

FIGURA 18 - llustracdo das (a) diferentes conformacfes das formas anidra do

secnidazol e da (b) interacdo intermolecular tipo cabeca-cauda da forma (ll).
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Nos termogramas de DSC (FIGURA 19) foi possivel verificar que o SCZ
hidratado apresenta duas endotermas de fusao. No intervalo entre 69- 73 C°
provavelmente ocorreu a desidratacdo da forma hidratada do SCZ, seguida pela
fusdo de sua forma anidra em 79,2°C. Ja para a forma anidra do SCZ temos
somente uma transicao relativa a fusdo desta fase. Esse mesmo comportamento foi
verificado por HONORATO S.B., 2009, que observou que o SNZ hidratado sofre um
processo de desidratacdo a 68°C, passando para uma fase anidra a qual funde a
74°C. Essas variacOes de temperaturas podem ter sido causadas pela influéncia de

alguns parametros experimentais tal como razdo de aquecimento, dentre outros

(BERNAL et al., 2002).
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FIGURA 19 - Termogramas de DSC das formas hidratada e anidra do secnidazol.
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4.4- CONCLUSOES

Os resultados obtidos identificaram a forma polimérfica hidratada e
anidra do SCZ, que foram caracterizadas pela técnica de RMN no estado solido.
Por meio de experimentos de RMN-2D foi possivel propor as conformacdes
moleculares para as formas anidras (I e Il) e também uma interacédo intermolecular

do tipo cabeca-cauda para forma anidra Il.
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5 - ALBENDAZOL

5.1- OBJETIVOS

Esta parte do trabalho tem por objetivo especifico:
o Caracterizacdo da amostra de ABZ e avaliacdo de suas amostras comerciais
por RMN no estado solido;
o Obtencdo de novas formas polimorficas por meio da cristalizagdo do ABZ
utilizando diferentes acidos carboxilicos como agentes coformadores;
o Obtencéo de sistemas de cristalizagdo ABZ-SCZ visando o desenvolvimento de
uma possivel co-formulacgéo.

o Estudo da solubilidade do albendazol e seus complexos obtidos.

5.2 = PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.2.1 — Obtencé&o da amostra de ABZ e suas amostras comerciais

A amostra de ABZ foi fornecida pela industria Teuto e foram adquiridas

no comércio local amostras de quatro marcas comerciais diferentes.

5.2.2- Preparacio dos complexos Albendazol- Acidos carboxilicos

Foram testados diferentes solventes (acetonitrila, etanol (PA), metanol,
etc) para solubilizar o albendazol, associados ainda com diferentes temperaturas (25
a4 70°C) e tempos de agitacdo (0 - 60 min), e com evaporacao a baixas temperaturas
(~10°C) e a temperatura ambiente.

Estabelecidas as condi¢des favoraveis para o processo de cristalizacéo
dos sistemas em estudo: solvente (etanol), temperatura (50°C), tempo de agitacao
(40-50 min) e evaporacao lenta (~10°C), foram desenvolvidas repeticdes do método
utilizado a fim de avaliar a sua reprodutibilidade.

Os complexos em estudo foram preparados com 5 mL de etanol nas

razbes de (1:1) e (1:2) de (ABZ: Acidos carboxilicos). Os sistemas foram deixados
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sob sonicagdo por 30-50 min, sendo a cristalizacdo realizada sob evaporacéo a
baixa temperatura (~10°C). Os tempos de secagem variaram entre 20-30 dias.

Os acidos carboxilicos foram escolhidos de acordo com seu pKa; que
variou entre 1,25-4,35, para 0s seguintes acidos: oxalico, aspartico, maléico,

maldnico, tartarico, fumarico, citrico, benzoico e glutéarico.

5.2.3 - Preparacao do complexo Albendazol-Secnidazol

Amostras de ABZ e SCZ, na proporcao estequiométrica de (1:1), foram
dissolvidas em 15 mL de acetonitrila e sonicadas por 30 min. A cristalizag&o foi

realizada por evaporacdo simples a temperatura ambiente durante

aproximadamente 20 dias.

5.2.4 - Medidas de RMN no estado so6lido

Os parametros de aquisicdo utilizados nos experimentos de RMN no

estado sdlido para o secnidazol estdo descritos abaixo:

TABELA 6 - Parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos de **C-RMN 1D

para a amostra de ABZ e suas amostras comerciais.

Parametros utilizados (homenclatura Bruker) Valores
Tempo de espera entre cada aquisicéo (d1) 3s
Duracgao 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 promediagdes (ns) 1024
Numero de pontos do dominio de tempo (TD) 2048
Janela espectral (SW) 295 ppm
Frequéncia de rotacao 5 kHz
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TABELA 7 - Parametros de aquisic&o utilizados nos experimentos de **C-CP-TOSS

para os complexos ABZ- Acidos carboxilicos.

Parametros utilizados (homenclatura Bruker) Valores
Tempo de espera entre cada aquisicéo (d1) 5s
Duracéo do pulso de contato (p15) 3ms
Poténcia do pulso de contato (pll) 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 (SW) 295 ppm
Frequéncia de rotacao 5 kHz

TABELA 8 - Parametros de aquisicdo utilizados nos experimentos de *H-*C FSLG

HETCOR para os complexos ABZ- Acidos carboxilicos.

Parametro (nomenclatura Bruker) Valor
Tempo de espera entre cada aquisi¢cdo (d1) 3s
Duracéo do pulso de contato (p15) 1ms
Poténcia do pulso de contato (pll) 62,2 W
Tempo de aquisicdo no dominio indireto (AQ-F1) 32 ms
Tempo de aquisi¢cdo 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
Frequéncia de rotacao 10 kHz
Campo LG 83 kHz
Campo para desacoplador 83 kHz
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TABELA 9 - Parametros de aquisic&o utilizados nos experimentos de **C-CP-TOSS

para o complexo ABZ-SCZ.

Parametros utilizados (homenclatura Bruker) Valores
Tempo de espera entre cada aquisicéo (d1) 2s
Duracéo do pulso de contato (p15) 3ms
Poténcia do pulso de contato (pll) 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 (SW) 295 ppm
Frequéncia de rotacao 5 kHz

TABELA 10 - Parametros de aquisicdo utilizados nos experimentos de **C-'H FSLG

HETCOR para o para o complexo ABZ-SCZ.

Parametro (nomenclatura Bruker) Valor
Tempo de espera entre cada aquisicéo (d1) 2s
Duracéo do pulso de contato (p15) 500 us
Poténcia do pulso de contato (pll) 62,2 W
Tempo de aquisicdo no dominio indireto (AQ-F1) 32 ms
Tempo de aquisi¢cdo no dominio direto (AQ-F2) 16 ms
Numero de promediagdes (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
Frequéncia de rotacao 10 kHz
Campo LG 83 kHz
Campo para desacoplador 83 kHz

48



Capitulo 5- Albendazol

5.2.5 — Estudo de solubilidade do farmaco albendazol em diferentes

meios

A solubilidade do ABZ foi determinada em cinco diferentes meios
solventes comumente utilizados: agua, &cido cloridrico (0,1 mol.L™), acetonitrila,
etanol e metanol. Uma concentracdo de 5 mg.mL™ do farmaco, suficiente para
saturacdo dos meios, foram mantidas sob agitacdo mecanica por 48 horas, em
velocidade constante. Apos este periodo, utilizando uma centrifuga (Heraeus Fresco
17®) as solucdes foram centrifugadas a 8000 rpm por 10 min e o sobrenadante
fitrado em membrana de 0,45 pm. Em seguida, as solugbes foram diluidas e
analisadas em espectrofotometro de UV-VIS, com HP UV-Visible ChemStation
Software (Hewlett Packard® 8453). As solubilidades foram determinadas apos a
obtencdo de curvas analiticas dos diferentes meios solventes, pela leitura das
absorbéancias na regiao do UV, no comprimento de onda de 304 nm para o
albendazol (adaptado de PEDREIRO, 2012). Essas analises foram feitas na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, da Universidade Estadual
Paulista (UNESP).

5.2.6 - Influéncia dos complexos ABZ-acido carboxilico na

solubilidade do albendazol.

Para os complexos ABZ- 4cido maléico e ABZ- acido oxalico, os meios
solventes utilizados para determinar a solubilidade foram metanol e agua. A
solubilidade foi determinada partindo-se de suspensdes dos complexos com
concentracdo conhecida dos farmacos de 3 mg.mL™? (adaptado de PEDREIRO,
2012).
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5.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 - Caracterizagcao da amostra de albendazol

Como ponto de partida no estudo do ABZ foi obtido um difratograma de
raios X e um termograma de DSC (FIGURA 20) que foram comparados com dados

ja descritos na literatura (PRANZO, et al., 2010).
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FIGURA 20 - Difratograma de Raios-X e termograma de DSC do ABZ.
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Com base nestes resultados é possivel afirmar que o ABZ se encontra
na sua forma |, uma vez que o difratograma apresenta um pico caracteristico em
206= 11,5 ° que esta presente somente para a forma | do ABZ. A forma dos picos em
20= 7° e préximo a 25° colaboram com esta afirmativa. A auséncia de picos no
difratograma que séo referentes a forma Il em 26= 10,5°; 15° e 30° reforcam esta
constatacao (PRANZO et al., 2010).

O termograma obtido esta em acordo com os dados de raios-X, pois
mostra que o ABZ apresenta uma unica endoterma em 208°C, que corresponde a
fusdo do polimorfo | do ABZ. De acordo com PRANZO et al. (2010) o termograma da
forma Il do ABZ apresenta duas endotermas sendo a primeira com um ponto de
fusdo em aproximadamente 160°C, o que ndo é visualizado no termograma obtido
para a amostra em estudo, confirmando que a amostra de ABZ utilizada neste
trabalho se encontra na sua forma polimérfica I.

Por meio da técnica de RMN no estado sélido e o uso de algumas
sequéncias especificas, jA explicadas detalhadamente no capitulo anterior, foram
obtidos espectros do ABZ que possibilitaram fazer a atribuicAo dos sinais
satisfatoriamente. No espectro de '*C-CPTOSS (FIGURA 21) é verificada a
presenca de trés sinais referentes aos grupos metilenos (C15 e C16), que aparecem
em fase negativa no espectro de CPPI-TOSS, sendo um indicativo de que
possivelmente este sinal € o que diferencia os polimorfos | e Il do ABZ, j4 que esta

molécula apresenta somente dois grupos CH; em sua estrutura.
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FIGURA 21 — Espectros de *C (CP-TOSS, CP-TOSS-NQS e CPPI-TOSS) da forma
| do ABZ.

A fim de comparar os espectros de RMN no estado sélido das formas |
e Il do ABZ diversas tentativas de recristalizacdo do ABZ em metanol e N, N-
dimetilformamida seguindo a metodologia descrita por PRANZO et al. (2010) foram
desenvolvidos a fim de se obter a forma polimorfica Il deste farmaco, porém sem
sucesso. Diante disso, adquirimos formas comerciais do ABZ com o propésito de
encontrar formas polimorficas diferentes da comercial (forma I) e assim distinguir os
espectros de RMN destes polimorfos, além de avaliar a aplicacdo da RMN no estado

s6lido como ferramenta analitica para a analise de medicamentos comerciais.
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5.3.2 - Caracterizacao de amostras comerciais do albendazol por

RMN no estado sdlido

Na tentativa de encontrar formas polimorficas diferentes da forma |
(comercial), amostras comerciais de quatro diferentes industrias foram adquiridas. E
importante ressaltar que todas essas amostras comerciais avaliadas sao
medicamentos genéricos. O interesse em analisar essas amostras comerciais surgiu
devido a facilidade de aquisicdo desses medicamentos (ndo € necessario uma
prescricdo meédica), seu baixo custo e a inexisténcia na literatura de qualquer analise
de formas comerciais de ABZ utilizando a técnica de RMN no estado sdlido.

Experimentos de RMN no estado soélido foram realizados em amostras
comerciais a fim de verificar possiveis formas polimérficas do ABZ. No espectro de
13C-CPTOSS (FIGURA 22) é observado que os sinais referentes aos carbonos
aromaticos, carbonilico e grupos metilicos apresentaram deslocamentos quimicos

similares quando comparados.
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FIGURA 22- Espectros de **C-CPTOSS do ABZ e suas formulagdes comerciais
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A principal diferenca entre as amostras comerciais verificadas nos
espectros € devido a presenca do sinal referente ao grupo metileno entre 40- 42
ppm para as amostras (ABZ- ind 01, ABZ-ind 03 e ABZ-ind 04), sendo que este sinal
esta ausente na forma ABZ-ind.2, um indicativo de polimorfismo neste farmaco.

PRANZO et al. (2010), obtiveram uma nova forma polimoérfica mais
estavel (Forma |IlI) enantiotropicamente relacionado com a Forma | do ABZ
(comercialmente disponivel), por meio da recristalizacdo do ABZ a partir de metanol
e N, N-dimetilformamida.

O espectro de RMN no estado soélido do ABZ-API (FIGURA 22) é
referente a forma comercial do ABZ (Forma I), que esta de acordo com um recente
estudo feito por CHATTAH et al. (2015) utilizando a RMN no estado solido (FIGURA
23). Os espectros de carbono-13 obtidos por este autor para a forma Il do ABZ sao
semelhantes ao espectro obtido na FIGURA 4.15 para o ABZ-IND 02, onde o sinal
em aproximadamente 41 ppm esti ausente. Esta forma, por ser a mais estavel,

apresenta uma solubilidade ainda menor do que a forma comercial do ABZ.

(PRANZO et al., 2010).
R
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FIGURA 23 — Espectros de *C-CP-MAS das formas polimérficas | e 1l do ABZ
(Adaptado de CHATTAH, et al, 2015).
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Um dos maiores problemas da industria farmacéutica com o uso de
polimorfos metaestaveis para aumentar a dissolugdo do farmaco € justamente a
possibilidade da conversdo da forma mais soltvel (maior energia) para a forma
cristalina de menor solubilidade (maior estabilidade). E provavel que durante o
processo de producdo e/ou armazenamento da forma comercial (metaestavel) do

ABZ-ind 02 tenha ocorrido uma conversao para a sua forma menos soltvel.

5.2.3 - Caracterizacdo dos complexos ABZ-Acidos carboxilicos

A elaboragéo de novas formas cristalinas com base na formagéo de
possiveis complexos de ABZ com acidos carboxilicos propostos neste trabalho se
baseia nos procedimentos de cristalizacdo em que o API (no caso o ABZ), podera
ser agregado a moléculas diferentes (acidos carboxilicos) numa mesma rede
cristalina. Neste sentido aplicamos a RMN no estado sélido com o intuito de verificar
a formacéo de possiveis sintons, uma vez que o ABZ possui grupos receptores de
prétons e os acidos carboxilicos sdo doadores de protons.

Os &cidos carboxilicos representam um dos grupos funcionais mais
utilizados na engenharia de cristal, e principalmente na industria farmacéutica, ja que
grande parte deles é aceitavel do ponto de vista farmacéutico. Estudos apontam que
0 uso destes acidos é um excelente ponto de partida para o desenvolvimento de
novas formulacdes farmacéuticas, tais como os cocristais (VISHWESHWAR, 2006).
Neste trabalho os acidos carboxilicos foram escolhidos como agentes coformadores
em funcdo de ser farmacologicamente aceitaveis, possuir custo relativamente baixo
e apresentarem pontos de coordenacdo que favorecem a formacdo de sintons
supramoleculares com o ABZ. A FIGURA 24 mostra as estruturas dos acidos

carboxilicos e os valores de suas constantes de acidez (pka).
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FIGURA 24 — Formula estrutural dos acidos carboxilicos e suas constantes de

acidez (pKa).

Como mencionado, o albendazol possui grupos aceptores e doadores
de hidrogénio aptos a estabelecer interacBes intermoleculares do tipo ligacdo de
hidrogénio e anéis aromaticos capazes de realizar interagbes do tipo Tr-11. Ja 0s
acidos carboxilicos além de caracteristicas estruturais que permitem a formacédo de
sintons, possuem diferentes valores de pK, que influenciam no seu carater acido,
aumentando e/ou diminuindo a capacidade doadora de prétons. Para favorecer a
formacédo de sintons, foram utilizadas neste trabalho as raz6es molares de (1:1) e
(1:2) de (albendazol: acido carboxilico).

Com o intuito de otimizar as condi¢cbes favoraveis para a obtencédo de
novas formas cristalinas, um conjunto de fatores foram avaliados previamente.
Foram testadas as misturas do ABZ: acidos carboxilicos em varios solventes
(acetonitrila, etanol (PA), metanol, etc), onde foi verificado que o etanol apresentou
melhor solubilidade para ambos os componentes. Testamos também diferentes
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temperaturas e tempo de agitacdo, além de avaliar qual o processo de evaporacao
lenta era 0 mais adequado. A cristalizacdo utilizando evaporacdo lenta a baixa
temperatura (~10°C) foi o que melhor se adequou para a maioria dos sistemas
desenvolvidos.

As melhores condic¢des de cristalizacdo para os sistemas ABZ- acidos
carboxilicos foram: solvente (etanol), temperatura (50°C), tempo de agitacdo (40-50
min) e evaporacdo lenta (~10°C). Estabelecidos estes parametros em testes
preliminares os sistemas de cristalizacdo foram desenvolvidos.

Posteriormente, foram obtidos espectros de *C-CPTOSS dessas
amostras onde se observou que quando obtemos somente uma mistura fisica entre
0 ABZ e o acido carboxilico, temos praticamente uma soma de espectros de RMN no
estado sélido referentes aos espectros dos materiais de partida. Nos espectros dos
sistemas ABZ- acidos carboxilicos preparados com os acidos: benzoico, aspartico,
fumérico e glutérico (FIGURAS 25, 26, 27 e 28 respectivamente) ndo foram
verificados mudancas significativas, provavelmente devido ao fato destes acidos
serem mais fracos (alto valor de pK,; e/ou as suas caracteristicas estruturais néo
favorecerem a formagéo de sintons uma vez que s&o estruturas com cadeias de
maior mobilidade. As Unicas e pequenas modificacbes observadas nestes espectros
sdo referentes a uma possivel transicdo do ABZ da sua forma | para a Il que é
evidenciada pelo desaparecimento do sinal em aproximadamente 40 ppm e uma
possivel diminuicdo da cristalinidade, uma vez que alguns sinais aparecem
alargados. No espectro da FIGURA 25 verifica-se que o sinal referente ao &cido
benzdéico praticamente desaparece. Apesar de néo ter sido utilizado processos de
filtracdo no desenvolvimento dos sistemas de cristalizacdo, possivelmente parte do
acido benzéico ficou aderido as paredes do frasco durante a evaporacdo lenta e
consequentemente ocorreu perda de massa no manuseio desta amostra, 0 que

influenciou na intensidade do sinal.
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FIGURA 25 - Espectros de *C-CPTOSS do sistema ABZ- Acido benzéico.
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FIGURA 26 - Espectros de *C-CPTOSS do sistema ABZ- Acido aspartico.
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FIGURA 27 - Espectros de *C-CPTOSS do sistema ABZ- Acido fumarico.
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FIGURA 28 - Espectros de *C-CPTOSS do sistema ABZ- Acido glutarico.

Alteracfes significativas no espectro dos complexos obtidos por
cristalizacdo sugerem a formacdo de novas formas cristalinas devido a interacdes
intermoleculares entre o0 ABZ e o acido carboxilico utilizado, tal como foi observado
no espectro dos sistemas preparados com acidos tartarico, malénico, citrico, maléico
e oxalico, e também de acordo com a proporcdo molar entre ABZ: acido carboxilico
utilizado. Os espectros destes sistemas sdo mostrados nas FIGURAS 29, 30, 31, 32
e 33, respectivamente. Neste caso, as diferencas mais evidentes foram nos sinais
de carbonos aromaticos e aqueles atribuidos aos grupos carboxila dos &cidos

carboxilicos utilizados.
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FIGURA 29 - Espectros de *C-CPTOSS do complexo ABZ- Acido tartarico.
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FIGURA 30 - Espectros de *C-CPTOSS do complexo ABZ-Acido maldnico
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FIGURA 31 - Espectros de **C-CPTOSS do complexo ABZ-Acido citrico.
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FIGURA 32 - Espectros de *C-CPTOSS do complexo ABZ- Acido maléico.
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FIGURA 33 - Espectros de *C-CPTOSS do complexo ABZ-Acido oxalico.

Fazendo uma avaliacdo dos espectros desses complexos observamos
que os espectros dos complexos de ABZ com os acidos (tartarico, maldnico e citrico)
possuem desdobramentos nos sinais do ABZ indicando a existéncia de mais de uma
molécula de ABZ na unidade assimétrica e/ou que o ABZ esta sofrendo uma
transicdo polimoérfica, o que torna estes sistemas de dificil analise com relacdo ao
tipo de estrutura majoritaria que esta sendo formada.

Portanto, a principio os complexos ABZ- acido maléico e ABZ-acido
oxalico, formados pelos acidos mais fortes (menor valor de pK;) e com maior rigidez
estrutural, dentre os &cidos carboxilicos utilizados, se mostraram os sistemas mais
interessantes para a analise por RMN no estado solido. Nestes dois casos, onde
possivelmente se formaram sintons as amostras foram avaliadas pela técnica de
RMN-2D-'H-*C-HETCOR no estado sélido.

Antes de selecionar os sistemas para estudo por RMN bidimensional,
avaliamos a possibilidade de estar ocorrendo alguma mudanca na estrutura

cristalina do ABZ a partir da sua recristalizacdo apenas na presenca do solvente.
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Para tanto submetemos o ABZ sob as mesmas condi¢cOes de temperatura e agitagao
em etanol e posteriormente coletamos os espectros de RMN (FIGURA 34). Neste
espectro ndo foi observada nenhuma alteracdo no perfil espectral do albendazol,
confirmando que ele preserva sua estrutura cristalina quando recristalizado apenas
na presenca de etanol. Este resultado também comprova que as alteragcfes
verificadas nos espectros dos complexos do albendazol com os &cidos carboxilicos
sdo consequéncia de possiveis interacdes intermoleculares entre o albendazol e as
moléculas dos acidos carboxilicos presentes no meio.

Outro fator determinante, e que antecede a sele¢do dos sistemas € a
reprodutibilidade da cristalizagdo. Neste sentido foram feitos o0s testes de
reprodutibilidade em quadruplicata e os resultados obtidos estdo resumidos na
TABELA 11.

ABZ (rec. em etanol)

ABZ-API

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20
ppm

FIGURA 34 — Comparacdo entre os espectros de *C-CPTOSS do insumo
farmacéutico ativo (API) do ABZ versus o ABZ recristalizado em etanol.

65



Capitulo 5- Albendazol

TABELA 11 - Testes de reprodutibilidade dos sistemas ABZ- 4cidos carboxilicos.

SISTEMA PROPORCAO REPRODUTIBILIDADE
) (1:1) X
ABZ- Acido tartarico
(2:2) X*
] (2:2) V*
ABZ- Acido maléico
(1:2) \%
) (1:1) V*
ABZ-Acido malbnico
(1:2) V*
, (1:2)
ABZ- Acido oxalico
(1:2) \%
) (1:1) X*
ABZ- Acido citrico
(2:2) X*

X= formacao de mistura fisica.
V= sistema reprodutivel.
* = espectro apresentou desdobramentos nos sinais do ABZ (indicativo de mais de uma

molécula por unidade assimétrica e/ou transi¢éo polimorfica).

Feito esse monitoramento da reprodutibilidade da formacdo dos
complexos ABZ- Acidos carboxilicos através dos experimentos de *C-CPTOSS
selecionamos os sistemas ABZ- acido maléico (1:2) e ABZ- acido oxalico (1:2) para
estudo por RMN-2D e anélise do espectro de RMN-N, com o intuito de propor a
formacdo de possiveis sintons supramoleculares. Estes complexos apresentaram
alteracdes significativas no espectro de RMN no estado soélido, sdo sistemas
reprodutiveis e é provavel que esteja ocorrendo alguma interacdo intermolecular
entre o ABZ e o acido carboxilico.

A FIGURA 35a mostra o mapa de correlacdo *Hx**C FSLG-HETCOR
do complexo ABZ- &cido maléico (1:2), que indica que o ABZ interage com o acido
maléico por meio de uma ligacéo de hidrogénio entre a carboxila (C2’) do acido e um
dos nitrogénios (N10) do ABZ, uma vez que o deslocamento quimico do H é
compativel com ligag&o de H do tipo NH---O (~14,6 ppm) (CHIEROTTI e GOBETTO,

2012). A evidéncia dessa interacdo intermolecular sdo os dois sinais de correlagédo
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por difusdo de spins observados na expansao do mapa de correlacdo heteronuclear
(FIGURA 35b), entre o C2' do &cido maléico e C11 do ABZ com um mesmo
hidrogénio em 14,6 ppm.

Além dessa interacdo intermolecular, verifica-se a presenca de outra
interacdo que é evidenciada pelos sinais de correlacdo (FIGURA 4.28b) existentes
entre duas carboxilas do &acido maléico (C2° e C6) com um hidrogénio em
aproximadamente 15 ppm, que € compativel com uma ligacao intermolecular do tipo
OH---O (CHIEROTTI & GOBETTO, 2012).

Os sinais de correlacdo entre os carbonos C11, C2 e C4 com um
hidrogénio em 9,3 ppm (FIGURA 35a e FIGURA 35c) evidenciam uma ligacdo de
hidrogénio intramolecular entre o hidrogénio (N3H) com o oxigénio da carbonila

(C110) na molécula de ABZ, formando uma ligacdo do tipo NH---O.
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FIGURA 35 - (a) Mapa de correlacdo 'Hx**C FSLG-HETCOR do complexo ABZ-
acido maléico (1:2); (b) e (c) expansdo do mapa mostrando os sinais de correlagao
com os hidrogénios. A dimensédo F1 é relativa a projecdo do espectro de 1H e a

dimensao F2 é relativa ao espectro 13C-CP-TOSS.
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No espectro de °N-CP-MAS do complexo ABZ- &cido maléico (1:2)
mostrado na FIGURA 36 € verificado variacfes significativas nos deslocamentos
quimicos, indicativo de que estes nitrogénios se encontram em ambientes
magneéticos diferentes do que se encontravam inicialmente. Os deslocamentos
quimicos de N para molécula de ABZ que eram de 102,5 (N3 e N1) e 127,5 (N10)

ppm, se desdobraram para 108,2; 81,6 e 54 ppm no complexo.

3.1 ABZ
10
ABZ- Acido maleico(1:2)
I ' i ! I ! I ' I N | ! i ' I ' 1
300 250 200 150 100 50 0 -50 -100
ppm

FIGURA 36 — Espectro de *°N-CPMAS do complexo ABZ- 4cido maléico (1:2).

Com os dados obtidos por meio dos experimentos de RMN no estado
sélido uni e bidimensional foi possivel propor o sinton formado entre o ABZ e o acido
maléico (FIGURA 37).
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FIGURA 37 - Proposta do sinton formado entre o ABZ e o 4cido maléico (1:2).

Para o complexo ABZ- &cido oxalico (1:2) foi obtido o mapa de
correlacdo 'Hx**C FSLG-HETCOR (FIGURA 38a) que mostra que o ABZ interage
com o acido oxalico por meio de duas ligacbes de hidrogénio intermoleculares. A
primeira entre a carboxila (C2") do acido oxalico com o nitrogénio (N10) do ABZ.
Esta ligacdo é evidenciada pelos trés sinais de correlacdo existentes entre 0s
carbonos C2’, C11 e C2 com um hidrogénio em aproximadamente 13,8 ppm que é
compativel com uma ligacéo de H do tipo NH---O (CHIEROTTI e GOBETTO, 2012).

A segunda ligacdo intermolecular ocorre por meio da ligacdo entre a
hidroxila do acido oxalico (C2’) e o nitrogénio (N3) do ABZ, que é demonstrada pelos
trés sinais de correlacdo existentes entre os carbonos C2', C2 e C4, que esta de
acordo com uma ligacdo de hidrogénio do tipo N---OH (~15,4 ppm) (CHIEROTTI e
GOBETTO, 2012).

Além dessas interacdes intermoleculares entre o ABZ e o acido oxalico,
verifica-se a presenca de outra interacdo entre duas moléculas de acido oxalico, que
€ evidenciada pelos dois sinais de correlacdo (FIGURA 38b) existentes entre duas
carboxilas do &cido oxalico (C2’ e C6’) com um hidrogénio em aproximadamente
15,6 ppm, que é compativel com uma ligagdo do tipo OH---O (CHIEROTTI e
GOBETTO, 2012).
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FIGURA 38 - (a) Mapa de correlacdo 'Hx**C FSLG-HETCOR do complexo ABZ-
acido oxalico (1:2) e (b) expansao do mapa mostrando os sinais de correlacdo com
os hidrogénios. A dimensdo F1 é relativa a projecdo do espectro de 1H e a

dimensao F2 é relativa ao espectro *C-CP-TOSS.

O espectro de N-CP-MAS (FIGURA 39) do complexo ABZ- &cido
oxalico (1:2) também apresentou diferencas significativas nos deslocamentos
guimicos. Os nucleos de nitrogénio sofreram uma mudanca nos seus deslocamentos
quimicos que inicialmente eram de 102,5 (N3 e N1) e 127,5 (N10) ppm, e apos a
formacao do complexo se desdobraram para 108,2; 84 e 58,9/ 54,4 ppm.
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FIGURA 39 — Espectro de *>N-CPMAS do complexo ABZ- &cido oxalico (1:2).

Por meio dos resultados obtidos por RMN no estado sélido uni e
bidimensional foi possivel propor o sinton formado entre o ABZ e o acido maléico
(FIGURA 40).
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FIGURA 40 - Proposta do sinton formado entre o ABZ e o 4cido oxalico (1:2).
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Devido os varios pontos de coordenagdo presentes no ABZ
(dependendo de sua forma tautomérica), que podem estar envolvidos em ligacdes
de hidrogénio, ndo s6 o pK, do &cido carboxilico utilizado € importante no
desenvolvimento de novas formas cristalinas, mas também as suas caracteristicas
estruturais. Foi verificado que os acidos dicarboxilicos (maléico e oxalico) que
apresentam os menores valores de pK, dentre os 4cidos utilizados e também os que
possuem maior rigidez estrutural formaram complexos com ABZ, o que
possivelmente facilitou com que os grupos carboxila estivessem orientados numa
posicdo que favorecem a interacdo com os grupos de ABZ levando a formacao dos
sintons propostos neste trabalho.

Técnicas de analises térmicas distinguem modificacdes cristalinas com
base nas transicfes de fases que sofrem durante a variacdo de temperatura. As
amostras dos complexos ABZ- acido maléico (1:2) e ABZ- acido oxalico (1:2), foram
submetidas a analise térmica diferencial (DSC) e analise termogravimétrica (TGA),
com o intuito de se avaliar a estabilidade destes sistemas. Enquanto a DSC permite
a quantificacdo da energia (absorvida ou liberada) pela amostra quando esta &
aguecida, resfriada ou mantida a temperatura constante, a TGA permite mensurar a
perda de massa em funcao da temperatura.

O resultado da TGA mostra que o complexo ABZ- acido maléico (1:2)
permanece estavel até 135°C passando a sofrer perda de massa acima dessa
temperatura (FIGURA 41a). J& a DSC revela uma transicdo endotérmica entre 109 -
118° C (FIGURA 41b), onde é observado um pico largo, pode ser atribuido ao
complexo ABZ- acido maléico, possivelmente devido as interacdes intermoleculares
presentes neste complexo. Isso indica que este complexo apresenta uma menor
estabilidade quando comparada ao ABZ e ao acido maléico que possuem pontos de
fusdo em 208,3° e entre 137-140°C, respectivamente. Essa menor estabilidade pode
estar relacionada as fracas interacdes intermoleculares entre o ABZ e o &cido

maléico.
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FIGURA 41: Andlises térmicas do complexo ABZ- acido maléico (1:2) - (a) Andlise

Termogravimétrica e (b) e Calorimetria Exploratéria Diferencial.
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Para o complexo ABZ- acido oxalico (1:2), o resultado da TGA mostra
gue este complexo possivelmente sofre uma dessolvatacédo devido a uma pequena
perda de massa a partir de 57°C. Posteriormente ocorre uma perda de massa acima
da temperatura de 160°C, o que sugere que este complexo sofre decomposicdo a
partir desta temperatura (FIGURA 42a).

J4 a DSC mostra uma endoterma entre 63-72°C (FIGURA 42b), que
pode ser atribuido ao etanol que foi utilizado como solvente no processo de
cristalizacdo e que provavelmente nao foi totalmente removido durante a
evaporacdo. A presenca do etanol no reticulo cristalino deste complexo foi
confirmada por RMN de 'H. A amostra foi solubilizada em MeOH-d4 (600 pL) e
analisada em espectrometro de RMN 400MHz (para frequéncia de *H) equipado com
sonda BBl 5mm com sequéncia de pulso NOESYGPPR1D (denominacédo Bruker).
Foi possivel verificar os sinais caracteristicos do etanol em 1,17 (t, 7,08 Hz) e em 3,6
(g, 7,0; 14,0 Hz) j& amplamente discutidos na literatura.

A endoterma presente entre 123-129°C possivelmente corresponde ao
complexo ABZ- acido oxalico, devido as interacfes intermoleculares existentes,
indicativo de que este complexo possui estabilidade inferior guando comparada aos
materiais de partida que possuem pontos de fuséo de 208,3°C e 189,5° para o ABZ
e acido oxalico anidro, respectivamente. Neste trabalho foi utilizado o acido oxalico
anidro, porém este acido pode se hidratar e entdo surgir picos entre 100-105°C
(HIGGINS et al., 1997; OMAR & ULRICH, 2006), o que nao foi verificado.

Foi observado um pico em 151°C, sendo que pode ser atribuido a
fusdo do &cido oxdlico. Essa variagcdo na temperatura de fusdo do acido oxalico
deve-se a possiveis interacdes intermoleculares fracas em que este acido possa
estar envolvido e que consequentemente interferiu na sua estabilidade, diminuindo
assim sua temperatura de fuséo.

Os resultados obtidos por meio destas andlises térmicas evidenciam
gue os complexos ABZ- 4cido maléico e ABZ- 4cido carboxilico sdo menos estaveis
gue seus respectivos materiais de partida, possivelmente devido ao pequeno grau
de associacdo entre 0 ABZ e os acidos carboxilicos, através de fracas interacoes

intermoleculares.
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FIGURA 42: Analise térmica do complexo ABZ- acido oxalico (1:2) - (a) Analise

Termogravimétrica e (b) e Calorimetria Exploratéria Diferencial.

Os APIs contidos nas formulacbes farmacéuticas devem apresentar
solubilidade aguosa adequada de modo a garantir a eficacia terapéutica esperada. A

solubilidade de um farmaco representa a concentracdo da solu¢cdo em equilibrio com

76



Capitulo 5- Albendazol

0 soluto, e a determinagéo deste parAmetro € essencial na caracterizacdo de novas
formas farmacéuticas.

Para melhorar algumas caracteristicas dos farmacos, tal como a baixa
solubilidade, diversas metodologias tem sido desenvolvidas no ramo farmacéutico.
Neste trabalho aplicamos métodos de cristalizacdo para obter sistemas ABZ- acidos
carboxilicos, com o intuito de se obter novas formas polimorficas e melhorar
caracteristicas desejaveis tal como a solubilidade desse farmaco.

Para o estudo do perfil de solubilidade do farmaco ABZ foi feita a
construcdo das curvas analiticas em cinco diferentes meios: acido cloridrico (0,1
mol.L™), etanol, metanol, acetonitrila e 4gua. Os valores de solubilidade obtidos para

o0 albendazol estao resumidos na TABELA 12.

TABELA 12 - Solubilidade maxima do albendazol em diferentes meios.

Solvente Solubilidade (mg.mL™) Desvio Padréo
Acido cloridrico (0,1M) 0,4828 0,004
Etanol 0,3849 0,120
Metanol 0,5366 0,139
Acetonitrila 0,1427 0,122
Agua 0,0032 0,014

Foi possivel verificar que o melhor solvente para o ABZ foi o metanol e
este farmaco apresentou solubilidade muito baixa em meio aquoso. Uma vez que o
objetivo dos ensaios de solubilidade é a comparacéo entre os valores obtidos para
APl puro com os dos novos sistemas desenvolvidos, entdo o metanol e a agua
foram os solventes escolhidos para o estudo de solubilidade dos complexos ABZ-
acido maléico e ABZ- acido oxalico com o intuito de se fazer um comparativo da
solubilidade do complexo obtido com a o farmaco puro.

Verificou-se que houve um aumento de solubilidade para os complexos
ABZ- acido maléico e ABZ- &cido oxalico, conforme verificado na TABELA 13. E
provavel que a estabilidade da rede cristalina formada nestes complexos seja baixa,
possivelmente devido a fracas interacdes intermoleculares, o que facilita a quebra do

reticulo cristalino proporcionando uma maior solubilidade.
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Esses resultados estdo de acordo com os obtidos pelas andlises
termicas, em que foi verifcado uma menor estabilidade destes sistemas, o que
contribui para um aumento de solubilidade, visto que este parametro € dependente

das forcas(intra e/ou intermolecular) que mantém as moléculas unidas.

TABELA 13 - Solubilidade do ABZ e seus complexos em metanol e agua.
Solubilidade (mg.mL™)

Amostra r
Metanol Agua
ABZ 0,5366 + 0,06 0,0032 + 0,39
ABZ- Acido maléico 1,4547 + 0,35 0,0601 + 0,11
ABZ- Acido oxalico 1,4168 + 0,76 0,0799 + 0,17

5.3.4 - Complexo binario ABZ-SCZ

E comum o interesse pela administracio simultanea de dois
medicamentos com funcdes distintas, mas que se complementam em um tratamento
meédico. Esse tipo de abordagem é realizada no tratamento da AIDS, nos chamados
coquetéis (BRECHTL et al., 2001) e também no tratamento da bactéria Helicobacter
pylori, que causa danos ao estdbmago (RUSSO et al., 2016) onde sdo coformulados
os farmacos omeprazol e amoxicilina. A industria farmacéutica tem interesse em co-
formulacbes de APIs (composi¢cdes que contenham dois APIs). Essas formulacdes
visam promover um efeito sinérgico, com o intuito de potencializar a acao esperada
em um Unico comprimido e ao mesmo tempo minimizar as doses destes
(VISHWESHWAR, et al 2006). Estas co-formulacdes sdo vantajosas para 0S
pacientes que poderdo ingerir um unico comprimido formado pela combinacdo de

principios ativos e os excipientes, e também para a industria em termos de custos.

Pensando nisso fizemos uma tentativa de avaliar uma combinacéo de
anti-helminticos (ABZ-SCZ), uma vez que uma possivel co-formulacdo destes
farmacos pode ampliar o espectro da ac¢do anti-helmintica, jA que estes farmacos

atuam contra diferentes classes de parasitas. Outro propdsito foi avaliar a
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possibilidade de aproveitar a alta solubilidade do SCZ para possivelmente melhorar
a solubilidade do ABZ.

Partindo dos APIs isolados (ABZ e SCZ), os quais possuem coloragéo
branca em suas formas livres, estes foram dissolvidas utilizando a proporgéao
estequiométrica de (1:1), em 15 mL de acetonitrila e sonicadas por 30 min. A
cristalizacao foi realizada por evaporacdo simples a temperatura ambiente durante
aproximadamente 20 dias. Ap6s o processo de cristalizacdo foi observada a
obtencdo de um material na forma de p6 com uma intensa coloracdo amarela,
apontando para uma possivel formacdo de um complexo ABZ-SCZ. Este material foi
entdo empacotado e foram obtidos espectros de espectro de RMN de carbono-13
(FIGURA 43). Neste espectro podem ser observadas diferencas significativas no
perfil espectral do complexo binario quando comparado com os perfis espectrais de
ambos os farmacos isolados. Observou-se uma mudanca consideravel nos carbonos
com deslocamento quimico de 152,6 (C2) para 145,4 ppm do ABZ apos a formacao
do complexo. Na regido dos carbonos aromaticos do complexo, no espectro ABZ -
SCZ observou-se a sobreposicdo de varios sinais, ndo sendo possivel obter
informacdes interessantes. As analises dos sinais do SCZ no espectro do complexo,
revelou a presenca de desdobramento de sinais em 67,1 (C7') para 67,4 / 66,45
ppm, fornecendo evidéncias de um possivel ponto de coordenacao nos arredores do
grupo hidroxila.
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FIGURA 43 - Espectros de *C-CPTOSS do complexo ABZ-SCZ e APIs isolados.

O espectro de °N do complexo ABZ-SCZ (FIGURA 44) também
apresentou variacfes significativas nos deslocamentos quimicos. A principal
diferenca reside na variacdo do deslocamento quimico relacionado com os atomos
de nitrogénio em 242,7 (N3 ’) no SCZ e 127,5 (N10) ppm no ABZ, para 187,2 e 80,5
ppm, respectivamente, no complexo ABZ - SCZ . O mapa de correlagdo Hx**C
FSLG-HETCOR néo foi informativo para o complexo ABZ-SCZ, portanto nao foi

possivel propor o sinton formado para este sistema.
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FIGURA 44 - Espectros de ®N-CPMAS do complexo ABZ-SCZ e APIs isolados.

A fim de investigar a possivel co-cristalizacdo dos farmacos ABZ-SCZ,
foram feitas analises por difratometria de raios-X. Os difratogramas (FIGURA 45)
mostram que esta ocorrendo um empacotamento distinto no reticulo cristalino do
complexo binario, quando comparado aos APIs puros. Caso ocorresse somente uma
mistura fisica entre os APIs teriamos uma soma de difratogramas, porém para o

complexo em estudo sdo observadas alteracdes significativas.
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FIGURA 45 - Difratogramas de Raios-X do complexo ABZ-SCZ e os farmacos
isolados.

Como observado no difratograma verifica-se que o complexo binario
ABZ-SCZ apresenta um padrao diferente dos materiais de partidas isolados,
indicativo de uma nova forma cristalina, tal como visualizado no espectro de RMN no
estado solido.

Técnicas de andlises térmicas distinguem modificagdes cristalinas com
base nas transicdes de fases que sofrem durante a variagdo de temperatura. A
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) permite a quantificacdo da energia
absorvida ou liberada pela amostra quando esta € aquecida, resfriada ou mantida a
temperatura constante.

Basicamente, as propriedades térmicas de uma mistura fisica sdo a
soma dos componentes individuais, o que ndo é observado na FIGURA 46, sendo
este um indicativo de que houve uma interagdo entre os farmacos isolados com

formacao de um complexo binério.
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FIGURA 46 - Termogramas de DSC do complexo ABZ-SCZ e os farmacos isolados.

Em geral, altas temperaturas de transicdo sao o resultado de um alto
grau de cristalizagéo, que indica elevada estabilidade estrutural. Isto explica o alto

valor de PF (208,3°) para a molécula de ABZ e sua baixa solubilidade aquosa devido

a sua alta estabilidade molecular.
Com a finalidade de se obter quantidade suficiente de amostra para

realizar o teste de solubilidade, vérias tentativas de reprodutibilidade deste complexo
foram desenvolvidas, porém sem sucesso. Pelos resultados obtidos verifica-se que
foi obtida uma nova forma policristalina e os resultados de DSC indicam que esta

forma possui uma estabilidade intermediaria a dos farmacos de partida.
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5.4- CONCLUSOES

Pela técnica de RMN no estado sélido foi possivel fazer a atribuicdo
estrutural da amostra de ABZ, verificar que uma das amostras comerciais avaliadas
se encontrava na forma polimorfica 1l (de solubilidade ainda menor) que a forma

comercial (forma I).

Nos sistemas obtidos por meio de cristalizacdo (ABZ- acidos
carboxilicos e ABZ-SCZ) foi possivel avaliar por meio dos espectros de RMN no
estado sélido em quais sistemas policristalinos houve formacgao de “novas” formas
polimérficas e em quais sistemas ocorreu somente uma mistura fisica. A RMN 2D
possibilitou propor o possivel o sinton formado para os complexos ABZ- acido

maléico e ABZ- acido oxalico.
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6 - MEBENDAZOL

6.1- OBJETIVOS

Esta parte do trabalho tem por objetivo especifico:

e Obtencéo e caracterizacdo de novas formas polimérficas por meio de reacdes
sélido-solido e encapsulacdo do MBZ com o amido, visando uso humano e

animal.

o Estudo da solubilidade do mebendazol e seus complexos obtidos.

6.2 — PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

6.2.1- Utilizacdo de reacdo solido-sdlido para a obtencdo de

complexos MBZ-Amido.

O complexo MBZ-AM foi obtido por meio do método Liquid Assited
Grinding (LAG), que consiste em uma reacdo do tipo sélido-sélido. A mistura MBZ-
AM, na proporcéo de 62,5% de MBZ em relacdo ao amido, foi moida em um moinho
de bolas por 10 min com adicdo de 2 gotas de acetonitrila. Esses experimentos
foram realizados Laboratério Nacional de Nanotecnologia para o Agronegdécio

(LNNA) da Embrapa Instrumentacéo Agropecuaria (Sao Carlos-SP).

6.2.2 — Aplicacao da encapsulacao na obtencdo dos complexos
MBZ-Amido.

Os complexos MBZ-AM foram obtidos pela gelatinizagdo do amido (5%
em massa), por meio de dispersdo em agua destilada sob agitacdo mecanica até a
temperatura de 90 °C, onde uma pasta de amido viscosa foi formada. Em seguida, a

temperatura foi reduzida para 70 °C e adicionado o MBZ nas propor¢des em relagéo
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ao amido de (62,5%, 50% e 5%). O gel formado transferido para placas de petri e
mantidos a temperatura de 30 °C em estufa com circulacdo de ar durante 72 h para
obtencdo do material seco. O material seco foi moido em moinho de
bolas/SERVITECH, CT 242 durante 20 min. O material obtido na forma em pé foi
utilizado para andlises. Esses experimentos também foram realizados na Embrapa

Instrumentagcdo Agropecuaria.

6.2.2- Medidas de RMN no estado so6lido

TABELA 14 - Parametros de aquisicdo utilizados nos experimentos de **C-CP-TOSS
dos complexos MBZ-AM.

Parametros utilizados (nomenclatura Bruker) Valores
Tempo de espera entre cada aquisi¢éo (d1) 3s
Duracéo do pulso de contato (p15) 3ms
Poténcia do pulso de contato (pll) 50,1 W
Tempo de aquisicdo no dominio direto (AQ) 34 ms
Numero de promediagdes (ns) 1024
Numero de pontos do dominio de tempo (TD) 2048
Janela espectral (SW) 295 ppm
Frequéncia de rotacao 5 kHz

6.2.3 — Estudo de solubilidade do mebendazol em diferentes meios

A solubilidade do mebendazol foi determinada em cinco diferentes
meios solventes comumente utilizados: A&gua, &cido cloridrico (0,1 mol.L™),
acetonitrila, etanol e metanol. Uma concentracdo de 5 mg.mL* do farmaco,
suficientes para saturacdo dos meios, foram mantidas sob agitacdo mecanica por 48

horas, em velocidade constante. Ap0s este periodo, utilizando uma centrifuga
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(Heraeus Fresco 17®) as solugdes foram centrifugadas a 8000 rpm por 10 min e 0
sobrenadante filtrado em membrana de 0,45 ym. Em seguida, as solugdes foram
diluidas e analisadas em espectrofotbmetro de UV-VIS, com HP UV-Visible
ChemStation Software (Hewlett Packard® 8453). As solubilidades foram
determinadas apds a obtencdo de curvas analiticas dos diferentes meios solventes,
pela leitura das absorbancias na regido do UV, no comprimento de onda de 298 nm
para o mebendazol (adaptado de PEDREIRO, 2012).

6.2.4 - Influéncia dos complexos MBZ- Amido na solubilidade do

mebendazol.

Para os complexos MBZ-AM nas proporcdoes de 5, 50 e 62,5% os
meios solventes utilizados para determinar a solubilidade foram etanol e agua. A
solubilidade foi determinada partindo-se de suspensbes dos complexos com

concentracéo conhecida dos farmacos (3 mg.mL™) (adaptado de PEDREIRO, 2012).
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6.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A estratégia mais comum utilizada para melhorar a solubilidade de
APIs é o uso da técnica de cristalizacdo. Contudo alguns compostos por possuir
uma solubilidade muito baixa, tanto em meio aquoso quanto em solventes organicos,
nao se adequam bem a esta metodologia. Nesses casos tém sido utilizadas outras
técnicas tais como reacdo sélido-solido, Liquid Assited Grinding (LAG),
encapsulacdo em matrizes como polissacarideos, dentre outras.

Neste trabalho propomos o encapsulamento e reacdo do tipo soélido-
sélido do MBZ em amido de milho (AM) visando melhorias em sua solubilidade, uma
vez que encontramos dificuldades de desenvolver sistemas de cristalizagéo, tal
como foi aplicado para o albendazol, devido a solubilidade muito baixa do MBZ em
solventes organicos. Apesar de varias tentativas, os sistemas obtidos consistiram
somente em misturas fisicas.

Os sistemas de encapsulacdo e reacdo do tipo sélido-sélido de MBZ-
AM foram desenvolvidos em parceria com a Embrapa Instrumentacdo Agropecudria,
uma vez que o mebendazol também é utilizado como vermifugo de uso animal. O
amido foi escolhido por ser uma matéria-prima de baixo custo, de facil manipulacao
e permitido farmaceuticamente. As concentracfes utilizadas foram baseadas na
concentracdo de MBZ em relacdo ao amido (quando utilizado como excipiente)
disponivel em formulagcées comerciais para o uso humano (62,5%) e animal (50% e
5%).

O processo de encapsulacdo consiste na aplicacdo de revestimentos
finos a particulas soélidas pequenas. Neste processo had uma tendéncia de
amorfizacdo dos sistemas obtidos devido o uso do amido como revestimento. A
liberacdo do API sera regulada essencialmente por processos de difusdo, onde os
granulos de amido de milho quando ingeridos irdo absorver agua e inchar, e o
composto encapsulado ira difundir para fora da matriz de amido.

Diversas tentativas de reacdes do tipo solido-solido com uso de moinho
de bolas foram desenvolvidas entre a forma C do MBZ e amido de milho. No
espectro de **C-CPTOSS do sistema obtido por meio da mistura MBZ- AM (FIGURA
47) com uso de 2 gotas de acetonitrila como solvente e um tempo de 10 min no

moinho misturador foi observada uma transicdo de fase deste farmaco, que estava
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inicialmente na sua forma C (considerada a forma de maior interesse farmacoldgico
devido a sua maior solubilidade), para a sua forma de menor solubilidade (forma A),

induzida pelo seu processamento.

w A MBjA

T I e e :
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

ppm
FIGURA 47 - Espectros de **C-CPTOSS da mistura MBZ-Amido obtida por moagem

sélido-sdélido.

O conhecimento de possiveis transicbes polimorficas é de grande
importancia no processo industrial de um farmaco, uma vez que identificada a forma
estavel é necessario controlar as etapas criticas de seu processamento, caso esta
nao seja a forma cristalina mais adequada. A literatura relata que processos como a
moagem podem induzir uma transicdo polimérfica (LUCZAKA et al.,, 2013;
KHOMANE et al.,, 2013). Neste trabalho foi identificada uma conversao entre as
formas polimérficas do MBZ, ocasionada pelo processo de moagem (ativagédo
mecanica).

Para o processo de encapsulamento do farmaco MBZ era necessario
uma maior quantidade em massa deste API, que foi adquirido comercialmente.

Inicialmente foi feito uma analise por RMN no estado sélido desta amostra de MBZ
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para uma comparacao entre este APl comercial e as amostras padrdes (A e C) a fim
de verificar em qual destas formas polimorficas o farmaco se encontrava.

O espectro de RMN no estado solido (FIGURA 48) mostra que o
insumo farmacéutico ativo da amostra comercial do MBZ constituiu uma mistura das
formas A e C. Quando comparados os espectros das formas polimérficas A e C do
MBZ, a maior diferenca observada aparece na regido aroméatica entre 110 e 145
ppm. Outros sinais que indicam diferencas entre os polimorfos sédo os da metila em
51,4 para o polimorfo A e em 54,6 ppm para a polimorfo C, e também o sinal da
carbonila em 195,0 e 197,2 para os polimorfos A e C, respectivamente. A forma
polimérfica mais estavel e, portanto a mais insoltvel do MBZ é o polimorfo A.

MBZ-A

MBZ-C

APl comercial

o

I U T U T U T U T U T U T U T U T U T U 1
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
ppm

FIGURA 48 - Espectros de **C-CPTOSS comparando as amostras dos polimorfos (A
e C) e comercial do MBZ.

Nos espectros de **C-CPTOSS dos complexos MBZ-Amido (FIGURAS
49 e 50) foi observado que ao encapsular o MBZ em amido de milho nédo se
verificaram variacdes de deslocamento quimico significativas de nenhum dos picos
relacionados aos carbonos da estrutura, mostrando que houve pouca interacdo do

amido com o MBZ. No entanto, verifica-se um alargamento dos sinais, que pode se
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tratar da perda de cristalinidade exercida pela presenca do amido, que €
interessante do ponto de vista farmacéutico, uma vez que sistemas amorfos tendem

a ser mais soluveis.

Amido

MBZ

MBZ-AM(62,5%)

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
ppm
FIGURA 49 - Espectros de **C-CPTOSS do complexo MBZ-Amido (62,5%).
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FIGURA 50 - Espectros de *C-CPTOSS do complexo MBZ-Amido (50%).

Sélidos farmacéuticos amorfos possuem uma maior solubilidade em

comparacao aos solidos cristalinos, porém apresentam baixa estabilidade, exigindo

maior atencéo durante seu processo produtivo e de armazenamento.

Na FIGURA 51 verifica-se pelo espectro que o sistema MBZ-AM (5%),

nesta propor¢cdo, ndo se mostrou interessante para nosso estudo, uma vez que

devido a alta proporcdo de amido em relacdo ao MBZ os sinais deste ultimo

praticamente desapareceram dificultando as anélises por RMN no estado sélido.
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Amido

MBZ

MBZ-AM(5%)

.

r— 1. - 1 1 1 ~ 1T +~ T ~ 1T "~ T * T " 1
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

ppm

FIGURA 51 - Espectros de *C-CPTOSS do complexo MBZ-Amido (5%).

Pela FIGURA 52 observa-se grandes diferencas no perfil do
difratograma das amostras padrdes do MBZ, apresentado picos caracteristicos de
maior intensidade, a 26 = 7,7; 17,4; 23,3/23,6 e 28,7° para a forma A e 20 = 16,2;
18,3; 19,3/19,8; 24,9 e 26,9 ° para a forma C. O amido possui um perfil de

difratograma tipico de uma amostra amorfa, como verificado nesta mesma figura.
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FIGURA 52 - Difratogramas de Raios-X das amostras de MBZ (formas A e C).

Os difratogramas de p6 dos sistemas MBZ-AM (FIGURA 53) nas
proporcdes de 62,5 e 50% sdo semelhantes, constituindo uma mistura das formas A
e C do MBZ, sendo que o primeiro possui picos mais finos e bem definidos o que
caracteriza uma maior cristalinidade devido a menor concentracdo de amido
presente neste sistema. Ja o sistema MBZ-AM (5%), observa-se uma amorfizacao
do sistema MBZ-AM devido ao alto teor de amido utilizado, fato também observado

no espectro de RMN obtido para esta amostra.
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FIGURA 53 - Difratogramas de Raios-X dos sistemas MBZ-AM.

Os termogramas de DSC das formas polimoérficas A e C do MBZ
(FIGURA 54) mostram que a forma C apresenta trés eventos: um pequeno evento
endotérmico a 213°C seguido por dois outros eventos endotérmicos bem definidos a
253°C e em 331°C. J& a forma A do MBZ apresenta uma Unica transicdo
endotérmica em aproximadamente 250°C e uma endoterma final de fuséo a 332°C.

Estes valores obtidos para as formas A e C do MBZ, estdo de acordo
com os estudos feitos por VILLIERS et al., 2005 que obsevaram que o polimorfo C é
transformado no polimorfo A com aquecimento entre 200 e 225° C (possivelmente
pela formacdo de uma mistura dos polimorfos A e C) e o processo de fusdo e

degradacéao do polimorfo A ocorre em temperatura superior a 240°C.
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FIGURA 54 - Termogramas de DSC das amostras de MBZ (formas A e C).

Os termogramas de DSC dos sistemas MBZ-AM (FIGURA 55)
evidenciam a amorfizacdo do sistema MBZ-AM (5%), onde se observa somente a
endoterma relativa ao amido em aproximadamente 323°C. Para os sistemas MBZ-
AM (62,5% e 50%) verifica-se endotermas em aproximadamente 232°C, mais
intensa para o primeiro sistema, sendo este sinal referente a transicdo polimérfica
(forma C— A) do MBZ. Outros pequenos eventos ocorrem acima de 250°C, que

indicam a fusdo e degradacdo do MBZ-A encapsulado em amido.
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FIGURA 55 - Termogramas de DSC dos sistemas MBZ-AM.

Aplicamos o processo de encapsulacdo do MBZ em amido com o
intuito de melhorar a solubilidade deste farmaco por meio de sua amorfizacdo. Para
o estudo do perfil de solubilidade do MBZ foi feita a construcdo das curvas analiticas
em cinco diferentes meios: &cido cloridrico (0,1 mol.L™), etanol, metanol, acetonitrila

e agua. Os valores de solubilidade obtidos para este farmaco estdo resumidos na

TABELA 15:

TABELA 15 - Solubilidade do mebendazol em diferentes meios.

Solvente Solubilidade (mg.mL™) Desvio Padréao
Acido cloridrico (0,1M) 0,0444 0,02
Etanol 0,1498 0,07
Metanol 0,0936 0,06
Acetonitrila 0,0980 0,16
Agua 0,0028 0,02
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Baseado nos resultados de solubilidade o etanol e a 4gua foram os
solventes selecionados para o estudo dos complexos MBZ-AM, com o intuito de se
fazer um comparativo entre a solubilidade do material obtido com o farmaco puro.

No estudo dos complexos MBZ-AM mostrado na TABELA 16, verifica-
se que quando se utilizou o etanol como solvente, houve uma diminuicdo de
solubilidade para a amostra MBZ-AM (62,5%) que corresponde ao percentual de
MBZ em relacdo ao excipiente (amido) comumente utilizado na forma comercial
deste farmaco. Isso se deve a alta concentracdo deste API e/ou de o processo de
encapsulacdo néo ter sido efetivo na reducdo do tamanho de particula do farmaco
uma vez que o MBZ apresenta certa tendéncia a plasticidade quando submetido a
processos de secagem, o que pode ter influenciado na solubilidade ndo promovendo
as melhorias desejadas. Pelo espectro de RMN (FIGURA 49) foi possivel constatar
que a diminuicdo da solubilidade ndo esta relacionada a uma transicdo polimorfica,
visto que apds o processo de encapsulacdo o sistema MBZ-AM (62,5%) continua
sendo uma mistura entre as formas A e C do MBZ.

Com relacdo aos complexos de MBZ- AM nas propor¢cdes de 50% e
5% nao houve alteracdes relevantes de solubilidade quando comparados a amostra
de MBZ puro.

TABELA 16 - Solubilidade do MBZ e seus complexos em etanol.

Amostra Solubilidade (mg.mL™) Desvio Padréao
MBZ 0,1498 0,07
MBZ- AM (62,5%) 0,0910 0,56
MBZ- AM (50%) 0,1232 0,36
MBZ- AM (5%) 0,1185 0,78

Geralmente, qguando um farmaco pouco hidrossoluvel é distribuido em
uma matriz hidrofilica resulta em sistema de liberac&o rapida. Este sistema quando é
dissolvido em um meio aquoso libera diminutos cristais do farmaco, que devido a
superficie de contato aumentada, exibe uma maior solubilidade no meio solvente.
Isso ndo foi o observado neste trabalho, pois tentamos efetuar o teste de

solubilidade dos complexos MBZ-AM em &gua, porém sem sucesso, pois nao foi
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possivel obter a leitura das absorbancias no UV, indicativo de que a solubilidade do
MBZ em meio aquoso diminuiu nos complexos. Isso pode ter ocorrido devido o
processo de encapsulacdo e/ou moagem dos sistemas nao ter sido efetivo na
reducdo do tamanho de particula do farmaco e consequentemente interferiu nos

testes de solubilidade.
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6.4 - CONCLUSOES

Foi possivel avaliar os sistemas do tipo MBZ-AM pela técnica de RMN
no estado solido, sendo possivel verificar uma transicdo polimoérfica no MBZ (forma
C para A) ocasionada pelo processo de moagem. A amostra comercial consiste em
uma mistura das formas A e C e os sistemas de encapsulacdo mostraram estar
sofrendo um processo de amorfizagdo, uma estratégia utilizada pela industria para

farmacos de solubilidade muito baixa, tal como o MBZ.
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7- TENOFOVIR DISOPROXIL FUMARATO

7.1- OBJETIVOS

Esta parte do trabalho teve por objetivo especifico explorar a

caracterizagdo do TDF de maneira mais refinada pela técnica de RMN no estado

solido.

7.2 — PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

7.2.1 - Obtencao da amostra de TDF

A amostra de TDF foi fornecida pela industria CYG Biotech.

7.2.2- Medidas de RMN no estado sélido

TABELA 17 - Parametros de aquisicdo utilizados nos experimentos de **C-RMN 1D

para o TDF.

Parametros utilizados (homenclatura Bruker) Valores
Tempo de espera entre cada aquisicéo (d1) 3s
Duracéo do pulso de contato (p15) 5ms
Poténcia do pulso de contato (pll) 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 (SW) 295 ppm
Frequéncia de rotacao 5 kHz
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TABELA 18 - Parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos de *H-'*C FSLG

HETCOR para o TDF.

Parametro (nomenclatura Bruker) Valor
Tempo de espera entre cada aquisicéo (d1) 3s
Duracéo do pulso de contato (p15) 1ms
Poténcia do pulso de contato (pll) 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 promediagdes (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
Frequéncia de rotacao 10 kHz
Campo LG 83 kHz
Campo para desacoplador 83 kHz

7.2.3- Caracterizagéo por espectroscopia FT-Raman

Para a obtencdo dos espectros Raman,

utiizado um

espectrofotometro FT-Raman, da marca Bruker, modelo RFS/100/S, usando um

laser de Nd: YAG com poténcia de 60 mW e comprimento de onda de 1064 nm, com

precisdo nas frequéncias dos modos em torno de 4 cm™, na regido de 4000 a

400 cm™.
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7.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A literatura relata trés polimorfos (I, A, e B) para o TDF (LEE et al.,
2010), sendo que a caracterizagdo estrutural prévia desta molécula foi feita por
difracdo de raios X, termoandlises, espectroscopias vibracionais e RMN no estado
sélido. Neste estudo a RMN foi utilizada apenas para diferenciar os polimorfos.
Recentemente, GOMES et al. (2015) caracterizaram a forma polimorfica | do TDF,
onde foi verificada uma transicdo polimorfica conformacional (Forma 1-1) apoés
aquecimento por meio de experimentos de RMN no estado sélido, DSC e raios-X de
po. Neste contexto, o interesse na caracterizacdo desse farmaco surgiu com o intuito
de explorar a caracterizacdo do TDF de maneira mais refinada por RMN no estado
solido.

A FIGURA 56 apresenta os espectros de carbono-13 obtidos pelas
técnicas de CPTOSS, CPNQS e CPPI. A utilizacdo destas trés técnicas permitiu
fazer a atribuicdo de todos os sinais. O espectro de *C-CPTOSS aqui relatado néo
€ correspondente a nenhuma das formas que foram anteriormente atribuidos por
LEE et al. (2010). A principio, é possivel verificar neste mesmo espectro um nimero
maior de ressonancia do que o numero de atomos de carbonos ndo equivalentes, o
gue sugere a existéncia de mais de uma molécula na unidade assimétrica da célula
unitaria.

No espectro de **C-CPNQS, ocorre a supresséo de sinais de carbonos
hidrogenados, s6 aparecendo os sinais em 172,5 (C1’ e C4’); 153,9 (C9, C27 e
C18); 150,8 (C5) e 117,6 (C4) ppm. Verifica-se um sinal residual das metilas
terminais devido a mobilidade natural desses grupos. Além disso, pode ser
observado a diminuicdo da intensidade do sinal em 150,8 ppm que é referente a um
carbono quaternario(C5) devido a sobreposicdo deste com um grupo metinico (C7),

pois ambos apresentam o mesmo deslocamentos quimicos.
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FIGURA 56 - Espectros *C (CP-TOSS, CP-TOSS-NQS e CPPI-TOSS) para o TDF.

No espectro de *C-CPPI-TOSS verifica-se que 0s grupos metilenos

aparecem com fase negativa em deslocamentos quimicos de 85,1 (C16 e C25); 63,4

(C13) e 48,9 (C10) ppm, enquanto que as metilas e carbonos quaternarios surgem

com fase positiva e 0s grupos metinicos sao anulados no espectro. O C7 apesar de

ser um carbono metinico ndo é anulado devido a sua sobreposi¢cdo com o sinal do

C5, que é correspondente a um carbono quaternario, aparecendo assim em fase

positiva.
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J& no espectro de CP-TOSS os sinais em 145,0; 83,9 e 64,8 ppm
sugerem a existéncia de uma mistura das formas polimorficas | e B deste farmaco
(LEE et al., 2010; GOMES et. al., 2015). Porém a presenca de um novo sinal em
76,89 ppm e os diferentes desdobramentos dos grupo metileno (C13) e metilas
(C23) sugerem a existéncia de uma nova forma polimérfica. Os sinais das carbonilas
do fumarato (C1’ e C2’) aparecem em 172,5 ppm e 0s grupos metinicos em 141,2

ppm. A atribuicéo dos sinais do TDF é apresentada no espectro de CPTOSS.

O mapa FSLG-HETCOR para o TDF (FIGURA 57), mostra a presenca
do sinal em 15,8 ppm que € um indicativo de formacédo de ligacdo de hidrogénio
intermolecular entre o N8 do tenofovir com a hidroxila de uma molécula do &cido
fumarico e também entre o hidrogénio do nitrogénio (N22) com a carbonila do
fumarato (CHIEROTTI e GOBETTO, 2012).
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FIGURA 57 - Mapa de correlagéo *Hx**C FSLG- HETCOR do TDF

Outro indicio sobre a presenca desta interacéo intermolecular pode ser
visualizado no espectro de °N-CPMAS (FIGURA 58), onde o nitrogénio N3
apresenta um intenso desdobramento (~137,9/143,2 ppm) que pode ser devido a
existéncia de duas formas polimérficas distintas. O mesmo comportamento é

observado para o nitrogénio N22, que aparece mais blindado (~63,9/67,1 ppm) em
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relacdo aos demais nitrogénios, apresentando um grande alargamento e

desdobramento significativo.
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FIGURA 58 - Espectro de *>N-CPMAS do TDF com atribuicbes dos sinais.

O carbono quaternario C4, apresenta sinais por correlacdo por difusao
de spins com os hidrogénios da ligacdo dupla do &cido fumarico em 6,77 ppm,
devido a relativa proximidade espacial destas moléculas. JA& o nitrogénio N1
apresenta um deslocamento quimico de 197,6 ppm.

O sinal em 19,2 ppm no mapa de correlacdo *Hx**C -FSLG-HETCOR,
€ um indicativo da presenca de ligacdo de hidrogénio intermolecular entre as
carboxilas de duas moléculas de acido fumérico (CHIEROTTI e GOBETTO, 2012). O
nitrogénio N1 apresenta deslocamento quimico em 197,6 ppm, enguanto 0s
nitrogénios N6 e N8 surgem em 160,8/ 167,1 ppm. E observado um grande
alargamento desses sinais, o que também é compativel com a existéncia de duas ou
mais formas polimoérficas.

Baseado na técnica de RMN uni e bidimensional, propomos a possivel

interag&o intermolecular verificada em nossos estudos (FIGURA 59).
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FIGURA 59 - Proposta das intera¢gdes intermoleculares no TDF.

O FTIR do TDF relatados na literatura para as formas | e B séo
semelhantes, permitindo a distingdo somente da forma A com relacdo as trés formas
polimorficas. A literatura relata também que o espectro RAMAN do TDF forma | é
ligeiramente diferente da forma B, onde na forma | verifica-se uma banda em
aproximadamente 1256 cm™ enquanto a forma B apresenta uma banda em 1263
cm™®. A forma B possui trés picos diferentes em aproximadamente 1450 cm™
enguanto a forma | possui somente dois picos distintos, um dos quais apresenta um
ombro. J4 na regido préxima a 1520 cm™ a forma do pico do TDF forma | é
ligeiramente diferente da forma B. Assim como no FTIR, o espectro RAMAN do TDF
forma A é bastante distinto das demais formas (LEE et al., 2010).

Para fins de comparacéao foi obtido um espectro RAMAN da amostra de
TDF em estudo (FIGURA 60) onde se verifica um pico em aproximadamente 1257
cm™, dois picos na regido de 1450 cm™ e um pico em 1520 cm™, que sugerem a

existéncia da forma | do TDF para esta amostra em estudo.
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FIGURA 60 - Espectro RAMAN do TDF.

De acordo com LEE et al. (2010) o difratograma das formas B e |,
apresentam um pico acentuado em cerca de 5° e trés picos de alta intensidade em
aproximadamente 20 °, 25° e 30°, sendo que para a forma B estes ultimos estédo
mais deslocados para maiores valores de 26.

A amostra de TDF foi submetida a uma analise de raios-X de pé
(FIGURA 61) em que foi observado os mesmos picos relatados acima, que se
correlaciona principalmente com a forma | do TDF (LEE et al., 2010; GOMES et. al.,
2015), porém os picos em aproximadamente 12,8° e 23° indicam um padrédo de
difratograma distinto das trés formas até entdo relatados na literatura (A, B e ),
sugerindo a existéncia de uma possivel nova forma cristalina, assim como foi
constatado pela técnica de RMN no estado solido.

Em seus estudos, LEE et al. (2010) relata que a forma A do TDF
apresenta um ponto de fusdo em 118,11°C e o da forma | em 113,77°C. Ja a forma
B passa por um processo de recristalizacdo a uma temperatura inferior a 100°C e
posteriormente por uma fusédo a 111,02 °C. No termograma obtido verificou-se uma
endoterma de fusdo a 120,60°C (FIGURA 62) sugerindo a existéncia de uma nova
forma cristalina, possivelmente mais estavel que as citadas anteriormente, em

termos de estabilidade termodinamica.
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7.4- CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos, tanto pela técnica de RMN no estado
sélido quanto pelas técnicas de raios-X e DSC, conclui-se que o TDF se encontra
em uma nova forma polimoérfica que difere das formas ja descritas na literatura para

este farmaco.
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Os resultados obtidos por RMN no estado solido mostraram-se de
grande relevancia no estudo da quimica supramolecular dos sélidos farmacéuticos
avaliados, sendo possivel contribuir para o estudo estrutural de formas
farmacéuticas, identificar formas polimérficas de farmacos, averiguar transicoes de
fases tanto nos API quanto em amostras comerciais e verificar a presenca de
interacbes moleculares (intermolecular e intramolecular) por meio de RMN
bidimensional.

Neste trabalho foi mostrado que esta técnica apresenta um grande
potencial, configurando-se como uma ferramenta com ampla aplicabilidade para a
caracterizacdo de novos polimorfos, mas que certamente deve ser aplicada em
conjunto com outras técnicas de forma a aproveitar a complementaridade oferecida

quando diferentes técnicas sao utilizadas em conjunto.
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