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RESUMO

SOUSA, Eduardo G.R. de. Estudo Espectroscopico do Efavirenz Puro e em
Sistemas Incrementadores de Dissolucdo. 2012. 138f. Dissertacdo de Mestrado
Profissional em Gestdo, Pesquisa e Desenvolvimento na IndUstria Farmacéutica —
Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2012.

O efavirenz (EFA) esta classificado como um farmaco de classe Il, pois é
pouco hidrossoluvel e altamente permeéavel pelo trato gastrointestinal. Estas duas
caracteristicas basicas sdo essenciais para sua biodisponibilidade. Assim, a escolha
de uma formulacédo adequada para esse farmaco € essencial no desenvolvimento de
comprimidos, para garantir melhor disponibilizacdo no trato gastrointestinal, de forma
a alcancar a biodisponibilidade e o efeito terapéutico desejados. Nesse trabalho, o
EFA e a mistura EFA:polivinilpirrolidona (PVP), preparados por processos de
micronizacdo com intuito de aumentar a dissolucdo do farmaco, foram
espectroscopicamente estudados e caracterizados. No caso do EFA sua estrutura
foi modelada usando o método B3LYP com intuito de auxiliar na analise dos
resultados experimentais. A caracterizacdo espectroscoépica foi realizada utilizando
diversas técnicas como infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear (RMN)
em solucdo e de solidos. A andlise térmica por calorimetria diferencial de varredura
(DSC) e a andlise termogravimétrica (TGA) mostraram que 0S processos de
comicronizagdo ndo afetaram a estrutura cristalina do farmaco puro e nem a do
farmaco nas misturas. A RMN comprovou a integridade dos mesmos, em solucao e
no estado solido, indicando que o EFA encontra-se dimerizado. Os estudos de RMN
também mostraram que, tanto no estado liquido quanto no sélido, ocorrem
interagcbes intermoleculares via ligacdo de hidrogénio do EFA com a PVP. Os
espectros de RMN de sdlido indicaram que ocorre dissolucado parcial do EFA na
matriz polimérica.

Palavras-chave: Biodisponibilidade. Ressonancia Magnética Nuclear. Interacdes
Intermoleculares e Intramoleculares. Polivinilpirrolidona. Efavirenz.



ABSTRACT

SOUSA, Eduardo G.R. de. Estudo Espectroscopico do Efavirenz Puro e em
Sistemas Incrementadores de Dissolucdo. 2012. 138f. Dissertacdo de Mestrado
Profissional em Gestdo, Pesquisa e Desenvolvimento na InduUstria Farmacéutica —
Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2012.

Efavirenz (EFA) is classified as a class Il drug because it is poorly water
soluble and highly permeable through the gastrointestinal tract. These two basic
characteristics are essential for its bioavailability. Thus, the choice of a suitable
formulation for this drug is essential in the development of tablets to ensure better
gastrointestinal tract in order to achieve both the bioavailability and the therapeutic
effect desired. In this work, EFA and the blends EFA:polyvinylpyrrolidone (PVP) were
prepared by spray drying and grinding processes in order to increase the solubility of
the drug, were studied and characterized spectroscopically. In the case of EFA its
structure was modeled using the B3LYP in order to aid the analysis of the
experimental results. The spectroscopic characterization was performed using
various techniques such as infrared spectroscopy (FTIR) and nuclear magnetic
resonance (NMR) in solution and solid state. Thermal analysis by differential
scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis (TGA), showed that the
micronization process neither affected the crystal structure of the pure drug nor the
drug in blends. NMR confirmed the integrity of the solution and the solid form and
identified that the EFA is dimerized. The NMR studies also showed that both liquid
and solid interactions occur via intermolecular hydrogen bonding of EFA with PVP.
The NMR spectra indicated that occurs the solid partial dissolution of the EFA in the
polymer matrix.

Keywords: Bioavailability. Nuclear Magnetic Resonance. Intermolecular and
Intramolecular Interactions. Polyvinylpyrrolidone. Efavirenz.
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1 INTRODUCAO

1.1 Situacéo da AIDS no Brasil e no mundo

Conforme o relatério anual do Programa Conjunto das Nacgdes Unidas sobre o
virus HIV (virus da imunodeficiéncia humana) e AIDS(Acquired Immune Deficiency
Syndrome) ou SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), existem no mundo
aproximadamente 33,3 milhdes de pessoas vivendo com esta patologia. O
percentual de pessoas que vivem com o HIV diminuiu globalmente cerca de 19%
entre 2004 e 2009, em comparacdo com 0S anos anteriores. A diferenca nos
nameros deve-se a expansao do acesso ao tratamento por conta das acoes efetivas
de enfrentamento da epidemia que vém sendo desenvolvidas em diversos paises
(UNAIDS, 2009).

No Brasil, de 1980 a junho de 2011 foram notificados 608.230 casos de AIDS.
Estima-se que 630 mil pessoas vivam com 0 virus no pais, sendo que, pelo menos,
255 mil dessas pessoas desconhecem serem portadoras do virus, ou por nao terem
realizado testes de HIV, ou entdo, por acreditarem que a doenca ainda tenha grupo
de risco. Segundo o Boletim Epidemioldgico de 2010, o Brasil tem uma epidemia
concentrada, com taxa de prevaléncia da infeccéo pelo HIV de 0,6% na populacdo
de 15 a 49 anos (UNGASS, 2010)

De acordo com o UNAIDS (2010), estima-se que 320.000 criancas foram
infectadas com HIV em 2009, através de transmissdo materno-infantil. Como
consequéncia da prevencdo desse tipo de transmissdo, esse numero diminuiu
quando comparado a estimativa de 500.000 infec¢cBes em 2001. No pais houve a
reducéo de 44,4% da incidéncia dos casos de AIDS em menores de 5 anos. Essa
taxa, em muitos casos, deve-se ao aumento e melhoria da assisténcia pré-natal que
diminui a incidéncia da transmissdo do virus HIV da mae para o bebé, com
diagndstico precoce e tratamento adequado (Boletim Epidemioldgico, 2010).

O Brasil € um dos primeiros paises a adotar politicas de saude significativas
para a melhoria do atendimento dos portadores do HIV/AIDS. Dentre essas politicas,
destaca-se 0 acesso universal e gratuito da populacdo aos medicamentos usados no

tratamento de AIDS. O Boletim Epidemiolégico de 2007 trouxe, pela primeira vez,
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dados sobre a proporcdo de pessoas que continuaram vivendo com AIDS em até
cinco anos apos o diagnéstico. O estudo foi feito com base no nimero de pessoas
identificadas com a doenca em 2000. Os dados apontam que cinco anos depois de
diagnosticadas, 90% das pessoas com AIDS, no Sudeste, estavam vivas.

Segundo o Protocolo de Assisténcia Farmacéutica em DST/HIV/AIDS do
Ministério da Saude, aproximadamente 197 mil pacientes estavam em tratamento
com 19 antirretrovirais, em 2010. Esses medicamentos retardam o desenvolvimento
da AIDS e possibilitam maior qualidade de vida ao portador do virus. Isso porque,
0s antirretrovirais agem na reducao da carga viral e na reconstituicdo do sistema
imunoldgico.

Como resultado dessa politica de saude, observa-se, no pais, uma reducao
significativa da mortalidade e do namero de internacbes por doencas oportunistas.
Assim, o0 governo brasileiro reduz os gastos com internagdes e investe na produgao
local de medicamentos, fato que torna viavel e eficiente 0 acesso ao tratamento
antirretroviral a todos que precisarem.

O efavirenz (EFA) (1), até 2007, era o medicamento com maior custo para o
tratamento da AIDS pois 40% dos portadores do virus no Brasil, segundo o
Ministério da Saude, utilizavam este medicamento. Devido a este fato o Brasil,
decretou, pela primeira vez, o licenciamento compulsério de um medicamento
antirretroviral (RODRIGUES, 2009), possibilitando, com isso, a producéo local desse
farmaco e da formulacdo correspondente. Atualmente, os laboratérios publicos
Farmanguinhos (FIOCRUZ) e Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco
(LAFEPE) estéo encarregados da producédo do medicamento efavirenz, cujo farmaco
€ produzido pelas empresas Nortec Quimica, Cristalia Produtos Quimicos e
Farmacéuticos LTDA e Globe Quimica. O efavirenz €, ainda, objeto de outros
pedidos de patente que reivindicam processos de obtencdo desse farmaco,
composi¢cées contendo o mesmo e seus usos (BRASIL, 2010). Desde marco de
2009, Farmanguinhos estd produzindo e disponibilizando o efavirenz para o

Ministério da Saude.
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Figura 1. Estrutura do EFA.

1.2 Caracteristicas do efavirenz

O EFA, (4S)-6-cloro-4-(2-ciclopropiletinil)-4-(trifluorometil)-2,4-dihidro-1H-3,1-
benzoxan-2-ona, (comercializado sob os nomes Sustiva ou Stocrin) € um inibidor
nao nucleosidico da transcriptase reversa (non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitor — NNRTI, sigla com origem no termo em Inglés) (MAHAPATRA et al., 2010),
usado como parte da terapia antirretroviral altamente ativa (highly active
antiretroviral therapy — HAART, sigla com origem no termo em Inglés) para
portadores do virus HIV-1.

Ele esta entre os medicamentos de primeira escolha no tratamento da AIDS e
foi o 14° farmaco antirretroviral (ARV) aprovado pelo US Food and Drug
Administration (FDA), em 21 de setembro de 1998. Sua atividade antirretroviral in
Vvivo e in vitro foi demonstrada em 1995 por YOUNG e colaboradores.

O EFA, para a infec¢do de HIV que ndo tenha sido anteriormente tratada, é
indicado sempre em combinacdo com outros farmacos, como lamivudina/ zidovudina
(Combovir) ou tenofovir/emcitrabina (Truvada), sendo usado como tratamento de
primeira linha em preferéncia aos inibidores de protease. E também utilizado em
combinacdo com outro antirretroviral para profilaxia de pds-exposi¢éo para impedir a
transmissédo do HIV.

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS, do inglés
Biopharmaceutics Classification System) foi proposto em 1995 por Amidon e
colaboradores. Tal sistema visa classificar os farmacos de acordo com duas
caracteristicas basicas e essenciais para sua biodisponibilidade: solubilidade e

permeabilidade pelo trato gastrointestinal. Por possuir caracteristicas hidrofébicas,
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baixa densidade e grande resisténcia ao escoamento, o EFA esta enquadrado na
classe Il do BCS, ou seja, € pouco hidrossolavel e altamente permeavel. Possui
solubilidade aquosa de 9 pug/mL (PARVIN et al.,, 2009), massa molar de 315,675
g/moL e férmula molecular C14HgNCIF30..

Assim, a escolha de uma formulacdo adequada para esse farmaco é
essencial no desenvolvimento de comprimidos para garantir melhor disponibilizagéo
no trato gastrointestinal, de forma a alcancar a biodisponibilidade e o efeito
terapéutico desejados.

O desenvolvimento de uma nova formulagédo deve levar em consideragao
fatores capazes de retardar ou acelerar o processo de disponibilizacdo do farmaco
no trato gastrointestinal, dentre os quais os relacionados com a formulacdo sao:
tamanho da particula, tempo de desintegracao, dissolucdo, presenca de excipientes
hidrofébicos e/ou hidrofilicos, propriedades fisico-quimicas e outras caracteristicas
do farmaco (LONGER, 1995).

Hoje, a tecnologia farmacéutica fornece muitos caminhos para melhorar o
perfil de dissolucdo, dentre as alternativas tecnoldgicas disponiveis para a melhoria
da solubilidade de farmacos pouco sollveis em agua, € a obtencdo de dispersdes
sélidas (SERAJUDDIN, 1999), em propor¢des eutéticas, visa obter sistemas de
menor ponto de fusdo, maior area superficial, reducdo do tamanho de particulas,
geracdo de estado amorfo, e consequentemente, maior solubilidade aquosa e
biodisponibilidade do farmaco (SOARES et al., 2010; VOGT et al., 2007).

O termo dispersao solida traduz-se pela dispersdao de um farmaco em um
transportador ou matriz sélida biologicamenete in6cua preparada por fusdo, ou
dissolucdo ou ainda pelo método fusdo-dissolucdo (CHIOU, 1971). As misturas
mecanicas solidas nao estdo incluidas nessa definigcéo.

As dispersbes solidas podem ter inuUmeras vantagens e aplicagbes
farmacéuticas, sendo a mais destacada a distribuicdo homogénea e uniforme de
pequenas quantidades de farmaco no estado solido, para estabilizar farmacos
instaveis produzir formas de liberacdo prolongada ou aumentar as taxas de
dissolucéo do farmaco.

Chiou e Riegelman (1971) relataram, ainda, a fun¢éo de polimeros hidrofilicos
para melhorar a solubilidade e a taxa de dissolucédo de farmacos com solubilidade
baixa. Uma possibilidade atrativa seria 0 uso de polimeros como polivinilpirrolidona
(PVP) e polietilenoglicol (PEG) (CIRRI et al., 2004) empregando a tecnologia de
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dispersédo solida. Esta técnica, como explicado anteriormente, produz significante
reducdo do tamanho da particula. Como o carreador se dissolve, o farmaco, na
maioria das vezes, estara no meio de dissolucdo na forma de microparticulas
propiciando uma dissolugéo e absor¢cdo mais rapida (TRAPANI et al., 2004).

Contudo, a dissolugdo do farmaco contido em uma dispersdo solida é
influenciada por varios fatores como o método empregado para prepara-la,
propor¢cdo e caracteristicas do carreador usado, pH do meio de dissolucao,
temperatura e caracteristicas das particulas resultantes da disperséo solida (OZKAN
et al., 2000).

No entanto, as dispersGes soélidas que contenham farmacos amorfos ou
moleculares podem apresentar problemas de estabilidade, aumento da umidade —
gue pode provocar a degradacao do farmaco (FORD, 1986; BLOCH; 1987), reducéo
das particulas — que pode levar a agregacdo e a aglomeracdo, a decomposicdo
durante a preparacdo (BLOCH, 1987) e, por ultimo, podem provocar problemas de
formulacdo como: dificuldade de pulverizacdo, baixa compressibilidade,
incompatibilidade entre o farmaco e o carreador, baixa estabilidade, entre outros e
problemas de transposicdo de escala como: interacdes entre o farmaco ou o
transportador com os outros excipientes usados na formulacdo dos comprimidos e
alteracdes nas propriedades fisicas das formulacdes (SERAJUDDIN, 1999).

A comercializacdo de medicamentos baseados na tecnologia da disperséo
sélida ndo é extensa devido ao seu meétodo de preparacdo, a dificuldade da
reprodutibilidade das propriedades fisico-quimicas, a formulagdo em formas
farmacéuticas, a transposicdo de escala e a estabilidade fisica e quimica do farmaco
e do veiculo (SERAJUDDIN, 1999).

Normalmente, o processo de desenvolvimento farmacéutico é realizado com o
insumo farmacéutico ativo (IFA) pulverizado na forma cristalina mais estével, a fim
de garantir biodisponibilidade reprodutivel do produto que sera submetido a diversas
condicbes de armazenamento no mundo real. A solubilidade do farmaco esta,
muitas vezes, intrinsecamente relacionada com o seu tamanho de particula
(CHAUMEIL, 1998).

A reducdo do tamanho das particulas dos farmacos geralmente é obtida
através dos processos de micronizacdo e moagem. Estes processos aumentam a
solubilidade e a taxa de dissolu¢do dos farmacos, fundamentais para a eficiéncia

terapéutica (ICH, 1999). A grande vantagem desta técnica é que esse processo €
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usado para maximizar a area superficial das particulas, o que melhora a taxa de
dissolucéo e a biodisponibilidade de um farmaco pouco solivel em agua. Existem
varios relatos na literatura que ilustram a utilizacdo desta técnica com o objetivo de
aumentar a taxa de dissolucao e a biosdisponibilidade de farmacos pouco soluveis
(XIA et al., 2010).

1.3 Técnicas espectroscopicas

Os processos de reducdo do tamanho das particulas dos farmacos podem
modificar as propriedades estruturais do material inicial levando a formacdo de
polimorfos (ICH, 1999). Além disso, por causa da baixa densidade e das mas
propriedades de fluxo do p6 obtido, em comparacdo aos pés moidos de forma
convencional, pode causar o aumento da aglomeracéo das particulas do farmaco, o
que diminui a area superficial para a dissolugdo (OMELCZUK et al., 1997). Neste
caso, agentes umectantes, como surfactantes, podem ser usados para melhorar a
area superficial efetiva (KAWABATA et al., 2011).

Um dos grandes desafios em todos os casos, € a robustez das técnicas
analiticas utilizadas na caracterizacao dos sistemas formados e na integridade tanto
do farmaco quanto do veiculo.

Hoje, diversas técnicas espectroscopicas e térmicas tém sido utilizadas em
conjunto para caracterizar os farmacos no estado solido identificando possiveis
mudancas estruturais provenientes dos processos de formulagdo. Dentre estas
técnicas destacam-se a calorimetria diferencial de varredura (DSC) (CHADHA,
2006), a andlise termogravimétrica (TGA) (GIRON, 1998), o infravermelho com
transformada de Fourier (1.V.) (WARTEWIG, 2005), a espectroscopia de Raman
(WARTEWIG, 2005), e a difracdo de raios-X (DRX) (CHADHA, 2006). Cada técnica
fornece informacgdes especificas a respeito do analito (Tabela 1).

Por exemplo, a DSC e a TGA caracterizam principalmente as propriedades
fisicas de um sélido especifico como por exemplo, pontos de fusdo e hidratagdo. A
espectroscopia de Raman e IV identificam os grupos funcionais presentes na
formulacdo. Enquanto, os métodos de DRX, tanto de cristal como de po, fornecem

dados a respeito da estrutura cristalina de um farmaco no estado sélido. Mas
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nenhuma dessas técnicas podem ser utilizadas para caracterizar todos o0s

componentes de um produto formulado e suas possiveis interagdes.

Tabela 1. Técnicas analiticas tradicionais para a caracterizacdo de polimorfos.

Técnica Vantagens Desvantagens
Técnica padrdo para
DRX de po identificagdo de fases, Interferéncia da rede

(TIAN et al., 2006)

DRX de monocristal
(CHADHA, 2006)

DSC
(CHADHA, 2006)

TGA
(GIRON, 1998)

Infravermelho Médio
(EERDENBRUGH,

2011; CHIENG, 2011)

Infravermelho
Proximo
(LUYPAERT, 2007;
CHIENG, 2011)

Raman
(WATERWIG, 2005)

Microscopia de luz
polarizada
(CHIENG, 2011)

normalmente apresenta
diferencas significativas da
forma cristalina

cristalina dos excipientes.

Identificagao da estrutura Preparacao dos cristais

cristalina de um farmaco

Nenhuma informagao
sobre a natureza da
transicao, interferéncia
da forma cristalina do
recipiente.

Informacdes de transi¢ao de
fase, informacao da
interferéncia dos recipientes

Interferéncia da agua

Informacédo quantitativa da
contida nos excipientes

estequiometria dos solvatos e
hidratos

Severa interferéncia da
umidade do ambiente e
dos excipientes

Método de identificacao
complementar a Raman, sendo
possivel diferenciar polimorfos

Baixa sensibilidade e
seletividade (ndo pode
ser utilizada para analise
de tracos)

Método de identificacao
complementar, habilidade de
penetrar nos recipientes de
vidro e sensivel aos diferentes
estados da agua

Interferéncia do
excipiente

Método de identificacao
complementar, minima
interferéncia da agua

Interferéncia do
excipiente

Avalia cristalinidade. Informacgé&o
complementar para estudos de
fase
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Entretanto, a ressonancia magnética nuclear (RMN), de sélidos e em solucéo,
apresenta-se como uma excelente alternativa em todos os casos, tanto na analise
dos sistemas formados, quanto no desenvolvimento de métodos preditivos.

E importante ressaltar que a RMN, tanto em solucdo como a de solidos, é
uma técnica ndo destrutiva, multinuclear, que pode investigar o ambiente quimico de
nacleos especificos dentro de uma molécula. Além de poder comparar a forma de
um farmaco antes e depois do processo de formulacao.

Por isso, a técnica de RMN em solucao e no estado sélido combinadas com
as outras técnicas de caracterizacdo jA mencionadas, formam um conjunto valioso

para a avaliagcdo criteriosa de farmacos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A RMN destaca-se notadamente, dentre as técnicas de caracterizacao de
farmacos, em estudos em solugéo, para elucidacao estrutural, determinacéo do grau
de pureza, determinacdo da conformacdo e configuragdo de moléculas organicas,
analise do metabolismo celular, e estudos de interagdes intermoleculares, nas quais
se destacam os trabalhos desenvolvidos entre biomoléculas e/ou macromoléculas
com farmacos (TISHMACK, 2003).

A ressonancia magnética nuclear de sélidos (RMNs) é uma técnica que pode
ser utilizada no estudo dos efeitos cristalograficos como polimorfismo, indicacdo do
namero de moléculas nas ceélulas unitarias, na desordem do sistema, nas ligacbes
de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares, no tatutomerismo e na
solvatacgéo.

Hoje, cerca de 90% dos produtos farmacéuticos existentes estdo na forma
sélida, o que torma a RMNs uma ferramenta extremamente poderosa para a
caracterizagéo de formulagdes farmacéuticas.

E importante ressaltar que o espectro de RMNs é uma impresséo digital do
analito analisado. Além de permitir a investigacdo seletiva dos componentes
individuais em uma formulagéao solida sem qualquer tratamento quimico ou fisico da
amostra, permite também identificar/quantificar ndo somente os componentes de
uma formulacdo bem como possiveis falsificacdes (BERENDT et. al., 2006) em um
mesmo experimento.

Apesar do poder analitico da RMNs esta técnica apresenta algumas
desvantagens, como 0 elevado custo dos espectrometros e o longo tempo de
analise que limita o0 niumero de amostras analisadas em um periodo de tempo
(BERENDT et. al., 2006).

Durante o desenvolvimento de compostos farmacéuticos é muito importante
caracterizar estruturalmente o farmaco e identificar se ocorrem ou nao interacdes
intermoleculares com o0s excipientes nas formulagbes, 0s quais encontram-se
frequentemente no estado sélido. Sabe-se que, no estado sélido, os compostos
podem existir em mais de uma forma polimorfica. Estas formas muitas vezes
apresentam diferencas significativas na solubilidade, na biodisponibilidade, na

processabilidade e na estabilidade fisico-quimica. Além disso, as condi¢des
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extremas utilizadas para as formulagbes podem alterar o farmaco, aumentando suas
interacdes com 0s excipientes, ou até impactando significativamente na estabilidade
das mesmas (TISHMACK, 2003).

2.1 RMN de alta resolucao em solugao

A metodologia para o estudo das interacdes intermoleculares por RMN
envolve diversas técnicas bem conhecidas que abrangem experimentos de difusédo
translacional, difusdo rotacional, deslocamento quimico e constante de acoplamento.
Os experimentos de difusdo translacional envolvem gradientes de campo magnético
através da amostra que podem ser usados para medir com precisédo o coeficiente de
difusdo molecular (D) em solugcdo com diversas concentracbes e temperaturas. A
idéia de difusado translacional baseia-se no principio de que o movimento molecular
depende do tempo de reorientacdo molecular, o qual € muito sensivel a mudancas
estruturais e a fendbmenos relacionados a ligacdo e associacdo intermolecular. Os
valores de D dependem do tamanho, do peso molecular e do raio hidrodinamico das
moléculas. Esta técnica foi desenvolvida especificamente para analise de misturas e
interacdes intermoleculares. A determinagdo dos valores de D por RMN, usando
gradientes de campo dependente do tempo (pulse field gradient — PFG), foi
inicialmente proposto por Stjeskal e Tanner (1965).

Os coeficientes de difusdo moleculares tém sido largamente utilizados
(ALTIERI, 1995; HAJDUK, 1997) no estudo de intera¢cées moleculares entre ligantes
e macromoléculas, pois, quando um ligante de baixo peso molecular se liga a uma
molécula maior, seu movimento translacional reduz sensivelmente, diminuindo o
valor do coeficiente de difusdo, mesmo em uma troca rapida. Nestes casos, seu
coeficiente de difusdo aparente serd uma média ponderada entre os estados livre e
ligado (STJESKAL, 1965).

As modificacdes no coeficiente de difusdo aparente em fungdo da
concentracdo podem ser usadas para estimar as constantes de ligacdo (ROBERTS,
2000).
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A difusdo rotacional é um fator determinante da relaxagdo nuclear, refletida
nos tempos de relaxacéo spin-rede (T1) e spin-spin (T2) e assim, na largura de linha,
e no efeito Overhauser nuclear (NOE) *H-*H (GIL, 1987).

Nos sistemas de spin em solucdo, a interacdo dipolar tende a ser o
mecanismo de relaxacdo mais importante. A relaxacdo dipolo-dipolo (T;) entre
ndcleos esté relacionada a estrutura molecular, fornecendo informagdes sobre a
dindmica e a estrutura molecular dos sistemas quimicos (FREEMAN et al., 1974).

Os tempos de relaxacdo Ti determinados pelos métodos de inverséo-
recuperacéo seletiva (IRSEL) e ndo-seletiva (IR) sdo usados para obter informagdes
sobre a topologia da interacdo do farmaco, permitindo, assim, determinar as partes
destes que estejam mais envolvidas na interacdo. A razdo entre os valores de T1
nao-seletivos e seletivos é utilizada para determinar os tempos de correlacdo (tc) e,
consequentemente, inferir sobre as constantes de associacdo entre o farmaco e o
excipiente (BLOEMBERGEN, 1948). Esta informacé&o € importante para determinar
quais veiculos (incrementadores) formam o0s complexos mais estaveis com o
farmaco, dando assim uma idéia quantitativa da sua afinidade (FREEMAN et al.,
1974).

Outro parametro importante da RMN para estudar interacdes intermoleculares
€ o NOE (GIL, 1987). O NOE pode ser utilizado para obter informacdes sobre a
conformacado, sobre a configuragdo molecular e para determinar distancias entre
pares de hidrogénios proximos no espaco (GIL, 1987).

Quando ocorre a interacdo entre duas moléculas ocorre mudanca na
intensidade do sinal do RMN de um spin nuclear quando o equilibrio termodinamico
de outro spin nuclear, interagindo com este fornecido, é perturbado. A ocorréncia de
NOE entre hidrogénios de moléculas diferentes € um indicador de interacao
intermolecular (CHEN, 2000 e EJCHART 2006).

A medida dos NOEs em condicbes de troca rapida, conhecida como
transferéncia de NOEs, tém sido amplamente usada para determinar a conformagao
de moléculas ligadas (FEENEY at al., 1983; BARSUKQV, 1996). Em alguns casos, a
simples observacdo quantitativa dos NOEs transferidos pode fornecer uma
informacdo conformacional util, como por exemplo, distinguir entre conformacdes
syn e anti- de liga¢@es glicosidicas de nucleotideos (BARSUKOV, 1996).

Além disso, podem ser utilizadas metodologias para a determinacdo de

distancias interatbmicas em solucdo por RMN. As duas metodologias mais utilizadas
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sdo: a determinacdo de tempos de relaxacdo duplamente seletiva e a sequéncia
NULL (inversao-recuperacao seletiva), ambas permitindo medir, com maior precisao
que o NOE, distancias interatbmicas e intermoleculares (CARVALHO et al., 2003).
As distancias interatbmicas e intramoleculares sdo importantes para monitorar
mudancas conformacionais no farmaco durante o processo de interagdo com 0s

incrementadores.

2.2 RMN de sélidos

A diferenca mais evidente entre os espectros obtidos na RMNs e na RMN em
solucéo, é que na forma sélida os espectros apresentam sinais bastante alargados.
Esta diferenca € funcdo das fortes interacbes de acoplamento dipolar e do
deslocamento quimico anisotrépico (DQA) no estado sélido que no estado liquido é
minimizado ou eliminado pelo movimento randdmico das amostras. Tanto o
acoplamento dipolar como o DQA sdo fenbmenos dependentes da geometria. O
primeiro da orientacdo relativa entre dois nucleos dipolares em estudo, e 0 DQA em
funcdo da orientacdo do nucleo em relacAo ao campo magnético estatico
(TISHMACK, 2003).

O desenvolvimento das técnicas da rotacdo no angulo magico (MAS)
(STEJSKAL, 1977), do desacoplamento de alta poténcia (AGUIAR et al., 1998) e
polarizacéo cruzada (CP) (PINES, 1973) permitiu a obtencédo de espectros de RMN
de alta resolugcédo na forma sdlida (Tabela 2).

A implementacdo de diversas sequéncias de pulso, como a TOSS (Total
Suppresion of Sidebands) que suprime os sinais de bandas laterais (DIXON, 1982),
a técnica de defasamento dipolar (DD) para assinalamento dos carbonos
quaternarios (OPELLA, 1979), e os experimentos bidimensionais como PASS
(ANTIZUTKIN, 1998), permitiu que a RMNs pudesse ser aplicada em uma variedade
maior de problemas.

Por ser uma técnica muito flexivel, com muitos experimentos, capaz de
observar diferentes nucleos e de distinguir entre nacleos da mesma espécie, que
experimentam ambientes quimicos diferentes, a RMNs possibilita a obtencdo de
informacdes estruturais e dinamicas de um sistema.

Além disso, ao contrario de outras técnicas, a RMNs pode ser aplicada a

todas as formas fisicas do estado solido (cristalinas e amorfas), bem como em



25

materiais de complexidade muito diferentes, como os IFAs puros ou em dispersao
sélida, incluindo as formulacdes comerciais.

Por todas estas razfes € possivel afirmar que a RMNs oferece um leque de
informacdes relevantes para a investigacdo cientifica de base ou requisitos

especificos industriais, sem paralelo por qualquer outra técnica.

Tabela 2. Sequéncias de pulsos mais comuns da RMNs.

Sequéncia de pulso Descricao Referéncia

Usada para obter
espectros de alta resolucéo STEJSKAL, 1977
de ndcleos spin %.

Polarizacéo cruzada /
rotacdo no angulo méagico

(CP/MAS)
e gl magico . especiros de alta resoluggo HARRIS etal., 1988,

(SP/MAS) em sistemas abundantes TISHMACK, 2003

de spins
Esrsrsi;;nggtgrﬂf;ézr’/ Usada para detectar OPELLA, 1979;
~ &2 L ressonancias nao PINES, 1973
rotacdo no angulo magico
protonadas

Polarizacéo cruzada Usada para distinguir

combinada com Inversao . : L WU, 1993
N diferentes tipos de sinais
de polarizacao (CPPI)
de carbonos
Supressao total dos Utilizado para suprir os DIXON, 1982

satélites (TOSS) sinais satélites
simplificando o espectro

Usado para determinar a
velocidade de relaxacéao
spin rede

Medida de T, SUDMEIER, 1990

Usado para determinar o
Medida de Ty, tempo de relaxacdo spin  RIDDELL et al., 1993
rede no sistema de
coordenadas rotatorio

Usado para correlacionar

L ANTZUKIN, 1995;
deslocamento quimico

eslocar SN ANTZUKIN;
PASS, FIREMAT anisotropico e isotropico, ALDERMAN et al.,
fornecendo informacgoes 1998

conformacionais
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2.3 Aplicagbes da RMNs em insumos farmacéuticos soélidos

2.3.1 Identificacdo dos polimorfos de um IFA

O polimorfismo € definido como a capacidade de uma substancia existir em
duas ou mais formas cristalinas que diferem no arranjo e/ou conformacfes das
moléculas na rede cristalina. Dentro dessa definicdo estdo inclusos os polimorfos,
propriamente ditos, os solvatos e os sélidos amorfos (ICH, 1999). Ainda pela
definicdo do ICH, solvatos sdo formas de cristal contendo em quantidades
estequiométricas ou nado-estequiométricas um solvente. Se o solvente € a agua
incorporada na rede cristalina, os solvatos sdo denominados hidratos. J& os solidos
amorfos consistem em uma estrutura na qual as moléculas estdo dispostas
desordenadamente e ndo possuem uma rede cristalina distinguivel (PARK et al.,
2005, 2010; CAPUCHO, 2008).

Os polimorfos de um mesmo composto, possuem propriedades quimicas e
fisicas diferentes, incluindo as propriedades termodinamicas, espectroscopicas,
cinéticas, interfacial e mecéanica (RAW et al., 2004). Estas propriedades podem ter
impacto direto sobre a processabilidade do farmaco, fabricacdo do medicamento e
afetar a qualidade/desempenho no que se refere a dissolucédo, estabilidade, e
biodisponibilidade (TISHMACK, 2003).

O uso de RMNs na investigacdo de polimorfismo é facilmente entendido
baseado no seguinte modelo: se um composto apresenta dois polimorfos, a e j3,
suas formas cristalinas sdo conformacionalmente diferentes. Isto significa que um
determinado carbono presente na forma a pode possuir uma geometria molecular
ligeiramente diferente quando comparada ao mesmo carbono 3, o que pode originar
ambientes quimicos locais distintos, apesar de possuirem 0S mesmos atomos
ligados entre si. A diferenca no ambiente quimico local pode acarretar diferentes
interacdes eletrbnicas que produzem deslocamento quimico diferentes para o
mesmo atomo de carbono, nas duas diferentes formas polimorficas (AGUIAR et.al.,
1998).

Virtanen e Maunu (2010) usaram a RMNs para identificar as formas

polimorficas do farmaco levosimendana (2-[[4-[(4R)-4-metil-6-0x0-4,5-dihidro-1H-
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piridazin-3-l]fenillhidrazinilideno]propanodinitrila), um agente inodilatador, usado no
tratamento de pessoas com insuficiéncia cardiaca descompensada (BOCCHI et al.,
2008). Este é um exemplo claro de ambientes quimicos distintos que os polimorfos
apresentam. Os dois polimorfos do IFA em estudo (2), identificados como X1 e X2,
foram analisados por *C CP/MAS. O espectro de RMNs **C CP/MAS mostrou
diferencas significativas nos deslocamentos quimicos entre 15-40 ppm (Figura 2),

referentes aos carbonos 2, 3 e 5 como assinalados na estrutura (2).
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Figura 2. RMN *C CP/MAS no estado sélido dos polimorfos X1 (a) e X2 (b). Nas
regides expandidas podem ser observados dois arranjos cristalogréaficos diferentes
(VIRTANEN, 2010). (*) Bandas laterais.

Gonella e colaboradores (2010), usaram a RMNs para estudar e caracterizar
um novo composto (3), inibidor da transcriptase reversa, o 5,11-dihidro-11-etil-5-
metil-8-{2-{(1-oxido-4-quinolinil)oxi}etil}-6H-dipirido[3,2-b:2",3"-€e][1,4]diaze pin-6-ona.
A enzima da transcriptase reversa € um componente essencial para o ciclo de vida
do virus do tipo 1, da SIDA. Neste estudo, foram utilizados as estruturas dihitrada e

dois polimorfos anidros (Forma | e Ill). Os polimorfos anidros da forma | e Ill foram
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facilmente distinguidos da forma dihidratada tomando-se como base os
deslocamentos quimicos dos carbonos aromaticos, entre 120-160 ppm, dos
espectros de RMN *3C CP/MAS (Figura 3).
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Figura 3 . Espectro de RMN **C CP/MAS do composto 3 para as trés formas: (a)
Forma dihidratada, (b) Polimorfo anidro, forma | e (c) Polimorfo anidro, forma Il
(GONELLA et al., 2010).

Aguiar e colaboradores (2011) avaliaram por RMNs a presenca de polimorfos
da cefalexina (4), um antibiotico utilizado nas infeccbes provocadas por
microorganismos gram positivos (+) e gram negativos (-) susceptiveis a quatro
medicamentos comerciais. Dentre as técnicas utilizadas neste estudo, como a DRX
e o L.V., somente a RMNs foi capaz de evidenciar diferencas entre as amostras e
comprovar a existéncia do monohidrato de cefalexina como o polimorfo presente em

maior quantidade nas quatro marcas de medicamentos estudados.
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Figura 4. Espectro de RMNs *3C das amostras de cefalexina: monohidrato de
cefalexina (PSA), capsula (CCC), po6 cru(PMD), suspenséo (CSM) e po para
suspensao oral (CSH) (AGUIAR et al., 2010).

2.3.2 Estabilidade das formas polimorficas do IFA

A amorfizacdo de farmacos pouco sollveis em agua € uma técnica utilizada
para melhorar as taxas de dissolucdo do mesmo e/ou sua biodisponibilidade. Mas,
de maneira geral, farmacos em sua forma amorfa, recristalizam facilmente. Por isso,
dispersdes soélidas sao normalmente utilizadas para melhorar a estabilidade (MIURA
et al., 2011) de farmacos amorfos. Sabe-se que a matriz polimérica e 0 processo
utilizado para preparar dispersdes solidas, influenciam na estabilidade das mesmas,
e alteraram algumas de suas propriedades fisicas.

Ito e colaboradores (2010), desenvolveram um método por RMNs para avaliar
a estabilidade de dispersdes sblidas preparadas por dois métodos distintos
(comoagem e solvente). Os sistemas estudados foram obtidos pela dispersdo da
troglitazona (5), um farmaco antidiabético e anti-inflamatorio, em polivinilpirrolidona
(PVP), um polimero muito utilizado na literatura como matriz polimérica para
dispersdes sdlidas (DALHBERG et al. 2010).
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O comportamento de recristalizacdo das dispersdes solidas sob estocagem a
40°C e 94% de umidade relativa (U.R.) foi avaliado pela equagéo de Kolmogorov-
Johnson-Mehl-Avrami (KJMA), utilizada para estudos cinéticos e ideal para a
investigacdo desse tipo de comportamento. Os espectros de RMNs *C CP/MAS
mostraram boa correlagdo com os parametros cinéticos avaliados pela equacéo
KIJMA. A técnica de RMNs '*C CP/MAS foi utilizada para a caracterizacdo e
identificacdo dos picos caracteristicos do farmaco e da PVP (6) separadamente e,
depois, da mistura uma vez que estas dispersdes foram estudadas por DRX de po e
0S espectros nao identificaram diferencas nos deslocamentos quimicos entre as
dispersdes preparadas por comoagem e por solvente.

A figura 5 mostra os espectros da troglitazona e da PVP puras e da mistura
fisica troglitazona:PVP. De acordo com os autores 0s sinais em torno de 70-150 ppm
no espectro da mistura fisica foram atribuidos a troglitazona e foram considerados

especificos para a identificagdo da mesma no espectro.
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Figura 5. Espectro de RMN **C CP/MAS no estado sélido: (a) Troglitazona, (b) PVP,
(c) Mistura Fisica PVP e troglitazona (ITO et al., 2011) .
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A figura 6 demonstra que os espectros de RMNs **C CP/MAS foram capazes
de determinar diferencas na regido compreendida entre 70-160 ppm (troglitazona),
em cada dispersdo soélida antes da estocagem, onde os sinais dos carbonos da
troglitazona, apresentaram alargamento e diminuicdo da intensidade dos sinais em
funcdo do tempo de mistura no processo de comoagem. Entretanto, a dispersao
preparada pelo processo do solvente mostrou 0s sinais com o0 maior alargamento e
a menor intensidade.

Como nenhuma degradacdo quimica foi confirmada neste estudo, as
diferencas nesses espectros foram consideradas como sendo apenas diferencas de

conformacdes moleculares néo identificadas pela DRX.
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/
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Figura 6 . Espectro de RMNs **C CP/MAS do sistema troglitazona/PVP na regido de
70-160 ppm: (verde) co-moagem 60 minutos; (rosa) co-moagem 120 minutos; (preta)
co-moagem 180 minutos; (azul) co-moagem 240 minutos e (azul) dispersao soélida
(solvente) (ITO et al., 2011).

Outra técnica utilizada para garantir a estabilidade do farmaco amorfo € a
formacdo de complexos de inclusdo. As ciclodextrinas, oligossacarideos complexos
compostos de unidades de glicose (BRITTO, 2004), tém sido extensamente
utilizadas na formacdo de complexos de inclusédo para superar problemas de
degradacdo de farmacos.

Zoppi et.al. (2011) estudaram a complexacédo do maleato de enalapril (7), um

pro-farmaco utilizado no tratamento da hipertenséo e insuficiéncia cardiaca, com a
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B-ciclodextrina (B-CD), com o objetivo de comprovar que complexado, o maleato de
enalapril € mais estavel e ndo sofre degradacéo pelos excipientes, dentre eles, o
estearato de magneésio.

A interacdo entre o farmaco e a B-CD (8) foi caracterizada por RMNs **C
CP/MAS com o objetivo de comprovar que o maleato de enalapril € mais estavel
complexado do que livre. A preparagcédo do complexo e da mistura fisica ja havia sido
descrita por Zoppi e colaboradores em 2008.

Na figura 7c € possivel observar que no espectro da mistura fisica maleato de
enalapril:B-CD, as regides caracteristicas do farmaco e da B-CD estdo bem
definidas, enquanto no espectro do complexo de inclusédo ( Figura 7d), observou-se
gue houve a formacao de uma nova forma soélida amorfa, pois os sinais de C-1 a C-
6, principalmente, se converteram em simpletos alargados. Para estudar os efeitos
do processo de liofilizacdo em cada espectro das substancias puras, os autores
liofilizaram separadamente o maleato de enalapril e a B-CD puros sob as mesmas
condi¢cBes usadas para liofilizar o complexo, antes de mistura-los. Os espectros (c) e
(e) (Figura 7) sao similares, o que demonstra que o processo de liofilizagdo nao
provoca nenhum tipo de mudanca no ambiente molecular do farmaco nem da
macromolécula (3-CD).

O estudo confirmou, ainda, que a formagdo do complexo previne a forte
interacdo entre o farmaco e o estearato de magnésio e que inibe a formacao do
produto de degradacdo enalapril dicetopiperazina, em consequéncia da alta

estabilidade que o complexo formado oferece ao produto formulado.
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Figura 7 . Espectro de RMNs **C CP/MAS: (a) maleato de enalapril puro, (b) B-CD
pura, (c) mistura fisica de maleato de enalapril: 3-CD, (d) complexo de inclusao
maleato de enalapril: B-CD e (e) mistura fisica de maleato de enalapril: B-CD depois
da liofilizacdo dos componentes puros (ZOPPI et al., 2011).

2.3.3 Comportamento dindmico do IFA elou excipiente (movimentos

conformacionais)

A mobilidade de um IFA pode ser estudada através do fendmeno de
relaxacao spin-rede ou longitudinal (T;) (BLOEMBERGEN, 1948), uma vez que este
tipo de medida fornece informacdes relevantes sobre as propriedades dinamicas da
amostra (GEPPI et al., 2008; CARIGNANI, 2011).

Park et al. (2010) estudaram dois polimorfos do fluconazol (9) um antimicético
da classe dos antifungicos triazolicos, utilizando medidas de tempo de relaxacédo dos
hidrogénios (*H T1) para avaliar a relacéo entre a mobilidade desses polimorfos e
sua solubilidade.

Os autores avaliaram as formas anidras | e Il do farmaco, preparadas pelo

processo do anti-solvente supercritico — SAS (PARK et al.,, 2007). A técnica de
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RMNs 'C CP/MAS foi utilizada para determinar mudancas na conformac&o
molecular dos polimorfos. Medidas de 'H T, foram realizadas para estudar a
mobilidade das formas polimérficas | e 1.

A andlise dos *H T, revelaram diferencas entre as formas anidras | e Il, uma
vez que o menor valor de T; foi atribuido a forma Il (T, = 2,97s), por conta do
aumento da mobilidade relativa da mesma, possivelmente resultante de uma ruptura
parcial ou regional da rede cristalina (Figura 8). Este resultado estd em concordancia
com o fato de a forma polimorfica metaestavel (I) ter maior mobilidade que a forma
polimorfica estavel (1), e por isso, relaxa muito mais rapido que a forma | (T, =
12,89s).

Segundo estudos na literatura a diferenca nos tempos de relaxagcao entre os
polimorfos pode ser utilizada para comparar a solubilidade entre as diferentes
estruturas. Os testes de solubilidade e dissolucao intrinseca mostraram que a forma
anidra Il possui maior solubilidade. Os estudos de dissolucdo intrinseca também
revelaram que a forma Il converteu-se na forma mais estavel, o fluconazol
monohidratado. Este resultado foi confirmado por DSC e DRX de po6. Por isso, o

7

controle de qualidade durante o processamento de farmacos amorfos € muito
importante uma vez que estes podem recristalizar durante o processamento o que

pode causar alteragdes em sua solubilidade e no perfil de dissolucéo.
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Figura 8 . Espectros de RMNs *C CP/MAS: (a) forma anidra I; (b) mistura de
polimorfos, com maior quantidade da forma I; (c) mistura de polimorfos, com maior
quantidade da forma Il e (d) forma anidra Il (PARK et al., 2010).
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2.3.4 Interacoes fisicas ou guimicas entre IFAs e excipientes em dispersdes sbélidas

As dispersdes solidas de farmacos pouco soliveis em matrizes poliméricas
tém sido amplamente utilizadas para melhorar a solubilidade dos farmacos e/ou a
taxa de dissolucdo do mesmo. Muitas vezes, a limitacdo na biodisponibilidade esta
na baixa solubilidade do farmaco ou na baixa taxa de dissolucdo. Por isso, melhorias
nas formulacdes desses farmacos podem aumentar sua biodisponibilidade oral. Uma
das melhorias que podem ser feitas para aumentar a solubilidade destes tipos de
farmacos sdo as dispersdes sélidas, onde um farmaco com baixa solubilidade é
misturado com uma matriz polimérica. A miscibilidade do farmaco com a matriz
polimérica aumenta a mobilidade do IFA, o que consequentemente melhora a sua
solubilidade (OH, 2009). Com o objetivo de verificar a miscibilidade do farmaco na
matriz polimérica, Schachter et. al. (2004) estudaram por RMNs o sistema
cetoprofeno-oxido de polietileno (OPE), produzido por dois processos distintos: um
de mistura fisica e outro de fusdo. Para isso, utilizou o OPE (polimero cristalino, ndo-
ibnico e hidrofilico) como matriz polimérica. O cetoprofeno (10) é um farmaco da
classe dos anti-inflamatérios nao-esterdides que possui baixa solubilidade e alta
permeabilidade (classe Il) de acordo com o BCS. Na figura 9, pode-se observar que
no espectro da mistura processada por fusdo (cetoprofeno-OPE) houve o
desaparecimento dos carbonos caracteristicos do cetoprofeno cristalino puro,
indicando que houve completa dispersdo molecular entre o farmaco e o polimero.
Este resultado demonstra que ha maior mobilidade das moléculas do cetoprofeno na
mistura OPE processada por fusdo. Entretanto, no espectro da mistura fisica sem a
fusdo pode-se observar a presenca de sinais caracteristicos do cetoprofeno
cristalino e amorfo dispersados no polimero (OPE), o que significa que ha a

interacdo entre o farmaco e o polimero, mas a dispersdo ndo é completa.
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Figura 9. Espectro de RMNs **C SP/MAS do cetoprofeno puro (a), mistura fisica (b)
e mistura processada por fuséo (c), adquiridos a 43°C (SCHACHTER et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Empregar a RMN em solucdo e a RMN de solidos como ferramentas de
caracterizacdo do EFA puro e em sistemas incrementadores de dissolucdo e avaliar
a pertinéncia da RMN frente as técnicas tradicionalmente empregadas, de forma a

identificar os casos em que a RMN é mais ou menos indicada.

3.2 Objetivos especificos

» Caracterizar o EFA puro frente as suas propriedades fisico-quimicas.

» Caracterizar os sistemas solidos, formados entre o EFA e a PVP, fornecidos
por Farmanguinhos/UFRJ dentre as suas propriedades fisico-quimicas.

» Avaliar a pertinéncia da implementacdo da técnica de RMN de solidos como
método padrdo de andlise dos insumos/produtos acima, frente as outras

técnicas tradicionais ja habitualmente empregadas em Farmanguinhos.

* Avaliar a possibilidade de uso da RMN de sélidos e RMN em solu¢cdo como
técnicas de previsdo e selecdo dos insumos para a formulagdo dos sistemas

mencionados.
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4. METODOLOGIA

Foram utilizadas cinco diferentes amostras do EFA: uma processada
(comicronizada), uma nao processada e trés amostras com 0s registros 47716,
48245 e 48243. A PVP dutilizada para as misturas foi a K-30 fornecida por Jlaozuo
Meida Fine Chemicals, lote 20070803.

O equipamento utilizado para as pesagens das amostras foi a Balanca
Analitica, modelo ME235S, da Sartorius.

As analises de I.V. foram realizadas em equipamento modelo Prestige FTIR
800 da marca Shimadzu em pastilhas de KBr. As posicbes das bandas nos
espectros foram apresentadas em numero de ondas (v) cuja unidade é o centimetro
inverso (cm™) e as intensidades das bandas estdo expressas como transmitancia
(T). Foram pesados aproximadamente 3 mg de amostra, que foi misturada com
brometo de potassio (KBr) previamente seco a 105C por 3 horas, em uma
proporcao de 10%. A mistura foi utilizada para leitura no equipamento.

Os espectros de RMN de 'H, *F e *C em solucéio foram obtidos em um
espectrémetro Bruker Avance 500 (500 MHz para *H e 125 MHz para o *3*C) usando
uma sonda broadband (BB) de 5 mm a 25,0 +0,1°C, utilizando acetonitrila-ds
(Cambridge Isotope Laboratories, Inc) como solvente. Os valores dos
deslocamentos quimicos (&) foram referidos em ppm, as constantes de acoplamento
(J) foram expressas em Hertz (Hz) e as multiplicidades descritas como: simpleto (s),
dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q), duplo dupleto (dd), duplo duplo dupleto (ddd),
duplo tripleto (dt), duplo quarteto (dq) e multipleto (m). O espectro DEPT foi obtido
com 6, = 135° onde CH e CH3; aparecem em fase positiva e CH, em fase negativa.
A técnica usada para determinar o tempo de relaxacdo (T1) do hidrogénio foi a
sequéncia de inversdo-recuperacao (180° - t - 90°). As medidas foram obtidas
usando t que variam entre 0,03 e 12 segundos. Os experimentos bidimensionais
COSY, HSQC e HMBC foram obtidos usando as sequéncias padrdes, do programa
TopSpin, fornecidas pela Bruker.

Os espectros de RMN de **C (100 MHz) das amostras na forma sélida foram
obtidos em um equipamento Bruker Avance Il 400 (9,4 Tesla), e sonda tripla

ressonancia de 3,2 mm.
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As amostras foram empacotadas em rotores de ZrO, de 3,2 mm de diametro
externo munidos com tampas de Kel-F. Os espectros foram adquiridos por
polarizacdo cruzada *H — *C (CP/MAS), com rotacdo no angulo méagico de 9300
Hz. Condicdes de aquisicdo: tempo de contato de 10 ms, intervalo entre os pulso de
4s. Adamantano foi usado como referéncia para os deslocamentos quimicos.

As medidas térmicas foram realizadas em um Calorimetro Diferencial de
Varredura (DSC) modelo 822e, Mettler Toledo e em um Analisador
Termogravimétrico (TGA) TGA/SDTA, modelo 851e, da Mettler Toledo. As amostras,
para analise no DSC, foram pesadas e encapsuladas em cadinhos de aluminio com
tampa de aluminio furada. As curvas foram obtidas a uma taxa de aquecimento de
10C/min, em uma faixa de temperatura de 25T a 210 C. Para analise no TGA,
cerca de 10 mg das amostras foram pesadas e encapsuladas em cadinhos de
aluminio com tampa de aluminio furada. As curvas foram obtidas a uma taxa de
aquecimento de 10C/min, em uma faixa de temperatur a de 25C a 300C.

Os pontos de fusdo foram medidos em um aparelho BUCHI Melting Point B-
545, com taxa de aquecimento de 5,0 °C/min.

A preparacao das amostras utilizadas neste trabalho foi realizada em conjunto
por Farmanguinhos (LaSiFa) e UFRJ (LabTIF). Inicialmente o farmaco (efavirenz) e
o carreador (PVP K-30) foram misturados manualmente nas devidas propor¢des
(mistura fisica) para posteriormente passar pelo processo de micronizacdo. Para
efeitos de comparacédo, o farmaco e o carreador ndo processados, também foram
micronizados individualmente (COSTA, 2011).

As proporgdes comicronizadas avaliadas neste trabalho foram: EFA:PVP(1:1),
(1:0,50) e (1:0,25), e a propor¢cdo sem comicronizacdo (somente mistura fisica) foi:
EFA:PVP (1:0,5).

As pressOes de processo e de arraste ajustadas no equipamento para a
micronizacdo das amostras, eram em torno de 4,0 Kgf/cm? e de 6,0 Kgflcm?
respectivamente (COSTA, 2011).

Os calculos de modelagem molecular foram realizados no programa de
guimica computacional Gaussian 09 (GAUSSIAN, INC.). Primeiramente, para a
analise conformacional do efavirenz, a estrutura foi minimizada segundo o método
do funcional de densidade — density functional theory — DFT (KOCH, 2001) no nivel
da teoria B3LYP/6-31++G(d,p). Apds a otimizacdo, o deslocamento quimico foi
calculado, no véacuo, utilizando o método GIAO (DITCHFIELD, 1974) no nivel da
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teoria MPW1PW91/6-31++G(d,p). O deslocamento quimico relativo foi estimado
usando o TMS.

Para a montagem do dimero, foi utilizada a estrutura com o0 menor minimo
global e as conformacgdes ajustadas segundo os dados da cristalografia (CUFFINI,
2009). A estrutura do dimero foi otimizada utilizando o mesmo método e nivel da
teoria usado para a otimizacdo do monémero. Os calculos dos deslocamentos
quimicos foram realizados no novo minimo global do dimero minimizado usando
novamente o método GIAO.

A recristalizagdo direta do efavirenz foi realizada dissolvendo-se 40g de
efavirenz em 100mL de heptano até ebulicdo (98 °C), por 5 minutos. A solugéo foi
resfriada e o material comecou a precipitar em torno de 64 °C. A amostra foi filtrada

a vacuo e colocada em dessecador.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira etapa deste trabalho consistiu na caracterizacdo do EFA utilizando
andalise térmica (Ponto de fusdo, DSC e TGA) e andlises espectroscopicas (l.V.,
RMN em solucdo e RMN de sélidos). A segunda parte consistiu na caracterizagdo
do tipo de interacdo entre o EFA e a PVP.

5.1 Caracterizacao do EFA

5.1.1 Analise Térmica do EFA

Segundo a patente US6673372, existem cinco formas polimorficas (formas |,
I, 11, IV e V) do EFA. A patente reporta que a forma | € a termodinamicamente mais
estavel, com ponto de fusdo (P.F.) entre 138-140°C e apresenta o maior P.F. dentre
todas as formas (Tabela 3). Devido a alta estabilidade da forma I, esta € mais
utilizada para a formulagao.

Os P.F. das amostras do EFA foram comparados com os P.F. da patente
US6673372 como mostra a tabela 3. Os resultados experimentais indicam que as

amostras utilizadas neste estudo sao da forma |.

Tabela 3. Comparacéo dos P.F. experimentais com os P.F. da patente US6673372.

EFA
Formas Amostras
polimorficas P.F.(°C) Analisadas P.F.(°C)
(US6673372)

1419 —

| 138 — 140 R48245 1425
139,8 —

Il 116 - 119 R48243 1417
137,9 -

11 108 — 110 R47716 1396
. . 139,8 —

v 95 -100 EFA Micronizado 1409
EFA nao 139,9 —

v 108 - 110 processado 141,4
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A analise de DSC das amostras de EFA micronizado, EFA ndo processado,
R48245, R48243 e RA47716 apresentam um pico endotérmico bem definido e
simétrico a 136,7 °C referente ao fendbmeno de fuséo (Figura 10) e que denota uma
transicdo a temperatura constante, indicando que 0 processo ocorre no quase-
equilibrio termodindmico. Estes resultados confirmam que as amostras
correspondem a forma reportada na literatura como forma | (Patente US6673372).
Pode-se observar também que o EFA micronizado e o EFA néo processado
possuem curvas muito semelhantes. A linha base foi mantida, sugerindo tambéem
gue a capaciadade térmica do material ndo se modifica dentro do ciclo de
aguecimento mesmo na amostra micronizada. Este comportamento indica que nao

houve mudanca no comportamento cristalino do EFA apds a micronizagao.
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Figura 10. Sobreposicao das curvas de DSC das amostras de EFA puro e do EFA
especificado por Farmanguinhos (preto).

A analise de TGA (Figurall) revelou perfis termogravimétricos similares em
todas as cinco amostras analisadas. A analise termogravimétrica foi realizada entre
25 e 180 °C em todas as amostras foi observado um evento que apresentou perda
de massa menor que 0,1% (supostamente a perda agua) e um evento relativo a

decomposicdo que se inicia 220 °C.
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Figura 11. Curva Termogravimétrica do EFA.

5.1.2 Espectroscopia de infravermelho (1.V.) do EFA

O espectro de 1.V. do EFA apresenta sinais caracteristicos de sua estrutura
(Figura 12). Uma banda caracteristica de deformac&o axial de N-H a 3317 cm™. Uma
banda de deformacgédo axial da ligacdo tripla carbono-carbono de acetilenos
dissubstituidos a 2249 cm™. Duas bandas de deformac&o axial em 1749 cm™ e 1600
cm™, a primeira caracteristica de carbonila e a segunda de ligagdo C=C de anel
aromatico. Uma banda em 1496 cm™, de deformacdo angular simétrica no plano,
referente aos metilenos do ciclopropano. Bandas de deformacdo axial na regiao
entre 1261 e 1136 cm™ do grupo CFs. Enquanto, o grupamento C-O-C, proveniente
do carbamato, apresentou uma banda de deformacéo axial em 1317 cm™. Além de
bandas na regido de 900 — 675 cm™ caracteristicas da deformacdo angular fora do
plano das ligacdes C-H do anel aroméatico, assim como bandas na regido de 3093 a
3018 cm™ de deformacdo axial do C-H de aromaticos. (SILVERSTEIN, 2006;
DESKMUKH et al., 2011).
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Figura 12. Espectro de I.V. do EFA.

Através da expansdo do espectro da regido de 4300 cm™ a 2100 cm™ (Figura
13) e da regido de 2000 cm™ e 450 cm™ (Figura 14), foi possivel confirmar que nao
houve nenhuma mudanca significativa dos picos a 3317 cm™, 2249 cm™, 1749 cm™,
1600 cm™, 1496 cm™, 1261 cm™, 1136 cm™ e a 1317 cm™, caracteristicos da

estrutura do EFA e tampouco aparecimento de novos picos.

45— -

e e e B It o o e e o B I e o
Figura 13. Espectro de I.V. das amostras de EFA em sobreposi¢cao na regido de
4300 cm™ a 2100 cm™: comicronizado (preto), R48245 (vermelho), R48243 (verde),

nao processado (azul) e R47716 (cinza).
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Figura 14. Espectro de I.V. das amostras do EFA em sobreposi¢cao na regido de
2000 cm™ a 450 cm™: comicronizado (preto), R48245 (vermelho), R48243 (verde),
nao processado (azul) e R47716 (cinza).

5.1.3 Espectroscopia de RMN do EFA

A anélise do espectro de RMN de 'H (Figura 15) do EFA em acetonitrila
deuterada (CD3CN) revelou a presenca de trés sinais caracteristicos de hidrogénios
aromaticos a 6,94; 7,44 e 7,54 atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios H-5, H-6
e H-8. Além do sinal a 8,55 ppm atribuido ao hidrogénio do grupo NH do carbamato.
Na regido de menor frequéncia do espectro, foram observados sinais a 1,46; 0,84-
0,77 e 0,93 ppm referentes aos hidrogénios H-11, H-12 e H-13 do ciclopropil,
respectivamente (Tabela 4).

A integracéo dos sinais do espectro de RMN de *H em CDsCN confirmam a
estrutura do EFA.

H-15

AN

I

T T T T T T T T T T T T T
9.0 25 2.0 A=) 70 6.5 6.0 2.5 5.0 4.5 40 2.4 3.0 2.4 20 1.5 1.0 0.5 0o -0.5 -10

Figural5. Espectro de RMN de *H do EFA em CD3CN.
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Tabela 4. Deslocamento quimico dos hidrogénios do EFA em CD3CN.

Posicéo 5 'H (ppm)

5 6,94 (d, J = 8,6 Hz, 1H)

6 7,44 (dd, J = 8,6; 2,3 Hz, 1H)
8 7,54 (s, 1H)

11 1,46 (dq, J = 8,3; 5,0 Hz, 1H)
12 0,84-0,77 (m, 2H)

13 0,93 (dd, J = 8,4; 3,1 Hz, 2H)

15 8,55 (s, 1H)

A Andlise do espectro de RMN de °F apresentou apenas um sinal a -81,45
ppm, caracteristico do EFA. Através da andlise do espectro de RMN de **C em
CD3CN (Figura 16) e DEPT (ANEXO 6), foi possivel identificar a presenca de seis
carbonos aromaticos (C-3 a C-8) na regido entre 116-135 ppm, do carbono da
carbonila C-1 em 147,9 ppm, dois carbonos quaternarios C-2 e C-14 em 79,8 e
123,9 ppm, respectivamente. Dois carbonos da tripla ligacdo C-9 a 67,2 ppm e C-10
a 97,2 ppm e os trés carbonos do isopropil C-11 em -0,02 ppm e os sinais de C-12 e
C-13 sobrepostos em 9,4 ppm (Tabela 5). O assinalamento completo so6 foi possivel
com a aquisicéo de espectros bidimensionais de correlacdo *H — **C, como 0 HSQC
e 0 HMBC (ANEXOS 4 e 5).
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Figura 16. Espectro de RMN de **C em CDsCN do EFA.

Tabela 5. Deslocamentos quimicos de **C do EFA em CDsCN.

Posicdo & °C (ppm)  Posicao 5 °C (ppm)  Posicao 5 °C (ppm)
1 147,9 7 116,1 13 9,4
2 79,8 8 128,6 14 123,9
3 135,9 9 67,2 - -
4 129,3 10 97,2 - -
5 117,7 11 -0,02 - -
6 133,2 12 9,4 - -

Ao observar a estrutura do EFA podemos verificar a presenca de cinco

atomos que atuam como aceptores de hidrogénio (Figura 17) e de um atomo que

atua como doador de hidrogénio. Pode-se supor que, neste caso, as ligacdes de

hidrogénio assumam papel preponderante na manutencdo da estrutura cristalina, e
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nos processos de reconhecimento molecular do tipo farmaco-farmaco, farmaco-

solvente e farmaco-polimero.

Figura 17 . Atomos em vermelho: aceptores de hidrogénio e em azul:
doadores de hidrogénio.

Desta forma, é importante caracterizar/elucidar as interacdes intermoleculares
envolvidas na estrutura do EFA. A RMN fornece evidéncias bastante Uteis da
formacéo da ligacdo de hidrogénio, sendo a mudanca no deslocamento quimico do
hidrogénio para campo baixo em relacdo ao hidrogénio livre a mais utilizada. Este
comportamento é observado tanto nas ligagdes de hidrogénio intramoleculares como
em ligacdes de hidrogénio intermolecular, sendo impossivel discriminar entre os dois
tipos pela simples analise da mudanca de deslocamento quimico (GIL, 1987).

Em contraste, o efeito da temperatura, da concentracdo e a permut a
qguimica do hidrogénio no deslocamento quimico forne cem informacgdes Uteis a
respeito do tipo de ligacdo de hidrogénio existente . Por exemplo, nos compostos
que apresentam ligacao de hidrogénio intermolecular com as moléculas de solvente,
a variacdo no deslocamento quimico do hidrogénio envolvido na ligacdo é bem
dependente da temperatura devido as mudancas na mobilidade das moléculas do
solvente. Por outro lado, os deslocamentos quimicos dos hidrogénios envolvidos em
ligacdo de hidrogénio intramolecular sofrem pequena variagdo, ja que possuem
interacdes fracas com o solvente (KROON et al., 1994). Desta forma é plausivel
considerar que a permuta quimica dos hidrogénios envolvidos em ligacdo de
hidrogénio intramolecular seja bem menor do que a permuta dos hidrogénios em

ligacdo intermolecular com as moléculas e o solvente.
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No caso do EFA, inicialmente, foi avaliada a influéncia da solvatagéo na forca
da ligacéo de hidrogénio, usando solventes com constantes dielétricas (¢°) diferentes
como o cloroférmio deuterado (CDCI3) com €° = 4,8, CD3CN com ¢° = 37,5 e o
dimetilsulféxido deuterado (DMSO) que apresenta €° = 46,7. Geralmente, nos
espectros de RMN de 'H os sinais referentes aos hidrogénios labeis de grupos como
—OH e —-NH aparecem, a temperatura ambiente, alargados especialmente em
solventes proticos, devido a troca rapida dos hidrogénios labeis com o solvente.
Com a diminuicdo da temperatura e da concentracao, a velocidade de troca diminui
e o sinal torna-se mais fino.

Assim, foram adquiridos espectros de RMN de 'H a 25°C (Tabela 6). Foi
observado que o hidrogénio H-15 em CDCI; € um simpleto fino a temperatura
ambiente, enquanto na CD3CN e principalmente no DMSO é um simpleto alargado
(Figura 18). A presenca de um simpleto fino é funcdo da pequena mobilidade e
acessibilidade do solvente ao -NH devido a formacdo de uma forte ligacdo de

hidrogénio.

Tabela 6. Deslocamento quimico dos hidrogénios do EFA em fun¢&o do solvente.

Posicdo/ & *H, ppm

Solvente 5 6 8 11 12 13 15
CDCl3 6,85 7,38 7,49 1,40 0,85 0,95 8,46
CD3CN 6,94 7,44 7,54 1,46 0,81 0,93 8,58
DMSO 6,94 7,54 7,44 1,60 0,79 0,94 11,09

Ad 0,09 -0,05 0,16 0,20 -0,6 -0,1 2,63
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Figura 18 . Espectro de RMN de *H do EFA nos solventes: (a) DMSO; (b) CDCl; e
(c) CD3CN.

Este resultado indica que nos solventes CD3CN e DMSO, pode estar
ocorrendo permuta dos hidrogénios em ligacao intermolecular com as moléculas e o
solvente. Além disso, o fato de o0 DMSO ser um excelente aceptor de ligagbes de
hidrogénio poderia, neste caso, favorecer uma interacdo EFA-solvente mais forte
que a interacdo EFA:EFA. E interessante observar que as variacbes de
deslocamento quimico dos hidrogénios sao influenciados de maneira diferentes. No
caso, dos hidrogénios H-5, H-8, H-11 e H-15 ocorre desblidagem dos sinais mais
acentuada nos solventes mais polares, enquanto os hidrogénios H-6, H-12 e H-13
sofrem blindagem dos sinais.

Através do efeito de temperatura é possivel diferenciar as ligacdes
intermoleculares e intramoleculares. Uma pequena razdo entre o deslocamento
quimico e a temperatura (AYAT) do hidrogénio envolvido na ligacado de hidrogénio,
indica a presenca de ligacao de hidrogénio intramolecular (EXARCHOU et al., 2002).

O estudo de variacdo de temperatura conduzido em CDCIl; e em CD3;CN

revelou comportamentos significativamente diferentes nestes solventes. No estudo
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de AT (°C) do EFA em CDCl3 apenas o hidrogénio H-15 tem alteracao significativa
no deslocamento quimico (Ad = 0,60 ppm) (tabela 7), este fato sugere a presenca de
uma forte ligacdo de hidrogénio intermolecular que pode estar associada a formacao

de uma estrutura do tipo dimerica EFA:EFA.

Tabela 7. Influéncia do efeito da temperatura nos deslocamentos quimicos de *H em
CDCl; do EFA.

Posicdo/ & 'H, ppm

Temperatura 5 6 8 11 12 13 15
25°C 6,80 7,37 7,51 1,41 0,87 0,94 8,46
35°C 6,80 7,37 7,52 1,41 0,88 0,94 8,26
45°C 6,78 7,37 7,52 1,41 0,87 0,94 8,05
55°C 6,77 7,37 7,52 1,41 0,87 0,94 7,86

A8 0,03 - 0,01 - - - 0,60

Enquanto no estudo em CD3CN o Ad para o H-15 € de apenas 0,17 ppm
(Tabela 8) . Esta diferenga no comportamento quimico do hidrogénio H-15 pode ser
atribuida ao fato de que o aumento da polaridade do solvente afetaria a forca da
ligacdo de hidrogénio intermolecular e que os deslocamentos quimicos observados
seriam uma média dos deslocamentos quimicos do EFA associado e ndao associado.
Também é possivel supor que hi formacao de ligagdo de hidrogénio intramolecular,
0 que neste caso, a principio, pode ser termodinamicamente desfavoravel, uma vez

gue o anel formado seria de quatro atomos (Figura 19).
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Figura 19. Estrutura do EFA com ligacdo de hidrogénio intramolecular.

Tabela 8. Influéncia do efeito da temperatura nos deslocamentos quimicos de
'H em CD3CN do EFA

Posicdo/ 8'H, ppm

Temperatura 5 6 8 11 12 13 15
25°C 6,94 7,44 7,54 1,46 0,81 0,93 8,58
35°C 6,95 7,44 7,54 1,46 0,81 0,93 8,54
45°C 6,95 7,44 7,53 1,47 0,81 0,94 8,49
55°C 6,95 7,44 7,53 1,46 0,81 0,95 8,45
65°C 6,95 7,44 7,53 1,46 0,81 0,95 8,41

A - - - - - 0,02 0,17

Os dados revelam claramente que o deslocamento quimico do hidrogénio do
grupo -NH € inversamente proporcional a temperatura e existe uma relacéo linear
entre o deslocamento quimico e a temperatura nos solventes deuterados estudados
(Gréfico 1). De acordo com Barzoukas et al. (1997) este comportamento sugere que
quanto maior o deslocamento quimico do hidrogénio envolvido na ligacdo de
hidrogénio, mais longe do nitrogénio (adtomo doador de hidrogénio) o hidrogénio
esta.
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A magnitude da inclinacdo (m) da reta do gréfico AYAT é indicativo da
sensibilidade da forca da ligacédo de hidrogénio ao meio. O grafico AJAT do EFA em
CDCl; (m = - 0,02 ppm /°C) e CDsCN (m = - 0,00425 ppm /°C) apresentam
magnitudes bastante diferentes. No caso do EFA em CD3CN a pequena magnitude
da inclinacéo da reta indica que a interacé@o eletrostéatica é fraca entre o soluto e o

solvente (Gréfico 1).

Deslocamento quimico x Temperatura
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Grafico 1. Ad (ppm) x AT(°C) do hidrogénio aminico do EFA em CDCI; e CD3;CN.

Se a interacdo entre o soluto e o solvente séo fracas, pode-se supor que as
ligacBes de hidrogénio intermolecular entre as moléculas de soluto (EFA:EFA) sao
fortes e o alargamento de linha observado e o pequeno Ad observado é funcéo do
equilibrio que foi deslocado e os deslocamentos quimicos observados correspondem
a media entre os deslocamentos quimicos das moléculas associadas e nao.

De fato, Carvalho e colaboradores (2003) observaram este mesmo
comportamento em complexos trimoleculares formados entre derivados fendlicos e a
piperazina. Eles provaram através de diversas técnicas de RMN, que a estrutura em
solucdo era similar a observada no DRX, no qual as moléculas de fenol eram
mantidas unidas a piperazina através de uma ligacdo de hidrogénio intermolecular
com o nitrogénio da mesma, sob determinadas condi¢bes independentes do

solvente, temperatura e concentracao.
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Em seguida, foi avaliada a influéncia da concentracdo (60-96 uM) nos
deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de *H em CDsCN a 25°C (Tabela
9). Os resultados revelaram que os deslocamentos quimicos dos hidrogénios do

EFA nao sofrem efeito da concentracéo.

Tabela 9. Estudo de concentracédo do EFA em CD3CN.

Concentragao (M) Posicdo/ © 'H, ppm
5 6 8 11 12 13 15
6x10™ 695 7,44 754 146 0,80 093 8,60
12x10™ 6,95 7,44 754 147 081 093 8,60
24x10™ 6,94 744 754 146 081 093 861
48x10™ 6,94 744 754 146 080 093 8,60
96x10™ 6,94 744 754 146 081 093 8,60

Estes resultados ndo permitem discriminar o tipo de ligacao de hidrogénio que
esta ocorrendo nos solventes mais polares.

Paralelamente, a este estudo foram obtidos espectros de RMNs. Os
espectros de RMNs *3C CP/MAS sugerem que a mesma estrutura cristalina esta
presente em todas as amostras, inclusive no EFA comicronizado (Figura 20).
Indicando que o processo de comicronizacdo nao modificou a estrutura cristalina do

farmaco.
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Figura 20. Espectro de RMNs *C CP/MAS do EFA: (a) micronizado, (b) nédo-

processado, (c) R48245, (d) R48243 e (e) R47716.

A andlise do espectro de RMNs *C CP/MAS (Figura 21b), mostrou
desdobramentos dos sinais em dupletos e até tripletos na regido compreendida
entre -1,5 e 10 ppm, que correspondem aos sinais do ciclopropil (C-11, C-12 e C-
13). O mesmo ocorre na regido atribuida aos carbonos da ligacao tripla C-9 entre 60
e 70 ppm e C-10 entre 90 e 100 ppm. O mesmo comportamento foi observado para
o carbono quaternario ligado ao flior (C-14) que apresentou desdobramentos dos
sinais entre 120 e 125 ppm (Tabela 10). Ja os sinais atribuidos aos carbonos
aromaticos (C-3, C-4, C-5, C-6, C-7 e C-8), ao carbono da carbonila (C-1) e ao
carbono quaternario (C-2), apresentaram variagbes minimas nos deslocamentos
quimicos quando comparados aos espectros obtidos em solugcdo de CD3CN (Figura
21a), o que pode indicar a presenca de no minimo duas moléculas inequivalentes do

EFA dentro de uma Unica célula unitaria do cristal do farmaco.
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Figura 21. (a) Espectro de RMN de *3C do EFA em CDsCN e Espectro de RMNs **C
CP/MAS do EFA (b) . (*) bandas laterais.

Este resultado confirma a cristalografia realizada por Cuffini e colaboradores
(2009), na qual o EFA é um dimero com coférmeros diferentes os quais estao
ligados através de duas ligacfes de hidrogénio entre C=0 de uma molécula A e o N-

H de uma molécula B (Figura 22) e vice -versa.

Figura 22. Dimero do EFA.
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A comparacdo dos deslocamentos quimicos de carbono em solucdo e no
estado sélido (Tabela 10) mostram variagdes minimas de deslocamento quimico,
indicando que as diferencas nos espectros em solucdo e na fase sélida podem ser
influéncia do equilibrio existente entre soluto-soluto e soluto-solvente em solucéo, o
que nao € possivel no estado solido. Também seria I6gico esperar que o EFA em
solugcdo apresentasse conféormeros diferentes estabilizados em funcdo da

solvatacao.

Tabela 10. Comparacéo entre os deslocamentos quimicos dos carbonos em solucéo
e no estado solido.

5 °C, ppm

Posicao CDCI 3 CD3sCN DMSO sélido
1 149,1 147,9 146,3 1475
2 79,3 79,8 77,7 79,5
3 133,3 135,9 134,8 134,9;134,3
4 129,2 129,3 127,0 128,6
5 116,2 117,7 116,9 119,0
6 131,7 133,2 132,2 133,4
7 115,2 116,1 1141 114,4
8 127.8 128,6 126,7 1271
9 66,2 67,2 65,9 68,2;66,2
10 95,9 97,2 95,7 97,0;96,4; 95,8
11 -0,58 -0,02 1,3 -0,7;-1,5
12 8,8 9,4 8,5 9,1;8,4;7,8
13 8,8 9,4 8,5 9,1;8,4;7,8

14 123,6 123,9 122,3 124,6;121,7
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5.1.4. Modelagem molecular

O desdobramento dos sinais presentes no espectro de RMN de *3C de sélido
corroborava com os resultados da cristalografia realizada por Cuffini et al. (2009).
Entretanto, ndo foi encontrado na literatura dados de RMNs de **C que pudessem
ser utilizados como comparacdo neste trabalho. Assim, foi realizado um estudo de
modelagem molecular com intuito de obter mais informacfes a respeito da estrutura
do EFA e sua estabilidade.

Primeiramente, a estrutura do EFA foi minimizada, como descrito no item 4.
Em seguida foi feita uma varredura na superficie de energia potencial do EFA na
rotacdo do grupo ciclopropil (analise conformacional) utilizando-se a estrutura pré-
otimizada, segundo a metodologia descrita na literatura (MAHAPATRA et al., 2010).
Entretanto, para minimizar 0s custos computacionais, o método sofreu uma
adaptacado e a varredura foi realizada com rotacdo de angulos de 60° em torno da
ligacdo C-14 e C-15 (Figura 23).

Figura 23. Rotacao da ligacéo entre os carbonos C-14 e C-15 do EFA.

Os resultados dos célculos tedricos mostraram que a energia dos seis
conférmeros eram muito préximas. Onde o conférmero dois apresentou 0 menor
minimo de energia (Figura 24) e foi denominado como o minimo global (Grafico 2). A

diferenca de energia entre estes conformeros é da ordem de 107 Kcal/moL.
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Figura 24. Conférmeros do EFA. Minimo global: conférmero 2.
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Gréfico 2. Energia (Kcal/molLx10°) x Conférmeros do EFA.

Os resultados de modelagem molecular demonstraram que o anel
benzoxazin-2-ona (Figura 25) apresenta pouca flexibilidade e que o substituinte 2-
ciclopropiletinil assume orientacdo equatorial em relacdo ao anel, como mostra a

figura 26.
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Figura 25. Sobreposicao dos conférmeros do EFA, destacando a rotagdo do grupo
ciclopropil.

Figura 26. Orientacédo equatorial da porcao 2-ciclopropilenitinil em relacdo ao anel
benzoxazin-2-ona.

Entretanto, os calculos dos deslocamentos quimicos de carbono do
mondmero do EFA mostraram erros elevados em relagdo aos obtidos
experimentalmente em solugdo (Tabela 11), apesar do método utilizado ser o
recomendado na literatura (LODEWYK et al., 2012). Como os dados experimentais
de RMNs *C sugerem a presenca de no minimo dois conférmeros na estrutura
cristalina do EFA, a diferenca nos deslocamentos quimicos calculados foi atribuida,
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inicialmente, a esse fato. Com o intuito de averiguar a influéncia do estado
dimerizado do EFA nos resultados experimentais de RMNs, foram realizados
calculos usando DFT mantendo as informacgdes estruturais do modelo da DRX como
constricdo da estrutura. Para a constru¢cdo do dimero foi utilizado o conférmero 2
(minimo global) com as duas liga¢gdes de hidrogénio entre C=0 de uma molécula A e
o N-H de uma molécula B (Figura 22) e vice-versa (item 5.1.3). Entretanto, os
resultados obtidos na modelagem molecular ao serem comparados com o0s

resultados de RMNs continuaram apresentando erros acima do esperado.

Tabela 11. Comparacéo entre os resultados experimentais de RMN e os calculados.

Posicio RMN RMN Calculado RMNS Calculado
CDsCN CDCl3 Monbmero Dimero

1 1479 149,1 126,4 1475 132,0
2 79,8 79,3 68,3 79,5 69,1
3 135,9 133,3 100, 7 134,9;134,3 101,2
4 129,3 129,2 118,8 128,6 118,0
5 117,7 116,2 114,6 119,0 114,6
6 133,2 131,7 96,5 1334 99,4
7 116,1 115,2 119,8 114,4 121,1
8 128,6 127,8 113,2 127,1 112,8
9 67,2 66,2 51,6 68,2; 66,2 49,8
10 97,2 95,9 80,5 97,0; 96,4; 95,8 81,7
11 -0,02 -0,58 -11,1 -0,7;-15 -11,8
12 9,4 8,8 -1,7 9,1;84;7,8 -1,7
13 9,4 8,8 -1,5 9,1;84;7,8 -1,5
14 123,9 123,6 114,5 124,6; 121,7 114,3

5.2 Analise espectroscopica do efavirenz recristali  zado

Em funcéo dos resultados obtidos anteriormente, que mostram a presenca de

duas entidades na célula unitaria da forma |, o efavirenz foi recristalizado,
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adapatando-se a metodologia descrita na patente US6673372 para a descrita no
item 4.2.2 com a finalidade de se obter um cristal com apenas uma entidade.

Os dados das analises térmicas e espectroscopicas do EFA recristalizado se
mostraram bastante interessantes. A medida do ponto de fusdo da amostra do EFA
recristalizado foi de 137 — 138 °C e compreende a faixa de temperatura atribuida a
forma | do EFA na patente acima citada.

A andlise do espectro de IV da amostra recristalizada apresentou,
basicamente, as mesmas bandas caracteristicas do EFA. Entretanto uma analise
mais minuciosa revelou algumas modificagcdes principalmente em duas bandas
caracteristicas do efavirenz: a de N-H e a da carbonila, que estdo envolvidos nas
ligacbes de hidrogénio na formacdo do dimero. A banda de deformacéo axial da
carbonila que no EFA recristalizado pode ser observada a 1739 cm™ apresenta um
efeito hipsocrébmico em relagdo a carbonila das amostras de EFA na forma I.
Enquanto a banda de deformacéo axial a 3317 cm™ atribuida ao N-H sofre um efeito
batocromico de mais 13 cm™. Além do aparecimento de diversas bandas mais
intensas na regido compreendida entre 3330 a 3360 cm™ indicando que houve
mudancgas nas interacdes intermoleculares da estrutura cristalina. As outras bandas
caracteristicas do EFA na forma | ndo sofreram mudancas significativas na amostra
recristalizada (Figura 25). (SILVERSTEIN, 2006; DESKMUKH et al., 2011).
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Figura 27. Espectro de infravermelho da amostra de EFA recristalizada.
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Os espectros de RMN de H, °F e 3C em CDs;CN do EFA recistalizado,
apresentaram os mesmos deslocamentos quimicos da amostra ndo recistalizada
(Figuras 28 e 29a). Entretanto o espectro de RMNs **C CP/MAS n&o apresenta mais
a duplicidade de sinal (Figura 29b) observada nas amostras nao recristalizadas
indicando que nos cristais do EFA recistalizado apenas uma entidade encontra-se
presente.

EFA Recristalizado
EFA processado

| |
J . A

T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

o 4.5
1 (ppm)

Figura 28. Espectro de RMN de *H em CDs;CN do EFA processado e do EFA
recristalizado segundo metodologia descrita no item 4.
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Figura 29. (a) Espectro de RMN de *H em CDsCN e (b) espectro de RMNs CP/MAS
13¢. (*) bandas laterais.
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Em funcdo da obtencdo de uma estrutura que o espectro de RMNSs indica a
presenca de apenas uma estrutura conformacional comparamos as energias da
estrutura momerica e dimerica. Os resultados da modelagem molecular mostraram

que o dimero é mais estavel que 0 mondmero em — 9,44 x 10° kcal/moL (Tabela 12).

Tabela 12. Energia das espécies do EFA em Kcal/moL.

Efavirenz Energia (Kcal/moL) AE (Kcal/moL)
Monémero -9,44 x 10° .
; 6 -9,44 x 10
Dimero -1,89 x 10

Entretanto ndo é possivel neste momento afirmar se o processo de

dimerizacao ocorre naturalmente ou se € funcdo do processo de recristalizacao.

5.3 Caracterizacao espectroscopica da PVP

O espectro de infravermelho da PVP (Figura 30) apresentou uma
banda de deformacao axial em 1693 cm™ caracteristica da carbonila, em 1463 cm™
uma banda de deformacdo angular simétrica no plano caracteristica dos —CH, do
anel da pirrolidona e em 1294 cm™ uma banda caracteristica de deformacéo axial de
C-N (SILVERSTEIN, 2006). A comparacao entre os espectros obtidos de I.V. da
amostra e dos descritos na literatura (Figura 31) apresentaram diferencas
significativas como uma banda larga em torno de 3500 cm™ de deformacao axial de
O-H atribuida a umidade presente na amostra que ndo foi observada na amostra
utilizada nesse trabalho (GIRI, 2011; GUEDES, 2011). Giri e colaboradores (2011)
descreveram as bandas da PVP na regido de 1500 a 1600 cm™ como deformacao
axial da ligacdo C-C do anel e em 1645 cm™ uma banda de deformacdo axial de

carbonila e uma banda de deformacao axial de C-N a 1210 cm™.
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Figura 30. Espectro de I.V. da PVP K-30 pura.
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Figura 31. Espectro de I.V. da PVP K-30 pura (GIRI et al., 2011).

Como a PVP trata-se de um polimero, o espectro de RMN de 'H apresenta
sinais largos caracteristicos deste tipo de estrutura. O espectro foi obtido em CD3;CN
(Figura 32) e apresentou um multipleto de 3,38-2,99 ppm atribuido ao hidrogénio do
grupo metileno —CH, (H-1) e outro de 3,77-3,51 ppm atribuido ao hidrogénio do
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grupo metino —N-CH (H-2). Os hidrogénios do grupo metileno localizados no anel da
pirrolidona foram assinalados também como multipletos na regido de 2,18-2,04 ppm
(H-3), 1,48-1,23 ppm (H-4) e 1,79-1,49 ppm (H-5) (Tabela 13). O espectro obtido foi
comparado com o da literatura que confirmou a estrutura da amostra utilizada
(ZHANG et al., 2008).
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Figura 32. Espectro de RMN *H em CDsCN da PVP pura.

Tabela 13. Deslocamento quimico dos hidrogénios da PVP em CD3;CN a 25<.

Posicéo 8 *H (ppm)
1 3,38-2,99 (M, 2H)
> 3,77-3,51 (m, 1H)
3 2,18-2,04 (M, 2H)
4 1,48-1,23 (m, 2H)
5 1,79-1,49 (m, 2H)

O espectro de RMN de **C da PVP em CDsCN (Figura 33a), apresentou um
sinal a 176,1 ppm atribuido ao carbono da carbonila (C-6), os sinais na regiao entre

46,7-42,5 ppm, 37,9-32,2 ppm e 19,5 ppm foram assinalados como carbonos do
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grupo metileno do anel da pirrolidona: C-3, C-5 e C-4, respectivamente, assim como
0s sinais atribuidos aos carbonos da cadeia principal do polimero, C-1 e C-2,
também foram assinalados nessa regidao (FRANCESCHINI et al., 2007).

O espectro de RMNs *C CP/MAS da PVP (Figura 33b) também foi adquirido
e os dados (Tabela 14) foram comparados com 0s espectros descritos na literatura
por Ito et al. (2010). O espectro adquirido neste trabalho mostrou melhor resolucao

que o da literatura.
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Figura 33. Espectro de RMN **C da PVP em CDsCN (a) e Espectro de RMNs *°C
CP/MAS da PVP (b).
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Tabela 14. Comparacéo dos sinais de RMN em CD3CN e RMN de sélidos.

5 °C, ppm
Posicao RMN em RM_N de

CD3CN solidos
(¥ 37,9-32,2 31,9
2 46,7-42,5 43,2
3 46,7-42-5 43,2
4 19,5 18,7
5’ 37,9-32,2 31,9
6 176,1 177,4

5.4 Caracterizacao espectroscopica das misturas

Inicialmente foram realizadas andlises de I.V. do EFA nas misturas com PVP
nas propor¢cbes EFA:PVP (1:1), (1:0,5) e (1:0,25) comicronizadas e na proporcao
EFA:PVP (1:0,5) sem micronizacdo (mistura fisica) para caracterizacédo da formacao
ou ndo dos complexos. Sabe-se que quando ocorrem interacdes intermoleculares,
as bandas de IV sofrem deslocamentos no espectro e mudangas nas intensidades
das mesmas. Entretanto, a comparacdo dos espectros das formulagbes com o EFA
puro ndo apresentou mudanca significativas que pudesse comprovar efetivamente a
formacado de complexos ou qualquer interagcdo molecular EFA:PVP.

Contudo, no caso da mistura EFA:PVP (1:1) o espectro de I.V. apresentou
mudancgas nas intensidade e deslocamneto de bandas. Por exemplo, a banda em
torno de 3317 cm™ que apresenta-se alargada. Entretanto, a existéncia de
sobreposicao das bandas da PVP com do EFA impossibilitou uma analise mais
detalhada. Na figura 34 é possivel observar que os espectros das quatro misturas
nas diferentes proporcoes avaliadas, apresentaram perfis semelhantes.
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Figura 34. Espectros de 1.V. em sobreposi¢éo: EFA (cinza), PVP (vinho), EFA:PVP
1:1 (azul), EFA:PVP 1:0,5 (verde), EFA:PVP 1:0,25 (preto) e EFA:PVP 1:0,5 mistura
fisica (vermelho).

A anélise dos espectros de RMN de *H (Figura 35) das misturas em CDsCN,
ndo apresentou mudancas significativas de deslocamento quimico do EFA na
presenca da PVP nas proporc¢des estudadas (Tabela 15), exceto para o hidrogénio
H-15. Foi observado que o hidrogénio H-15 sofre em média uma variacdo de
deslocamento Ad 10,13 ppm. Como visto no item 5.1.3 em solugdo o deslocamento
quimico do hidrogénio H-15 do EFA envolvido na ligacdo de hidrogénio
intermolecular responsavel pela manutencdo do estado dimérico sofre influéncia do
fendmeno de solvatacdo, do efeito da concentracdo e da temperatura e que 0sS
deslocamentos quimicos observados sdo uma média dos estados livres (A e B) e
associados (AB) das espécies presentes, pode-se supor que 0O mesmo esteja

ocorrendo com o EFA e PVP.

A+ B =—— AB
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Figura 35. Espectros de RMN*H em CDsCN: (a) EFA puro, (b) PVP pura, (c)
EFA:PVP (1:1)?, (d) EFA:PVP (1:0,5)%, (e) EFA:PVP (1:0,25)% e (f) EFA:PVP (1:0,5)°
acomicronizado, Pmistura fisica.

Uma outra observagédo é que esperava-se que o aumento da quantidade do

EFA na mistura EFA:PVP, aumentaria as interagdes intermoleculares pelo efeito da

concentragcdo O que acarretaria, principalmente, mudancas significativas dos

deslocamentos quimicos de ‘H. Esperava-se que no caso do hidrogénio H-15

haveria uma desblindagem gerando deslocamentos quimicos maiores, entretanto so

houve uma mudanca de apenas Ad 10,04 ppm. Todavia, na mistura fisica EFA:PVP

(1:0,5) o hidrogénio H-15 indica estar mais envolvido nas ligagdes de hidrogénio

sofrendo uma Ad = 0,16 ppm.

O mesmo comportamento foi observado em CDCI; (Tabela 16) e mais uma

vez na mistura fisica EFA:PVP (1:0,5), o hidrogénio H-15 indica estar mais envolvido

nas ligacdes de hidrogénio sofrendo uma Ad = 0,20 ppm.
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Tabela 15. Deslocamentos quimicos de *H em CD3CN das misturas EFA:PVP a 25 °C.

& 'H (ppm)
Posicao EFA: PVP (1.0, 25) @ EFA: PVP (1.0, 5) @ EFA: PVP (1:1) @ EFA: PVP (1.0, 5)°
5 6,95 (d, J = 8,6 Hz, 1H) 6,95 (d, J = 8,6 Hz, 1H) 6,95 (d, J = 8,6 Hz, 1H) 6,95 (d, J = 8,6 Hz, 1H)
6 744 (ad, Jj)’& 23z, 7,45 (dd, J = 8,6 Hz; 2,3 Hz, 1H) 7,45 (dd, J = 8,6 Hz; 2,3 Hz, 1H) 7,45 (dd, J = 8,6 Hz; 2,3 Hz, 1H)
8 7,54 (d, J=1,6 Hz, 1H) 7,54 (d, 1,6 Hz, 1H) 7,54 (s, 1H) 7,54 (d, 1,6 Hz, 1H)
11 1,47 (tt, J=8,3; 5,0 Hz, 1H) 1,47 (tt, J= 8,3 Hz, 5,0 Hz, 1H) 1,46 (it, J= 8,4; 5,1 Hz, 1H) 1,46 (tt, J= 8,3 Hz, 5,0 Hz, 1H)
12 0,82-0,79 (m, 2H) 0,82 —0,79 (m, 2H) 0,83-0,82 (m, 2H) 0,82 — 0,79 (m, 2H)
13 0.93 (dd, JZZH?A; 32 Hz, 0,93 (dd, J= 8,4; 3,2 Hz, 2H) 0,93 (dd, J= 8,4; 3,2 Hz, 2H) 0,93 (dd, J= 8,4; 3,2 Hz, 2H)
15 8,64 (s, 1H) 8,65 (s, 1H) 8,59 (s, 1H) 8,71 (s, 1H)
1’ 3,39-3,02 (m, 2H) 3,42 — 2,91 (m, 2H) 3,35-3,02 (m, 2H) 3,35 — 2,95 (M, 4H)
2’ 3,95-3,44 (m, 1H) 3,94 — 3,44 (m, 1H) 3,97-3,42 (m, 1H) 3,98 — 3,43 (m, 3H)
3 2,15 (s, 4H) 2,15 (s, 4H) 2,13 (s, 4H) 2,16 (s, 4H)
4 1,43-1,35 (m, 1H) 1,42 — 1,35 (m, 1H) 1,43-1,32 (m, 1H) 1,43 — 1,32 (m, 1H)
5’ 1,81-1,51 (m, 1H) 1,78 — 1,52 (m, 1H) 1,82-1,50 (m, 3H) 1,82 — 1,51 (m, 3H)

4comicronizado, Pmistura fisica.



Tabela 16. Deslocamentos quimicos de *H em CDCl; das misturas EFA:PVP a 25 °C.
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3 'H (ppm)

Posicéo

EFA: PVP (1:0,25) 2

EFA: PVP (1:0,5) 2

EFA: PVP (1:1) 2

EFA: PVP (1:0,5)"

5

11

12
13
15
1
s
3’
4,

5!

6,82 (d, J = 8,5 Hz, 1H)
7,37 (dd, J=8,5; 1,8 Hz,

1H)
7,50 (s, 1H)

1,41 (ddd, J=10,1; 8,3; 5,0

Hz, 1H)
0,89-0,83 (m, 1H)
0,97-0,91 (m, 1H)

8,64 (s, 1H)
3,43-3,04 (m, 2H)
4,06-3,54 (m, 1H)
2,54-2,16 (m, 2H)
1,85-1,52 (m, 1H)

2,14-1,87 (m, 4H)

6,84 (d, J =8,5 Hz, 1H)
7,36 (dd, J=8,5Hz; 1,8 Hz,

1H)
7,50 (s, 1H)

1,40 (ddd, J=13,2; 8,4; 5,0

Hz, 1H)

0,89 — 0,81 (m, 1H)

0,97-0,90 (m, 1H)
8,73(s, 1H)
3,40-3,00 (m, 2H)
4,08-3,50 (m, 1H)
2,54-2,14 (m, 2H)
1,82-1,52 (m, 1H)

2,12-1,83 (M, 4H)

6,83 (d, J =8,6 Hz, 1H)
7,36 (dd, J =8,5Hz; 2,1 Hz,

1H)
7,50 (s, 1H)

1,40 (ddd, J=13,3; 8,4; 5,1

Hz, 1H)
0,89-0,84 (m, 1H)
0,96-0,91 (m, 1H)

8,55 (s, 1H)
3,47-3,03 (m, 2H)
4,07-3,49 (m, 1H)
2,51-2,14 (m, 2H)
1,79-1,49 (m, 1H)

2,13-1,78 (m, 4H)

6,83 (d, J =8,5 Hz, 1H)
7,36 (dd, J =8,5Hz; 2,1 Hz,

1H)
7,50 (s, 1H)

Hz, 1H)

0,88 — 0,83 (M, 1H)

0,97-0,91 (m, 1H)

3,45-2,97 (m, 2H)
4,06-3,50 (m, 1H)
2,51-2,13 (m, 2H)
1,87-1,65 (m, 1H)

2,13-1,86 (M, 4H)

1,40 (ddd, J=10,1; 8,3; 5,0

8,75 (d, J = 23,6 Hz, 1H)

4comicronizado, Pmistura fisica.
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Os espectros de RMN de *°F das misturas comicronizadas EFA:PVP nas
proporcdes (1:0,5) e (1:0,25) e na mistura fisica (1:0,5) ndo apresentaram mudancas
significativas nos deslocamentos quimicos. Entretanto, o espectro de RMN de *3C
em CD3;CN apresentou mudancas na ordem de 0,2 ppm (Ad) (Tabela 17) para todos
os carbonos e este fato sugere que a interacao entre o EFA:PVP néo ocorre so6 via
ligacdo de hidrogénio mas

também via outros processos de interacao

intermoleculares como interac¢des hidrofobicas.

Tabela 17. Deslocamentos quimicos de **C em CDsCN das misturas.

5 °C, ppm
1 147,9 - 147,6 147,7 147,8 147,7
2 79,7 - 79,5 79,1 79,4 79,5
3 135,9 - 135,7 136,1 136,0 135,8
4 129,3 - 129,1 129,4 128,9 129,0
5 117,7 - 117,5 117,8 117,8 117,6
6 133,2 - 133,0 133,2 132,9 132,9
7 116,1 - 116,0 116,2 115,9 115,9
8 128,6 - 128,4 128,7 128,2 128,3
9 67,2 - 67,1 67,4 67,1 67,1
10 97,2 - 96,9 97,2 96,8 96,9
11 -0,02 - -0,21 -0,20 -0,21 -0,20
12 9,4 - 9,2 9,5 9,2 9,2
13 9,4 - 9,2 9,5 9,2 9,2
14 123,9 - 123,7 123,7 123,7 123,7
I - 37,9-32,2 38,7-27,1 37,6-31,8 37,6-31,8 37,5-31,8
2 - 46,7-42,5 50,5-39,8 46,5-42,1- 47,2-42,0 47,6-42,1
3 - 46,7-42,5 50,5-39,8 46,5-42,1 47,2-42,0 47,6-42,1
4 - 19,5 19,2 19,2 19,1 19,2
5 - 37,9-32,2 38,7-27,1 37,6-31,8 37,6-31,8 37,5-31,8
6’ - 176,1 175,8 175,9 176,1 176,2

3comicronizado; Pmistura fisica.
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Entretanto, sabe-se que os parametros mais adequados para o estudo de
interagbes intermoleculares sdo a relaxacdo nuclear (T;), o Efeito Overhauser
Nuclear (NOE) e os coeficientes de difusao molecular (D).

O fendmeno de relaxacao spin-rede ou longitudinal (T1) € um processo onde o
equilibrio é restabelecido entre dois estados de spin no campo magnético, em
resposta a uma perturbagédo, ocorrendo troca de energia com o meio (rede). Para
um nucleo de spin 1/2, existem somente interacdes magnéticas e os trés principais
mecanismos sao: interacdo dipolo-dipolo, deslocamento quimico anisotropico e a
interagc&o spin-rotacdo. Em sistemas de spin em solugéo, a interacao dipolar tende a
ser o mecanismo de relaxacdo mais importante. Para que ocorra a restauracao do
equilibrio, estes nucleos transferem energia em forma de calor para o0 meio e esta
troca depende da existéncia de movimentos moleculares. A idéia de difusédo baseia-
se no principio de que o movimento molecular depende do tempo de reorientacédo
molecular, o qual € muito sensivel a mudancas estruturais e a fendmenos
relacionados a ligacdo e associacao intermolecular.

O meétodo que vem sendo utilizado para o estudo de interagcbes do tipo
intermolecular é a sequéncia de pulsos inversao-recuperacdo (IR) (VOLD 1968)
(Figura 36). Como o proprio nome diz, esta sequéncia esta baseada na inversdo da
magnetizacdo por um pulso de 180°% e sua recuperacdo durante diferentes

intervalos de tempo T, sendo usado um pulso de 90°% para a deteccéo do sinal.

(a) 180° [x] a0” [x]
t
—_—
b) z , . ,
Mo A Mo
B1 y <
/ Y B1 Y
Y / X
% X Y X /
1800 t 900 D

Figura 36. a) Sequéncia IR. b) Comportamento do vetor magnetizacao.
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Como a restauracdo do equilibrio no sistema depende da energia trocada
entre 0s spins, 0s processos de interacdo intermolecular e intramolecular s&o
capazes de alterar e/ou influenciar o tempo que um spin leva para retornar ao estado
fundamental (relaxacdo nuclear - T;). Neste caso, os mecanismos de relaxacao
dominantes séo; a velocidade de relaxagao dipolar (g;j) e a velocidade de relaxagéo

cruzada (o) entre dois spins (ij).

1/ TlNS: RliNS = Zj pjj + ZjOi'j G#1)

Onde o termo R; é simplesmente a inversdo do tempo de relaxacédo spin-rede T;.

Assim, com o intuito de confirmar se ocorre interacéo intermolecular entre o
EFA e a PVP foram realizados experimentos de tempos de relaxacéo T;. A presenca
de uma ligagao intermolecular entre o EFA e o PVP acarretaria uma diminuicdo nos
movimentos rotacionais e translacionais de ambas as espécies em relacdo aos
mesmos nao associados e por consequéncia mudanca nos valores de T;
(FREEMAN et al., 1974).

Os resultados obtidos das misturas foram tabulados e comparados com o0s

resultados de R;(1/T;) do EFA como mostra a tabela 18.

Tabela 18. Velocidade de Relaxacao spin-rede nao seletiva (R1"°) dos hidrogénios
do EFA puro e no EFA:PVP em CD3CN.

R, (1/T4)

Posicio EFA 2 EFAPVP EFAPVP EFAPVP

(1:1) (1:0,5) (1:0,25)

5 0,282 0,526 0,298 0,294

6 1,78x107 0,294 0,257 0,218

8 0,216 0,347 0,165 0,161

11 0,222 0,944 3,09x10° 0,093
12 0,330 0,325 0,258 0,269
13 1,45x1073 0,266 0,260 0,264
15 0,322 0,351 0,243 0,208
R.\® 0,196 0,436 0,211 0,215

gcomicronizado.
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Nos estudos de velocidade de relaxacdo (Ri"") do EFA nas misturas
EFA:PVP comicronizadas, observa-se claramente um aumento na velocidade de
relaxacao indicando que ocorre uma associacdo do EFA com a PVP, principalmente
com a mistura EFA:PVP (1:1) comicronizada, R;"° = 0,436. Observou-se também
gue os hidrogénios H-5, H-6 e H-13 sofrem aumento consideravel dos valores de
R\ (Tabela 18) que confirma uma mudanca do ambiente quimico destes
hidrogénios que neste caso, deve estar associada a presenca do polimero PVP. A
partir da estrutura do EFA pode-se supor que este farmaco atuaria como doador de
hidrogénio através do atomo de nitrogénio ocorrendo a interagdo com a PVP através
do oxigénio carbonilico ou do nitrogénio pirrélico. Entretanto, os resultados obtidos
indicam que os hidrogénios aromaticos do EFA também participam do processo de
interacao.

A figura 37 apresenta as curvas de DSC do EFA nao processado e
micronizado, do PVP nao processado e micronizado, e das misturas EFA:PVP
comicronizadas. Como discutido no item 5.1, a curva DSC do EFA apresenta um
evento endotérmico a 136,7 € devido a fusdo, enquanto a curva DSC do PVP
apresenta um pico endotérmico entre 90-100<C. Entre tanto as curvas de DSC das
misturas apresentam alteracdes, primeiro no evento endotérmico do PVP com
mudancas na area do pico e da temperatura e segundo, no evento de fusdo do
farmaco que desaparece por completo, o que caracteriza, a principio, uma interacao
ou reacao quimica do farmaco com o PVP. Confirmando os resultados obtidos por

RMN que indicam uma interagéo do EFA:PVP.
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Module: DSC822e/700/268/FRS5, 29.01.2008 09:43:43 Sample Holder: Aluminum Standard 40ul
Method: Dyn25...250@10 - N2=80mL
dt1.00s
25,0-250,0°C 10,00°C/min, N2 80,0 mi/min
Synchronization enabled

EFA ndo processado - TFG N2, 3,0700 mg

e

EFA micronizado - TFG N2, 3,0800 mg (

PVP ndo processado - TFG N2, 23,3100 mg

PVP micronizado - TFG N2, 10,9900 mg

\ Vv
EFA:PVP (1:0,25) comicronizado-TFG N2, 10,7400 mg
. v
) v
EFA:PVP {1:1) comicronizade-TFG N2, 10,8600 myg
40 60 BO 100 120 140 160 180 200 220 240 °C
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Figura 37 . Curvas de DSC do EFA e PVP processados e néo processados e das
misturas comicronizadas ( COSTA, 2011).

Este comportamento da PVP ja foi observado com outros farmacos como o
captopril, o ibuprofeno e o cetoprofeno. De acordo com a literatura, este
comportamento ocorre devido a uma forte interacdo sélido-sélido sob aquecimento
(STULZER et al., 2008). Esta observacdo nao significa imcompatibilidade do EFA
com a PVP mas sim uma dissolucao do farmaco na PVP.

Como descrito no item 2.2 (pagina 24) a RMNs é uma ferramenta muito
poderosa na caracterizacdo de miscibilidade entre compostos (OH, 2009). Assim,
foram adquiridos espectros de RMN de *C CP/MAS das misturas EFA:PVP
comicronizadas (1:1), (1:0,5) e (1:0,25) e da mistura fisica (1:0,5) de acordo com as
condicbes do item 4 (pagina 38).

Na figura 38, € possivel observar que no espectro das misturas
comicronizadas e fisica do EFA:PVP, as regides caracteristicas do farmaco e do
polimero continuam bem definidas, o que demonstra que ndo ocorreram mudancas

na estrutura do farmaco nem do polimero.
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Figura 38. Espectros de RMNs *C CP/MAS: (a) EFA puro, (b) PVP pura, (c)
EFA:PVP (1:1), (d) EFA:PVP (1:0,5)% (e) EFA:PVP (1:0,5)° e (f) EFA:PVP (1:0,25)°.

gcomicronizado, Pmistura fisica.

Entretanto, foram observadas mudancas nos deslocamentos quimicos de

todos os sinais dos carbonos (Tabela 19) tanto do farmaco (Ad 00,40 ppm) quanto

do polimero (Ad 00,73 ppm). Sendo a mudanga mais significativa para os carbonos

C1, C» e Cg do polimero da PVP. Como nédo houve o desaparecimento dos sinais do

EFA na matriz polimérica, e sim mudancas no deslocamento quimico pode-se supor

que ha a interacdo entre o farmaco e o polimero. Além disso, o alargamento de linha

observado nas misturas: fisica EFA:PVP (1:0,5) e comicronizada (1:0,25) sugere que

nestes casos a dispersao ndao € completa. Corroborando com a suposi¢cdo de que

possa estar ocorrendo uma dissolucdo parcial do farmaco na PVP, e principalmente

a formagéo de uma ligagao de hidrogénio entre o hidrogénio do grupo —NH do EFA e

0 oxigénio da carbonila da PVP.
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Tabela 19. Deslocamentos quimicos de RMNs **C CP/MAS das misturas EFA:PVP.

3 °C (ppm)
o EFA:PVP A S BC EFA:PVP A S C
Posicilo EFA  PVP
¢ (1:0,25)? (ppm) (1:0,5)" (ppm)

1475 ] 1471 0.4 1471 0.4
79,5 - 79,0 0,5 79,0 0.5
3 1343 ) 133,9 0,4 133.9 0,4
134.9 134.4 0.5 134 4 0.5
4 128.6 ] 1282 0.4 128.2 0.4
5 119,0 - 118.,6 0,4 118.6 0.4
6 1334 ] 133,0 0.4 133.0 0.4
7 1144 ] 114.0 0.4 114.0 0.4
8 127.1 ] 126.6 0,5 126.6 0.5
o 68,2 ) 67,8 0,4 67,8 0.4
66,2 65,7 0.5 65,7 0.5
97,0 96,6 0.4 96,6 0,4
10 96,4 - 96,0 0.4 96,0 0.4
95,8 95,3 0.5 95,3 0.5
11 0,7 ) 1.2 0,5 1,2 0.5
1,5 2.0 0.5 2.0 0.5
9.1 8.7 0.4
12 8.4 i 3; 82 7.8 0,6
7.8 ! ! 7.3 0.5
9,1 8,7 0,4
13 8.4 i {73; 8’2 78 06
7.8 ! ! 7.3 0.5
14 124.6 1242 0.4 1241 0.5
1217 1211 0.6 121.6 0.1
1,5 ; 31,9 31,5 0.4 31,5 0.4
2" 3 ; 43,2 42.1 1.1 42.7 0.5
4 ; 18,7 18,1 0,6 18,2 0.5
6’ ; 177.4 1767 0,7 176.9 0.5

3comicronizado, "mistura fisica.
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6 CONCLUSOES

As evidéncias experimentais e tedricas obtidas neste trabalho indicam que a
forma dimérica do EFA é a mais estadvel, e que as ligacbes de hidrogénio
intermoleculares entre o grupo —NH de uma molécula e o oxigénio carbonilico de
outra sdo responsaveis pela manutencdo do estado dimérico, conforme encontrado
na fase solida por DRX e confirmado por modelagem molecular e RMN de solidos.

Os estudos revelaram que a forca da ligagdo de hidrogénio € afetada por
variacbes na concentragao, pela temperatura e pela polaridade do solvente. Sendo
que tanto a temperatura como a natureza do solvente pode alterar o equilibrio na

formacao dimérica do EFA.
EFA.EFA + DMSO « DMSO ~—— [ EFA:EFA] e DMSO

Os resultados também mostraram que nas misturas do EFA:PVP
comicronizadas e na mistura fisica, a estrutura do farmaco e do polimero sé&o
mantidas e que ocorre dissolucdo parcial do farmaco na matriz polimérica nas
misturas (1:0,25) comicronizadas e (1:0,5) fisica. Enquanto os resultados do
EFA:PVP comicronizado (1:1) indicam que ocorre uma interagdo muito forte entre o
farmaco e a PVP.

Os dados obtidos mostraram que a RMN, como esperado, é uma ferramenta
poderosa para avaliar a integridade e estabilidade de farmacos nos processos de
formulagbes farmacéuticas podendo se confirmar como técnica fundamental para

caracterizar este tipo de estrutura.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho serdo ampliados através da aplicacao
das diversas metodologias que a RMN possui para avaliar o comportamento da
natureza e intensidade das interagcdes intermoleculares. Para tal serdo medidas as

velocidades de relaxacdo seletiva (Ri°F-

) e os coeficientes de difusdo (D) dos
componentes puros e na mistura e determinado o tempo de correlacdo dos
componentes puros e associados. Outro aspecto que poderia ser de interesse é o
estudo das misturas por RMN de solidos, visando determinar distancias
interatdbmicas com REDOR ou ainda a mobilidade dos componentes nas misturas no
estado sdlido.

Além disso, seria conveniente realizar estudos estruturais do EFA na forma
cristalina por DRX, para confirmar a semelhanca entre a estrutura cristalina e em
solucdo dos EFAs recristalizados de diferentes formas e a influéncia destas
estruturas na interacdo com a PVP e por conseguinte no processo de dissolucéao do
farmaco.

Os célculos tedricos deverdo ser aprimorados para tentar mimetizar de forma
mais realista os dados de RMN em solucdo. Para tal ser4 necessério estudar mais
detalhadamente as densidades eletrénicas dos atomos envolvidos na ligacdo de
hidrogénio intermolecular. Além de analisar os sistemas EFA:PVP no vacuo e em

solugéo.
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ANEXO 1 — Infravermelho do EFA — pastilha de KBr
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ANEXO 2 — EFA RMN *H em CD3CN
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ANEXO 3 — EFA RMN ¥C em CD5;CN
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ANEXO 4 — EFA HSQC
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ANEXO 5 - EFA HMBC
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ANEXO 6 — EFA DEPT
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ANEXO 7 — EFA RMNs *C CP/MAS
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ANEXO 8 — Infravermelho do EFA recristalizado — pastilha de KBr
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ANEXO 9 — EFA recristalizado RMN *H em CD3;CN
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ANEXO 10 — EFA recristalizado RMN **C em CDsCN

L

100

T
150

T
140

T T T
130 120

110



ANEXO 11 — EFA recristalizado RMNs *C CP/MAS
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ANEXO 12 — Infravermelho da PVP — pastilha de KBr
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ANEXO 13 — PVP RMN *H em CDsCN
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ANEXO 14 — PVP RMN *C em CD5;CN
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ANEXO 15 — PVP RMNs *C CP/MAS
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ANEXO 16 — Infravermelho EFA:PVP (1:1) comicronizado — Pastilha KBr
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ANEXO 17 — EFA:PVP (1:1) comicronizado RMN *H em CDsCN
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ANEXO 18 — EFA:PVP (1:1) comicronizado RMN **C em CDsCN
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ANEXO 19 — EFA:PVP (1:1) comicronizado RMN *H em CDCls
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ANEXO 20 — EFA:PVP (1:1) comicronizado RMNs **C CP/MAS
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ANEXO 22 — EFA:PVP (1:0,5) comicronizado RMN *H em CDsCN
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ANEXO 23 — EFA:PVP (1:0,5) comicronizado RMN **C em CDsCN
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ANEXO 24 — EFA:PVP (1:0,5) comicronizado RMN *H em CDCls
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ANEXO 25 — EFA:PVP (1:0,5) comicronizado RMNs **C CP/MAS
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ANEXO 26 — Infravermelho EFA:PVP (1:0,25) comicronizado — Pastilha KBr
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ANEXO 27 — EFA:PVP (1:0,25) comicronizado RMN *H em CDsCN
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ANEXO 28 — EFA:PVP (1:0,25) comicronizado RMN **C em CDsCN
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ANEXO 29 — EFA:PVP (1:0,25) comicronizado RMN *H em CDCls
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ANEXO 30 — EFA:PVP (1:0,25) comicronizado RMNs **C CP/MAS
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ANEXO 31 - Infravermelho EFA:PVP (1:0,5) mistura fisica — Pastilha KBr
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ANEXO 32 — EFA:PVP (1:0,5) mistura fisica RMN *H em CDsCN
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ANEXO 33 — EFA:PVP (1:0,5) mistura fisica RMN **C em CDsCN
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ANEXO 34 — EFA:PVP (1:0,5) mistura fisica RMN *H em CDCl;
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ANEXO 35 — EFA:PVP (1:0,5) mistura fisica RMNs **C CP/MAS
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ANEXO 36 — EFA RMN *°F em CDCl;
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ANEXO 37 — EFA recristalizado RMN **F em CDsCN
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ANEXO 38 — EFA:PVP (1:0,5) comicronizado RMN *°F em CDsCN

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-80 -90 -100 -110 -120 -130 -140 -150 -161
1 (ppm)



129
ANEXO 39 — EFA:PVP (1:0,25) comicronizado RMN *°F em CDsCN
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ANEXO 40 — EFA:PVP (1:0,5) mistura fisica RMN *°F em CDsCN
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