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INTRODUCAO

A capacidade de uma molécula cristalizar em duas ou mais
formas € definida como polimorfismo; quando moléculas de
solvente estdo presentes na estrutura cristalina, o fendmeno é
denominade pseudopolimorfismo. Polimorfos diferentes de um
mesmo composto geralmente apresentam diferencas significa-
tivas de solubilidade, processabilidade e estabilidade fisica e
quimica'. Estas diferengas fisico-quimicas irfo modificar o
comportamento da molécula quando em um meio bioldgico,
inclusive podendo alterar sua biodisponibilidade.

Mullins e Macek® estudaram as propriedades farmacoldgicas
de dois polimorfos da novobiocina, um potente antibacteriano.
Os autores observaram que a forma cristalina ndo é ativa, ou
melhor, ndo é absorvida, porém é mais estdvel do que a forma
amorfa, que ¢ facilmente absorvida e bastante ativa. Sugeriram
que este comportamento deveria ser devido & diferenca de solu-
bilidade, j4 que a solubilidade do sélido amorfo € dez vezes
maior do que a do sélido cristalino, em uma solugéo 0,1 mol/l
de HCI a 25°C. Como a forma amorfa da novobiocina converte-
se lentamente na forma cristalina, o remédio com o tempo vai se
tornando cada vez menos ativo, embora os métodos quimicos
tradicionais, € mesmo muitos testes farmacolégicos in vitro, ndo
detectem essas alteragdes. Desta forma, estudos foram desenvol-
vidos e observou-se que a adi¢io de metilcelulose na formula-
¢do causou um aumento da estabilidade do medicamento, preve-
nindo a cristalizagiio da forma amorfa da novobiocina.

Poole e colaboradores® estudaram os fatores fisico-quimicos
que influenciam na absorgdo da ampicilina anidra e tri-
hidratada. Eles observaram que a solubilidade da forma anidra
em 4gua é 20% maior do que a da forma tri-hidratada, a 37°C
(10 e 8 mg/ml para as formas anidra e tri-hidratada, resp.).
Estudos in vitro e in vivo (Figura 1), evidenciaram a maior
absor¢do da fase anidra comparada com a fase tri-hidratada.

Esses resultados evidenciam a necessidade de se detectar,
quantificar e controlar todas as etapas da preparagdo do medi-
camento, desde a sintese da droga até a estocagem do mesmo
nas prateleiras das farmdécias, inclusive no que diz respeito as
formas cristalinas do principio ativo e do produto formulado.
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Figura 1. Concentragdo média de ampicilina no soro sangiiineo hu-

mano, apds administra¢do de suspensdo oral de 250 mg: Q: anidru;
4: tri-hidratadd®

Dentre as técnicas de caracterizagdo de fdrmacos, destaca-
se a ressonancia magnética nuclear, notadamente em estudos
em solugﬁo, para elucidagdo estrutural'®, determinagdo de qui-
ralidade’®, correlagdes estrutura-atividade® ou estudos confor-
macionais de protefnas'®!!,

A aplicagdo de técnicas para a obtengdo de espectros de
RMN de alta resolugdo de amostras em solugdo em amostras
sob forma sélida, conduz a espectros largos e inexplordveis
pelos quimicos. Isso provém do fato de que, no estado sélido,
ocorre a diminui¢do dos movimentos moleculares que, em so-
lugdo, permitem na maior parte dos casos considerar como zero
as interagSes entre os dipolos nucleares. Assim como as cons-
tantes de acoplamento escalares, da ordem de hertz, sio os
fatores determinantes dos desdobramentos observados nos es-
pectros de RMN de moléculas em solugdo, os acoplamentos
devidos 2s interages dipolares, da ordem de kHz, sdo as inte-
ragdes que dominam os espectros de RMN de amostras no
estado sélido.

O desenvolvimento da drea de RMN de alta resolugio no es-
tado sélido, através da rotagdo no angulo mégico, desacoplamento
de alta poténcia e polarizagio cruzada, propiciou a diminuigio
efetiva das interagdes dipolares, com conseqiiente redugio dos
deslocamentos quimicos anisotrépicos aos seus valores isotrpicos,
para a obteng¢@io de espectros de alta resolugio em fase sélida.
Ocasionalmente, outras seqiiéncias de pulso sdo empregadas, como
a técnica TOSS (Total Suppresion of Sidebands) para a supressio
de bandas laterais'? e a técnica DD (D'{mlar Dephasing) para
assinalamento dos carbonos quaterndrios'”.
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Com o desenvolvimento da instrumentacdo de RMN para a
andlise de amostras sé6lidas, a aplicagdo desta técnica na inddstria
farmacéutica tomou um grande impulso, ji que aproximadamente
90% dos farmacos sdo comercializados sob esta forma!4!6,

Embora em solugéo tanto o hidrog€nio quanto o carbono-13
sejam estudados, as fortes interagGes dipolares H-H presentes na
molécula no estado sélido tornam dificil a obten¢do de espectros
de hidrogénio no estado sélido. Dessa forma, o carbono-13 pas-
sa a ser o ndcleo mais estudado. Os valores dos deslocamentos
quimicos de carbono-13 que podem ser observados em amostras
sob forma sélida, podem ser influenciados por virios fatores,
tais como o empacotamento do cristal, ligagdo hidrogénio, efei-
tos i6nicos, mudangas conformacionais e outros'’'%,

Considerando-se os aspectos tedricos envolvidos na RMN
de alta resolucdo no estado sélido e as necessidades da indis-
tria farmacéutica, o uso dessa técnica combinada com outras
técnicas de caracterizagdo no estado sélido, como a andlise
térmica, a microscopia eletrdnica, a espectrometria na regifio
do infravermelho e a cristalografia de raios-X de substancias
amorfas ou cristalinas, forma um conjunto valioso para a ava-
liag@o criteriosa de farmacos.

Por outro lado, a comparagiio dos espectros de RMN'*C no
estado s6lido com os espectros obtidos em solugdo ndo tem
sido sistematicamente explorada, embora a possibilidade de
detectar diferencas conformacionais entre os estados sélido e
em solugdo, com o emprego de uma mesma técnica de andlise
seja promissora, e possa ter importante aplicagdo quando se
estudam principios ativos de medicamentos'®%,

ESPECTROSCOPIA DE RE'SSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR NO ESTADO SOLIDO

Aspectos Fundamentais da RMN

Todo sinal de RMN pode ser descrito como um somatério
de vérios Hamiltonianos (Equagdo 1)%,

H = Hz + Hes+ Hse +HQ + Hp ¢))

onde Hz é a interagio de Zeeman, H¢g é fungdo do ambiente
quimico ao redor do nicleo frente 4 isotropia do sistema, Hyc
e Hyp correspondem 2s interagBes spin-spin e quadrupolares e
Hp sdo as interagGes dipolares.

Interacio de Zeeman

Quando um nicleo atdmico € colocado em um campo mag-
nético estético, B, o nicleo tende a se alinhar com o campo
externo aplicado. Essa interagdo € conhecida como Interagdo
de Zeeman (Hz), descrita pelo Hamiltoniano da Equagio 2,

H=-y BT
7’2” oz (2)

4

onde ¥ € a constante giromagnética, h a constante de Planck,
B, 0 campo magnético externo e I, € o vetor spin na direcéo z.

A interacio de Zeeman ocorre somente com nicleos que
possuem nimero de spin, 1, maior do que zero e produz 21 + 1
niveis de energia, com separacdo igual a freqii€ncia de Larmor.

A freqiiéncia de precessdo, v, ou freqiiéncia de Larmor, é
fungdo da for¢a do campo magnético B, sentido pelo nicleo e
da constante giromagnética do niucleo y (Equagdo 3).

v=7y.—~ 3)

Se um pulso de rf é aplicado ao longo do eixo x, na fre-
quéncia de Larmor, isto equivale a aplicagdo de um campo
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magnético estdtico (By) ao longo do eixo x’ no sistema de
coordenadas rotatérias. Como a magnetizagio liquida M, &
percebida parada neste sistema, o efeito da aplicagdo de um
campo magnético constante ao longo de x’, seria a rotagdo de
M, em uma dire¢lio préxima a x’, no sentido hordrio, com
frequéncia (v), dado pela Equacdo 4,

B
vy @

Assim, se um pulso € aplicado por t segundos, entdo M, serd
inclinado de um angulo 6, dado pela Equacgfo 5:

-

0= y—li-r &)
2r

Este efeito é mostrado na Figura 2. A inclinagdo de M, de um
dngulo © gera um componente no eixo y’ que € dada por M,
senf. Esta componente serd o sinal detectado pelo equipamento.

Campo devido a
aplicagdo de um

pulso de rf 31

xl

Figura 2. Efeito da aplicagdo de um pulso de rf na freqiiéncia de
Larmor, por t segundos, sobre o vetor magnetiza¢io M,”.

Acoplamentos Spin-Spin e Interagées Quadrupolares

A interagfio spin-spin (Hy) origina-se do acoplamento entre
dois spins, através da interag@o entre os nicleos e os elétrons
da ligacdo. A magnitude dessa interagdo € da ordem de O-
10%Hz, e ocorre tanto no estado sélido quanto em solugdo.

A interagdo quadrupolar (Hg) resulta do acoplamento dipolar
com um nicleo que apresenta nimero quintico de spin maior
do que /5, e que portanto possui um gradiente de campo elé-
trico. A magnitude desta interagfio pode alcangar valores da
ordem de 10° Hz.

Interagées do Deslocamento Quimico

A ocorréncia de sinais em diferentes freqiiéncias para um
mesmo nuclideo é uma indicagio de que o campo magnético,
sentido pelo niicleo, é dependente do ambiente quimico a sua
volta e devido a presenga dos elétrons. Este fendmeno, deno-
minado diamagnetismo, é devido as correntes induzidas pelo
campo aplicado B, sobre os elétrons de ligag@o, que criam um
campo magnético que se opde a esse campo e faz com que o
campo magnético B’, efetivamente experimentado pelos nticle-
os presentes na amostra, seja inferior ao campo aplicado B,. A
constante de proporcionalidade ¢ que correlaciona B, ¢ B’ de-
nomina-se constante de prote¢io magnética ou constante de
blindagem (Equacio 6), e estd presente tanto em solugdo quan-
to no estado sélido.

B=-0 (6)

(7]
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O Hamiltoniano que descreve a interagdo dos elétrons de li-
gagdo com o campo magnético aplicado, denominada interagdo
de deslocamento quimico, estd mostrada na Equag¢io 7. Por ser
muito sensivel a mudangas no ambiente quimico do nicleo é
uma das informagdes mais valiosas de um experimento de RMN.

H —V_IB (o) 7
(]
cs 2T ( )

A constante ¢ € dependente da orientagdo dos eixos molecu-
lares em relagfio ao B,. Em solugfo, os movimentos brownianos
da amostra fornecem um valor isotrGpico para a constante de
protecdo. No estado sélido, por outro lado, o valor do desloca-
mento quimico também é caracteristico do ambiente magnético
de cada nicleo, porém como se trata de um sistema rigido, as
vdrias orientagdes possiveis do vetor magnetizagdo em relagdo
ao campo externo B, nao sdo observadas no seu valor médio, ou
seja, sdo observados os vérios deslocamentos quimicos anisotré-
picos, em fungio da posi¢io do nicleo em observagdo em rela-
¢io ao campo magnético aplicado. Na Figura 3 estio ilustrados
os formatos de um sinal de RMN de um grupo funcional espe-
cifico orientado perpendicularmente (3-a) ou paralelamente
(3-b) em relagdio ao campo B,,. Assim, para a maioria das amos-
tras, a distribui¢fio ao acaso em todas as orientacdes de todas as
moléculas ird produzir um sinal muito largo, %ue contém o con-
junto de todas as orientages possiveis (3-c).

XY

(8)
tb)

(e

Figura 3. Representagdo esquemdtica de um sinal de RMN'? C de um
dnico cristal contendo o grupo funcional X-Y, orientado: (a) perpen-
dicularmente ao campo externo B,; (b) paralelamente ao campo ex-
terno B,; (c) representua o espectro de RMN du amostra policristaling,
que possui distribui¢do de orientagies ao acaso, e gera o padrdo de
anisotropia de deslocamento quimico para essua amostra®,

Interagoes Dipolo-Dipolo

Em geral, ndo é possivel observar em sélidos os efeitos
devidos & anisotropia do deslocamento quimico, descrito ante-
riormente, pois estes sdo obscurecidos pelas interagSes dipolo-
dipolo ou acoplamentos dipolares, que alargam muito os sinais
anisotrépicos. O acoplamento dipolar é o acoplamento direto
de dois nicleos magnéticos através do espago e é dependente
da distincia internuclear, do tensor acoplamento dipolar, das
razbes giromagnéticas dos nticleos e do dngulo que o tensor de
acoplamento dipolar faz com o campo magnético externo. En-
tretanto, esta interacio decresce rapidamente com a distincia
internuclear (r), sendo importante apenas para nicleos direta-
mente ligados ou nicleos espacialmente bem préximos?.

A interagdo dipolo-dipolo para um par de nicleos ndo equi-
valentes, como o 'H e o '*C, pode ser descrita pela Equagéo 8.
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Como o tensor acoplamento dipolar, D, contém o termo
(3c0s%0-1), esta interagdo & dependente também da orientagdo
da molécula. Em solugdo, devido aos movimentos brownianos
répidos, o termo (3cos®8-1) & integrado para todos os angulos
possiveis, ocasionando numa resultante nula. No sélido, as mo-
léculas apresentam orientagdes preferenciais em relagdo ao B,
e dessa forma a constante de acoplamento dipolar nio € total-
mente anulada. Esta interagdo € a principal causa do alarga-
mento do sinal de RMN em um sélido, e este acoplamento
pode alcangar valores da ordem de 10° Hz.

TECNICAS PARA OBTENCAO DE ESPECTROS DE
RMN DE ALTA RESOLUCAO NO ESTADO SOLIDO

Como as interagSes dipolares e de deslocamento quimico
sdo dependentes da orientagfo, no estado sélido a rigidez do
sistema acarreta no alargamento excessivo do sinal (da ordem
de kHz). A obtengdo de espectros de RMN de alta resolugio
para sélidos exige, entdo, técnicas que permitam eliminar os
alargamentos de maior amplitude. Sdo elas: a) desacoplamento
dipolar de alta poténcia; b) rotagdio no dngulo migico; ¢) pola-
rizagdo cruzada.

Desacoplamento de alta poténcia

O uso de um desacoplador de alta poténcia pode eliminar
o acoplamento dipolar heteronuclear entre 'H e '*C que mui-
tas vezes domina o espectro de moléculas orgénicas no esta-
do sélido. ‘

No estado liquido, elimina-se o acoplamento escalar spin-
spin irradiando-se na freqiiéncia de ressonincia do nicleo a ser
desacoplado By, com uma poténcia da ordem de 10 W. Em
sélidos, como o desacoplamento ¢ utilizado para remover as
interagbes dipolares, da ordem de 50 KHz, é necessirio uma
poténcia bem mais elevada, cerca de 100 W, o que remove,
também, as intera¢Ses spin-spin. Infelizmente, mesmo com o
uso do desacoplador de alta poténcia, ndc é possivel eliminar
totalmente o acoplamento dipolar heteronuclear.

Rotacdo no dngulo miagico

A utilizagdo do desacoplamento de alta poténcia ndo é sufi-
ciente para reduzir significativamente o alargamento do sinal
de RMN no estado sélido, j4 que existem outras interagdes
anisotrépicas com dependéncia geométrica do tipo (3cos%6-1),
como por exemplo as interagbes do deslocamento quimico.

Uma vez que o termo (3cos®6-1) se anula para 6 = 54,74°,
o alinhamento de todos os vetores internucleares neste angulo,
acarretaria no desaparecimento das anisotropias dependentes do
angulo 6. Por este fato, o dngulo 0 = 54,74°, é denominado de
angulo maégico (Figura 4a).

Numa amostra sélida, ndo é possivel orientar simultanea-
mente todos os vetores internucleares segundo o angulo magi-
co. Entretanto, a rotagdo rdpida da amostra em volta de um
eixo R, inclinado de 54,74° em relagdo a B,, orienta em média
qualquer vetor internuclear paralelamente ao eixo de rotagfo,
anulando o efeito médio destes vetores (Figura 4b). Esta técni-
ca, conhecida por rotagio no dngulo mégico (magic angle
spinning, MAS), foi proposta inicialmente para anular ou redu-
zir as interagOes anisotrépicas ao seu valor isotrépico, desde
que a freqiiéncia da rotagdo v, seja compardvel a largura da
banda estdtica, que varia na faixa de 0 a 20 KHz.

A velocidade de rotagio deve exceder este valor, senfo ban-
das laterais serdo observadas. Por exemplo, a Figura 5 apre-
senta o espectro de RMN *P no estado sélido do éxido de
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trifenilfosfina com diferentes velocidades de rotagﬁo“’. Quando
a freqiiéncia de rotagdo da amostra v, for inferior & largura
espectral estdtica, o sinal isotrépico aparece ladeado de bandas
laterais separadas de v;. Quando a freqiiéncia de rotagfo é
baixa, as intensidades das bandas laterais continuam a delinear
o espectro estdtico. A medida que v; aumenta, as intensidades
das bandas laterais diminuem rapidamente e afastam-se da li-
nha central, o que permite a rdpida identificacio das bandas
laterais e o assinalamento do sinal isotrépico.
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Figura 4. Efeito do posicionamento e rotagdo de uma amostra no
dngulo mdgico: a) inclina¢do de um rotor a 54,74° de Bo; b) o valor
médio de todos os vetores dus interagdes dipolares é 54,74°; isto é
<0p2> = <B14> = 54,74°%%
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Figura 5. Espectro de RMN*'P no estado sélido do éxido de trifenilfos-
fina a 34 MHz: (a) amostra estaciondria; b) MAS lento, v, = 1,5 KHz;

(¢) MAS rdpido, v, = 3,0 KHz (s) representam as bandas laterais®.

Polarizagdo cruzada

No caso de niicleos pouco abundantes, como o '*C, o alar-
gamento espectral devido as interagdes dipolares e & aniso-
tropia do deslocamento quimico nfo constitui a dnica dificul-
dade para obtencdo de espectros de alta resolucdo de amos-
tras no estado sélido. No caso do carbono-13, além da abun-
dancia, os tempos de relaxagdo longitudinal T;'3C muito lon-
gos, sdo responsdveis por um grave problema de sensibilida-
de. A técnica de polarizagdo cruzada fornece um aumento da
magnetizagﬁo dos nicleos pouco abundantes ou raros, por
exemplo '°C as custas da magnetizagdo dos niicleos abundan-
tes, normalmente 'H.

A estratégia desenvolvida para este fim pode ser melhor
entendida se for introduzido o conceito de temperatura de spin.
Segundo a equagdo de distribuigdo de Boltzmann (Equagéo 9),
a temperatura Ts de um sistema de spins depende da razdo de
populagdo Np/Ny,.
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N e (_A_E_)
N, =P | ©

onde DE ¢ a diferenca entre as duas energias e Ts € a tempe-
ratura de spin.

Observa-se que em altas temperaturas (Ts — o) a diferenca
de populagdo serd muito pequena ou nula, e uma alta diferenca
de populagdio (alta polarizagiio), a qual origina um sinal de
RMN intenso, corresponde a uma “baixa temperatura de spin”.
Esta diferenciagiio é possivel com spins que sdo fracamente
acoplados com o ambiente (a rede) e fortemente acoplados entre
si, devido ao acoplamento dipolar (T longo e T, curto).

Na interpretagdo termodinimica, a diminui¢io de tempera-
tura do sistema de spins ocorreria através de uma transferéncia
de energia para a rede. Esse processo de relaxacgio € caracteri-
zado pelo tempo de relaxagdo T, indicado na Figura 6 como
T,C para o tempo de relaxagdo do sistema de spins do '*C e
T, H para o sistema de spins do 'H. O sistema de spins do '3C,
de maior temperatura e consequentemente menor polarizagéo,
¢é representado pelo retdngulo menor, enquanto o sistema de
spins do 'H, de menor temperatura e maior polarizagdo, é re-
presentado pelo retdngulo maior. O resfriamento desejado para
o sistema de spins do carbono ocorrerd através do contato tér-
mico entre os dois sistemas, ocasionando uma transferéncia de
polarizagdo do hidrogénio para o carbono. Este processo é
denominado de Polarizaciio Cruzada (Cross Polarization - CP).

H-1
C-13
Temp. alta Temperatura baixa
T [T
1C ["1pc IT1 H {T1pH
Rede

Figura 6. Interpretagdo termodindmica para o experimento de Pola-
rizagdo Cruzada®.

Em um sistema de spins homonucleares a troca de energia
ocorre através de um mecanismo “flip-flop”. A interagfo spin-
spin leva a uma transferéncia de quanta de energia (yB,), e
com isso a mudanga da orientagdo do spin de um niicleo é
acompanhada pela mudanga oposta do seu vizinho. Para um
sistema de spins heteronucleares, C-H, a relagfo entre os spins
segue a Equagfo 10:

Yu Bo # Yc Bo (10)

Como todos os pardmetros da Equagdo 10 sfo fixos, ndo hd
condigdio favordvel para ocorrer a transferéncia de magnetiza-
¢do do hidrogénio para o carbono. Entretanto, no sistema de
coordenadas rotatérias, € possivel obter a condi¢do desejada,
por ajuste das amplitudes de B (Equagdo 11).

Yu By = Yc Bic an

Esta nova relagiio é conhecida como “condigdo de Hartmann-
Hahn”?, e permite que a energia possa ser trocada por polariza-
¢do cruzada entre ambos os reservatérios de spins.

O contato entre os dois sistemas é feito através da interagio
dipolar heteronuclear das componentes dos campos magnéticos
locais, segundo a diregio de Bo. No referencial rotatdrio estas
componentes sdo flutuantes, devido & precessdo da magnetiza-
¢do em torno de By e B¢, € na condi¢do de Hartmann-Hahn,
ocorre relaxacdo cruzada, através de “flip-flop” simultineos dos
spins 'H e *C acoplados anti-paralelamente,

Para entender melhor o processo de polarizagio cruzada, dois

outros processos de relaxacdo devem ser definidos: o tempo de

QUIMICA NOVA, 22(4) (1999)



relaxagdo spin-rede no eixo de coordenadas rotatdrias (Tp) € o
tempo de polarizagdo cruzada (Tcy). A relaxagio spin-rede no
eixo de coordenadas rotatérias, T, caracteriza o decaimento da
magnetizagio no campo Bj, normalmente pequeno em relagdo
ao campo externo B,

Na seqiiéncia de pulso utilizado nos experimentos de pola-
nzagao cruzada, aplica-se um pulso de 90°% 'H (Figura 7), o
qual é imediatamente seguido de um deslocamento de fase de
90°%. Assim, o vetor magnetizagdo M torna-se paralelo a B, e
os hidrogénios comportam-se neste novo campo como antes
em B,,; eles precessam com freqiiéncia de Larmor vy = Y4B,
em torno do eixo y. Em outras palavras, eles estdo "trancados”
na dire¢do -y do eixo de coordenadas rotatorias. Este estado de
sistema de spin é chamado de “spin-lock”.

) 009

canal |"spind Desacopla
H-1 ock” ¢ mento
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-tato -Aqulsu;ao espera '

Figura 7. Diagrama du seqiiéncia de pulsos para um experimento de
polarizagdo cruzada™.

Se agora nés ajustarmos o campo B na regifio de freqii€ncia
do 3C de acordo com a Equagdo 11, a componente -z de ambas
as magnetiza¢des oscilario com a mesma freqiiéncia e uma trans-
feréncia de energia do reservatério de spin quente para o frio é
possivel. Para realizar isto, o tempo do ¢ spin -lock” deve ser da
ordem do tempo de relaxagdo spm -rede do 'H.

No caso ideal, quando Tlp H ¢ longo, ¢ possivel em uma
tinica experiéncia realizar miltiplos contatos. Eventualmente, a
magnetizacgio dos lH diminui muito, devido &s pequenas trans-
feréncias para os "*C e em particular devido ao decaimento
para a rede no referencial de coordenadas rotatérias, definido
por Tlp H. A experiéncia podera recomegar logo que os siste-
mas de spins 'H retornem ao equilibrio com a rede, ou seja
ap6s um tempo da ordem de grandeza de T,'H que &, em geral,
muito inferior ao T;"C. O resultado final, apés a transforma-
¢io de Fourier do FID acumulado, é um espectro com razio
sinal/ruldo muito melhorada. Os casos ideais serfio os sistemas
com Tj,'H longos e T,'H curtos.

A velocidade de relaxagiio cruzada, T ey, mede a eficiéncia
da transferéncia de polarizagao. Os tempos de polarizagdo cru-
zada Tcy, tipicamente 10 a 10 s, determinam o tempo de
contato, que deverd ser otimizado para cada tipo de amostra.

A medida de T,,,'H pode ser feita indiretamente utilizando
uma série de experimentos de polarizagdo cruzada, onde o tem-
po de contato é aumentado gradativamente. Como a polariza-
¢do do niicleo raro, 3C, esta intimamente ligada & magnetiza-
¢iio do niicleo abundante, 'H, a relaxagio deste nicleo, durante
o tempo de contato, acarretard em uma diminui¢fio da amplitu-
de do FID do niicleo de *C, e consequentemente, numa dimi-
nuiciio da intensidade do seu sinal. A queda exponencial ob-
servada entre os valores do tempo de contato e a intensidade
do sinal é caracterizada pela constante de relaxagao do hidro-
génio no eixo de coordenadas rotatérias®” Tl,, H.

O griéfico da intensidade do sinal de nC versus o tempo de
contato fornece os tempos de relaxagiio Tey e Tlp H que sdo
calculados diretamente a partir da curva, mostrada na Figura 8.
A partir da inclinagdo obtida pela tangente a curva na sua parte
inicial obtém-se a constante de tempo para a polarizagio cru-
zada, Tcn e a partir da extrapolagfo da tangente & curva na sua
parte final, obtém-se o valor do tempo de relaxagdo spin-rede
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do hidrogénio no eixo rotatério®!, Typ'H. Experimentalmente
os valores de Tlp H e Tcy sdo obtldos a partir da Equagdo 12:

I=[ls - (la - Ip) - exp(-T/Tcylexp(-T/Ti,' H)+lo (12)

o

\ Inclinagdo
( 1 lT1pH)

Intensidade

AT,
\,( CH)

Tempo de contalo

Figura 8. Representacdo da variagdo da intensidade da magnetiza¢do
do carbono em fungdo do tempo de contato®.

Na Figura 9 estio apresentados os espectros de RMN 3C no
estado s6lido da L-alanina obtidos em fungdo do tempo de con-
tato. Oserva-se que a magnetizacdo de cada nicleo aumenta devi-
do a polarizag@o cruzada (Tcy) e diminui devido a relaxagfo no
referencial de coordenadas rotatérias (Ty,'H)*

NH,
HOOC — CH — CH,4

L
[al4] 200 400 us
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Figura 9. Espectros de RMN'’C CP/MAS no estado sélido da L-
alanina em fungdo do tempo de contaro®.

A combinagdo das técnicas de desacoplamento de alta po-
téncia, rotagdo no angulo mdgico e polarizagdo cruzada, para
aquisi¢do de sinais de nicleos pouco abundantes, tornou-se uma
rotina na drea da RMN no estado s6lido. Na Figura 10 estdo
apresentados os espectros de RMN'3C no estado sélido obtidos
para o adamantano, com emprego das técnicas de pulso con-
vencionais para espectros em solugio e no estado sélido®®

W 1
J Li

Figura 10. Espectros de RMN’ ¢ do adamantano adquiridos por: (a)
técnica de pulso convencional; (b) com desacoplamento de alta potén-
cia; (¢) rotagdo no dngulo mdgico; (d) rota¢do no dngulo mdgico e
desacoplamento de alta poténcia®.
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Técnica de Defasamento dipolar

A técnica de Defasamento Dxpolar (DD) em uma andlise qua-
litativa de RMN'3C CP/MAS é de grande utilidade como ferra-
menta para o assinalamento dos sinais correspondentes aos carbo-
nos protonados, ou seja, que possuem ligacdes C-H. Nos liquidos
e nos sélidos a interag@o heteronuclear, extremamente forte nos
carbonos com lxgagoes C-H pode ser utilizada para a sele¢éo des-
ses carbonos'. Entretanto, a interagio de spins heteronuclear é
distinta nos dms casos: no liquido, operam os acoplamentos esca-
lares spin-spin, enquanto nos sélidos cristalinos ou amorfos os
acoplamentos estéticos dipolo-dipolo sdo predominantes.

A seqiiéncia de pulsos empregada neste experimento estd
apresentada na Figura 11. Esta seqiiéncia consiste de um expe-
rimento CP/MAS, onde € inserido um intervalo de tempo vari-
dvel entre o periodo de spin-lock € o inicio do desacoplamento
e aquisi¢do. Neste experimento, os sinais dos nicleos de car-
bono que ndo possuem hidrogénios diretamente ligados e gru-
pos metilas méveis sdo seletivamente observados, devido a
fraca interagfio dipolar '*C-'H presente. Durante este intervalo
de tempo (normalmente programado entre 20 e 100 us) os
carbonos com hidrogénios ligados diretamente rapidamente
saem de fase, e seus sinais desaparecem. Desta forma, um es-
pectro simplificado € obtido, no qual apenas os carbonos
quaterndrios sdo observados.

intervalo de
tempo v&riado

“spin-
1-H ock”™

l”’l A

, ‘ | 1y a

- v’

Nuicleo-X s, e
tato |1V

v

Figura 11, Se(luenua de pulsos empregada na Técnica de Defasamento
Dipaolar (DD)™.

Medida dos tempos de relaxacido longitudinal dos
hidrogénios no estado sélido

Em sdélidos, devido as interagdes dipolares presentes, € extre-
mamente dificil obter espectros de RMN'H de alta resolugio.
Conseqlientemente, a determmagao dos tempos de relaxagdo lon-
gitudinal dos hidrogénios (T;'H) pelos métodos de observagio
direta torna-se invidvel, porém, esses valores podem ser deter-
minados indiretamente por RMN'*C CP/MAS. Como em um
experimento de polarizag@o cruzada, as intensidades observadas
para o niicleo menos abundante (**C) sdo fungao das transferén-
cia de polarizagio dos niicleos abundantes (‘H) diretamente li-
gados, a freqiiéncia de repeti¢io de um experimento de polariza-
¢élo cruzada passa a ser dependente da recuperagdo da magneti-
zagio do 'H e ndo do 13C%, A Fxgura 12 apresenta a seqiiéncia
de pulso utilizada para medlr o Ti'H através da medida das
intensidades dos sinais dos micleos de carbono.

CARACTERIZACAO DE POLIMORFISMO POR RMN
DE ALTA RESOLUCAO NO ESTADO SOLIDO (RMN
CP/MAS)

Anilise qualitativa

O uso da RMN no estado sélido na investigaciio de
polimorfismo € facilmente entendido baseado no seguinte mo-
delo: se um composto apresenta dois polimorfos, o e B, suas
formas cristalinas sdo conformacionalmente diferentes. Isto
significa que um determinado carbono presente na forma o
pode possuir uma geometria molecular ligeiramente diferente
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thura 12, Dmgrama du seqiiéncia de pulsos utilizada para a deter-
minagdo do T;'H*.

quando comparada com o mesmo carbono na forma f3, o que
pode originar ambientes locais distintos, apesar de possuirem
os mesmos atomos ligados entre si. A diferenca no ambiente
local pode acarretar diferentes interagSes de deslocamento
quimico para o mesmo dtomo de carbono, nas duas diferentes
formas polimérficas. Se for possivel obter um material puro
(isto €, uma das formas), a andlise e o assinalamento do es-
pectro de RMN no estado s6lido das duas formas, em conjun-
to com outras técnicas, tais como a andlise térmica, micros-
copia 6tica, espectrometria na regiio do infravermelho e
cristalografia de raios-X de p6 ou monocristal, pode levar a
origem da diferenca de conformagfio dos dois polimorfos.

Uma das principais vantagens da RMN CP/MAS ¢ a possi-
bilidade de utilizagfio desta técnica no produto acabado, ou
seja, no formaco formulado, pois o deslocamento quimico do
polimorfo é sensivel ao ambiente quimico e A conformagio
molecular, 0 que permite investigar a conversdo nos vdrios
polimorfos durante o processamento.

Byrn e colaboradores’® analisaram cefazolinas hidratadas
(Figura 13) por RMN'3C CP/MAS e todos os sinais dos carbo-
nos presentes na forma penta-hidratada puderam ser observa-
dos, tanto nos espectros obtidos em solugdo quanto no estado
sélido. No espectro da forma sesqui-hidratada, os sinais cor-
respondentes aos carbonos insaturados néio foram bem resolvi-
dos, fornecendo apenas um sinal desdobrado na regido entre
180 ¢ 200ppm, enquanto a forma amorfa apresentou apenas
um sinal alargado nesta mesma regido, o que possibilitou a
diferenciag@o desses polimorfos.

@) A\AAU’\[.
(®) )
)
‘DM
200 150 100 50 (ppm)

T,

Figura 13. Espectros de RMN"C no estado sélido da cefazolina.a)
forma penta-hidratada; b) forma sesqui-hidratada, c¢) forma mono-
hidratada; d) forma amorfa’ 72

Harris e colaboradores® investigaram trés pseudopolimorfos
da testosterona, um hormdnio masculino, por infravermelho e
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RMN!3C CP/MAS. Os dois experimentos foram capazes de
distinguir os pseudopolimorfos (formas a, B e 8). O espectro
de RMN da forma o apresentou vdrios sinais desdobrados (Fi-
gura 14), levando o autor a suspeitar da existéncia de duas
moléculas ndo equivalentes em cada célula unitdria.

forima «
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Figura 14. Ex{)ectrn.\' de RMN'C CP/MAS de pseudopolimorfos
da testosterona™.

A diferenga entre os deslocamentos quimicos dos carbonos
que apresentaram desdobramentos nos espectros de RMN Bc
no estado sélido da forma o estd indicada na Figura 15.

%50, O

Figura 15. Diferen¢a dos deslocamentos quimicos (Ad) dos carbonos
no espectro de RMN'3C no estado sélido da forma & da testosterana.

Como pode ser observado, a maior diferenca de desloca-
mento quimico ocorreu no carbono contendo o grupo hidroxila
(A8 = 2,3). Segundo o autor, esta diferenca pode refletir uma
diferenga na forga das ligagdes hidrogé€nio nas duas conforma-
¢des. A mesma andlise pode ser feita para o carbono do
grupamento carbonila, onde a diferenga nos deslocamentos
quimicos foi de 1,5ppm.

A andlise por raios-X de mono-cristal do polimorfo o da
testosterona mostrou a presenc¢a de quatro moléculas por célula
unitdria e confirmou a existéncia de duas moléculas em uma
unidade assimétrica, designadas U e V (Figura 16) e ligadas
entre si por ligagbes hidrogé€nio, segundo um padrio do tipo
cabeg¢a-cauda.

Rao e colaboradores™ utilizaram a RMN para analisar a
conformacio do cloridrato da amiodarona, que exibe proprie-
dades antianginais e antiarritmicas, sendo amplamente utiliza-
da no tratamento da isquemia cardiaca. O exame da estrutura
da molécula mostrou que a carbonila e a dupla ligagdo do anel
furano poderiam estar orientadas tanto na conformacgfo s-cis
quanto na s-trans (Figura 17).

Em geral estruturas deste tipo, que apresentam uma ponte
cetOnica, tém sido estudadas por varios métodos e os dados

QUIMICA NOVA, 22(4) (1999)

‘

1-0/0& v p

O

Figura 16. Estrutura cristalina do polimorfo « da testosterona, vista
ao longo do gixo ¢, apresentando os dois tipos de conformagdo mole-
cular, U e V.
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Figura 17. Possivel equilibrio s-cis e s-trans para o cloridrato
da amiodarona.

obtidos sugerem que a conformacgdo preferida tende a ser s-
trans. Estudos de derivados de amiodarona por RMN em solu-
¢fio sugerem um equilibrio entre os conférmeros s-cis e s-trans.
Contudo, no caso da amiodarona em particular, esses estudos
ndo revelaram os dois grupos de sinais esperados, mesmo a
temperaturas de -117°C. Este resultado pode ser tanto devido 2
existéncia de somente uma conformagio em solugdo ou a uma
rdpida interconversdo, para a escala de tempo da RMN.

Para melhorar a abrangéncia das comparagdes no estado s6-
lido, a amiodarona foi recristalizada em vdrios solventes de
polaridades distintas. Os s6lidos obtidos foram analisados por
difracdo de raios-X, além de outros métodos de caracterizagdo,
e foi observado serem todos idénticos entre si. Trituragio cuida-
dosa e prolongada nio alterou os resultados, ou seja, nio foram
detectadas estruturas amorfas ou outras estruturas polimoérficas.

A comparagiio dos espectros em solugio em diferentes
solventes e no estado sélido permitiu verificar que a conforma-
¢do da molécula € levemente dependente do solvente. A Figura
18 mostra o espectro de RMN'*C do cloridrato da amiodarona
em solugdo de CDCl3 (18a) e no estado sélido (18b).
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Figura 18. Espectros de RMN'C do cloridrato de amiodarona: a) em
solugdo de CDCly; b) no estado silido, obtido por CP/MAS*,
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As diferengas de deslocamento quimico observadas entre os
espectros em solugdo e no estado sélido, menores do que 2
ppm, podem ser atribuidas ao empacotamento molecular no
meio cristalino. Para o sinal de alguns carbonos, a diferenga de
deslocamento quimico foi um pouco maior do que 2 ppm: C-
17, C-18, C-19, C-4, C-6 ¢ C-7a, o que sugere ser a orienta¢io
do substituinte n-butila, R;, suficientemente diferente na solu-
¢io, onde deve se orientar rapidamente, sem interferéncia com
os anéis benzofurano ou iodofenil, enquanto no cristal ela esta
situada sobre o anel iodofenil. Pode-se considerar que as con-
formagdes do esqueleto da amiodarona no estado sélido e em
solug@o, em CDCl3, CD,Cl; e acetona-Dg sdo muito préximas.
No caso do metanol como solvente, a diferenga foi muito maior
do que 2 ppm. Este resultado sugere a formacfio de ligacdes
hidrogénio entre o solvente e o soluto, o que causa modifica-
¢des na conformagio.

Como na estrutura cristalogréfica estabelecida por raios-X
para o cloridrato de amiodarona, a conformagéo da carbonila é
s-trans em relagfo a dupla ligacfio do anel benzofurano, € os
deslocamentos quimicos no estado sélido e em solugdo foram
compardveis, pode-se deduzir que em solugdo a molécula ado-
ta uma tnica conformac@o, que ¢ a mesma determinada por
difraciio de raios-X.

Twyman e Dobson™ estudaram o efeito da temperatura na
andlise por RMN'*C CP/MAS para derivados de fenoxipenicili-
na (Figura 19). Os espectros obtidos com variagiio de tempera-
tura (200 a 240K) mostraram que os dois sinais correspondentes
aos carbonos orto do anel fenéxido, tornaram-se alargados,
coalesceram e por fim transformaram-se em um sinal mais es-
treito. Segundo os autores, este resultado indicou um mecanis-
mo de troca intramolecular, atribufdo & rotagio de 180° do anel
aromdtico em torno do eixo C,, ja que ndo foram observadas
mudangas nos deslocamentos quimicos dos carbonos ipso € para.

210K 225 K Mi\ 240K

130 110 130 110 130 110 130 O 130110 13 |ﬁ
ppm Ppm Ppm PPpm

Figura 19. Amplia¢cdo da regido dos carbonos aromdticos nos espec-
tros de RMN'*C CP/MAS com variagio de temperatura de um derivado
da penicilina V: 0, m, p: carbonos orto, meta e para, do anel fendxido,
resp.; o', m’, p’: carbonos orto, meta e para do anel benzilico™.

Fattah e colaboradores® e recentemente, Wendeler ¢ colabora-
dores” ressaltaram as vantagens de se combinar a difragio de
raios-X com a RMN'*C CP/MAS para estudar as propriedades
dindmicas do anel aromético de derivados da penicilina V. Segun-
do os autores, as informag¢des obtidas nessas duas andlises sdo
complementares Ja que as escalas de tempo de cada anélise sdo
diferentes: = 10'®s para a andlise de rajos-X e = 102 a 1079 s
para a andlise por RMN.

A Figura 20 mostra os espectros de RMN'*C CP/MAS da
penicilina V (H-penV) e de alguns de seus sais: Li-PenV, Na-
PenV, K-PenV, Rb-PenV e Cs-PenV, a temperatura ambien-
te’’. Segundo o autor, se o espectro for de alta resolugdo e
apresentar sinais bem definidos, é possivel predizer o nimero
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de moléculas presentes em uma unidade assimétrica. Por exem-
plo, foi sugerido que a existéncia de dois sinais bem definidos
correspondentes aos carbonos CHjy e CHjp indicaria que o
cristal do Cs-PenV conteria uma dnica molécula em cada uni-
dade assimétrica, enquanto o cristal do Li-PenV, que possui
uma das metilas desdobradas, possuiria duas moléculas por
unidade assimétrica. Estas propostas foram confirmadas pela
andlise por difragdo de raios-X dos cristais desses derivados 2
temperatura ambiente.
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Figura 20. Espectros de RMN'>C CP/MAS de amostras cristalinas de:
a) HPenV; b) LiPenV; c¢) NaPenV; d) KpenV; e} RbPenV; f) CsPenV
(* representam as bandas laterais)”.

A partir da analise por RMN'*C CP/MAS com variagiio da
temperatura foi possivel determinar os pardmetros de Arrhenius
para a rotacdo do anel aromdtico dos sais de PenV, através da
correlagdo linear do logaritmo neperiano da constante de velo-
cidade (In k) com o inverso da temperatura. A constante de
velocidade de troca foi calculada a partir da largura a meia
altura (Avys;) dos sinais envolvidos durante a troca (Tabela 1).
Foi observado que a uma dada temperatura a velocidade de
rotacdo foi dependente do cétion presente.

Tabela 1. Pardmetros de Arrhenius para a rotagio do anel aro-
mético de vérios sais da penicilina V¥

Sal da PenV E. (kJ/mol) A, 5
H 89 + 3 4,4 +5) 109
Li 111 £ 8 (4,6 £5) 10"
Na 68 £ 3 (7,1 £5) 10"
Rb 514 (9,1 £ 3) 106
Cs 72 £ 10 (1,3 £ 1) 10"

A andlise por difragdo de raios-X mostrou que nos diferen-
tes sais de PenV, assim como na forma d4cida, o anel
penicilanico possui uma mesma conformagdo rigida, enquanto
a cadeia lateral, fenoximetila, apresentou virias conformagdes
para uma dada unidade de penicilina. A conformagdo preferen-
cial foi sempre a que permitiu que o nimero de moléculas de
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PenV seja coincidente com o nimero de coordenagfio de cada
cdtion. Por exemplo, em uma unidade assimétrica, o Cs* na
forma Cs-PenV coordenou-se com sete oxigénios de seis dnions
PenV vizinhos, enquanto o cdtion Li* coordenou apenas com
quatro oxigénios, sendo um desses oxigé€nios proveniente de
moléculas de dgua contidas na rede. Além disso os autores
observaram que nas estruturas onde as conformagdes sdo mais
compactas, como no caso do Cs-PenV e Rb-PenV, a rotagdo
do anel foi favorecida, enquanto nas estruturas alongadas, Li-
PenV, a E, indicou que a rotagdo foi mais dificultada.

Aguiar e colaboradores** 34 estudaram diferentes penicili-
nas e cefalosporinas de elevada aceitagdo comercial por
RMN!C CP/MAS. O assinalamento de todos os carbonos dos
antibiéticos analisados foi obtido pela andlise das curvas de
variagdo de intensidade do sinal com o tempo de contato, da
técnica DD para determinagfo dos carbonos quaterndrios € em
alguns casos através dos espectros bidimensionais HETCOR
(Heteronuclear Correlation) no estado sélido. Foram observa-
das diferencas de assinalamento de alguns carbonos, no estado
sélido e em solugdo. Dessa forma, esses resultados evidencia-
ram que o assinalamento no estado sélido por comparagio di-
reta com o estado liquido, pritica comum na literatura, pode
gerar resultados equivocados.

Os espectros de RMN1°C CP/MAS de duas amostras co-
merciais da ampicilina de diferentes fabricantes e graus de
hidratacdo (Aldrich e Beecham) mostraram que a amostra far-
macéutica apresentou maior quantidade de dgua adsorvida do
que a forma P.A., jd que os sinais de todos os carbonos fica-
ram mais alargados, principalmente os correspondentes aos
carbonos das carbonilas, da regiio aromdtica e das metilas
(Figura 21 a e b). A amostra farmacéutica foi guardada em um
local seco e fresco e novamente analisada apds um ano. A
baixa resolugdo das regides dos carbonos das carbonilas e dos
aromiticos, indicou uma grande adsor¢io de &dgua pela
ampicilina (Figura 21 ¢), embora niio tenha sido verificada a
separagio dos sinais correspondentes aos carbonos C-5 ¢ C-12,
como observada na forma comercial P.A. tri-hidratada.

Uma forma anidra da ampicilina foi obtida apés aquecimen-
to da forma A (amostra farmacéutica apés um ano) a 108-140°
C durante duas horas (forma B). Um polimorfo hidratado (for-
ma C) foi obtido mantendo-se a forma A em suspensdo aquosa
por 24 horas, a temperatura ambiente, seguida de secagem em
atmosfera controlada com 55% de umidade relativa por duas
semanas (Figura 21 d e e). Pelos espectros de RMN'3C foi
observado que a forma hidratada C (teor de dgua por Karl
Fisher > 20%) apresentou os sinais dos carbonos C-5 e C-12
separados, andlogo ao obtido para a forma tri-hidratada comer-
cial P.A. (teor de dgua por Karl Fisher = 13%). Entretanto
como a forma C ainda apresenta maior teor de dgua adsorvida
do que a comercial P.A., seus sinais ficaram mais alargados.

No caso do polimorfo B (Figura 21 d), foi observado que o
simples aquecimento por duas horas, acarretou em uma
melhoria nos sinais dos carbonos das carbonilas e do anel aro-
mitico, sendo possivel diferenciar inclusive as trés carbonilas
e o carbono quaterndrio aromdtico, os quais ndo eram observa-
dos na forma A de partida (Figura 21 c).

Esses resultados mostraram que ¢ possivel diferenciar o tipo
de interacfio, fisica ou quimica, existente entre a molécula de
dgua e da ampicilina, nio caracterizada pelos métodos cldssi-
cos de determinagdo do teor de dgua (Karl-Fischer ou por aque-
cimento até peso constante), o que demonstra a importincia
deste método de estudo, de caracterizagiio de fdrmacos por
RMN'3C CP/MAS, j4 que uma amostra de ampicilina com dgua
adsorvida fisicamente pode apresentar atividade diferente das
formas anidra e/ou tri-hidratada.

Comparado com o0s resultados obtidos por Clayden*' o au-
mento da velocidade de rotagio de 3,0 KHz, comumente utiliza-
da para espectros no estado sélido, para 6,3 KHz, e o estudo da
variagdio do tempo de contato nos experimentos de polarizacio
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Figura 21. Espectros de RMNI3C CP/MAS de pseudopolimorfos da
ampicilina: (a) amostra comercial P.A.; (b) amostra comercial grau fur-
macéutico; (c) grau farmacéutico apés 1 ano - forma A; (d) forma anidra
B; (e) forma hidratada C; (f) forma tri-hidratada comercial P.A.3%

cruzada, permitiu obter o tempo de contato timo (T) para a ani-
lise dos pseudopolimorfos da ampicilina, além de fornecer os va-
lores de tempo de relaxagdo longitudinal do hidrogénio no
referencial rotatério, Tlp'H, pardmetros de suma importincia, ji
que possuem relagdo direta com a mobilidade molecular; T = 2
ms;T1,'H = 5,0 ms para a forma tri-hidratada ¢ T = 10ms; Tip'H
= 90 ms para a forma anidra®.

A forma anidra, significativamente mais flexivel do que a
forma tri-hidratada, deve possuir atragdes intermoleculares mais
fracas do que a forma tri-hidratada e por conseguinte sua es-
trutura deve possuir maior energia de rede cristalina. Dessa
tforma, pode-se justificar os resultados obtidos por Poole’, ji
que espera-se uma maior dissociagdo da forma anidra em um
meio biolégico, € como consequéncia maior biodisponibilidade
comparada com a forma tri-hidratada.

A RMN no estado sélido também pode ser titil para o estu-
do de interagOes entre o principio ativo de um medicamento e
os demais componentes presentes em sua formulagdo. Por
exemplo, a comparagiio dos espectros de RMN!*C CP/MAS de
duas amostras de cefaclor mono-hidratado (Figura 22), uma
amostra comercial P.A. (Figura 22a) e uma amostra farmacéu-
tica sob forma de cdpsulas, denominada Ceclor* (Figura 22b),
indicou que ndo existe interagdo entre o excipiente e o antibi-
ético. Além disso, foi observado que o sinal em d 20-40, cor-
respondente ao carbono C-2, vizinho ao enxofre, apareceu des-
dobrado na amostra comercial P.A., o que sugere a existéncia
de pelo menos duas estruturas na mesma célula unitdria®®,

A comparagio desses espectros com o obtido por Martinez?*2
para o cefaclor di-hidratado (Figura 22c), mostrou significati-
vas diferengas. Por exemplo, a separagdo dos sinais correspon-
dentes 2s trés carbonilas observada para as formas mono-
hidratada, nfio foi observada para a forma di-hidratada, indi-
cando a potencialidade desta técnica também na caracterizagdo
desses pseudopolimorfos, inclusive em amostras comerciais®?
sob forma de cédpsulas.

ANALISE QUANTITATIVA

Para se adquirir um espectro de RMN quantitativo no estado
sélido, ou seja, onde as intensidades dos sinais sejam proporcio-
nais a quantidade de nicleos que os produziram é necessério
otimizar alguns parimetros de aquisicdo, tais como: velocidade de
rotagdo no &ngulo mdgico, intervalo entre os pulsos, largura do
pulso e tempo de polarizagdo cruzada*’. Embora os estudos quan-
titativos sejam ainda pouco explorados por esta técnica, alguns

trabalhos podem ser citados, na 4rea de andlise de farmacos.
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Figura 22. Espectros de RMN*C CP/MAS do cefuclor: a) amostra co-
mercial P.A. do cefuclor mono-hidratado™; b) amostra de cefuclor mono-
hidratado sob a forma de cdp.vula”; ¢) amostra do cefaclor di-hidratado™.

Suryanarayanan e Widemann*® utilizaram a RMN"C no es-
tado sélido para determinar a quantidade relativa de carbama-
zepina anidra e di-hidratada, presente em um firmaco muito
utilizado no controle da epilepsia.

A carbamazepina € praticamente insolivel em dgua, sendo
rapidamente convertida na forma di-hidratada. E comercializada
como comprimido e em suspensdo aquosa, onde existe na forma
di-hidratada. Quando voluntdrios adultos receberam 847 pmol
da carbamazepina, tanto da forma anidra como da forma di-
hidratada, a andlise do soro sangiiineo mostrou que a forma di-
hidratada (Forma II) foi mais facilmente absorvida do que a
forma anidra (Forma I). A melhor explicagfio para este fato foi
que ap6s a administragio dos comprimidos, a forma anidra rapi-
damente converteu-se na forma di-hidratada, formando um cris-
tal de tamanho maior do que o cristal da carbamazepina di-
hidratada administrada como suspensio.

Os autores observaram que um intervalo entre os pulsos de
10 s era suficiente para obtengio do espectro de RMN!*C CP/
MAS da carbamazepina di-hidratada, enquanto nenhum sinal
foi observado para a forma anidra nessas condigtes. Este re-
sultado permitiu utilizar a RMN no estado sélido como método
de andlise quantitativa.

A intensidade da magnetizacdo dos carbonos da carbamaze-
pina di-hidratada foi medida como uma fun¢io do tempo de
contato, para definir o tempo 6timo para se determinar a quan-
tidade relativa da forma di-hidratada em uma mistura contendo
as duas formas, assim como a varia¢fio da intensidade do sinal
da glicina, utilizada como padrdo interno, com o tempo de con-
tato (Figura 23). Esta informagfo permitiu determinar a razdo da
drea de um dos compostos em qualquer tempo de contato.

100
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B~
I=Y

N
[=]

0 10 20 30
Tempo de contato (ms)

Figura 23. Curvas da variagdo de intensidade do sinal com o tempo
de contato em um experimento de RMN'C CP/MAS para os carbonos
du carbamazepina di-hidratada (°); carbono da carbonila da glicina
(- --), e (a)carbono a da glicina™.
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Os espectros obtidos de uma mistura de glicina, utilizada
como padréo interno, e dos dois pseudopolimorfos da carba-
mazepina estdo apresentados na Figura 24. Os sinais em torno
de 120ppm (3) foram atribuidos aos carbonos da carbamazepi-
na, enquanto os sinais em 40ppm (1) e 178ppm (2) correspon-
dem aos carbonos da glicina .

Figura 24. Espectros de RMN'*C CP/MAS de diferentes misturas de
glicina, forma I e Il da carbamazepina. A fragdo molar da forma di-
hidratada (11) em relagdo a forma anidra (I) na mistura foi: a: 0,00;
b: 0,25; ¢: 0,50; d: 0,75; e: 1,00”.

Esses resultados permitiram correlacionar quantitativamente
a magnetizagdo observada com o nimero de carbonos presen-
tes. Assim, em um tempo de contato 6timo, as intensidades
dos sinais da carbamazepina di-hidratada (Forma II) puderam
ser correlacionadas com as intensidades dos sinais dos carbo-
nos o e da carbonila na glicina. A raziio entre as dreas dos
sinais da carbamazepina e da glicina foi correlacionada com a
razdo de massa pela Equacéo 13:

rea da carbamazepina di ~hidratada _ Ny Eg My Wy
Ngli Eg]i Mgli ngi (13)

rea da glicina

onde N é o nimero de carbonos na molécula, M é o peso mo-
lecular, W é a massa de amostra e E o fatoe de corre¢do para o
efeito de polarizagdo cruzada. Esta metodologia permitiu a de-
terminagdo rdpida da quantidade relativa dos pseudopolimorfos
do mesitilato da delavirdina (DLV-M), um firmaco que vem
sendo estudado para o tratamento da AIDS (Figura 25).

S acp?

N,/

X

Figura 25. Estrutura do mesitilato da delavirdina (DLV-M).

Embora a DLV-M possua virias formas cristalinas, VIII e XI
representando as formas anidras e XII a forma hidratada, apenas
a forma XI & estdvel e por isso preferida para a formulagdo. As-
sim, os pseudopolimorfos da DLV-M necessitam ser detectados,
quantificados e controlados durante a produgio do formaco. Se-
gundo o autor, a técnica de RMN'*C no estado s6lido mostrou ser
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uma técnica répida e eficiente para se determinar a quantidade
dos dois polimorfos em mistura recém preparada da DLV-M, sem
a adic@io de um padrdo interno.

Os espectros de RMN!C CP/MAS da DLV-M nas formas
VIII, XI e XII estdo apresentados na Figura 26. Os sinais ob-
servados no espectro da forma XII foram mais alargados do
que as outras formas estudadas. Os sinais na regifo entre 15 ¢
25ppm correspondem aos carbonos do grupo isopropila e suas
intensidades foram utilizadas no trabalho de Gao para quanti-
ficar as diferentes formas presentes.

© A ;

()

(a)
T T 7 N R R R TR
Figura 26. Espectros de RMN'3CP/MAS (50,3 MHz) dos polimorfos
da DLV-M: a) forma XI; b) forma VIII e c) forma X',

Para que as intensidades dos sinais realmente correspondam
a quantidade dos polimorfos presentes, pardmetros como tem-
po de relaxacio do hidrogénio (T,'H e Tlp'H) e o tempo pola-
rizagdo cruzada (Tcy), devem ser considerados.

As medidas dos tempos de relaxagdo do hidrogénio no
referencial do laboratério e no referencial rotatério sdo impor-
tantes para se conhecer qual o mecanismo de relaxagio prefe-
rencial da molécula em questdo. Quando a relaxagdo € contro-
lada pela difusdo dos spins, o decaimento para cada tempo de
relaxagdo é governado por uma unica exponencial e idéntico
para todos os hidrogénios da molécula. Esta situagfio € chama-
da de sistema homogéneo € existe normalmente para amostras
orginicas cristalinas.

Como os tempos de relaxagdo, T;'H e Ty,'H para todos os
hidrogénios de cada polimorfo sido similares, é possivel
correlacionar as intensidades dos sinais com a quantidade rela-
tiva dos polimorfos (Equacdo 14):

TA T T
1= =52 fexp| - —exp[———) 1,(7)
M ( Tipn J{ [ Tf?m] Teu )| "
M_f— T2 T T (14)
1-=4 J exp| —— —exp(——B—J I(7)
Tion Tion Ty

onde I(t) sdo as intensidades de cada sinal e M,, sdo os valores
da magnetizagiio do '*C no equilibrio térmico e representam a
quantidade absoluta de cada carbono em cada forma.

Como pode ser observado nos espectros obtidos, a forma VIII
apresenta um sinal correspondente a uma metila em 17,3ppm, en-
quanto na forma XI a mesma metila aparece em 20,2ppm; ambas
as formas apresentam um sinal de uma segunda metila em 23,9ppm.

A composicio de uma mistura bindria dos polimorfos VIII e
XTI pode ser diretamente determinada pela Equagfio 14. Como os
valores de T,p'H e Tcy sdo similares, os termos que envolvem
as fragdes dos tempos de relaxacgfio podem ser considerados como
unitdrios. Este fato representa a situagfio mais simples, onde a
razdo em mol entre as formas VIII e XI na mistura (M,Y"/M, X
representa a razio entre suas intensidades, vy / Ix.

Com estes exemplos, ressalta-se o potencial da técnica de
RMN!* C CP/MAS para determinar quantitativamente os
polimorfos e pseudopolimorfos existentes em firmacos. A prin-
cipal vantagem desta técnica € a possibilidade de identificagdo
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do préprio polimorfo ou pseudopolimorfo ou entdo daqueles
que estdo contaminando uma amostra, com limite de detecgfio
de 2 a 3%.

CONSIDERACOES FINAIS

A ressonédncia magnética nuclear no estado sélido estd se
mostrando uma técnica promissora para anélise tanto qualitativa
quanto quantitativa de polimorfos e pseudopolimorfos. A aplica-
¢do desta técnica em farmacos, no principio ativo e em formu-
lagGes permite detectar modificagdes importantes do ponto de
vista da atividade biolégica e que nfio podiam, necessariamente,
serem detectadas pelos métodos farmacopeicos tradicionais.
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