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RESUMO

Os compostos trans-resveratrol e N-acetilcisteina sdo potentes
antioxidantes de grande importancia industrial. O trans-resveratrol ¢ um
polifenol encontrado em diversos alimentos, especialmente em amoras,
uvas e seus derivados. Esse composto apresenta inumeros beneficios
para saude: antioxidante, antiplaquetario, antifiingico, anti-inflamatorio,
cardioprotetor entre outros. A N-acetilcisteina € um composto de tiol (-
SH) com um potente efeito antioxidante. Esse composto vem
demonstrando efeitos relevantes em diversas condi¢des como na doenga
renal cronica, no cancer, na insuficiéncia pulmonar e nas doengas
mentais. A técnica de Dispersdo de Solugdo Aumentada por Fluidos
Supercriticos (Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids, na
sigla. em inglés SEDS) é um método que pode ser aplicado para
micronizar compostos com propriedades bioativas. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o emprego da técnica SEDS na
micronizagdo de trans-resveratrol e N-acetilcisteina utilizando um DCC
2* com trés pontos centrais, avaliando-se a influéncia da concentragio
do composto, temperatura e pressdo de operagdo em relagdo ao tamanho
médio de particula (D,), além das propriedades biologicas in vitro ¢ in
vivo. O trans-resveratrol antes do processo de micronizagdo apresentava
o tamanho médio de 36,65 pm e da NAC de 709,82 um, sendo o melhor
resultado de ambos compostos obtido nas mesmas condigdes de
operac¢do: concentragdo de 20 mg-mL'l, pressdo de 80 bar e temperatura
de 35 °C, o que reduziu o tamanho original em cerca de 166,59 vezes
obtendo um didmetro médio de particulas de 0,22 pm para trans-
resveratrol e reducdo de cerca de 248,19 vezes obtendo D, de 2,86 um
para N-acetilcisteina. Em relacdo as propriedades do trans-resveratrol
apos o processo de micronizagdo verificou-se o aumento da solubilidade
do composto em agua, cerca de 2,8 vezes comparado ao composto nio-
micronizado, incremento da velocidade de dissolugdo em 1,8 vezes e
além de aumentar a atividade antioxidante do composto. Pelas analises
de DSC e DR-X observou-se que houve modificagdes na estrutura
cristalina do trans-resveratrol. J4 as propriedades fisico-quimicas da
NAC micronizada versus ndo-micronizado observou-se aumento na
velocidade de dissolugdo, sendo que somente o contato do solvente com
o composto ocorre total dissolugdo do mesmo, além do aumento da
atividade antioxidante. Pelas andlises de DR-X verificou-se que a
cristalinidade da NAC micronizada foi reduzida apds o processo, e pela
analise de DSC verificou-se que houve deslocamento do ponto de fusdo



do composto, indicios de modificagdes da estrutura. Foi comprovado
pelo FTIR que nao houve degradacdo dos compostos. Pela analise de
solvente residual utilizando CG-EM e CG-FID, pode ser assinalado que
os compostos micronizados estdo de acordo com as normas para
consumo humano. Assim, o fato de o melhor resultado ter sido obtido
nas condi¢des mais brandas de temperatura e pressao é relevante, pois
além de reducdo do custo do processo ha a possibilidade de trabalhar
com compostos termossensiveis. Por fim, nos testes in vivo em zebrafish
observou-se que a NAC micronizada diminuiu a concentracdo eficaz
minima em 100 vezes, obtendo o mesmo efeito tipo ansiolitico do
composto ndo-micronizado. Portanto, a micronizagdo aumentou a
biodisponibilidade ¢ potencializou os efeitos terapéuticos tanto in vitro
como in vivo dos farmacos o que abre novos horizontes na area de
micronizagdo por fluido supercritico tanto para inddstria farmacéutica,
quimica como de alimentos.

Palavras-chave: SEDS, CO, Supercritico, trans-resveratrol, NAC,
micronizagdo, Zebrafish.



ABSTRACT

Trans-resveratrol compounds and N-acetylcysteine are potent
antioxidants of great industrial interest. The trans-resveratrol is a
polyphenol found in various foods, especially in Blueberry, grape seeds,
in the skin of the grapes and in red wine. This compound offers
numerous health benefits, such as: antioxidant, antifungal, anti-
inflammatory, antiplatelet, cardioprotective among others. N-
Acetylcysteine is a thiol (-SH) with a potent antioxidant effect. This
compound comes demonstrating preventive effect as protector in
chronic kidney disease, cancer, pulmonary insufficiency among others.
The technique Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids
(SEDS), is a method that can be applied to micronization compounds
with bioactive properties. In this context, the objective of this work was
to evaluate the use of the method in the micronization of SEDS trans-
resveratrol and N-acetylcysteine using both a DCC 2* with 3 central
points, evaluating the influence of the concentration of the compound
(4, 12, and 20 mg'mL™), temperature (308, 313 and 318 F) and pressure
(80, 100 and 120 bar) operating in relation to average particle diameter
(Dp). In addition to evaluating biological properties in vitro and in
vivo.The average size of the drug before processing of the trans-
resveratrol was 36.65 um and the NAC of 709.82 um and the best result
of both compounds were obtained in the same conditions: concentration
of 20 mg'mL", 80 bar pressure and a temperature of 308 F, which
reduced the original size at about 166.59 times getting an average
diameter of 0.22 pum particles for trans-resveratrol and reduction of
about 248.19 times getting Dp of 2.86 um for N-acetylcysteine. In
relation to the properties of Trans-resveratrol after the micronization
process, the solubility of the compound increased in water, about 2.8
times compared to the non-micronized compound, increasing the
dissolution rate by 1.8 times and increasing the activity Antioxidant of
the compound. From DSC and PXRD analyzes, we observed that there
were modifications in the trans-resveratrol crystal structure. The
physicochemical properties of the micronized versus non-micronized
NAC observed an increase in the dissolution rate, and only the contact
of the solvent with the compound occurs totally dissolution of the same,
besides the increase of the antioxidant activity. From the PXRD analysis
it was found that micronized NAC reduced crystallinity after the
process, and by DSC analysis it was found that there was a shift of the
compound melting point indicative of structure modifications. It was



proved by the FTIR found that there was no degradation of the
compounds. Finally, the residual solvent analysis using GC-MS and
GC-FID, it was proven that the micronized compounds are in
accordance with the standards for human consumption. Thus, the fact
that the best results have been obtained in milder conditions of
temperature and pressure is relevant, as well as reducing the cost of the
process there is the possibility of working with heat-sensitive
compounds. Finally, in the in vivo tests in Zebrafish it was observed that
the micronized NAC decreased the minimum effective concentration in
100 times, obtaining even anxiolytic type effect of the non-micronized
compound. Therefore, micronization increased the bioavailability and
potentiated the therapeutic effects, in vitro and in vivo, of the drugs,
which opens new horizons in the area of supercritical fluid
micronization for both the pharmaceutical, chemical and food industries.

Keywords: SEDS, CO,, trans-resveratrol, NAC, average particle size,
micronization; Zebrafish.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Micronizagdo de N-acetilcisteina e trans-resveratrol pela técnica SEDS e

avaliacdo das atividades biologica in vitro e in vivo

>

o

@ qué? \

Utilizag80 na industria quimica, farmac€utica e de alimentos
para aumentar a solubilidade e velocidade de dissolugdo de
compostos pouco soliveis em solugdes aquosas;

A reducdo do tamanho de particula possibilita maior
biodisponibilidade;

Micronizagdo por fluido supercritico é uma alternativa para

técnicas tradicionais de micronizagao. /

\-

>

Quem j4 fez?

Nao constam na literatura trabalhos de micronizagao por fluido
supercritico da N-acetilcisteina ¢ nem do composto trans-
resveratrol;

Hé escassez de trabalhos que vdo além das caracteristicas das
particulas produzidas, pois a maioria das pesquisas realizadas
ndo avalia as particulas em relagdo as atividades biologicas in
vitro e, principalmente, in vivo, limitando-se a avaliar

solubilidade, velocidade de  dissolugdo, morfologia,
propriedades térmicas. /

\_

>

>

>

éip()tese? \

E possivel micronizar trans-resveratrol e N-acetilcisteina que
propicie o aumento da solubilidade e velocidade de dissolugao?

O composto micronizado apresentara melhores propriedades
tanto in vitro como in vivo comparado a versdo nio processada?
E possivel reduzir a dosagem terapéutica dos compostos
obtendo o mesmo efeito farmacologico? )
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Como fazer?

>
>

\_

Estudar o processo de micronizagéo a fim de otimiza-lo;
Avaliar propriedades como solubilidade, velocidade de
dissolugdo, ponto de fusdo, atividade antioxidante e solvente
residual;

Avaliar o composto NAC micronizado em modelo animal
zebrafish a fim de verificar se o composto ainda possui efeito
tipo ansiolitico, conforme ja relatado na literatura, e se
aumentou a biodisponibilidade.




33

ORGANOGRAMA DO DOCUMENTO DE TESE

O presente documento foi organizado de acordo com a figura 1.
No Capitulo 1 foram descritos a introducéo e os objetivos do trabalho,
além de trazer uma breve revisdo sobre os temas abordados. O Capitulo
2 traz a descrigdo dos materiais ¢ métodos utilizados. Os resultados
foram divididos nos Capitulos 3, 4, 5, 6 e 7. O capitulo 8 traz as
conclusdes gerais e sugestdes para trabalhos futuros. O capitulo 9
apresenta as produgdes cientificas obtidas ao longo do desenvolvimento
do trabalho. Os apéndices de A a E apresentam os materiais
suplementares da tese. Por fim, o Anexo A apresentam o laudo técnico
dos compostos utilizados e Anexo B apresenta a carta do conselho de
ética.

Figura 1 - Organograma do documento de tese.

1 - Introducio, objetivos, revisao bibliografica

[ 2 - Materiais e métodos ]

3 - Resultados

4 - Trans-resveratrol micronization by SEDS technique

5 - Micronization of trans-resveratrol by supercritical fluid:
dissolution, solubility and in vitro antioxidant activi

6 - N-acetylcysteine micronization by SEDS technique using
supercritical CO,

7 - Micronization of N-acetylcysteine by supercritical fluid:
evaluation of in vitro and in vivo biological activity

[ 8 - Conclusoes gerais e sugestoes
- Pr a0 _cientifi
Apéndices A a E
| Anexos A e B l
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CAPITULO 1
1.1 INTRODUCAO

O processo de micronizagdo ¢ caracterizado pela redugdo do
tamanho médio da particula com a finalidade de fornecer mudangas na
estrutura fisica. Este processo ¢ aplicado em diferentes materiais
(CHAU; WANG; WEN, 2007) com diferentes finalidades desde a
industria quimica, farmacéutica até a industria de alimentos. Cabe
ressaltar, neste contexto, que as técnicas convencionais de produgéo de
micro/nanoparticulas comparadas com técnicas que utilizam fluido
supercritico apresentam inimeras desvantagens: o uso excessivo de
solvente, degradacgdo térmica, alta concentragdo de solvente residual e,
principalmente, dificuldade no controle do tamanho das particulas e
distribui¢do de tamanho durante o processo (HE et al., 2004).

Existem inumeras vantagens da redu¢do do tamanho de
particulas de farmacos, portanto, o estudo de processo de microniza¢do
de farmacos visa modificar o tamanho da particula, a porosidade ¢ a
densidade a fim de permitir a incorporacdo de um principio ativo para
que a administracdo seja dirigida a um alvo especifico (ROGERS et al.,
2001). Neste contexto, segundo Duran et al. (2010), uma alta
biodisponibilidade (até 100%) de um farmaco pode ser obtida com
particulas com diametro médio entre 200 a 400 nm.

O uso do CO, supercritico no processo de micronizagdo vem
ganhando espaco visto que a utilizagdo do fluido supercritico como
antissolvente induz ao polimorfismo em compostos, que ndo sdo
reproduzidos por outras técnicas. Isto é relevante porque se sabe que a
importancia dos polimorfos para a industria farmacéutica é bem
conhecida, visto que o polimorfismo constitui uma ferramenta para
alavancar e ganhar participacdo de mercado uma vez que as formas
polimoérficas tém potencial para transformar caracteristicas fisico-
quimicas dos p6s (RODRIGUES et al., 2016; RODRIGUES et al.,
2014). Isso ocorre devido ao fato que o polimorfismo tem impacto no
ponto de fusdo, na densidade aparente, na reatividade quimica, na
solubilidade aparente e na velocidade de dissolugdo. Em outras palavras,
o polimorfismo pode afetar a estabilidade, a manipulagio ¢ a
biodisponibilidade do farmaco (MARTIN et al., 2009; RODRIGUES et
al., 2016, RODRIGUES et al.2014).

O resveratrol (3,4,5-tri-hidroxiestilbeno) é um antioxidante
composto polifendlico da classe do estilbeno e também ¢ uma
fitoalexina presente numa grande variedade de alimentos, como amoras,



36

amendoins, cranberries, chocolate amargo e uvas. Tem sido relatada
uma ampla gama de propriedades bioldgicas e farmacologicas
(ULRICH; WOLTER; STEIN, 2005). Nos estudos de Walle et al.
(2004) e Wenzel e Somoza (2005) observou-se que apds administracao
oral da dose de 25 mg de resveratrol ocorreu cerca de 70% de absorcéo
do composto. Porém, a sua biodisponibilidade foi quase nula; somente
tracos da molécula na forma inalterada foram encontrados no plasma
(WALLE et al, 2011). O processo de micronizagdo vem como
alternativa a baixa biodisponibilidade, visto que quando o composto
micronizado tem sua velocidade de dissolu¢do aumentada, favorece o
composto a atingir niveis plasmaticos terapéuticos, aumentando assim a
sua biodisponibilidade (DURAN et al., 2010).

Em relacdo aos beneficios a satde com o uso do trans-
resveratrol é preciso situar que, inicialmente, o resveratrol foi estudado
pelo seu potencial como substincia anticancerigena e, mais tarde, foi
verificado seu potencial para reduzir doengas cardiovasculares. Mas,
recentemente, estudos t€ém demostrado que o resveratrol alivia sintomas
de depressdo induzidos pelo stress (HURLEY et al., 2014; OGLE;
SPEISMAN; ORMEROD, 2013; GE et al., 2013; LIU et al., 2014;
PATHAK; AGRAWAL; DHIR, 2013).

A N-acetilcisteina (NAC) apresenta-se como um p6 cristalino
branco com leve odor acético. Foi introduzido no mercado na década 70
e foi o primeiro agente mucolitico empregado comercialmente (SILVA,
1994). Quimicamente, a NAC ¢é composta de tiol com um potente efeito
antioxidante, por meio da eliminagdo de radicais rea¢des redox (cisteina-
cistina) e da producado de glutationa (TUMUR et al., 2010). Como fonte
de grupos sulfidril nas células, a NAC combate diretamente os radicais
livres mediante interagdo com o radical hidroxila e perdxido de
hidrogénio (KELLY, 1998).

A N-acetilcisteina (NAC), um precursor da glutationa, possui
um mecanismo de agdo original composto pela modulagdo de vias
antioxidantes, glutamatérgicas, inflamatérias e neurotroéficas (BERK et
al., 2013; DEAN; GIORLANDO; BERK, 2011; SAMUNI et al., 2013).
NAC ¢ comercializado para o tratamento de intoxicagdo por
paracetamol, doenga pulmonar, e nos ultimos anos, um nimero
crescente de dados clinicos revela os beneficios da NAC no tratamento
de condicdes psiquiatricas (DEEPMALA et al., 2015). Especificamente,
estudos comprovam os efeitos de NAC em diversas condi¢des como
esquizofrenia, autismo, doenca de Alzheimer, transtorno bipolar,
depressdo, dependéncia de drogas e transtorno obsessivo-compulsivo
(COSTA-CAMPOS et al., 2013; GERE-PASZTI e JAKUS, 2009;
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HASHIMOTO et al., 2004; HASTINGS, 2009; HERRMANN et al.,
2014; MOCELIN et al., 2015; SANTOS et al., 2017; STEULLET et al.,
2006; NOCITO et al., 2017; BENTZLEY et al., 2016; OKAMURA et
al., 2016; REUS et al., 2016; MINARINI et al., 2016).

No entanto, a baixa biodisponibilidade ¢ uma das principais
limitagdes para maximizar os efeitos terapéuticos (BAVARSAD
SHAHRIPOUR; HARRIGAN; ALEXANDROV, 2014).

No panorama da area de alimentos, atualmente os agentes
antioxidantes vém sendo incorporados em revestimentos ativos em
embalagens para alimentos. A aplicagdo em revestimento ativo
proporciona ao produto a manutengdo de firmeza e cor. Na literatura ha
pesquisas que relatam o uso de NAC em revestimentos ativos em
embalagens para maga, o que proporcionou ao produto a manutencao da
firmeza e da cor durante 23 dias (ROJAS-GRAU et al., 2008).

Devido ao potencial do trans-resveratrol e da NAC o objetivo
desse trabalho foi estudar o processo de micronizagdo desses compostos
visando a redugdo do tamanho de particula para escala micro/nano,
incrementando, por consequéncia, sua biodisponibilidade. Objetiva-se,
com esta hipdtese, avaliar o efeito tipo ansiolitico da NAC micronizada
versus nao-micronizada em zebrafish. Ja em relagdo ao trans-resveratrol
micronizado versus ndo-micronizado foi analisado o potencial
neuroprotetor em modelo da doenca de Alzheimer utilizando
camundongos.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.10bjetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi estudar o processo de
micronizagdo de trans-resveratrol e N-acetilcisteina pela técnica de
Dispersdo de Solugdo Aumentada por Fluidos Supercriticos (SEDS, do
inglés “Solution Enhanced Dispersion with Supercritical Fluid”)
empregando CO, como fluido supercritico visando reduzir a dosagem
terapéutica destes compostos em modelos animais.

1.2.2  Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do presente trabalho sdo:

e Avaliar qual variavel do processo de micronizagéo
(temperatura, pressdo e concentragdo) tem maior
influéncia em relagdo ao tamanho de particula
utilizando delineamento composto central (DCC) 2°
como ferramenta estatistica;

e Verificar possiveis degradacdes dos compostos por
meio da analise de espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier — FTIR;

e Identificar e quantificar possiveis residuos de solventes
nas particulas micronizadas e utilizar alternativas de
eliminar solvente residual,

e Caracterizar os compostos micronizados em termos de
estrutura cristalina (DR-X), ponto de fusao,
solubilidade, velocidade de dissolugdo e atividade
antioxidante in vitro;

e Avaliar o efeito ansiolitico da NAC micronizada versus
ndo-micronizada em modelo animal zebrafish
objetivando analisar possivel redugdo da dosagem
terapéutica do composto micronizado in vivo;
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1.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.3.1 Importincia do tamanho de particula

A nanotecnologia amplia o alcance da ciéncia de materiais para
o dominio de particulas e interfaces com dimensdes extremamente
pequenas. As particulas nesta escala ou apresentam uma alta superficie
de contato e exibem propriedades mecanicas, Opticas, magnéticas ou
quimicas distintas de particulas e superficies macroscopicas, além de
apresentarem um grande numero de particulas por unidade de massa. O
aproveitamento dessas propriedades em aplicacdes tecnologicas forma a
base da nanotecnologia de materiais (QUINA, 2004; MIHRANYAN;
FERRAZ; STROMME, 2012).

Com o surgimento da nanotecnologia houve o desenvolvimento
de técnicas envolvendo processamento, fabricagdo e aplicagdo de
estruturas, com forma e tamanho controlados, sendo que na industria de
alimentos e quimica estas formulagdes, tanto na escala micrométrica
como nanométrica, vém sendo aplicadas com os objetivos de favorecer
o produto final (ASSUNCAO et al., 2014). Portanto, a produgdo de
particulas em escala micrométrica como nanométrica vem atraindo cada
vez mais interesse da comunidade cientifica e principalmente das
industrias farmacéutica, alimenticia e quimica.

Na industria de alimentos, formulag¢Ges na escala micrométrica
e/ou nanométrica vém sendo utilizadas para aumentar a vida de
prateleira de alimentos pereciveis bem como incorporar vitaminas e
compostos nutracuticos a fim de obter um produto diferenciado no
mercado e que possibilite também acdes benéficas a saude humana
como anti-hipertensiva, antimicrobiana, antioxidante ou anti-
inflamatéoria (HERRERO CIFUENTES; IBANEZ, 2006).

Quanto a classificagdo em nano, sub-micro, micro € macro,
Silva et al. (2014) e Sutherland et al. (2010) classificam de acordo com
seu tamanho, sendo consideradas nano <0,1 um, submicro entre >0,1 a 1
pm, micro entre 1 a 5.000 um. Acima de 5.000 um sdo denominadas de
macroparticulas.
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1.3.2 Trans-resveratrol

O resveratrol (3,4,5-tri-hidroxiestilbeno) [Figura 1.1], composto
polifendlico da classe do estilbeno, ¢ uma fitoalexina presente numa
grande variedade de alimentos, como amoras, amendoins, cranberries,
chocolate armago e uvas. Tem sido relatada uma ampla gama de
propriedades biologicas e farmacoldgicas (ULRICH; WOLTER;
STEIN, 2005). Este composto, tal como outros membros da familia do
estilbeno, ¢ produzido nos vegetais em resposta ao ataque de patdégenos,
a radiacdo ultravioleta e a exposi¢do ao ozonio. A Vitis vinifera, ou uva,
sintetiza o resveratrol como meio de protecdo as infec¢des flingicas
sendo, portanto, encontrado em altas concentragdes no vinho
(IGNATOWICZ; BAER-DUBOWSKA, 2001; BURNS et al., 2002; YU
et al., 2002).

Figura 1. 1 - Estrutura quimica do Resveratrol.
HOQ

HO
N o
HO OH OH

Trans-Resveratrol Cis-Resveratrol

Fonte: Sautter et al. (2005).

O resveratrol apresenta dois isdmeros: o cis-resveratrol (cis-
3,5,4'-trihidroxiestilbeno) e o  trans-resveratrol  (trans-3,5,4'-
trihidroxiestilbeno) [Figura 1.1], entretanto, ambos executam as mesmas
fun¢Ges, mas tradicionalmente a forma mais estudada ¢ a trans devido ao
fato de ser mais estavel (AMRI et al., 2012; FILIP et al., 2003; CHUNG
FU et al., 2013), além de ser biologicamente mais ativa que seu isomero
cis.

Segundo Li et al. (2012) o trans-resveratrol foi isolado pela
primeira vez em 1940, porém pouca atengdo foi dada até que seus
beneficios em doengas cardiacas foram estudados em 1992. Desde
entdo, a evidéncia crescente que apontam que o trans-resveratrol pode
ser util no tratamento de doengas cardiovasculares, inflamagdo ¢ em
reduzir os ricos de desordens neurodegenerativas, especialmente a
doenga de Alzheimer (DA). A doenca de Alzheimer é caracterizada por
déficits cognitivos e de memoria progressiva, ¢ uma das doencgas
neurodegenerativas mais comuns nos idosos (AHMED et al., 2016; LI et
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al., 2012) que afeta mais de 24 milhdes de pessoas em todo o mundo
(KOLEV et al., 2009).

Além dos beneficios ja mencionados, iniimeros estudos vém
destacando e comprovando os beneficios do resveratrol a saude. Este
composto tem demostrado propriedade quimiopreventivas (FULDA;
DEBATIN, 2006; YU et al., 2002; VITRAC et al., 2003; SHANKAR;
SINGH; SRIVASTAVA, 2007; ULRICH; WOLTER; STEIN, 2005;
BOVE; LINCOLN; TSAN, 2002), antioxidante (ASENSI et al., 2002;
GAUTAM et al., 2000), antiplaquetaria (FUHRMAN; LAVY;
AVIRAM, 1995), antiftingica (RASTIJA; MEDIC-SARIC, 2009), anti-
inflamatoria (OLAS; WACHOMICZ, 2005), cardioprotetora (JUNG;
SEU; LEE, 2007; MARTIN et al,, 2006) entre outras. Ainda sobre
beneficios a saude pode ser destacado que, nos ultimos anos, estudos
cientificos vém demonstrando que o trans-resveratrol alivia sintomas de
depressdo induzidos pelo stress em ratos, resultando, portanto em um
efeito antidepressivo (HURLEY et al., 2014; OGLE; SPEISMAN;
ORMEROD, 2013; GE et al., 2013; LIU et al.,, 2014; PATHAK;
AGRAWAL; DHIR, 2013).

O trans-resveratrol apresenta agdo antioxidante, em particular, e
¢ de grande interesse na industria de alimentos, pois apresenta um papel
importante na redugdo da oxidacdo lipidica dos tecidos. Portanto,
quando incorporado nos produtos alimenticios, ajuda a conservar a
qualidade do alimento, além de reduzir o risco de desenvolvimento de
algumas doengas quando incorporado na alimentagio (ANGELO;
JORGE, 2007).

Nos estudos de Walle et al. (2004) e Wenzel e Somoza (2005)
os autores observaram que apo6s administracao oral da dose de 25 mg de
resveratrol ocorreu cerca de 70% de absor¢do do farmaco. Porém, a sua
biodisponibilidade foi quase nula; somente tracos da molécula na forma
inalterada foram encontrados no plasma. Certamente a rapida
conjugacgdo com sulfato no intestino e figado foi responsavel pela baixa
biodisponibilidade oral do resveratrol. Portanto, a biodisponibilidade
real ¢ menos de 1% (WALLE et al., 2011).

As propriedades de substancias ativas, como o resveratrol,
podem ser melhoradas por meio de formula¢des adequadas do material
transportador. Os principais objetivos ao realizar este tipo de formulagio
sdo: a protecdo do composto ativo; otimizacdo da biodisponibilidade e
garantia de funcionalidade do composto. Quando composto ativo ¢
administrado por via oral deve ser escolhido um material que proteja
contra a degradacdo do trato gastrointestinal e também favoreca a
absor¢ao (MARTIN et al., 2013).
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Por fim, apesar dos diversos beneficios que o resveratrol
comprovadamente apresenta para a saude humana, o seu uso ainda ¢
limitado pela sua baixa solubilidade, baixa biodisponibilidade e
tendéncia a instabilidade devido a auto-oxidacdo e fotossensibilidade
(FRANCIOSO et al., 2014).

1.3.3 N-Acetilcisteina (NAC)

A N-Acetilcisteina (L-a-acetamido-B-acido
mercaptopropionico, Figura 1.2) ¢ um pd cristalino de cor branca que
apresenta leve odor acético. Esse composto foi introduzido no mercado
na década de 70 e foi o primeiro agente mucolitico empregado
comercialmente (SILVA, 1994). Este farmaco também pode ser
utilizado em casos de superdosagem de paracetamol. Ademais, este
composto apresenta agdo antioxidante e tem sido relatado que a mesma
pode contribuir na prevengdo de alguns tipos de cancer (GOODMAN;
GILMAN, 1974; ESTENDEN et al., 1999). Seu potencial mucolitico
existe devido a sua agdo sobre as mucroproteinas e sua atividade ¢é
maxima em valores de pH entre 7 a 9.

Figura 1. 2 - Estrutura molecular da N-acetilcisteina.
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Fonte: Suarez (2005).

Pela Figura 1.2, pode-se observar que N-acetilcisteina (NAC)
contém um grupo tiol e ¢ utilizado terapeuticamente ha cerca de cinco
décadas como agente mucolitico que atua direta ou indiretamente como
agente antioxidante por meio da eliminagdo de radicais reagdes redox
(cisteina-cistina) e da produgdo de glutationa (TUMUR et al., 2010).
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O composto NAC ¢ o derivado do N-acetil do aminoacido L-
cisteina e quando ingerido por via oral, a L-cisteina ¢ rapidamente
oxidada a cistina no meio pro-oxidante do cérebro. Cistina ¢ o substrato
do antiporter cistina-glutamato, o qual transporta glutamato para fora da
célula em troca de cistina, regulando assim os niveis extracelulares de
glutamato e facilitando a entrada de cisteina no interior da célula (KAU
et al., 2008). Dentro da célula, cistina pode ser reduzida a cisteina, que ¢
o componente limitante da sintese da molécula endogena antioxidante
glutationa (LUSHCHAK, 2012). A NAC tem ainda a capacidade de
modular a atividade dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) via
glutationa e seus derivados (LESLIE et al., 1992; VARGA etal., 1997)
e de dopamina (BERK et al., 2013).

Segundo Bergink; Van Megen; Westenberg (2004), Cortese e
Phan (2005) e Krystal et al. (2010) o aumento da transmissdo
glutamatérgica no hipocampo e em regides corticais ¢ um componente
chave em transtornos de ansiedade e, por isso, o sistema glutamatérgico
pode ser um potencial alvo de modulagdo farmacologica. Diante disso,
vem crescendo os estudos que avaliam o uso de NAC como agente
ansiolitico, devido ao seu efeito como modulador glutamatérgico
(DEAN; GIORLANDO; BERK, 2011). Os transtornos de ansiedade sdo
0 grupo mais comum de transtornos psiquiatricos, afetando milhdes de
pessoas ao redor do mundo e ocorrendo em pelo menos um episodio
durante a vida (GRIEBEL; HOLMES, 2013; KESSLER et al., 2007).

Além dos beneficios anteriormente mencionados, este composto
vem demonstrando efeito preventivo em doenca renal cronica, cancer,
insuficiéncia pulmonar e de outras doencas sistémicas (NOLIN;
MCMENAMIN; HIMMELFARB, 2007), melhorar a fun¢do endotelial e
atenua as  doengas  inflamatorio-vasculares  (aterosclerose),
antagonizando os efeitos das substincias reativas intracelulares
(TUMUR et al., 2010). Ainda referente aos efeitos benéficos na saude
pode ser mencionado que, nos Ultimos anos, ha um numero crescente de
pesquisas que comprovam os beneficios do NAC em uma ampla gama
de transtorno psiquiatricos como o transtorno bipolar, esquizofrenia e
dependéncia de drogas (BERK et al., 2013; DEAN; GIORLANDO;
BERK, 2011) como, por exemplo, Mocelin et. al (2015) que em seu
estudo comprovou efeito ansiolitico do composto NAC.

No panorama da area de alimentos, atualmente os agentes
antioxidantes, acidos ascorbico, citrico, caféico e N-acetilcisteina vém
sendo incorporados em revestimentos ativos em embalagens para
alimentos (SOARES et al., 2008). Exemplo disso é o estudo de Rojas-
Graii et al. (2008) que avaliou o efeito de revestimentos de alginato de
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sodio incorporados com N-acetilcisteina em magds cv. “Fuji”
minimamente processadas. A aplicagdo do revestimento ativo
proporcionou ao produto a manutencdo da firmeza e cor durante 23 dias
a 4 'C, demostrando assim o grande potencial de aplicagdo para N-
acetilcisteina.

A NAC em sua forma intacta tem uma biodisponibilidade oral
baixa, cerca de 10%. Apos uma dose oral, a maior parte da NAC ¢
metabolizada em outros compostos, tais como cisteina e sulfito
inorganico e credita-se a estes metabdlitos a maioria da atividade e
efeitos protetores da droga (KELLY, 1998; OLSSON et al., 1988).

1.3.4 Micronizacao

A biodisponibilidade de composto ¢ influenciada por diversos
fatores como a velocidade de dissolugdo, tamanho da particula, area
superficial, polimorfismo de compostos, formagdo de sais,
permeabilidade, lipofilia, pKa (JUNGHANNS et al., 2008; MIAO et al.,
2011). No caso de compostos insoluveis, a biodisponibilidade pode ser
melhorada por meio da micronizagdo do composto bruto, o que promove
o aumento da sua area superficial.

Na area farmacéutica a micronizagdo ou redugdo
granulométrica ¢ utilizada a fim de aumentar a area de superficie das
particulas, melhorar a velocidade de dissolucdo do farmaco, manter uma
distribui¢do média de tamanho das particulas e, consequentemente,
alcangar a obtengdo de amostra homogénea (YOSHIDA, 2014).

A micronizagdo consiste em reduzir particulas de um composto
ou materiais para aproximadamente 10 um ou a valores mais baixos.
Exemplo comum da aplicacdo desta tecnologia ocorre em formas
farmacéuticas de liberagdo pulmonar. A distribui¢do do tamanho de
particula e a area de superficie de farmacos sdo propriedades que afetam
nio sO etapas do processo de fabricagdo como também a
biodisponibilidade (CARTENSEN, 1998; BARBER; KEUTER;
KRAVIG, 1998), portanto, a micronizacdo € um processo comum em
compostos que apresentam  problemas de  dissolugdo e,
consequentemente, biodisponibilidade reduzida. As vantagens da
micronizagdo sdo: reduzir o tamanho de particula; melhorar a dissolucao
e, consequentemente, a biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis
devido ao aumento da area especifica da superficie em contato com o
meio (LEVY, 1963; HOENER; BENET, 1996; ANSEL; POPOVICH,;
ALLEN, 2000; LEE et al., 2000).
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Mosharraf e Nystrum (1995) em seus estudos relataram que a
velocidade de dissolugdo de farmacos pouco soliiveis em agua esta
relacionada ndo somente ao tamanho, mas também a forma da particula,
o que afeta as propriedades da superficie do farmaco. Segundo os
autores, particulas com formato esférico apresentaram maior dissolugéo
do que particulas irregulares e maiores.

Geralmente a micronizacdo aumenta a velocidade de
dissolugdo, porém a micronizacdo em alguns casos pode ter efeito
contrario ao esperado em compostos pouco soliveis, ou seja, uma
redug¢do na velocidade de dissolugdo. Este fendmeno ¢ atribuido a
tendéncia de aglomeracdo das particulas micronizadas resultando em
uma diminui¢do da 4rea de superficie especifica (BOLHUIS;
ZUURMAN; TE WIERIK, 1997; LEE et al., 2000; HORTER;
DRESSMAN, 2001; RASENACK; MULLER, 2002).

Este efeito indesejado pode ser revertido ao serem utilizados
meios de dissolu¢ao que possuam melhor poder de molhabilidade como,
por exemplo, no caso de alguns compostos adiciona-se ao meio de
dissolug@o um agente que atue na superficie da particula, como o Tween
80 (HOENER; BENET, 1996). Além disso, a repulsdo eletrostatica e a
estabilizagdo estdtica sdo descritas como técnicas que podem ser
utilizadas para estabilizar estas particulas micronizadas (LEE et al.,
2000; RASENACK; MULLER, 2002).

As técnicas convencionais de producdo de microparticulas
(secagem por pulverizacdo, trituragdo mecanica, recristalizagdo,
coacervagdo, liofilizagdo entre outras) apresentam desvantagens tais
como: uso excessivo de solvente, degradagdo térmica ¢ quimica, altas
concentracdes de solvente residual e, principalmente, dificuldade em
controlar o tamanho das particulas e distribui¢do de tamanho de
particula durante o processamento (HE et al., 2004).

As técnicas convencionais de micronizagdo podem alterar a
estrutura cristalina da particula precipitada, o que conduz a produtos
com caracteristicas indesejaveis (FRANCESCHI et al., 2008) a fim de
minimizar os efeitos causados pelas técnicas convencionais utilizando
métodos alternativos como o uso de fluidos supercriticos (PRIAMO et
al., 2013).

A tecnologia de cristalizagdo por fluido supercritico (SFC -
Supercritical Fluid Crystallization) tem ganhado atengdo crescente na
industria farmacéutica devido a sua versatilidade, devido existem
inimeras técnicas para micronizar compostos utilizando CO,
supercritico que pode ter o papel de soluto, solvente ou antissolvente.
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As solugoes saturadas de particulas no CO, constitui um dos
métodos para processamento em alta pressdo utilizado para micronizar
farmacos pouco soliveis ou insoluveis em agua (PERRUT; CLAVIER,
2003; REVERCHON; ADAMI, 2006). Exemplos de técnicas de
micronizagdo a partir de solugdes supercriticas sdo RESS, em que CO,
supercritico ¢ utilizado como solvente (YOSHIDA, 2014).

Segundo Yoshida (2014) em processo de micronizagao
utilizando técnicas RESS e PGSS verificaram-se modificacdes no
polimorfismo das particulas que otimizaram a dispersibilidade ¢ a
molhabilidade em agua e a reducdo do ponto de fusao.

Lobo et al. (2005) utilizando técnica SEDS para micronizagao
de budesonida a fim de alcangar liberagdo passiva do pd seco em
inaladores, verificaram melhora no fluxo e no desempenho da
quantidade relativa de pod, carregado em capsula, que deixa o dispositivo
de inalacdo. Os autores constataram que, além destas vantagens
mencionadas anteriormente, 0 experimento proporcionou caracteristicas
vantajosas do estado sélido, tais como a pureza cristalografica, selecao
do tipo de polimorfo e minimizagdo de energia alta dos sitios amorfos.
Por fim, o processo de micronizacdo por meio da técnica SEDS ¢
particularmente util na formulacdo de farmacos termolabeis € moléculas
dificeis de processar, para as quais outros métodos de processamento
podem falhar.

Por fim, sabe-se que o uso do CO, supercritico no processo de
micronizagdo vem ganhando espaco visto que a utilizagdo do fluido
supercritico como antissolvente induz ao polimorfismo em compostos,
que ndo sdo reproduzidos por outras técnicas. Isto € relevante, pois a
importancia dos polimorfos para a industria farmacéutica é bem
conhecida, visto que o polimorfismo constitui uma ferramenta para
alavancar e ganhar participacdo de mercado, uma vez que as formas
polimorficas tém potencial para transformar caracteristicas fisico-
quimicas dos poés (RODRIGUES et al., 2016; RODRIGUES et al.,
2014) visto que o polimorfismo tem impacto no ponto de fusdo,
densidade aparente, reatividade quimica, solubilidade aparente e
velocidade de dissolugdo. Em outras palavras, o polimorfismo pode
afetar a estabilidade, a manipulagdo e a biodisponibilidade do farmaco
(MARTIN et al., 2009; RODRIGUES et al., 2016; RODRIGUES et al.,
2014).
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1.3.5 Polimorfismo

A solubilidade de compostos pode ser fator limitante para
absor¢do de compostos e consequentemente afeta a biodisponibilidade
do composto. Um dos principais fatores que afeta a solubilidade de
farmacos € a forma cristalina ou ocorréncia de polimorfismo, que pode
alterar as propriedades fisicas dos mesmos, provocando alteragdes no
processo de absorgdo (GIRON, 1995).

O polimorfismo ¢ definindo como a tendéncia de um p6 em se
cristalizar em diferentes estados cristalinos. A presenca de formas
cristalinas diferentes para um mesmo farmaco pode alterar algumas das
propriedades fisico-quimicas do composto, entre elas a solubilidade, o
que afeta indiretamente a velocidade de dissolu¢do do composto
(COSTA, 2005).

Formas polimérficas apresentam as mesmas propriedades
fisicas nos estados liquido e gasoso, porém no estado solido podem
apresentar diferengas em algumas propriedade como solubilidade, ponto
de fusdo, calor de fusdo, indice de refracdo, densidade, condutividade,
difragdo de raio-X, espectro molecular, dureza, cristalinidade, forma do
cristal, cor, estabilidade, higroscopicidade, velocidade de dissolucdo e
reag¢des do estado solido (GIRON, 1995; BOTTOM, 1999).

Varios estudos demonstram que a modificacdo da forma
cristalina de compostos aumenta a energia livre do cristal € a entropia,
reduzindo a entalpia de fusdo e aumentando a taxa de dissolug¢do do
mesmo, o que pode interferir fortemente nas propriedades fisico-
quimicas e na cinética de absor¢do (SHEKUNOV; YORK, 2000).

Por fim, sabe-se que compostos ou substdncias na forma
cristalina apresentam menor solubilidade, enquanto na forma amorfa as
mesmas apresentam maior solubilidade e menor estabilidade térmica
(TOSCANI, 1998). Formulagdes onde se tem os compostos
parcialmente cristalino e amorfo, ou formas metaestdveis, sdo muito
mais soliveis que as que contem o composto cristalino. Portanto,
compostos na forma amorfa ou parcialmente cristalino ¢ amorfo
promove um efeito terapéutico mais rapido, devido aumentar a
velocidade de dissolu¢do que acarreta em maior absor¢do do composto
(COSTA, 2005).
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1.3.6 CO, supercritico

Um fluido supercritico € aquele que simultaneamente sofre
aquecimento e compressdo acima de sua temperatura (T.) e pressdo
critica (P.) (BRUNNER, 1994; BOZABAG; ERKEY, 2012), regido na
qual ndo existe mais distingdo entre as fases liquida e gasosa. Suas
propriedades termofisicas sdo intermediarias entre um gas e um liquido
podendo ser ajustadas por pequenas mudancgas na temperatura e/ou
pressio (BRUNNER, 1994; RANDOLPH, 1990). As propriedades
fisico-quimicas de fluido supercritico, como dito anteriormente, sdo
intermediarias aquelas dos gases ou dos liquidos e, muitas vezes, se
aproximam as melhores caracteristicas de cada um, como o alto poder
de solvatagdo de um liquido e a baixa viscosidade de um gas
(BRUNNER, 1994; CARRILHO; TAVARES; LANCAS, 2001).

O CO; supercritico é o fluido mais utilizado para processos de
precipitacdo (COCERO et al., 2009). O emprego do CO, supercritico
torna o processo uma técnica ambientamente limpa e versatil, sendo
promissora para substituir técnicas tradicionais de precipitagdo e
micronizacao.

As condigdes supercriticas do CO; sdo facilmente atigindas (T,
= 31,1 °C, P, = 73,8 bar) e este pode ser removido do produto mediante
um sistema de despressurizacdo simples (NALAWADE; PICCHIONI,
F.; JANSSEN, 2006; COCERO et al., 2009). O CO,SC também fornece
um meio inerte apropriado para processar facilmente substincias
oxidaveis. Além disso, a alta solubilidade da maioria dos solventes
organicos em fluidos supercriticos permite a obtengdo de produtos que
ndo apresentam risco a saide humana (MIGUEL,; MARTIN; COCERO,
2006).

1.3.6.1 Aplicacdao do CO, supercritico na area farmacéutica

No campo farmacéutico a aplicagdo do CO, supercritico tem
sido apontada como o FSC mais vantajoso, seja para a micronizagao ou
para o controle de polimorfismo, entre outros usos (MORIBE;
TOZUKA; YAMAMOTO, 2008). Outra vantagem do uso de CO,
supercritico ¢ a facilidade de sua remocao de materiais poliméricos, pois
quando o processo ¢ finalizado e, mesmo que uma pequena quantidade
de gas fique preso a matriz polimérica, ndo proporciona riscos a satde
devido suas propriedades atdxicas (AYMONIER et al., 2006; YILDIZ et
al., 2007; YASUJI; TAKEUCHI; KAWASHIMA, 2008).
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A utilizagdo do fluido supercritico (FSC) na area farmacéutica
cresceu bastante nos Ultimos anos impulsionada pelas suas aplica¢des na
geracdo de produtos para uso alimenticio, cosmético, terapéutico e
analitico. Portanto, sem dGvida nenhuma, a area de maior crescimento
em aplicagdes dos FSC foi a industria farmacéutica (CARRILHO
TAVARES; LANCAS, 2006).

O FSC pode ser aplicado em compostos a fim de melhorar a
solubilidade de farmacos lipofilicos favorecendo a comercializagdo de
varios produtos farmacéuticos (PERRUT, 2000; CARRILHO
TAVARES; LANCAS, 2006; YASUJI; TAKEUCHI; KAWASHIMA,
2008). Duas das grandes vantagens do emprego do fluido supercritico
residem no fato de que requerem pouco ou nenhum solvente organico e
pouco ou nenhum aquecimento na produgdo das particulas.

1.3.7 Formacdo de micro e nanoparticulas empregando fluido
supercritico

Inimeras técnicas de microniza¢do e encapsulamento t€m sido
relatadas na literatura levando em consideragdo as caracteristicas
especificas do fluido supercritico como, por exemplo, a fécil
manipulagdo da densidade destes fluidos. Estas técnicas podem ser
divididas em 3 categorias principais, sendo que a maioria emprega CO,
como fluido pressurizado, seja como: solvente (RESS), soluto (PGSS) e
anti-solvente (SFEE, GAS, SAS, PCA, ASES ¢ SEDS) (FRANCESCHI,
2009; BOSCHETTO, 2013).

1.3.7.1. CO, supercritico como solvente

O método que utiliza o fluido supercritico como solvente ¢
chamado de Rapida Expansdo de Solugdes Supercriticas (RESS). Este
método resumidamente consiste basicamente em dissolver o soluto de
interesse em um solvente (fluido supercritico) e, entdo, precipitar esse
soluto por meio da rapida expansdo da mistura (TOM; DEBENEDETTI,
1991).

O processo RESS ¢ constituido em 2 passos. No primeiro passo
ocorre uma extragdo onde o fluido supercritico é saturado como
substrato de interesse. Nesta etapa é explorado o alto poder solvente do
fluido supercritico. Esta extragdo ¢ seguida por uma etapa de
despressurizagdo brusca por meio de um bocal ejetor que produz uma
grande diminui¢do no poder solvente e na temperatura do fluido,
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causando assim a precipitagdo do soluto (TURK et al., 2002; COCERO
et al., 2009; BOSCHETTO, 2013). A reducao do poder solvente do
fluido supercritico devido a despressurizagdo - se esta for grande - leva a
supersaturacdo do soluto, que ¢é produzida por uma perturbacdo
mecénica que se propaga a velocidade do som, resultando em particulas
(DEBENEDETTI et al., 1993 BOSCHETTO, 2013). A figura 1.3
mostra o diagrama esquematico e a figura 1.4 fundamento da técnica

que apresenta a expansao por meio do bocal.

Figura 1.1 - Diagrama esquematico da técnica RESS.
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FONTE: Martin e Cocero, (2008); Yeo e Kiran, (2005); Boschetto, (2013).

Figura 1. 2 - Fundamentagdo da técnica RESS.
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FONTE: Martin e Cocero, (2008); Yeo ¢ Kiran, (2005); Boschetto, (2013).
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A principal desvantagem deste método ¢ a baixa solubilidade de
muitas substincias nos fluidos supercriticos, fato que pode ser atenuado
com a adicdo de cossolvente, porém, perde-se a vantagem da eliminacao
total de solvente organico (JUNG; PERRUT, 2001; REVERCHON,
1999; BOSCHETTO, 2013). Entretanto, Asghari e Esmaeilzadeh (2012)
realizaram experimentos com e sem cossolvente e verificaram que os
experimentos com a técnica RESS com adi¢do de acetona como
cossolvente resultaram em particulas ainda menores do que aquelas em
que foi empregado apenas o fluido supercritico como solvente.

1.3.7.2. Fluido supercritico como soluto

A denominada técnica PGSS (Particles From Gas Saturared
Solutions) utiliza o fluido sub ou supercritico como soluto. Esta técnica
e a mais adequada para recristalizacdo de compostos s6lidos que nao sio
soluveis em fluidos supercriticos. Mas deve ser destacado que ¢é
industrialmente é aplicada para materiais ndo poliméricos, porém a
PGSS ¢ adequada para materiais poliméricos devido ao fato de que a
maioria dos polimeros ndo ¢ soluvel em fluidos supercriticos (YEON;
KIRAN, 2005).

A técnica PGSS assim com a RESS consiste em dois passos
basicos. No primeiro ocorre a saturacdo do soluto com o fluido
supercritico. No segundo, a solugdo saturada é expandida por meio de
um bocal, o que leva a formagdo de particulas pelo intenso resfriamento,
causado pela liberagdo do fluido supercritico. Nesta técnica ha
possibilidade de obter particulas so6lidas ou liquidas (dependendo do
sistema) (MARTIN; COCERO, 2008). A figura 1.5 apresenta um
diagrama esquematico do processo e a figura 1.6 a fundamentacdo do
processo.



54

Figura 1. 3 - Diagrama esquematico da técnica PGSS.
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FONTE: Martin e Cocero, (2008); Yeo e Kiran, (2005); Boschetto, (2013).
Figura 1. 4 - Fundamentagao da técnica PGSS.
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FONTE: Martin e Cocero, (2008); Yeo e Kiran, (2005); Boschetto, (2013).

Por fim, a tecnica PGSS ¢ promissora para impregnacdo de
ingredientes ativos em matrizes poliméricas. Os principios envolvem
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separacdo de fases induzida por pressdo, temperatura e solvente
(FRANCESCHLI, 2009).

A vantagem do PGSS desta técnica € que ocorre a utilizagao de
baixa demanda de fluido supercritico e pressdo reduzida de operagdo
que varia entre 100 e 200 bar. Porém, o fato de que poucas substancias
podem ser fundidas a altas temperaturas se ha ocorréncia de alteragdes
quimicas ou fisicas limita a utilizacdo do PGSS (FRANCESCHI, 2009).

1.3.7.3. Fluido supercritico como antissolvente

Na classe do fluido supercritico como antissolvente existem
inimeras técnicas, tais como: GAS, SAS, PCA, SEDS e ASES. As
técnicas que empregam o método de fluido supercritico como
antissolvente provocam a precipitacdo do(s) substrato(s) dissolvido(s)
inicialmente em uma solugdo organica. Os diferentes processos que
utilizam o fluido pressurizado como antissolvente sdo empregados para
compostos que sdo praticamente insoliveis e para fluidos supercriticos.
A principal diferenga entre as técnicas desta classe é a maneira como
ocorre o contato entre a solugdo orgénica e o antissolvente comprimido
(FRANCESCHLI, 2009; BOSCHETTO, 2013).

Segundo Franceschi (2009) o principio das técnicas
antissolventes reside no fato que o soluto seja completamente miscivel
no solvente organico e imiscivel ou pouco miscivel no antissolvente e,
ainda, que o solvente organico possua uma afinidade maior pelo
antissolvente do que pelo soluto, para que quando a solugdo contendo o
soluto no solvente entre em contato com antissolvente, a solubilidade do
soluto no solvente organico € drasticamente reduzida, devido ao
antissolvente causar um descréscimo no poder de solvatagdo do solvente
organico, levando a precipitacdo do soluto na forma particulada.

A técnica GAS (Gas antissolvente) foi o método pioneiro em
empregar o fluido supercritico como antissolvente. GAS foi descrito por
Gallagher et al. (1989), que demostraram que a taxa de adicdo de um gas
antissolvente pode ser programada para controlar a morfologia, tamanho
e distribuicdo de tamanho dos cristais sob uma ampla faixa
(FRANCESCHI, 2009).

Em relacdo as vantagens da utilizacdo da técnica GAS a
principal vantagem e sua versatilidade, pois, selecionando
apropriadamente o solvente € possivel micronizar muitos produtos
diferentes. Para ter sucesso no processo ¢ necessario que o soluto seja
solivel em solvente organico e insoluvel no fluido supercritico
(MARTIN; COCERO, 2008).
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O modo continuo da técnica GAS ¢ conhecido como ASES
(Sistema de Extra¢do de Solvente em Aerosol) ou também como SAS
(Antissolvente Supercritico). (BOSCHETTO, 2013). Nestes modos de
processo, a solucdo e o antissolvente sdo adicionados simultaneamente
em modo co-corrente por orificios diferentes ou contracorrente para
dentro da camera de precipitagdo. O contato entre antissolvente e a
solugdo ¢ diferente, comparado com o método GAS (FRANCESCH]I,
2009). Uma importante vantagem do modo continuo e a produgdo em
grande escala (YEO; KIRAN, 2005).

Outras técnicas que utilizam CO, como antissolvente sdo PCA e
SEDS, que sdo similares as técnicas SAS e ASES, possuem
praticamente a mesma configuragdo. O método PCA ao contrario do
GAS, a camera de precipitacio ¢ carregada com o antissolvente
comprimido e a solugdo € aspergida para o interior da cdmara contendo
o antissolvente (BOSCHETTO, 2013).

Na técnica SEDS, a solugdo liquida contendo o soluto, o
solvente organico e o fluido supercritico sdo pulverizados em conjunto
pelo injetor coaxial. O fluido supercritico ¢ utilizado tanto como
antissolvente como meio de dispersdo para a solucdo (YEO, KIRAN,
2005).

1.3.7.3.1. SEDS - Solution Enhanced Dispersion with Supercritical
Fluid

Na técnica SEDS (“Solution Enhanced Dispersion with
Supercritical Fluid’ traduzido para o portugués como “Dispersdo de
Solugdo Aumentada por Fluidos Supercriticos”) o fluido supercritico
(FSC) desempenha o papel de agente antissolvente para solugdes de
polimero e agente de dispersdo. Como ja foi mencionado, o processo
SEDS ¢ semelhante ao processo SAS, porém o que difere de ambos os
métodos ¢ o desenho do bico injetor de ambos os processos. O bico
injetor do SEDS apresenta uma concepgao coaxial com uma extensao de
mistura o que melhora a transferéncia de massa e liberagcdo simultinea
da mistura (HANNA; YORK, 2002).

A técnica SEDS [Figura 1.5-6] envolve a aplicacdo da solucao
organica em CO; supercritico para precipitar o soluto. Neste processo, o
CO, ¢ liquefeito por meio do sistema de arrefecimento ¢ em seguida
bombeado para dentro do vaso de precipitacdo por meio do duto externo
do bico coaxial. A pressdo do vaso ¢é regulada e quando a taxa de fluxo
de CO,; supercritico atinge os valores desejados, a solu¢do do composto
¢ liberada para camera de precipitagdo por meio do duto interno do bico
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coaxial (PALAKODATY; YORK, 1999; EDWARD et al., 2001;
JUPPO; BOISSIER; KHOO, 2003; KANG et al., 2008; TABERNERO
et al., 2012).

As principais caracteristicas do processo SEDS sdo: a solugdo e
o fluido supercritico sdo cointroduzidas num jato com alta velocidade; o
fluxo turbulento do FSC acelera o processo de formagdo tanto de
mistura quanto de particulas; a composi¢do do solvente ¢ do material e
do fluxo FSC ¢ fixado, fato que auxilia condi¢des de formacgdo de
particulas em processo uniforme e continuo (YOSHIDA, 2014).

Por fim, vale ressaltar que no método SEDS ¢é importante
considerar os diferentes aspectos tedricos e experimentais, tais como
equilibrio de fases, cinética de nucleacdo, dindmica do fluido e
transferéncia de massa (MARTfN; COCERO, 2004; REVERCHON et
al., 2010). O comportamento de fase do sistema sélido-solvente-
antissolvente deve ser conhecido para determinar as condi¢des da
mistura, as quais podem ser monofasica (fase supercritica) ou binaria
(liquido-vapor) (REVERCHON; DE MARCO, 2004; FRANCESCHI et
al., 2008).

Figura 1. 5 - Diagrama esquematico da técnica SEDS.

Solucio contendo a
substancia ativa

Bocal

Bomba

Vaso de formacao
de particula

Saida
FONTE: Jung e Perrut (2001); Yeo e Kiran (2005).
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Figura 1. 6 - Diagrama esquematico da técnica SEDS.

SOLUGAO

co, | [co,
vy

FONTE: FRANCESCHI (2009).

A Tabela 1.1 apresenta as subdivisdes da tecnologia de FSC e
foi organizado a fim de apontar as categorias, tipos dos processos, 0 uso
ou ndo de solvente, principais fatores criticos e a granulometria das
particulas que podem ser produzidas.
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Tabela 1. 1 - Diferentes métodos de encapsulamento e micronizagdo que
utilizam SC-CO,.

Categoria | Nome | Solvent | Processo | Fator Tipo de Referén
do FSC do e es Particulas cia
Proces | Organi Critic | Produzidas
S0 co 0s
Micro ou
RESS Nao Continuo A, b, | nanoparticul | Tiirk et.
c,d ae al.
SC-CO, particulas (2002)
como compostas | Krukonis
solvente (1984)
RESO Nao Continuo A, b, Nanoparticu Meterc
LV c,d, e, las et al.
f (2008)
RESA Nao Continuo | A, b, c | Nanoparticu | Young et
S las al.
(2003)
Young et
al.
(2000)
RESS- Nao Descontin A,b, | Nanoparticu Thakur
SC ou uo ¢, h i las et
CSS al.(2006)
Sun et al.
(1998)
Particulas Kikic;
SSI Nao Descontin | a, b, c, | de polimero | Vecchio
uo h, i impregnada ne
com (2003)
farmaco
Micro ou Reverch
SAS Sim Semiconti | a,i,j | nanoparticul | on etal
nuo ae (2007)
particulas Reverch
compostas on et al.
(2010)
SC-CO, Micro ou Warwick
como GAS Sim Continuo a,i,j | nanoparticul et al.
Antissolve ae (2000)
nte particulas Warwick
compostas et al.
(2002)
Micro ou Miiller;
ASES Sim Semiconti | a, b, c, | nanoparticul | Fischer
nuo i,] aec (1989)

particulas
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compostas
Micro ou Sanganw
SAS- Sim Semiconti | a,i,j, | nanoparticul | aretal.
DEM nuo m a compostas (2010)
Sathigari
et al.
(2011)
SAS- Sim Semiconti | b, f,j | Nanoparticu | Jin et al.
EM nuo las ou nano- (2012)
flakes
Micro ou Hanna;
SEDS Sim Semiconti | a, b, c, | nanoparticul | York(20
nuo i, ] ae 02)
particulas Boschett
compostas oetal.
(2014)
Micropartic | Rodrigue
ASAIS Sim Semiconti | a,ci, ] ulae s et al.
nuo particulas (2011)
compostas
Micro ou Snavely
PCA Sim Continuo b, j nanoparticul et al.
ae (2002)
particulas
compostas
Micropartic | Yasuji et
SFEE Sim Continuo a, f, 1, ulae al.
j particulas (2008)
compostas
Micro ou Weidner
PGSS Nio Continuo c,n nanoparticul et al.
ou ase (1994)
Outros — Descontin particulas
nio uo compostas
dependem Pos secos, Weidner
do CPF Sim Continuo b, f,] de fluxo et al.
poder livre € com (1997)
solvente teor elevado
do SC- de liquidos
CO, CPCSP Nio Continuo | b, ¢, 1i, Pos Weidner
ou j,0 revestidos et al.
Descontin (2001)
uo
CAN- Agua Continuo | b,c,e | Nanoparticu | Sievers
BD e/ou las e et al.
alcool particulas (2003)
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compostas
Sim Micropartic | Reverch
SAA Continuo | c,e, i, ulas e on et al.
j,n,0 particulas (2007)
compostas
Micropartic | Padrela
SEA Nao Continuo [ ulas e et al.
particulas (2010)
compostas
Weidner
PGSS Sim Continuo f,1,0 | Micropartic et al.
drying ulas (2000)
Meterc
etal.
(2007)
Meterc
et al.
(2008)
DELO Sim Descontin | b, ¢, d, Micro ou Ventosa
S uo h, i nanoparticul et al.
as (2001)

*Fatores do FSC para producgdo de particulas: (a) solubilidade do material no
FSC, (b) condigdes da pré-expansdo, (c¢) dispositivo de pulverizagdo, (d)
agregacdo do material particulado, (e) tipo de solvente, (f) escolha do agente
plasticizagao, (g) propriedade de difusao, (h) propriedades eutéticas, (i) extragao
solvente, (j) transferéncia de massa, (1) viscosidade, (m) propriedades do
material de suporte e do liquido, (n) concentracdo da solugdo liquida, (o)
escolha da temperatura. Fonte: Adaptada de (Yoshida, 2014).

1.3.8 Residuos de solvente em farmacos

No processo de fabricagdo de formulagdes de compostos
farmacéuticos e a sintese quimica de excipientes e farmacos ¢ necessario
a utilizag@o de uma elevada quantidade de solventes organicos, que nem
sempre sdo completamente removidos durante os processos de
fabricag@do. Estes solventes, além de ndo apresentarem valor terapéutico,
representam risco de toxicidade para o consumidor. O ideal que o
residuo de solvente seja o menor possivel no produto final (United
States Pharmacopeia, 2009; Internation Conference on Harmonization,
1997).

Solventes residuais em produtos farmacéuticos sdo definidos
pelo International Conference on Harmonization (ICH) como produtos
quimicos organicos volateis que sdo usados ou produzidos no
processamento de medicamentos. A selecdo apropriada do solvente para
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a sintese de farmaco pode melhorar o rendimento ou determinar
caracteristicas tais como cristalinidade, pureza e solubilidade. Portanto,
o solvente pode, por vezes, ser um parametro critico do processo
(International Conference on Harmonization, 2011). Na induastria
farmacéutica sdo tipicamente utilizados cerca de 60 solventes diferentes.
Neste conjunto abrangem uma grande variedade de pontos de ebuli¢ao e
polaridades. De acordo com as orientagdes do International Conference
on Harmonization, estes solventes sdo divididos em classes (JACQ;
DAVID; SANDRA, 2008).

O nivel maximo de solventes presentes em farmacos permitido
internacionalmente segue as diretrizes do Guia para solventes residuais
do International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for Human Use
(ICH). ICH classifica os solventes residuais em trés categorias que
estdo relacionadas aos riscos potenciais de toxicidade.

A classe 1, solventes que devem ser evitados, inclui os
solventes que sdo considerados mais toxicos (benzeno, tetracloreto de
carbono, dicloroetano, dicloroeteno e tricloroeteno) e seu uso deve
ser evitado na producdo de farmacos, a menos que seja fortemente
justificado por uma avalia¢do de risco-beneficio. Nas classes 2 ¢ 3 os
solventes sdo considerados de menor risco, sendo a classe 2 dita
como solventes que devem ser limitados e solventes da classe 3 sdo
solventes com baixo potencial toxico (United States Pharmacopeia,
2009; International Conference on Harmonization, 1997). Os solventes
das classes 1, 2 e 3 com seus respectivos dados de limite maximo se
encontram na tabela 1.2, 1.3 e 1.4.



Tabela 1.2 - Solventes residuais classe 1.

Classe 1 - Solventes que devem ser evitados

Solvente Limite de concentracio
1,1,1-tricloroetano 1500 ppm
1,1-dicloroeteno 8 ppm
1,2-dicloroetano 5 ppm
Benzeno 2 ppm
Tetracloreto de carbono 4 ppm

Fonte: International Conference on Harmonization (2011).

Tabela 1.3 - Solventes residuais classe 2.

Classe 2 - Solventes que devem ser limitados

Solvente Limite de concentragao
1,1,2-tricloroeteno 80 ppm
1,2-dicloroeteno 1870 ppm
1,2-dimetoxietano 100 ppm
1,4-dioxana 380 ppm
2-etoxietanol 160 ppm
2-metoxietanol 50 ppm
Acetonitrila 410 ppm
Ciclohexano 3880 ppm
Clorobenzeno 360 ppm
Cloroférmio 60 ppm
Diclorometano 600 ppm
Etilenoglicol 620 ppm
Formamida 220 ppm
Hexano 290 ppm
Metanol 3000 ppm
Metilbutilcetona 50 ppm
Metilciclohexano 1180 ppm
N,N-dimetilacetamida 1090 ppm
N,N-dimetilformamida 880 ppm
Nitrometano 50 ppm
N-metilpirrolidona 1 530 ppm
Piridina 200 ppm
Sulfolane 160 ppm
Tetrahidrofurano 720 ppm
Tetralin 100 ppm
Tolueno 890 ppm
Xileno 2170 ppm

Fonte: International Conference on Harmonization (2011).
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Tabela 1.4 - Solventes residuais classe 3.

Classe 3 - Solventes com baixo potencial toxico

Solvente Limite de concentracio

1-butanol Sem especificagdo
1-pentanol Sem especificacdo
1-propanol Sem especificacao
2-butanol Sem especificacdo
2-metil-1-propanol Sem especificagdo
2-propanol Sem especificagdo

3-metil-1-butanol
Acetato de butila
Acetato de etila
Acetato de isobutila
Acetato de isopropila
Acetato de metila
Acetato de propila
Acetona

Acido acético
Acido férmico
Anisol

Cumeno

Dimetil sulfoxido
Etanol

Eter etilico
Formato de etila
Heptano
Metiletilcetona
Metilisobutil cetona
Pentano
Tert-butilmetil éter

Sem especificacao
Sem especificacdo
Sem especificagao
Sem especificacdo
Sem especificacao
Sem especificacdo
Sem especificagdo
Sem especificacao
Sem especificacdo
Sem especificacao
Sem especificagio
Sem especificacao
Sem especificacdo
Sem especificacao
Sem especificacdo
Sem especificacao
Sem especificacdo
Sem especificacao
Sem especificacdo
Sem especificacao
Sem especificacdo

Fonte: International Conference on Harmonization (2011).

No Brasil, o teste de solventes residuais somente se tornou
obrigatorio por meio da resolu¢do RDC n° 57 de 18 de novembro de
2009, a qual visa regulamentar o registro de insumos farmacéuticos
ativos no Brasil e aprimorar o controle de qualidade desses produtos.
Uma das principais técnicas bastante utilizadas a fim de analisar a
presenca ou auséncia de solvente residual é a cromatografia gasosa de
alta resolucdo/espectrometria de massa (CG-EM), empregando um
amostrador automatico (Headspace). Esta técnica é suficientemente
sensivel para detectar a presenga ou ndo de solventes residuais (JACQ;
DAVID; SANDRA, 2008).
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1.3.9 Zebrafish

Um dos organismos modelo mais utilizados para estudo de
farmacos sao os roedores (camundongos e ratos), porém recentemente o
zebrafish foi introduzido com €xito no cenario cientifico (KALUEFF et
al. 2014). O zebrafish ou peixe-zebra (Danio rerio) ¢ um peixe bastante
conhecido pelo seu uso ornamental. Mas nos ultimos vinte anos, essa
espécie tem se consolidado em diversas areas das ciéncias biologicas e
da saude. As vantagens do uso do zebrafish em relagdo aos demais
organismos modelo s3o: pequeno porte, facil manipulagio e
manutengdo, baixo custo e alta taxa de reprodugdo (SILVEIRA;
SCHNEIDER; HAMMES, 2012). Outra vantagem importante ¢ que os
genes do zebrafish sdo evolutivamente conservados e apresentam um
alto grau de similaridade com os genes humanos e de roedores
(BARBAZUK et al., 2000).

As pesquisas que utilizam o zebrafish como organismo modelo
vém sendo expandindas para diversas areas do conhecimento incluindo
bioquimica (TAYLOR et al,, 2004), neurociéncias (EDWARDS;
MICHEL, 2002), toxicologia (HILL et al., 2005), farmacologia
(GOLDSMITH et al., 2004) e comportamento (PIATO et al., 2011).

No que diz respeito a biologia do comportamento sdo estudados
diversos parametros como comportamento social (BASS; GERLAI,
2008), ansiedade (MOCELIN et. al., 2015; MARCON et al., 2016),
ciclo sono/vigilia (CIRELLI; TONONI, 2000); aprendizagem e
memoria (COLWILL, 2005), entre outros.
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1.4 Consideracdes a respeito do estado da arte

A biodisponibilidade de farmacos na forma soélida esta
fortemente ligada ao tamanho da particula, a distribuicdo da particula,
estrutura cristalina e a sua morfologia. Portanto, as indistrias quimica e
farmacéutica vém cada vez mais buscando tecnologia eficiente para
micronizagdo de compostos. Neste cendrio, existem inimeros métodos
de micronizagdo: secagem por pulverizacdo, liofilizagdo, moagem entre
outros. Porém, nos tltimos tempos, devido a constante busca em utilizar
tecnologias que provoquem menos impactos ambientais tem aumentado
o interesse da utilizagdio da micronizagdo por meio de técnicas
alternativas, sendo umas delas a utilizagdo de fluido supercritico. A
busca por técnicas alternativas ocorre também devido ao fato que as
técnicas tradicionais apresentam algumas desvantagens como a
produgdo de particulas com ampla distribui¢do de tamanho de particula
e a degradacdo do composto e, em alguns casos, uso excessivo de
solventes.

As vantagens da redugdo do tamanho de particula apresentam
inameros beneficios sendo que um dos mais importantes ¢ o aumento da
biodisponibilidade do composto, visto que com a redugdo do tamanho
de particula aumenta-se a area de superficie de contato, fato que
promove o aumento na biodisponibilidade pois, segundo Duran et al.
(2010), uma alta biodisponibilidade (até 100%) de um farmaco pode ser
obtida com particulas com didmetro médio entre 200 a 400 nm.

No presente trabalho, os compostos utilizados podem oferecer
grande oportunidade visto que o processo de micronizagdo ird provocar
a redugdo do tamanho de particula o que poderd aumentar a
biodisponibilidade do farmaco, possibilitando inimeras aplicagdes que
antes ndo seriam possiveis.

Os modelos biologicos sdo importantes para aprofundar os
conhecimentos das causadas de doengas e além de possibilitar testes
com novos medicamentos e novas formulagoes (SILVEIRA;
SCHNEIDER; HAMMES, 2012). No caso do presente trabalho, os
modelos bioldgicos escolhidos serdo ferramentas titeis para estudar os
compostos trans-resveratrol € NAC, micronizados pela técnica SEDS e
avaliar e comparar os efeitos em relagdo aos compostos ndo processados
por SEDS, ou seja, sua versdo comercial disponivel. Além de
possibilitar avaliagdo da concentragdo minima dos compostos
micronizados capaz de apresentar efeito biologico.

Fato importante a ser ressaltado ¢ que ha escassez de trabalhos
na area de micronizagdo que avaliam além da estrutura cristalina,
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velocidade de dissolugdo e solubilidade. Para isso, é emergente que seja
priorizada, além das andlises anteriores, a necessidade de mais testes in
vitro e, principalmente, in vivo das propriedades biologicas que podem
ser modificadas e melhoradas. Assim, o presente trabalho tem por
objetivo inovar ao avaliar os compostos micronizados por fluido
supercritico. Dessa forma, a inovagdo in vivo constituira na avaliagao do
composto NAC em testes que avaliam o efeito ansiolitico a fim de
verificar possiveis melhorias como a redugdo da dosagem terapéutica,
visto que a literatura ja demonstra que o composto NAC apresenta efeito
tipo ansiolitico. Porém, objetivamos neste trabalho reduzir a dosagem do
composto obtendo nova dosagem minima que apresente efeito in vivo,
ou seja, aumentar a poténcia do composto.

As principais justificativas para utilizagdo do zebrafish como
modelo bioldgico é que os peixes sdo de pequeno porte, de manutengao
facil, econdmicos para criagdo, com alta taxa de produtividade, além de
seu genoma apresentar importante homologia com mamiferos. Desse
modo, o zebrafish constitui excelente modelo experimental para estudos
comportamentais, genéticos, toxicologicos e para desvendar o
mecanismo de diversas doencas humanas bem como testar novos
agentes terapéuticos e novas formula¢des (LIESCHKE; CURRIE, 2007,
KARI; RODECK; DICKER, 2007; SILVEIRA; SCHNEIDER;
HAMMES, 2012). Neste contexto, a utilizagdo de camundongos para
modelo de Alzheimer consiste no fato de ser modelo consolidado para
estudo de doencas neurodegenerativas (FERREIRA; HOCHAMAN;
BARBOSA, 2005).
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CAPITULO 2

2. Materiais e Métodos
2.1 Técnica de dispersio da solucio melhorada por fluido
supercritico (SEDS)

O aparato experimental utilizado para o micronizagdo da N-
acetilcisteina e tranms-resveratrol utilizando fluido supercritico foi
descrito por Franceschi et al. (2008) e Boschetto et al. (2013). A Figura
2.1 abaixo mostra o diagrama esquematico da técnica utilizada neste
trabalho.

Figura 2. 1 - Diagrama esquematico do aparato experimental SEDS.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme a Figura 2.1, o aparato experimental para ensaios de
micronizacdo das amostras ¢ constituido dos seguintes elementos:

(1) Reservatorio de dioxido de carbono (CO,) (White Martins);

(2) Valvula de uma via que permite o fluxo em um tunico
sentido (Check-valve marca HIP, modelo 15-41AF1-T, pressdo de
operagdo até 1034 bar)
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(3) e (4) Valvulas de esfera (marca Swagelok, modelo SS-
83KS4, pressdo de operagdo até 410 bar a temperatura ambiente);

(5) Banho ultratermostatico de recirculagio (marca Nova Etica,
modelo 521/2D);

(6) e (7) Bombas de alta pressdo (marca ISCO, modelo 500D,
pressdo de trabalho de até 258 bar e vazdo maxima de 170 mL-min™);

(8) e (9) Valvulas de esfera (marca Swagelok, modelo SS-
83KS4, pressdo de operagdo até 410 bar a temperatura ambiente);

(10) Valvula métrica tipo agulha (Marca HIP, Modelo 15-
11AF1, pressdo de operagdo até 1034 bar);

(11) Camara de precipitacdo cilindrica de ago inox 316
encamisada com capacidade de 600 mL (didmetro interno de 8 cm e
altura 12 cm);

(12) Entrada central coaxial — conexdo tipo T (marca
Swagelok);

(13) Tubo capilar de silica fundida;

(14) Entrada periférica que apresenta um transdutor de pressao
que monitora a pressdo dentro da camara de precipitacdo. Ele esta
conectado a linha entre a valvula (10) e a camara de precipitagdo
(transdutor absoluto — 0 a 250 bar, marca SMAR, modelo LD 301);

(15) Entrada periférica onde fica um sensor de temperatura
(termopar) ligado a um indicador de temperatura (Universal, marca
NOVUS, modelo N 1500);

(16) Suporte constituido por dois filtros de politetrafluoretileno;

(17) Banho ultratermostatico de recirculagio (marca Nova
Etica, modelo 512/2D);

(18) Valvula de regulagem de pressdo constituida de ago inox
316 com uma porta de entrada e outra de saida (back pressute regulator,
marca GO-Regulador, Série BP-66, modelo 1A11QEQ151);

(19) Bomba de HPLC Digital Série III (marca Acuflow);

(20) Recipiente para solugdo organica na qual o principio ativo
a ser precipitado ¢ dissolvido no solvente organico;

(21) Valvula métrica tipo agulha (marca HOKE, modelo
1315G2Y);

(22) Fita de aquecimento (marca FISATON, modelo 5, 200 W
de poténcia) que envolve a valvula (21);

(23) Trap de seguranga, recheado com algodao.
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2.2 Materiais

Trans-resveratrol, pureza 99,5%, foi adquirido no laboratério
Galena LTDA (Campinas/SP). A N-Acetilcisteina, pureza 99,2%, foi
adquirido no laboratorio Iberoquimica Magistral (Jundiai/SP). O
certificado de andlise contendo informacdes sobre pureza e outras
propriedades das amostras (trans-resveratrol, NAC) encontra-se no
Anexo A.

Diclorometano (DCM) com pureza de 99,5 % adquirido da
Vetec (Sigma-Aldrich); acetona 99,5% foi adquirido da Vetec (Sigma-
Aldrich) e didxido de carbono (99,9% na fase liquida) foi fornecido pela
White Martins S. A.

2.3 Micronizacao utilizando a técnica SEDS

Para a micronizagdo das amostras foram utilizados parametros
segundo trabalhos de Franceschi et al. (2008; 2009), Priamo et al.
(2010) e Boschetto et al. (2013) com concentragio de 4 mg-mL™, 12
mg'mL" e 20 mg'mL", temperatura de 35, 40 e 45 °C, taxa de fluxo de
solugdo de 1 mg'mL™, taxa de fluxo antissolvente em 20 mg-mL"' e
pressdo de operacdo de 80, 100 ¢ 120 bar. As amostras (NAC e trans-
resveratrol) foram solubilizadas em mistura de solvente contendo 40%
de acetona e 60% de diclorometano em volume. A fim de verificar a
influéncia das varidveis concentracdo, temperatura e pressdo foi
realizado um delineamento composto central (DCC) 2* com 3 pontos
centrais (tabela 2.1).

Tabela 2. 1 - Variaveis estudadas no processo de micronizagdo das amostras.

Variaveis Niveis
-1 0 +1
Concentragdo (mg'mL") 4 12 20
Presséo (bar) 80 100 120
Temperatura (°C) 35 40 45

Para NAC foi realizando um segundo DCC a fim de otimizar
mais o processo, neste segundo DCC foi fixado temperatura em 35°C e
variando concentragdo da solugdo (20, 30 e 40 mg'mL™") e pressio do
sistema (80, 115 e 150 bar).

O procedimento experimental utilizado para micronizar NAC e
trans-resveratrol foi adaptado dos trabalhos de Boschetto et al. (2013) e
Franceschi et al. (2009) e Priamo et al. (2010). Primeiramente, uma
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solucdo com as amostras solubilizados em acetona (40%) foi preparada
e o volume completado com diclorometano (60%). O diagrama de fases
do sistema CO, + diclorometano + acetona encontra-se no apéndice A, o
qual apresenta a regido em que se encontram os experimentos.

Ap0s isso, procedeu-se o carregamento das bombas (6 € 7) com
diéxido de carbono que estava armazenado. Duas bombas de alta
pressdo foram usadas para que o CO, permanecesse em fluxo continuo.
As valvulas de 2 a 4 foram mantidas abertas para que ocorresse o
deslocamento do fluido do cilindro para a cAmara de cada bomba. A
temperatura da camisa foi ajustada a 5 °C com auxilio do banho de
recirculagdo (5) para liquefazer o CO,.

Na montagem da cdmara de precipitacdo foram inseridos filtros
de retengdo para evitar o arraste do material precipitado. Este filtro de
politetrafluoretileno tem maior porosidade, servindo de suporte para o
filtro de membrana. Em seguida, a tampa foi fechada e a vazdo e pressdo
da solugdo na bomba de HPLC foram ajustadas para entdo fazer as
conexdes. Nesta etapa e na limpeza utilizou-se diclorometano puro. A
pressdo foi ajustada por meio da back pressure (18), evitando a
passagem de fluxo aumentado com pressao até 200 bar, para assim
evitar que o antissolvente entrasse pela linha de solugdo.

Finalmente, as conexdes da linha de entrada de CO, ¢ o da
solucdo do sensor de temperatura da linha de saida foram conectados,
sendo em seguida conectadas ao banho termostatico, e entdo a valvula
(10) aberta para que houvesse o enchimento da cdmara com COs,.

Estando a camara preenchida com CO,, a valvula foi fechada e
a recirculagdo (17) acionada. As valvulas de (2) a (4) foram fechadas, de
modo a pressurizar as bombas (6) e (7) até a valvula 10 em 200 bar, para
assim, manter um gradiente de pressdo para evitar refluxos da camara
para as linhas, causando precipitagdo do composto.

Atingindo a pressdo desejada, a valvula (21) foi aberta, com a
(10) ainda aberta, para ajustar o fluxo de antissolvente na cdmara de
precipitacdo. Dependendo da condi¢do experimental a valvula (21)
poderia congelar. Para evitar esse problema, uma fita aquecedora foi
envolta na mesma. A temperatura foi mantida a 200 °C.

Com a pressao e temperatura constantes, o CO, foi deixado fluir
para assim, alcangar o estado estaciondrio, iniciando posteriormente a
injecdo da solucdo para dentro da cdmara de precipitacdo. O volume de
solucdo adicionado nos experimentos foi de 25 mL.

Apds injetar o volume da solucdo, a bomba de HPLC foi
desligada. Para a secagem das particulas precipitadas e a retirada do
solvente, o fluxo de CO, foi mantido por 40 minutos para os
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experimentos apresentados nos capitulos 4 e 6, e 50 minutos
aproximadamente, para os experimentos dos capitulos 5, 7 e apéndice E,
a uma vazio de 20 mg'mL™", baseado em trabalhos anteriores (KIM et
al., 2007; KANG et al., 2008; HONG et al., 2009).

Em seguida, foi iniciada a despressurizagdo da camara de
precipitacdo até a pressdo atmosférica, abrindo-se a valvula (21).
Procedimento que leva em torno de 40 minutos.

Por fim, a temperatura do experimento foi reduzida pelo banho
(17) e as conexdes foram desconectadas, abrindo-se a camara
cuidadosamente para entdo retirar o material precipitado. O material
precipitado foi armazenado em frascos ambar e posteriormente
armazenados a 5 °C.

2.3.1 Determinacio do tamanho de particula

As micrografias das particulas de NAC e trans-resveratrol
foram realizadas em Microscopio Eletronico marca JEOL, modelo JSM-
6390LV (MEV). O tamanho das particulas de N-acetilcisteina e do
trans-resveratrol foi obtido por meio de medidas do comprimento das
particulas (600-1000 particulas) em cada condi¢do experimental. As
medig¢des foram realizadas empregando software Sizer Meter versdo 1.1
(desenvolvido por Luiz Henrique Castelan Carlson). A partir das médias
de tamanhos de particulas foi calculado o desvio padrao e com este dado
foi calculado o coeficiente de variagcdo (CV), ferramenta utilizada para
expressar a variabilidade dos dados em relagdo a média.

2.3.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) consiste em
determinar um composto por meio da comparagdo de espectros.
Obtendo-se o espectro da amostra compara-se com o respectivo espectro
padrdo. Uma correlagdo pico a pico é uma excelente evidéncia para
identificar uma amostra, por meio da comparagdo da amostra com um
espectro padrio (BO et al., 2011). Portanto, realizou-se a comparago
dos espectros da amostra pura em relacdo a amostra do experimento 8
micronizada (120 bar, 20 mg:mL™" e 45 °C), a fim de verificar possiveis
degradagdes na amostra apds a micronizag¢do, com o auxilio da técnica
de Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR). As medi¢cdes foram realizadas em um
espectrofotdmetro IRPrestige-21, Shimadzu.
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2.3.3 Velocidade de dissoluciao

Para determinagdo da velocidade de dissolugdo da NAC ¢ do
trans-resveratrol foi adaptada metodologia de Cheng et al. (2016).
Conforme metodologia, as amostras de NAC (50 mg) e trans-resveratrol
(10 mg) foram adicionadas em frascos contendo 100 mL de agua
destilada e mantidas sob agitacdo constante (100 rpm) a 37 °C. Para
NAC foram retirados pontos nos periodos selecionados de 0, 60, 120,
180, 240, 300, 360 e 420 s e ja para trans-resveratrol foram coletados
pontos nos tempos de 0, 10, 20, 30, 50, 80, 120 ¢ 180 min. Tanto para
NAC como para trans-reveratrol, 1,5 mL foram recolhidas a partir da
solucdo e imediatamente reposto com solvente puro para manter o
volume original. Em seguida, as amostras foram filtradas usando filtro
de membrana de 0,22 pm e a concentracdo de tranms-resveratrol foi
determinado por espectrofometria UV-visivel (curva de calibragdo
inserida no apéndice B), e a concentracdo de NAC foi determinada por
meio do procedimento espectrofotométrico UV-visivel (curva de
calibracdo inserida no apéndice B), descrito por Raggi et al. (1982).

2.3.4 Solubilidade

A solubilidade do trans-resveratrol foi medida nos seguintes
solventes: agua destilada, solugdo de HCI 0,1 M e tampdo fosfato pH
6,8. Adicionou-se 100 pg de amostra em cada solvente mencionado
anteriormente em frascos de vidro contendo 100 mL de solvente. A
solucdo foram submetidas ao sonicador ultrasonico cerca de 10 min e
apos foi incubada sobre agitagdo contante (100 rpm) a 37 °C por 72 h
(CHENG et al., 2016). Apos as 72 h, as amostras foram filtradas usando
filtro de membranas de 0,22 pm e a concentragdo de trans-resveratrol foi
determinado por espectrofometria UV-visivel.

2.3.5. Ensaio de eliminac¢ao radical DPPH

O teste de capacidade de eliminagdo de radicais livres da
amostra trans-resveratrol foi testada pelo ensaio de eliminacdo radical
DPPH de acordo com Khan et al. (2016). Depois de preparar a solugio
de amostra mais DPPH (0,1 mmol-L") a mistura de reagio foi agitada e
armazenada por 30 min a 37 °C. A absorbancia da mistura foi medida
espectrofotometricamente no comprimento de onda 517 nm. A
percentagem da capacidade de eliminagdo do radical DPPH foi
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calculada pela seguinte equagdo (Eq.1):

- - [Ag — A4]
% Atividade antioxiadante = 100 — — 100 (Eq.1)
(S

Onde A, ¢é a absorbancia da amostra, A; é a absorbancia da
norma ¢ A. ¢ a absorbancia do controle. Em seguida, porcentagem de
inibicdo foi plotada contra a concentragdo, e do grafico ICs, foi
calculado de acordo com a metodologia de Mensor et al. (2001).

2.3.6 Difracio de raios-X em p6 (DR-X)

Os dados DR-X foram coletados de um Difratometro de Phaser
D2 (Bruker) 0-0 equipado com uma fonte de Cu Ko (A = 1.5418 A)
operado em 30 kV e 10 mA, com detector de LYNXEYE 1-dimensional
contador de cintilagdo. Dados de difracdo foi coletados entre 5 e 50
graus de 20 e 0,5 s contando o tempo de cada etapa.

2.3.7 Identificacdo e quantificacdo de solvente residual dos
compostos micronizados

Para identificacdo de solvente residual dos compostos
micronizados foi realizada cromatografia gasosa em um CG modelo
5975C Inert MSD marca Agilent Technologies, acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) em frasco de Headspace, nos
ensaios 2, 4, 6, 8, 10, dos capitulos 4 e 6, e nas amostras ndo-
micronizadas a fim de verificar possiveis residuos de solvente utilizados
no processo de micronizagao.

Um amostrador automatico (headspace sampler) e injetor CG-
Sampler 80 foram utilizados para as andlises onde as condi¢des de
operacdo foram adaptadas de acordo com a metodologia descrita por
Gudat, Firor e Bober (2007) para identificagdo de residuos de solvente
em farmacos utilizando a coluna DB624, 30 m x 0,45 mm x 2,55 pm.
As condi¢des de operagdo se encontram na tabela 2.2.
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Tabela 2. 2 - Condi¢des de operagao.

Parametros Headspace Sampler
Porta de Interfaces Loop size I mL
Injeccio volateis
Temperatura 160 °C Pressao Vial 14 psig
Split ratio Sem Split Forno 85 °C
Headspace
Gas Carregador Hélio Loop 100 °C
temperatura
Fluxo 1 mL-min’' Temperatura na 120 °C
Transportador linha de
Transferéncia
CG Programacao do forno Tempo de 30 min, Baixa
Equilibrio agitacdo
Temperatura 35°C CG ciclo de 50 min
inicial tempo
Tempo inicial 20 min Pressurizacao 0,15 min
Razao 25 °C'min” Vent (Loop Fill) 0,5 min
Temperatura 250 °C Injecio 0,5 min
final
Tempo final 15 min
Coluna 30 m x 0,45 mm
x 2,55 um DB-
624

Apos realizar a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) [Apéndice C] foi realizada a quantificagdo do
solvente residual por cromatografia gasosa acoplada ao detector por
ionizagdo de chama (CG-FID) utilizando as mesmas condigdes de
operagdes do CG-EM [Tabela 2.2]. Para quantificacdo no CG-FDI foi
construida uma curva de calibragdo [Apéndice D] para os calculos de
valores em ppm do solvente utilizando padrdes de acetona e

diclorometano.
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2.3.8 Testes comportamentais com N-acetilcisteina
2.3.8.1 Animais

Um total de 165 peixes-zebra adulto do tipo selvagem (Danio
rerio, 4-6 meses, propor¢do 50:50 macho/fémea) foi obtido a partir do
reprodutor heterogéneo da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Os peixes foram mantidos em aquarios de 40 litros (2,5 peixes por litro),
completos com agua filtrada nao clorada, com um ciclo claro/escuro de
14/10 horas (luzes acesas as 07:00 h da manh&), durante pelo menos
duas semanas antes dos testes. A dgua do tanque foi parcialmente
alterada uma vez por semana e mantida sob condi¢des adequadas
(temperatura 26+1 °C, pH 7,0+0,3, oxigénio dissolvido a 7,0£0,4 mg-L
1, amonia total a <0,01 mg-L'l, dureza total a 5,8 mg~L'l e alcalinidade a
22 mg-L™" de CaCOs). Os peixes foram alimentados duas vezes por dia
com um alimento comercial de peixe em flocos (Alcon BASIC®, Alcon,
Brasil). Todos os protocolos foram aprovados pela Comissio de Etica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA n° 30914) (Anexo
B).

2.3.8.2 Design Experimental

O aparato experimental ¢ mostrado na Fig. 2.2, tal como
descrito por Mocelin et al. (2015). Cada grupo com quatro peixes foram
colocados durante 10 minutos em recipientes de 400 mL com uma das
seguintes solugdes (grupos de tratamento): controle (agua), fluoxetina
(FLU, 10,0 mg-L™"), bromazepam (BMZ, 1,5 mg-L"), NAC (0,01 e 1,0
mg~L'1) e NAC micronizado (0,01, 0,1 ¢ 1,0 mg-L'l). Os farmacos
fluoxetina ¢ bromazepam foram utilizados como controles positivos,
uma vez que sdo amplamente prescritos para distirbios de ansiedade.
Novas solugdes foram preparadas para cada grupo de quatro peixes.
Imediatamente apos o tratamento, diferentes conjuntos de animais foram
transferidos para os aparelhos experimentais e videos foram gravados
para analise posterior pelo software ANY-Maze (Stoelting Co., EUA).
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Figura 2. 2 - Representagdo grafica do protocolo experimental.

TRATAMENTO (10 MIN)

TESTE NOVEL TANK (6 MIN)

TESTE CLARO/ESCURO (6 MIN)

TRATAMENTO (10 MIN)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

2.3.8.3 Novel tank

O teste novel tank consiste em um tanque de 2,7 L (24 x 8 x 20
cm) cheio com agua até 15 cm (MOCELIN et al., 2015). O aparelho
experimental foi dividido em 3 zonas horizontais iguais: inferior
(bottom), média (middle) e superior (upper) (Fig. 2.2). Os seguintes
parametros foram avaliados individualmente durante 6 min: distancia
total percorrida e tempo gasto na zona superior do tanque. A localizagdo
vertical em um novo ambiente é considerada um parametro de ansiedade
no peixe-zebra, andlogo ao comportamento que os roedores exibem em
um campo aberto (LEVIN; BENCAN; CERUTTI, 2007).

2.3.8.4 Teste claro/escuro

O teste claro/escuro foi realizado de acordo com metodologia
de Mocelin et al. (2015). O aparato experimental consiste num tanque de
vidro (18 x 9 x 7 cm) dividido por uma divisoria de guilhotina
deslizante (9 x 7 cm) em dois compartimentos brancos e escuros
igualmente dimensionados (Fig. 2.2). O nivel de agua do tanque foi de 3
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cm e a divisoria foi levantada 1 ¢cm acima do fundo do tanque para
permitir que o zebrafish pudesse nadar livremente entre os dois lados do
tanque. Os animais foram colocados individualmente na zona clara
imediatamente apds o tratamento e o tempo gasto no compartimento
claro e o nimero de cruzamentos entre compartimentos foram registados
durante 5 min.

2.3.8.5 Testes estatisticos nos ensaios comportamentais

Os dados sdo expressos como média + erro padrao da média. A
distribui¢do normal dos dados foi confirmada pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Levene, ¢ os resultados foram analisados por
ANOVA unidirecional seguido pelo teste post hoc de Tukey. As
diferengas foram consideradas significativas em p <0,05.
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CAPITULO 3

Os resultados deste trabalho serdo apresentados, para melhor
compreensdo, na forma de artigos. Os referidos artigos estdo
apresentados nos itens I (Capitulo 4), II (Capitulo 5), III (Capitulo 6) e
IV (Capitulo 7). Os resultados obtidos nos itens I, II e III foram
desenvolvidos no Laboratério de Termodinamica e Tecnologia
Supercritica (LATESC) contando com apoio da Central de Analises do
EQA, Central de Analises da Quimica e Laboratorio Central de
Microscopia Eletronica (LCME), todos localizados na Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Os resultados IV foram
desenvolvidos no LATESC/UFSC e a avaliagdo in vivo do composto foi
realizada no Laboratério de Psicofarmacologia e Comportamento
(LAPCOM), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Os resultados contidos no item I encontram-se no artigo “Trans-
resveratrol micronization by SEDS techique” artigo publicado na revista
Industrial Crops and Products, volume 89, paginas 350-355. Os
resultados 1l foram apresentados na short communication
“Micronization of trans-resveratrol by supercritical fluid: dissolution,
solubility and in vitro antioxidant activity” submetido ao Journal of
Food Engineering. Os resultados III estdo apresentados no artigo “N-
acetycysteine micronization by SEDS technique using supercritical
CO,”, artigo aceito para publicagdo na revista Brazilian Journal of
Chemical Engineering. Finalmente, os resultados IV se encontram no
artigo “Micronization of N-acetylcysteine by supercritical fluid:
evaluation of in vitro and in vivo biological activity” submetido para a
revista Pharmaceutical Research.
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CAPITULO 4

RESULTADOS 1
Trans-resveratrol micronization by SEDS technique

Publicado: Industrial Crops and Products (2016)
DOI: 10.1016/j.indcrop.2016.04.047

Industrial Crops and Products 89 (2016) 350-355

Contents lists available at ScienceDirect

Industrial Crops and Products

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/indcrop

Trans-resveratrol micronization by SEDS technique @cm,m

Gean Pablo S. Aguiar?, Daiane L. Boschetto?, Lorenzo M.P.C. Chaves®, Bianca D. Arcari?,
Angelo L. Piato®, J. Vladimir Oliveira*, Marcelo Lanza**

Chemical Food Engineering UFSC, SC. Brazil
* Department of Pharmacology. ICES, UFRGS, Porto Alegre, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Trans-resveratrol is a polyphenol found in a variety of foods, especially in blackberries, grape seeds, grape
Received 8 December 2015 skin and in red wine. This compound presents countless human health benefits, including antioxidant,
Received in revised form 15 March 2016 antifungal, and activities, among others. The aim
Accepted 19 Apdi 2016 of this work was to investigate the application of SEDS (Solution Enhanced Dispersion by Supercritical
—_— Fluids) technique in the micronization of trans-resveratrol using a 2* Central Composite Design (CCD)
wi with 3 central points so as to assess the influence of compound concentration (4, 12 and 20 mgmL-'),
Trams.sesveratral temperature (308, 313 and 318K) and pressure (8, 10 and 12 MPa) on the particle size (D) produced. It
Average particle size was noted that the mean parti it 20 mgmL-* 8MPaand 308K
Micronization was 022 um, a significant reduction compared with the original value of 36.65 um. In the majorityfin

most of i i i a

i i and the ressure x ignil
posi P
negative effect, on the particle size. Analysis of micronized material proved that it is in compliance with
pharmaceutical human consumption standards.
©2016 Elsevier B.V. All rights reserved.



104

Abstract

Trans-resveratrol is a polyphenol found in a variety of foods, especially
in blackberries, grape seeds, grape skin and in red wine. This compound
presents countless human health benefits, including antioxidant,
antiplaquetary, antifungal, anti-inflammatory and cardioprotective
activities, among others. The aim of this work was to investigate the
application of SEDS (Solution Enhanced Dispersion by Supercritical
Fluids) technique in the micronization of trans-resveratrol using a 2
Central Composite Design (CCD) with 3 central points so as to assess
the influence of compound concentration (4, 12 and 20 mgmL™),
temperature (308, 313 and 318 K) and pressure (8, 10 and 12 MPa) on
the particle size (D,) produced. It was noted that the mean particle size
obtained at 20 mg-mL" resveratrol concentration, 8 MPa and 308 K was
0.22 um, a significant reduction compared with the original value of
36.65 um. In the majority/in most of the experiments spherical particles
were obtained. At 95% confidence level temperature showed a positive
effect while operating pressure and the interaction pressure X
temperature showed a significant, negative effect, on the particle size.
Analysis of micronized material proved that it is in compliance with
pharmaceutical human consumption standards.

Keywords: SEDS; trans-resveratrol; average particle size; micronization.
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4.1. INTRODUCTION

The micronization process is characterized by the reduction of
average particle size in order to provide changes in physical structure.
This process is applied in different materials with different goals in the
chemical, pharmaceutical and food industries (Chau et al., 2007). The
conventional techniques of micro/nanoparticle production present many
disadvantages compared with techniques that use supercritical fluids,
such as excessive use of solvents, thermal degradation, high residual
solvent concentration and, particularly, difficulty with controlling
particle size and distribution of particle size during the process (He et
al., 2004).

There are many advantages in reducing particle size of
pharmaceutical compounds and therefore the study of micronization
processes to modify the particle size, porosity and density is of great
interest to allow incorporation of an active ingredient so that the
administration can be directed towards a specific target (Rogers et al.,
2001). According to Durén et al. (2010), a high bioavailability (up to
100%) of pharmaceutical compounds can be obtained with particles of
average size in the range of 200 to 400 nm.

Resveratrol (3,5,4’-tri-hidroxy-trans-stilbene), a polyphenolic
compound from the stilbene class, is a phytoalexin present in a variety
of food items, including blackberries, peanuts, cranberries, dark
chocolate and grapes. A wide variety of reports dealing with its
biological and pharmacological properties has been published (see for
example, Granzotto and Zatta, 2014; Ulrich et al., 2005; Witte et al.,
2014). In studies performed by Walle et al. (2004) and Wenzel and
Somoza, (2005) it has been noted that after oral administration of 25 mg
resveratrol there was 70% absorption of the compound. However, its
bioavailability was almost null as only traces of the molecule in its
unaltered form were found in the plasma (Walle, 2011).

Considering the potential of resveratrol as a bioactive agent, the
goal of this work was to investigate the application of solution enhanced
dispersion of supercritical fluids (SEDS) micronization process to
achieve particle size reduction within the micro/nano scale, in order to
enhance its solubility and increase the specific surface contact area,
consequently improving the compound’s bioavailability.
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4.2 MATERIALS AND METHODS
4.2.1 Materials

Trans-resveratrol, with a purity of 99.5%, was purchased from
Galena LTDA Laboratory (Campinas/SP). Dichloromethane (DCM
99.5%) and acetone (99.5%) were purchased from Vetec (Sigma-
Aldrich) and carbon dioxide (99.9% in liquid phase) was provided by
White Martins S.A.

4.2.2 Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids
Technique (SEDS)

The SEDS experimental apparatus and procedure used for the
micronization of the pure compound, trans-resveratrol, employing
supercritical CO2 is described in detail by Franceschi et al. (2008),
Priamo et al. (2010), Boschetto et al. (2013) and Machado Jr et al.
(2014).

4.2.3 Conditions for precipitation

For the micronization of trans-resveratrol the following process
sample parameters were adopted based on previous works of the group:
solute concentration of 4, 12 and 20 mg-mL’l, at 308, 313 and 318 K,
solution flow rate of 1 mL-min'l, antisolvent flow rate of 20 mL-min”'
and operating pressure of 8, 10 and 12 MPa (Boschetto et al., 2013;
Franceschi et al., 2008; Machado Jr et al., 2014). In this work, solute
solubilization was improved by a mixture of 40% (v/v) acetone + 60%
(v/v) dichloromethane. As mentioned, a 2* Central Composite Design
(CCD) with 3 central points (Table 4.1) was employed to evaluate the
influence of process variables on the morphology, size and size
distribution of particles produced.
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Table 4.1 - Variables studied in the micronization process of the samples.

Variable Level

-1 0 +1
Concentration (mg-mL‘l) 4 12 20
Pressure (MPa) 8 10 12
Temperature (K) 308 313 318

4.2.4 Morphology and determination of particle size

Micrography of trans-resveratrol particles was carried out in a
scanning electron microscope (SEM - JEOL JSM-6390LV, United
States) to determine the shape and particle morphology, being analyzed
under the following conditions: magnifications 1700-20000 of 10kV
power. The particle size was determined using the software Meter Size
(version 1.1) (Machado Jr et al., 2014). From the calculated average
particle size, the standard deviation and the variation coefficient (VC)
were used as statistical tools to express the variability of the data.

4.2.5 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

The Fourier Transform Infrared Spectroscopy technique was
used in the non-micronized and micronized samples in order to study
possible degradations of the compound after micronization.
Measurements were made in a spectrophotometer Shimadzu IRPrestige-
21. Approximately 1 mg of microparticles was ground with KBr and
pressed into a pellet for FTIR characterization within range of
wavenumber of 400-4000 cm™.

4.2.6 Identification and quantification of residual solvent

For the identification of residual solvent in the particles
produced, gas chromatography was used (GC model 5975C Inert MSD
brand Agilent Technologies), coupled with mass spectrometer (GC-MS)
in headspace vial. The operation conditions were adapted from the
method described by Gudat; Firor; Bober (2007) with a DB624 - 30 m x
0.45 mm x 2.55 pm column. The quantification of residual solvent was
then investigated by gas chromatography - flame ionization detector
(GC-FID) using the same operation conditions as in the GC-MS.
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4.3 RESULTS AND DISCUSSIONS
4.3.1 Trans-resveratrol micronization

Results from the 2° CCD design are shown in Table 4.2, which
informs the values of mean particle size (Dp), standard deviation (o), as
well as the variation coefficient of experimental data.

Table 4.2 - Results of 2° CCD experimental design of trans-resveratrol
micronization.

Run Concentration Pressure  Temperature Dp ve
(mg-mL™) (MPa) (K) (um)
1 4 8 308 031+0.13 043
2 20 8 308 022+0.09 040
3 4 12 308 0.43+0.11  0.25
4 20 12 308 0.77+027 0.35
5 4 8 318 6.98+3.26 047
6 20 8 318 499+1.75 035
7 4 12 318 0.38+0,13 033
8 20 12 318 037+0.19 050
9 12 10 315 031+0.09 030
10 12 10 315 0.41+0.13  0.31
11 12 10 315 0.314+0.09 030

The mean particle size for the non-micronized compound is
36.65 um and when compared with the result found in run 2, 0.22 um, a
relevant particle size reduction of about 167 times is noticed. According
to Duran et al. (2010) a high bioavailability (up to 100%) of
pharmaceutical compounds may be obtained with average particle size
ranging from 200 to 400 nm. In that size range, application of
pharmaceutical compounds by intravenous way is possible, since such
size is smaller than the capillaries (5 to 6 um). In the majority of the
experiments of trans-resveratrol, particles within size in the range of 200
to 400 nm were obtained, except in experiments 4, 5 and 6.
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Figure 4.1 - Pareto Chart showing the effect of micronization process
parameters.

As can be seen from the Pareto chart shown in Fig. 4.1, system
pressure presented a significant negative effect on the resveratrol
micronization process (95% confidence level), which means that an
increase in pressure at constant temperature leads to the formation of
smaller particles as can be verified comparing runs 5 and 6 (318 K and 8
MPa) with 7 and 8 (318 K and 12 MPa) where there is a particle size
reduction from 6.98 um to 0.37 um.

The fact that pressure and the cross interaction of pressure x
temperature presents a negative effect on particle size might be
attributed to the fact that the droplet size formed in the solution
dispersion into the micronization chamber depends on the interfacial
tension between the organic solution and the supercritical antisolvent as
well as their density. Yet, an increase in pressure at constant temperature
leads to an increase in CO, density and hence a better dispersion of the
solution in the antisolvent with a consequent decrease in droplet size.
Mass transfer is then improved due to the increase of the diffusion
coefficient of supercritical CO,, thus better removing the solvent from
the solution, causing the precipitation of the compound (Chen et al.,
2007; Franceschi et al., 2008).
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Reverchon et al. (2008), in studies for the production of
spherical microparticles using SAS technique; Franceschi et al. (2008)
using SEDS and Hong et al. (2007) also using SEDS technique,
observed that in some cases the decrease in pressure may induce an
increase of particle size while a raise in pressure leads to the opposite
effect on particle size.

Temperature was the second most relevant process variable,
however with a positive effect, corroborating that higher temperatures
leads to the formation of larger size particles due to the improved
dissolution, favored at higher temperatures, and lower level of
agglomeration and consequently lesser crystal growth (Cocero and
Ferrero, 2002; Youn et al., 2011; Priamo et al., 2013). The obtained data
are consistent with those from Hong et al. (2007) that used SEDS
technique for astaxantin precipitation, since it was verified that an
increase in pressure reduces particle size while temperature had an
opposite effect.

The model that describes the behavior of particle size (D,) of
the obtained resveratrol microparticles is represented by Equation 1
shown below. Table 4.3 shows the variance analysis (ANOVA) of the
average particle size values.

D,= 0.345+1.461C* —=1.317P+1.373T —1.485(P.T) (1)

where, C represents solute concentration in the solution and P and T
denote the system pressure and temperature, respectively.

Table 4.3 - Variance analysis for the average particle size for resveratrol.

Variation QS DF QM F arculated Fiabulated
Source

Regression 52.995 7 7.571 74.238 8.890
Error 0306 3 0.102 1'=0.994
Total 53.301 10

QS - quadratic sum; DF - degrees of freedom; QM - quadratic mean; F - Fisher
test.
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According to Box and Wetz, (1973) and Neto et al., (2010), for
a regression to be not only statistically significant, but also useful for
predictive means, the value of Fycuueq must be at least 4 to 5 times
greater than Fipuaeq. Taking this into account, results obtained in this
work led to a significant predictive model since a good fit (1>=0.994)
was reached with F jcuueq 8.35 times greater than Fipyaeq Obtained in
Fisher distribution table, using alpha= 0.05 and DFegession=7 and
DFrcsidual:3 (Neto et al., 2010)

The system model represented by equation 1 was constructed
from the regression coefficients of the significant process variables, in
this case pressure, temperature, and the interaction between pressure x
temperature. The equation was constructed from the coded variables (-1,
0, +1). According to ANOVA results and Fisher test, the generated
model equation is significant and predictive and hence the use of
codified variables allows the prediction of D, values for resveratrol
microparticles. Since the model is significant it is possible to generate
response surfaces to better visualize the regions of lower values of
average particle size.

The temperature x pressure response surface and control curve
for D, (Fig. 4.2 e 4.3) show that the best regions for producing the
smallest particles are located at 308 K and pressure from 8 to 12 MPa.
Conversely, the region where the largest values of D, can be found is 8
MPa and temperature from 313 to 318 K.
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Figure 4.3 - Control curve of temperature X pressure.

Fig. 4.4 shows the micrographies obtained for all the experimental
runs and as can be seen, spherical particles were produced in almost all
experiments, except for runs 5 and 6 that led to particles like in the shape of
needles and plates. Such behavior was also found by Franceschi et al. (2008), in
studying the micronization of f-carotene, where particles in the shape of needles
and leaf-like were obtained. According to Cocero and Ferrero, (2002), in
general, lower temperature implicates less agglomeration and less growth of
crystals. The agglomeration of the crystals might be due to a more favorable
redissolution of these at higher temperatures, consequently causing production
of irregular particles (Priamo et al., 2013).

The smallest average D,, particles was obtained at 8 MPa and 308 K,
which is the mildest process operating condition, which may reduce product
degradation and from an industrial point of view means lower CAPEX (capital
expenditure) and OPEX (operational expenditure) investment.
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Figure 4.4 - Scanning Electron Microscope (SEM) of the produced particles.

4.3.2. FTIR

From FTIR results shown in Fig. 4.5, it can be seen that trans-
resveratrol was not degraded after micronization process or suffered
chemical alteration to its cis-resveratrol form. This can be verified by
the spectra where both charts overlap. According to Silverstein (2006),
the correlation peak to peak constitutes a good proof of identity, since it
is unlikely that two different compounds present the same spectrum.
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Figure 4.5 - Infrared spectrum of micronized (red line) and non-micronized
(dark line) trans-resveratrol by SEDS technique. (1) C-C aromatic double bond.
(2) C-C olefin bond. (3) C-C bonds. (4) Band that characterizes the trans form
of compound.

FTIR results of trans-resveratrol samples, micronized and non-
micronized, showed 3 bands of strong absorption (Fig. 4.5), typical for
this compound: 1605 cm™(1), 1583 cm™(2) e 1380 cm™(3). The former
corresponds to the C-C aromatic double bond, the second corresponds to
the C-C olefin bond and the latter shows C-C bonds. Kumpugdee-
Vollrath et al. (2012), when investigating the characterization of trans-
resveratrol and cyclodextrins found the same FTIR bands found for
resveratrol. According to Bertacche et al., (2006), another important
band found is 964 cm™ (4) that characterizes the trans-resveratrol form.

4.3.3 Residual solvent analysis

GC-MS analysis of resveratrol micronized samples permitted
the identification of residual dichloromethane and acetone - both
solvents used in the micronization process. The content of
dichloromethane was found to be 84.07 ppm and 52.90 ppm of acetone.
These values of residual solvents are within the limits established by
The National Agency for Sanitary Vigilance - ANVISA Brazil (600
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ppm), Pharmacopoeia of the people’s Republic of China (600 ppm),
European Pharmacopoeia (600 ppm) and United States Pharmacopoeia
(400 ppm) (Elvassore et al., 2001) and also below the value established
by the International Conference on Harmonization (ICH), document
Q3C(RS) from 2011, the regulatory authority in terms of drugs and
pharmaceutical industries in Europe, Japan and United States, which
determinates the maximum DCM concentration for human
consumption, 600 ppm.

With regard to acetone, it is classified by ICH as class 3 solvent
- low toxicity and low danger to human health with a maximum
acceptable concentration of 5000 ppm a much higher value than that
found in this work, 52.90 ppm. Thus, it seems that SEDS technique
using supercritical CO, can be applied for the production of resveratrol
microparticles within standards established by regulatory agencies for
human consumption.

4.4 CONCLUSIONS

The reduction of particle size may generate several benefits,
such as solubility enhancing and a huge increase of specific surface
contact surface area and consequently favor the improvement of
compound bioavailability. Results found in this work are considered
relevant, since it was possible to reduce resveratrol particle size about
167 times with a final value of 220 nm, obtained at the lowest
temperature and pressure (308 K and 8 MPa, respectively). Such
operational conditions are appealing on the basis of mild processing
conditions and the possibility of using SEDS technique to process
thermosensitive compounds. Micronized resveratrol showed residual
concentrations of DCM and acetone much below those established by
regulatory agencies for pharmaceutical compounds, hence allowing
human consumption of the micronized product.
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Abstract

The micronization process is characterized by the reduction of particle
size towards obtaining changes in physical structure and increase the
dissolution rate, which leads to increased solubility of the compound
and consequently greater bioavailability. Trans-resveratrol is a
nutraceutical compound with many biological properties; however, its
use in the food industry is limited due to its low solubility in aqueous
medium and hence low bioavailability. Due to the large potential of
resveratrol, this work aims to investigate the properties of dissolution
rate, solubility and in vitro antioxidant activity of micronized resveratrol
by SEDS technique. The micronized compound increased by around 2.8
times its solubility in water. There was an increase in the dissolution rate
of about 1.8 times and the antioxidant activity of micronized compound
increased over the non-micronized one. Results obtained in this work
are promising as it enables the use of resveratrol in the food industry
since the micronization process led to improved properties of the
compound.

Keywords: SEDS; Supercritical CO,; DPPH; resveratrol; solubility
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5.1 INTRODUCTION

Currently, 70% of the drugs presents low aqueous solubility and
about 40% of orally administered drug release is categorized as
immediate practically insoluble in water (<100 pg~mL'1) (Kawabata et
al., 2011). The rate of dissolution is limited by the low solubility which
results in low bioavailability of drugs administered orally, in view of
this, which features aqueous solubility compounds less than 100 pg-mL’
" has low bioavailability (Hérter and Dressman, 2001).

Particle micronization is a good alternative to increase the
dissolution rate of low soluble compounds by greatly enhancing the
contact surface area, as the particle size is reduced. According to the
Prandtl boundary layer equation, a decrease in the thickness of the
diffusion layer by reducing the particle size, especially below <5 um,
results in a rapid dissolution (Horter and Dressman, 2001; Kawabata et
al., 2011; Mosharraf and Nystrom, 1995).

The nutraceutical compound #rans-resveratrol is a polyphenol
that is attracting great interest because of its many biological properties
such as antioxidant, anti-inflammatory, antifungal, immunomodulator,
cardioprotective as well as antidepressant (Baur and Sinclair, 2006;
Hurley et al., 2014; Poulsen et al., 2013). However, the use of this
compound is still limited by the low bioavailability and solubility in
aqueous medium (Francioso et al., 2014).

Considering the relevant biological properties of resveratrol,
this work aims to study the differences of micronized particles by SEDS
technique versus non-micronized particles in order to observe possible
improvements in solubility and dissolution rate and in vitro antioxidant
activity.

5.2 MATERIALS AND METHODS
5.2.1 Materials

Trans-resveratrol (Galena LTDA Laboratory - Campinas/SP)
with a purity of 99.5% was used as the solute to perform the
precipitation. Dichloromethane (DCM 99.5%) and acetone (99.5%)
were purchased from Vetec (Sigma-Aldrich) and CO, (99.9% in liquid
phase) was provided by White Martins S.A.

5.2.2 Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids
Technique (SEDS)



124

The SEDS experimental apparatus and procedure used for the
micronization of the trans-resveratrol employing supercritical CO, as
anti-solvent is described in detail elsewhere Boschetto et al. (2013);
Franceschi et al. (2008) and Priamo et al. (2010).

5.2.3 Conditions for precipitation

For the micronization of trans-resveratrol, work process
parameters were adapted from Aguiar et al. (2016). The range of
parameters used were: solute concentration of 4 and 20 mg-mL™, at 35
and 45 °C, solution flow rate of 1 mL-min”", anti-solvent flow rate of 20
mL-min” (20 MPa, 5 °C) and operating pressure of 8 MPa.

In this work, solute solubilization was improved by a mixture of
40% (v/v) acetone + 60% (v/v) dichloromethane according to Aguiar et
al. (2016).

5.2.4 Particles Characterization

In order to characterize the particles, the following analyzes
were performed: Morphology by Scanning Electron Microscopy (SEM)
and determination of particle size by software Meter Size (version 1.1);
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR); solubility evaluation
(water, 0.1 M HCI and phosphate buffer) according to the methodology
of Cheng et al. (2016); determination of the dissolution rate of trans-
resveratrol in distilled water according to the methodology of Cheng et
al. (2016); evaluation of the antioxidant activity by the DPPH method
according to the methodology of Khan et al. (2016) and the ECs
calculations followed the methodology of Mensor et al. (2001) and
Powder X-ray diffraction (PXRD) data was collected from a 6-6 D2
Phaser (Bruker) diffractometer equipped with a Cu Ko source (A =
1.5418 A) operated at 30 kV and 10 mA, using Scintillation counter 1-
dimensional LYNXEYE detector. Diffraction data was collected
between 5 and 50 20 degrees and 0.5 s counting time per step.
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5.3 RESULTS AND DISCUSSION
Results of trams-resveratrol micronization in terms of mean
particle size (D,) as well as the variation coefficient (VC) of

experimental data obtained at 8 MPa are shown in Table 5.1.

Table 5.1 - Particle size values of micronized and non-micronized compound.

Concentration Temperature D, Dnax D, VC
-1
(mg:mL™) C0) (um) _ (um) (um)
Raw  —- 1.71  126.09 36.67+21.42 0.58
Run 20 35 0.09 0.46 0.22+0.09  0.40
1
Run 4 45 1.34 18.64 6.98+3.26  0.47

2

In addition to different particle sizes obtained, e.g. in run 1
average size of 0.22 pum and run 2 of 6.98 um, distinct particle
morphology was observed as in run 1 presented spherical structures and
run 2 plate-shaped particles (Fig. 5.1). The difference between
morphology according to the Aguiar et al. (2016) is due to high
temperatures leads to the formation of larger size particles due to the
improved dissolution.

106V X10000 Tpm EUFSC - ih, LCMEWUFSC | 10KV X400 50pm LCMEUFSC

Figure 5.1 - Scanning Electron Microscope (SEM) the particles of resveratrol
micronized and non-micronized: (A) Run 1, (B) Run 2 and (C) Raw trans-
resveratrol.

The analysis performed by GC-MS and GC-FID showed that
the particles were free of organic solvent, so that no residual solvent was
detected in the final product, and thus meets the standards of the
regulatory agencies for human consumption.
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5.3.1 Solubility analysis

Solubility results of original (non-processed) and micronized
resveratrol in water, phosphate buffer and 0.1 M HCl solution are shown
in Fig. 5.2.

I pH 6.8 phosphate buffered saline
- 0.1 MHCI
16 - I \Water

Solubility (ug/mL)

Raw Resv. Run 1 Run 2

Figure 5.2 - Solubility the particles of resveratrol micronized and non-
micronized in different solvents.

It can be seen from Fig. 5.2 that, in all dissolution media, the
micronized particles exhibited greater solubility over non-processed
resveratrol. The solubility of resveratrol in water increased
approximately 2.8 times, from 5.35 ug-mL'1 of non-micronized
compound to 15.05 ug-mL'1 for sample of run 2.

Similar results were found by (Kim et al., 2012), for resveratrol
nanoparticles  obtained by  precipitation in  hydroxypropyl
methylcellulose as antisolvent with controlled temperature, followed by
freeze drying. In the aforementioned work, the solubility of resveratrol
in water was increased 2.1 times when compared to the non-micronized
compound. Other authors also found similar behavior results compared
with those found in this work, such as (Cheng et al, 2016) in
micronization experiments of etoposide, through SEDS technique,
(Chen et al., 2012) in the process of nanonization of methotrexate, also
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by SEDS technique and (Chau et al., 2007), in the study of different
methods of micronization to improve the functionality of insoluble fiber.
In all of these cited studies the solubility of the target compound
increased after processing.

The increase in solubility and consequent enhancement in the
bioavailability of resveratrol are of great importance both for the
purpose of pharmaceutical in food industries applications. In the food
industry, for example, the low solubility of the compound is still a
challenging task for its use as a nutraceutical ingredient, due to the
difficulties in the incorporation of relatively high amounts in aqueous-
base food products (Davidov-Pardo and McClements, 2014).

5.3.2 Analysis of dissolution rate

Results obtained in the dissolution rate of resveratrol samples in
water are presented in Fig. 5.3.

- ®m  Raw
14 ® Run1
13 ® Run 2

o] o

Cumulative dissolution (%)
-]
L |
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Figure 5.3 - Dissolution rate of micronized and non-micronized resveratrol.

It can be observed in Fig. 5.3 that the dissolution rate of
micronized particles was significantly greater than that of non-
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micronized compound. At the end of the analysis (180 min), the
cumulative dissolution of micronized particles, 13.43 and 13.04% for
runs 1 and 2, respectively, was ~ 1.8 times higher than that presented by
the non-micronized resveratrol particles, 7.40%.

It is worthy noting that at 20 min both runs 1 and 2 showed a
higher dissolution rate than raw resveratrol observed at 180 min, thus
corroborating the literature in the way that higher dissolution rates are
obtained for reduced particle sizes.

Of course, results of dissolution rate are of great interest for a
possible industrial use of trans-resveratrol in aqueous solutions, as the
increased solubility may provide greater bioavailability of the
compound.

5.3.3 DPPH radical scavenging assay

Fig. 5.4 depicts the antioxidant activity for micronized and
unprocessed resveratrol as a function of concentration, where it can be
noted that vales obtained for particles produced in run 2 were always
smaller than those of raw resveratrol. On the other hand, run 1 provided
greater antioxidant activity compared to other sample particles, which
may be explained in terms of much reduced particles size obtained. The
ECsq results for micronized and non-micronized samples are presented
in Table 5.2.



129

--#-- Raw
-—-@--Run 1
--&--Run 2
80
)
-
704 -
60 -1
I
2 50
=
©
©
o 40
£ .
g’ 30 ) ,/‘/,,
S 30 .
20 “x
10 A
0 . . . ; . ; . . . .
0 10 20 30 40 50

Concentration (ug/mL)

Figure 5.4 - Antioxidant activity of micronized and non-micronized samples.

Table 5.2 - ECs, of trans-resveratrol micronized and non-micronized.

ECs (ug-mL'l)
Raw 27.9241.08°
Run 1 25.9240.66°
Run 2 36.47+1.94°

*Measurements followed by the same letter does not differ statistically (p >
0.05), One-way ANOVA followed by Tukey post hoc test.

As can be seen from Table 5.2, ECsy of particles of run 1
showed no statistical significant difference (95% confidence level) in
relation to raw resveratrol. Run 2 particles, on the other hand, showed a
higher ECsy and, consequently, a lower antioxidant activity than the raw
resveratrol and run 1. The decrease in antioxidant activity found in run 2
(Fig. 5.5), may be due to the higher temperature used in the experiment
(45 °C), since the temperature is one of the factors that most affect the
antioxidant activity of compounds. Variations in temperature affect the
mechanisms of action of various antioxidants in different ways and, in
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general, an increase in temperature causes acceleration of initiation
reactions, reducing the antioxidant activity (Réblova, 2012).

5.3.4 Powder X-ray diffraction (PXRD)

Samples of micronized and non-micronized resveratrol were
characterized by PXRD to investigate the reflection diffraction of
samples, with results presented in Fig. 5.5.

—— Run 2
Bl
3
P
g ]
9 — Run 1
£

—— Raw

20 (degree)

Figure 5.5 - Powder X-Ray Diffraction (PXRD) of micronized and non-
micronized resveratrol particles.

The PXRD patterns of the non-micronized compound presented
features reflections of crystallinity of resveratrol, as observed by other
authors in 20 equal to 6.55, 16.29, 18.22, 19.11, 22.21 and 23.48
(Kamath et al., 2013; Mendes et al., 2012).

It can be observed from Fig. 5.5 that there were changes in the
pattern of peaks presented by the non-micronized and micronized
compound. For example, the PXRD pattern of the particles of run 1
showed a slight shift in the angle of all the peaks compared to standard
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sample. Besides these changes, there was a new peak appearance at an
angle of 14.19. The same can be observed for the PXRD pattern of run 2
which was similar to run 1. These differences in angles (displacements,
appearance and/or disappearance of peaks) show that new polymorphic
forms of the compound were generated by the SEDS process, since they
are formed in different PXRD pattern (Cheng et al., 2016).

Polymorphism is the ability of a substance exhibits so as to
exist in the solid state in two or more different crystal structures (Araujo
et al., 2012). Different polymorphic forms of a same compound can
present significant differences in solubility, processability and physical
and chemical stability (Aguiar et al., 1999). Therefore, the existence of
new polymorphic forms of the compound, generated by the SEDS
technique, can be related to the increased solubility and dissolution rate
of micronized compound.

5.3.5 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

Fig. 5.6 shows the results of FTIR, where it can be noted that
the peaks of three samples present total overlap and hence it is possible
to affirm that the chemical structure of the compound was not changed.
According Silverstein (2006) a correlation peak to peak is an excellent
evidence of the identity of the organic compound, since it is unlikely
that two compounds have the same infrared spectrum.
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Figure 5.6 - Infrared spectroscopy (FTIR) of micronized and non-micronized
compound.

5.4 CONCLUSION

The micronized resveratrol increased the rate of dissolution,
solubility and antioxidant activity allowing novel uses for food and
pharmaceutical industry, since one of the main barriers for the use of
this compound is its low solubility. The micronized particles were free
from organic solvents, therefore present no risk to human health. By
PXRD pattern it can be concluded that micronized compound has a
different crystalline structure over the non-micronized compound that
confers new properties to the compound. The antioxidant activity was
higher compared with the non-micronized compound and more soluble
than raw resveratrol. This is very important result since resveratrol, due
to its antioxidant potential and great interest in the food industry, has an
important role in reducing the lipid oxidation of the tissues and thus
when incorporated into food products helps to preserve food quality and
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reduce the risk of development of some diseases when integrated into
the diet.
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ABSTRACT

The N-acetylcysteine (NAC) is a thiol (-SH) with a strong antioxidant
activity. This compound has demonstrated positive effects on chronic
kidney disease, cancer, pulmonary insufficiency and other diseases. The
aim of this work was to investigate the application of Solution Enhanced
Dispersion by Supercritical Fluids (SEDS) technique in the
micronization of NAC using a 2° Central Composite Design (CCD) with
3 central points as well as to assess the influence of active compound
concentration, temperature and pressure on the particle size produced.
The average size of the drug before SEDS processing was verified to be
709.82 um while the best result led to a particle size of 2.86 pm, which
means a reduction of about 248 times. It was also observed that a
reduction in particle size led to an increase in the dissolution rate with
100% dissolution.

Keywords: CO,; Supercritical fluid; NAC; SEDS.
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6.1 INTRODUCTION

The micronization process is characterized by the reduction of
the average particle size for the purpose of providing changes in
physical structure (Chau et al., 2007). There are numerous advantages
for reducing the size of pharmaceutical compounds, amongst them an
increase in the dissolution rate and increased bioavailability. The use of
supercritical fluid techniques in the micronization process, compared
with conventional techniques, present many advantages, such as low
solvent use, ability to work with thermosensitive compounds, low
concentration of residual solvent and others (He et al., 2004).

Chemically, N-acetylcysteine (NAC) is a thiol with a potent
antioxidant activity. NAC showed effects in numerous conditions
(Cazzola et al., 2015; Andrade et al., 2015; Elbini Dhouib et al., 2016),
and in recent years, there are a growing number of studies that show the
benefits of N-acetylcysteine (NAC) in a wide range of neuropsychiatric
disorders (Berk et al., 2013, Berk et al., 2014; Deepmala et al., 2015;
Rosenblat et al., 2016). However, NAC has a low bioavailability
through oral administration, about 10%. After an oral dose, most of the
NAC is metabolized into other compounds, such as cysteine and
inorganic sulphite (Kelly, 1998).

The oral absorption of drugs can be improved by increasing the
dissolution rate of the drug, by raising their surface area or by enhancing
the saturation solubility. The first point can be reached by
micronization, however, for most drugs this procedure is not usually
sufficient because even after the micronization process there is no
increase in the dissolution rate. However, when the micronized
compound has an increased dissolution rate, it favors the drug to reach
therapeutic plasma levels, thereby increasing their bioavailability (Duran
etal., 2010).

Considering the potential therapeutic use of NAC, the goal of
this work was to investigate the application of solution enhanced
dispersion of supercritical fluids (SEDS) micronization to reduce the
particle size, increase the specific surface contact area and enhance its
solubility, consequently improving the compound bioavailability.
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6.2 MATERIALS AND METHODS
6.2.1 Materials

N-acetylcysteine, with a purity of 99.2%, was purchased from
Iberoquimica Magistral Laboratory (Jundiai/SP). Dichloromethane
(DCM 99.5%) and acetone (99.5%) were purchased from Vetec (Sigma-
Aldrich) and carbon dioxide (99.9% in liquid phase) was provided by
White Martins S.A.

6.2.2 Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids
Technique (SEDS)

A schematic diagram of the experimental apparatus is presented
in Figure 6.1. The SEDS experimental apparatus and procedure used for
the micronization of the pure compound, N-acetylcysteine, employing
supercritical CO, as anti-solvent is described in detail by Franceschi et
al. (2008).
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Figure 6.1 - Schematic diagram of the experimental apparatus using the SEDS
technique. CV — Check — Valve; V1, V2, V3 and V4 — Ball valve; V5 and v6 —
Needle valve; BRP — Back Pressure Regulator.
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6.2.3 Experimental conditions for precipitation and coprecipitation

For the micronization of N-acetylcysteine the following process
parameters were adopted based on previous works of the group: solute
concentration of 4, 12 and 20 mg-mL'l, at 35, 40 and 45 °C, solution
flow rate of 1 mL-min”, antisolvent flow rate of 20 mL-min™ (20MPa, 5
°C with resulting density of 1.0007 grmL™) and operating pressure of 8,
10 and 12 MPa (Franceschi et al., 2008; Priamo et al., 2010; Boschetto
et al., 2013; Machado Jr et al., 2014). In this work, solute solubilization
was improved by a mixture of 40% (v/v) acetone + 60% (Vv/v)
dichloromethane. As mentioned, a 2° Central Composite Design (CCD)
with triplicate runs at the central points (Table 6.1) was employed to
evaluate the influence of process variables on the morphology, size and
size distribution of particles produced.

Table 6. 1 - Variables studied in the micronization process of the samples.

Variable Level

-1 0 +1
Concentration (mg-mL™") 4 12 20
Pressure (MPa) 8 10 12
Temperature (°C) 35 40 45

6.2.4 Morphology and determination of particle size

The morphology of the N-acetylcysteine samples was
determined using scanning electron microscopy (SEM) (JEOL JSM-
6390LV, United States). The mean particle size was determined using
the software Meter Size (version 1.1) (Machado Jr et al., 2014). From
the calculated average particle size, the standard deviation and the
variation coefficient (VC) were used as statistical tools to express the
variability of the data.

6.2.5 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

The Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) technique
was used in the non-micronized and micronized samples in order to
study possible changes of the compound after micronization.
Measurements were performed in a spectrophotometer Shimadzu
IRPrestige-21. Approximately 1 mg of microparticles was triturated
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with KBr and pressed into a pellet for FTIR characterization within
spectral range of 400-4000 cm™.

6.2.6 Dissolution rate analysis

To determine the dissolution rate of N-acetylcysteine, a
methodology was adapted from Cheng et al. (2016). Samples (50 mg)
were added to 100 mL distilled water and maintained under constant
stirring (100 rpm) at 37 °C. At selected periods of 0, 60, 120, 180, 240,
300, 360 and 420 seconds, 1.5 mL was collected from the solution and
immediately replenished with pure solvent to maintain the original
volume. Then, the samples were filtered using 0.22 um membranes and
assayed for N-acetylcysteine concentration employing the UV-visible
Spectrophotometric procedure described by Raggi et al. (1982).

6.2.7 Powder X-ray diffraction (PXRD)

PXRD data was collected from a60-6 D2 Phaser (Bruker)
diffractometer equipped with a Cu Ka source (A = 1.5418 A) operated at
30 kV and 10 mA, using Scintillation counter 1-dimensional
LYNXEYE detector. Diffraction data was collected between 5 and 50
20 degrees and 0.5 s counting time per step.

6.2.8 Identification and quantification of residual solvent

Gas chromatography was used (GC model 5975C Inert MSD
brand Agilent Technologies), coupled with mass spectrometer (GC-MS)
in headspace vial for the identification of residual solvent in the particles
produced. The operation conditions were adapted from the method
described by Gudat et al. (2007) with a DB624 - 30 m x 0.45 mm x 2.55
um column. The quantification of residual solvent was then investigated
by gas chromatography - flame ionization detector (GC-FID) using the
same operation conditions as in the GC-MS.
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6.3 RESULTS AND DISCUSSIONS
6.3.1 N-acetylcysteine micronization

Results from the 2° Central Composite Design (CCD) are

shown in Table 6.2, which shows the values of mean particle size (X) as
well as the variation coefficient (VC) of experimental data.

Table 6.2 - Results of 2° CCD experimental design of NAC micronization.

Run Concentration Pressure Temperature X vC
(mgmL")  (MPa) (C) (m)
1 4 8 35 55.2 0.5
2 20 8 35 29 0.6
3 4 12 35 254.9 0.6
4 20 12 35 93.6 0.4
5 4 8 45 591.5 0.5
6 20 8 45 314.8 0.5
7 4 12 45 257.5 0.7
8 20 12 45 106.1 0.4
9 12 10 40 153.1 0.4
10 12 10 40 121.5 0.4
11 12 10 40 167.9 0.3

The mean particle size for the non-micronized compound is
709.8 um and compared with the result found in run 2, 2.9 pum, a
relevant particle size reduction of about 248 times is noticed. Franceschi
et al. (2008) in studying the micronization process of B-carotene by
SEDS technique reached the smaller particle size, 3.2 um, at 8 MPa.
The fact that micro-scale spherical particles were obtained at the mildest
process operating condition (8 MPa and 35 °C) is very important, due to
reduced product degradation and, from an industrial point of view,
lower CAPEX (capital expenditure) and OPEX (operational
expenditure) are involved in the production.
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p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figure 6.2 - Pareto Chart showing the effect of micronization process
parameters on the solute particle size.

The Pareto graph (Figure 6.2) reveals that the most relevant
micronization process variable (95% confidence level) is the operating
temperature, which has a positive effect and therefore an increase of this
parameter leads to an undesirable increase in particle size. It is
interesting to note that in runs at the same pressures and concentrations,
at temperature of 45 °C, an increase in particle size was verified (Table
6.2). Therefore, a temperature of 45 °C is not interesting in this
micronization process, due induce undesirable increase in particle size.

Cheng et al. (2016) in investigating the etoposide micronization
using acetone as solvent within SEDS technique, found that a raise in
temperature led to an increase in particle size. This may be attributed to
the fact that an increase in temperature at constant pressure causes a
reduction in CO, density, and hence a decrease in the solubility of
etoposide in acetone what leading to a lower degree of supersaturation
and an increase in the particle size. Aguiar et al. (2016) in the
micronization of trans-resveratrol using SEDS technique, also found the
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increasing temperature from 35 °C to 45 °C resulted in larger particles,
this corroborating that higher temperatures leads to the formation of
larger size particles due to the improved dissolution, favored at higher
temperatures, and lower level of agglomeration and consequently lesser
crystal growth (Priamo et al., 2013).

According to Chen et al. (2007), the negative effect showed by
the cross interaction of pressure x temperature on particle size might be
attributed to the fact that the droplet size formed in the dispersed
solution in the micronization chamber depends on the interfacial tension
between the organic solution and the supercritical antisolvent, as well as
their densities. Yet, an increase in pressure at constant temperature leads
to an increase in CO, density, hence a better dispersion of the solution in
the antisolvent with a consequent decrease in droplet size. Mass transfer
is then improved due to the increase of the diffusion coefficient of
supercritical CO,, thus better removing the solvent from the solution,
causing the precipitation of the compound (Chen et al., 2007; Franceschi
et al., 2008).

As observed from the Pareto chart (Figure 6.2), the third
significant process variable is the solution concentration, with an
increase in concentration leads to a reduction in average particle size.

In runs 1 to 8, in trials at the same temperature and pressure
(Table 6.2), but with a solution concentration of 20 mg~mL'1, a reduction
in particle size was verified, making thus evident the influence of
concentration on the process as in the case of runs 1 and 2 wherein the
reduction was 55 um to 2.86 pm.

The same behavior was verified by Franceschi et al. (2008),
who studied the micronization process of p-carotene by SEDS
technique, and found also that the increase of solution concentration
reduced the average particle size. Hong et al. (2009) using SEDS
technique for precipitation of astaxanthin also verified that increased
concentration reduces the particles diameter.

The effect of solution concentration can be explained in terms
of supersaturation, because when dilute solutions are injected into the
camera, the precipitation rate of supersaturation is smaller and the
nucleation process is slower. Therefore, the small amount of cores
generated under these conditions favor the growth engine of the nuclei,
and therefore generating larger particles, besides increasing size
distribution. When the injected solution is close to saturation, the
nucleation mechanism prevails over the mechanism of particle growth
due to high supersaturation rate, consequently generating smaller-sized
particles (Cardoso et al., 2008).
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The fact that the concentration of the solution affects the
process was also observed by Wubbolts et al. (1999), who studied the
ascorbic acid precipitation from an ethanol solution employing CO, as
antisolvent, and found that the increase of solute concentration reduced
the particle size. These authors attributed this behavior to the fact that at
high solution concentrations, at the time that the solute precipitates,
occurs intense nucleation promoting at production smaller particles with
more uniform size.

LCME-UFSC

X27  500um LCME-UFSC
7 N

Figure 6.3 - Scanning Electron Microscope (SEM) of the produced particles.

As can be seen from the scanning electronic micrographies
(Figure 6.3), all the particles obtained as of prismatic morphology. The
run 2 where obtained more homogeneous particles in relation to other
run. In such run the smaller particle size was obtained. Franceschi et al.
(2008) also obtained B-carotene particles in the form of prismatic in the
SEDS micronization process.
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6.3.2 FTIR

It can be seen from FTIR results shown in Figure 6.4 that N-
acetylcysteine was not degraded after micronization process nor suffered
chemical alteration. This can be verified by the spectra where both
charts overlap. According to Silverstein (2006) it is unlikely that two
different compounds present the same spectrum, thus the correlation
peak to peak constitutes a good proof of identity.
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Figure 6.4 - Infrared spectrum of micronized (red line) and non-micronized
(dark line) NAC by SEDS technique. (1) NH the 3390 cm™. (2) SH the 2549
em’. (3) C=0the 1720 cm™.
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Figure 6.5 - Dissolution profiles of NAC in distilled water.

Cheng et al. (2016) in the study of etoposide micronization with
supercritical CO, using the SEDS technique found that the best result
increased by approximately 4 times the dissolution rate. Micronized
drugs provided a dissolution of 90% and raw drugs 24% at 180 min.
Hiendrawan et al. (2014) in the micronization process of fenofibrate
with supercritical CO, using RESS technique, also noted an increase in
drug dissolution, obtaining 80% dissolution of the processed compound
and 50% of dissolution for the raw compound at the time of 90 min.

6.3.4 Powder X-ray diffraction (PXRD)
Samples of micronized and non-micronized NAC were

characterized by Powder X-Ray Diffraction (PXRD) to investigate the
reflection diffraction of samples, with results presented in Fig. 6.6.
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Figure 6.6 - Powder X-Ray Diffraction (PXRD) of micronized and non-
micronized NAC particles.

The XRD patterns of the non-micronized compound presented
features reflections of crystallinity of N-acetylcysteine, as observed by
Desai et al. (2008), Kumar and Nangai (2013) in 20 equal to 14.104;
15.5609; 18.4746; 19.9315; 21.0242; 22.8453; 24.1201; 26.7608 e
30.1298.

It can be observed from Fig. 6.6 that there were changes in the
pattern of peaks presented by the non-micronized and micronized
compound. The XRD pattern of the particles of run 2 showed a slight
change in the angle of some peaks in comparison with standard sample.
The main changes were: disappearance of the peak 12.7381; peak shift
14.104 to 14.195 and reduction of the intensity; peak shift of 19.9315 to
20.0226 and increased intensity; peak shift of 21.0242 to 21.1153 and
increased intensity; peak shift of 30.1298 to 30.2209 and reduction of
the intensity.

Some peaks kept the position, but there was a reduction of the
intensity: 22.8453; 26.7608 and 28.5819. These differences in angles
(displacements, appearance and / or disappearance of peaks) show that
new polymorphic forms of the compound were generated by the SEDS
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process (Cheng et al., 2016). Polymorphism is the ability of a substance
exhibits so as to exist in the solid state in two or more different crystal
structures (Araujo et al., 2012). Different polymorphic forms of a same
compound can present significant differences in dissolution rate,
processability and physical and chemical stability (Aguiar et al., 1999).
Therefore, the existence of new polymorphic forms of the compound,
generated by the SEDS technique, can be related to the increased
dissolution rate of micronized compound.

6.3.5. Residual solvent analysis

The results of GC coupled to mass spectrometry (GC-MS)
identified residual dichloromethane in samples of micronized NAC.
With the aid of the gas chromatography - flame ionization detector (GC-
FID), 25.45 ppm of dichloromethane were quantified in the particles of
micronized NAC samples. The value of residual solvent is within the
limits established by United States Pharmacopoeia (400 ppm), European
Pharmacopoeia (600 ppm), Pharmacopoeia of the people’s Republic of
China (600 ppm) and The National Agency for Sanitary Vigilance -
ANVISA Brazil (600 ppm) (Elvassore et al., 2001) and also below the
value established by the International Conference on Harmonization
(ICH), document Q3C(R5) from 2011, the regulatory authority in terms
of drugs and pharmaceutical industries in United States, Europe and
Japan, which determinates the maximum DCM concentration for human
consumption, 600 ppm.

Several studies using SEDS technique, dealing with the
precipitation of solids using dichloromethane as solvent and CO, as
antisolvent, adopt drying times between 30 to 120 min, which allows a
residual amount of dichloromethane in particles in the range of 38 - 58
ppm (Hong et al., 2009; Kang et al., 2008). The present study employed
50 min of drying time, resulting in residual solvent values lower than
those reported in the literature for DCM and complete removal of
acetone.

The production of particles with low concentration of residual
solvent is important because it ensures a safe product to the consumer
(Herberger et al., 2003) and within the standards set for human
consumption. Therefore, SEDS technique enables production of
microparticles presenting low concentration of DCM (25.45 ppm) in the
final product, within the limits required by regulatory agencies.
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6.4. Conclusions

The particle size reduction led to increased contact surface and
consequently increased solubility in aqueous solution for the active
compound, which provided a 100 % dissolution at 0 s time for run 2
(smaller particle size) and ~ 100 % dissolution for run 5 (larger particle
size) at the time of 300 s, while the raw component presented 97.16 % at
420 s time dissolution. Results obtained in this study are relevant,
because it was possible to reduce about 248 times of average particle
size of NAC compound - 2.86 um, besides providing a high dissolution
rate. The best result was obtained at the lowest temperature and pressure
(35 °C and 8 MPa, respectively), which makes the data even more
relevant, especially if the benefits are considered to reduce process costs
and the possibility of applying this technique to thermosensitive
compounds, since FTIR accused no degradation. By XRD pattern it can
be concluded that micronized compound has a different crystalline
structure over the non-micronized compound that confers new properties
to the compound, as increase the rate of dissolution. Finally, the
micronized compound besides presenting fast dissolution rate, it
presented small residual concentrations of dichloromethane. The values
obtained are well below those determined by regulatory authorities for
pharmaceutical compounds, therefore the consumption of the
micronized compound by SEDS should not present risks to human
health.
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ABSTRACT

Purpose

This work aims to study the micronization process of NAC by the anti-
solvent SEDS technique (Solution Enhanced Dispersion by Supercritical
Fluids), and to evaluate both in vitro and in vivo improvements in the
properties of this compound, mainly regarding bioavailability.

Methods

The micronization process was performed using of SEDS technique
through a 2> CCD with 3 central points as to assess the influence of
active compound concentration and pressure on the particle size
produced. Were evaluated in vitro antioxidant activity by the DPPH
method and in vivo test in zebrafish evaluating the anxiolytic-like
effects of micronized and non-micronized NAC.

Results

It is shown that the micronization process led to a 245-fold reduction in
particle size, from an average original NAC particle size of 710 um to
the smallest particle size obtained 2.9 um. In vitro tests showed an
increase in dissolution rate and also in antioxidant activity. In the in vivo
tests were observed that the micronization process decreased the
minimum effective concentration of NAC that induced anxiolytic-like
effects in zebrafish.

Conclusions

Micronization may thus increase bioavailability and potentiate the
therapeutic effect of drugs, opening new horizons in the area of
supercritical fluid micronization in the pharmaceutical industry.

Keywords: NAC; SEDS; Zebrafish; Supercritical CO,, Mental disorders.



Abbreviations

BMZ  Bromazepam

CCD  Central Composite Design

CO, Carbon dioxide

Dp Particle size

FLU Fluoxetine

GC Gas chromatography

GC-FID Gas chromatography - flame ionization detector
GC-MS Gas chromatography - mass spectrometer

NAC  N-acetylcysteine

PXRD Powder X-ray diffraction

SEDS  Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids

XRD  X-ray diffraction
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7.1 INTRODUCTION

The bioavailability of drugs is influenced by several factors
such as dissolution rate, particle size, surface area, drug polymorphism,
salt formation, permeability, lipophilicity and pKa. In the case of
insoluble drugs, the bioavailability can be improved by micronization
the raw material, which promotes an increase of its surface area [1].
Supercritical fluid micronization technology has gained increasing
attention in the chemical and pharmaceutical industry because of its
versatility, like there are numerous techniques for micronizing
compounds using supercritical CO,, which may have the role of solute,
solvent and anti-solvent. The use of supercritical fluid in the
pharmaceutical area has grown significantly in recent years driven by
applications in the generation of products for use in food, cosmetic,
therapeutic and analytical use [2].

The uniqueness of the supercritical anti-solvent mechanism is
that it induces polymorphism in substances, which is not reproduced by
other techniques. This is relevant because the importance of polymorphs
for the pharmaceutical industry is well known, where it constitutes a
tool to leverage and gain market share, since the polymorphic forms
have the potential to transform physicochemical characteristics of the
powders [3,4]. The polymorphism has impact on the melting point, bulk
density, chemical reactivity, apparent solubility and dissolution rate. In
other words, the polymorphism may affect the stability, manipulation
and bioavailability of the drug [3-5].

N-acetylcysteine (NAC), a precursor of glutathione, has an
original mechanism of action composed of the modulation of
antioxidant, glutamatergic, inflammatory and neurotrophic pathways [6—
8]. NAC is marketed for the treatment of paracetamol poisoning, lung
disease, and in recent years an increasing number of clinical data reveals
the benefits of NAC in the treatment of psychiatric conditions [9].
Favorable evidence of NAC performance has been reported for
schizophrenia, autism, Alzheimer's disease, drug-induced neuropathy,
bipolar disorder, depression, drug dependence, obsessive compulsive
disorder [10—-17]. However, NAC presents low bioavailability, which is
one of the main limitations to maximize its therapeutic effects [18].

Considering the paucity of studies in the field of supercritical
fluid micronization that evaluate in vivo besides in vitro properties, and
the increasingly emerging need for in vivo assays of biological activity
that can be modified and improved, the present work aims to innovate
by comparing non-micronized versus micronized compounds by the
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SEDS technique, evaluating possible bioavailability improvements of
the compound using zebrafish as a biological model.

7.2 MATERIALS AND METHODS
7.2.1 Materials

N-acetylcysteine (NAC 99.2%) was purchased from Sigma-
Aldrich. Dichloromethane (DCM 99.5%), acetone (99.5%) were
purchased from Vetec (Sigma-Aldrich), carbon dioxide (99.9% in liquid
phase) was provided by White Martins S.A., Bromazepan (BMZ,
Lexotan®) was acquired from Roche (Rio de Janeiro, Brazil) and
fluoxetine (FLU, Daforin®) from Sigma Pharma (S&o Paulo, Brazil).

7.2.2 Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids
Technique (SEDS)

A schematic diagram of the experimental apparatus is presented
in Fig. 7.1. The SEDS experimental apparatus and procedure used for
the micronization of the pure compound, N-acetylcysteine, employing
supercritical CO, as anti-solvents is described in detail by [19] and [20].

ml u F'1|i Lm

Magnetic Liquid pump
stirrer

Ultrathermostatic
bath

Temperature Solution
vé N CO, |CO,

Capilar tubbing
=100 pm

[I, £ “E‘\ 1/4" OD tube

Separation
chamber

Ultrathermostatic bath

Figure 7.1 - Schematic diagram of the experimental apparatus using the SEDS
technique.CV — Check — Valve; V1, V2, V3 and V4 — Ball valve; V5 and V6 —
Needle valve; BRP — Back Pressure Regulator.
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7.2.3 Experimental conditions for precipitation

For the micronization of N-acetylcysteine the following process
parameters were adopted based on previous works of the group: solute
concentration of 20, 30 and 40 mg~mL'1, at 35 °C, solution flow rate of 1
mL-min”', anti-solvent flow rate of 20 mL-min" and operating pressure
of 8, 11,5 and 15 MPa [21,22]. In this work, solute solubilization was
improved by a mixture of 40% (v/v) acetone + 60% (v/v)
dichloromethane according to [21]. A 2% Central Composite Design
(CCD) with triplicate runs at the central points (Table 7.1) was
employed to evaluate the influence of process variables on the
morphology, size and size distribution of particles produced.

Table 7.1 - Variables studied in the micronization process of the samples.

Variable Level

-1 0 +1
Concentration (mg~mL'1) 20 30 40
Pressure (MPa) 8 11,5 15

7.2.4 Morphology and determination of particle size

The morphology of the N-acetylcysteine samples was
determined using scanning electron microscopy (SEM) (JEOL JSM-
6390LV, United States) to determine the shape and particle morphology,
analyzed under the following conditions: magnification 100 of 5 kV
power for runs 2, 3, 4, 5, 6, 7; magnification 1000 of 5 kV power for run
1 and magnification 50 of 5 kV power for NAC raw. The mean particle
size was determined using the software Meter Size (version 1.1) [22].
From the calculated average particle size, the standard deviation and the
variation coefficient (VC) were used as statistical tools to express the
variability of the data.

7.2.5 Dissolution rate analysis

In order to determine the dissolution rate of N-acetylcysteine, a
methodology was adapted from [23]. Samples (50 mg) were added to
100 mL distilled water and maintained under constant stirring (100 rpm)
at 37 °C. At selected periods of 0, 60, 120, 180, 240, 300, 360 and 420
seconds, 1.5 mL was collected from the solution and immediately
replenished with pure solvent to maintain the original volume. Then, the
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samples were filtered using 0.22 pm membranes and assayed for N-
acetylcysteine concentration employing the UV-visible
Spectrophotometric procedure described by [24]. All tests being
performed in triplicate.

7.2.6 DPPH radical scavenging assay

Free radical scavenging ability of the NAC sample was tested
by DPPH radical scavenging assay according to [25]. After preparing
the sample solution and DPPH (0.1 mmol-L™") the reaction mixture was
vortex thoroughly and left in the dark for 30 min at 37 °C. The
absorbance of the mixture was measured spectrophotometrically at 517
nm. Percentage DPPH radical scavenging activity was calculated by the
following equation (Eq. 1):

. . - [A — A
DPPH radical scavenging activity = 100 — —a 100 1)

c

where A is the sample absorbance, A is the absorbance of the standard
and A, is the absorbance of the control. The percentage of inhibition was
plotted against concentration, and from the graph ICsy was calculated
according from [26].

7.2.7 Powder X-ray diffraction (PXRD)

With the purpose of verifying possible modifications in the
crystalline structure was realized PXRD. PXRD data was collected from
a 0-0 D2 Phaser (Bruker) diffractometer equipped with a Cu Ka source
(L =1.5418 A) operated at 30 kV and 10 mA, using Scintillation counter
1-dimensional LYNXEYE detector. Diffraction data were collected
between 5 and 50 20 degrees and 0.5 s counting time per step.
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7.2.8 Thermal analysis

The phase transition (melting point) of micronized and non-
micronized NAC was determined using a system of differential scanning
calorimetry (DSC) (Jade-DSC, Perkin Elmer). The samples were
prepared in aluminum pan (sample weight: 5-10 mg) and DSC
measurements were performed by heating at 30 to 150 °C at a rate of 10
°C-min”" in an inert atmosphere (N, flow: 20 mL-min™).

7.2.9 Identification and quantification of residual solvent

Gas chromatography was used (GC model 5975C Inert MSD
brand Agilent Technologies), coupled with mass spectrometer (GC-MS)
in headspace vial for the identification of residual solvent in the particles
produced. The operation conditions were adapted from the method for
[21] with a DB624 - 30 m x 0.45 mm x 2.55 pum column. The
quantification of residual solvent was then investigated by gas
chromatography - flame ionization detector (GC-FID) using the same
operation conditions as in the GC-MS.

7.2.10 Behavioral testing
7.2.10.1 Animals

A total of 165 wild-type short-fin strain adult zebrafish (Danio
rerio, 4-6 months old, 50:50 male:female ratio) were obtained from the
heterogeneous breeding stock of Federal University of Rio Grande do
Sul. The fish were kept in 40-L aquariums (2.5 fish per liter), filled with
non-chlorinated filtered water, with a light/dark cycle of 14/10 hours
(lights on at 07:00 AM), for at least 2 weeks before experiments. Tank
water was partially changed once per week and maintained under
appropriate conditions (temperature 26 £ 1 °C; pH 7.0 + 0.3; dissolved
oxygen at 7.0 + 0.4 mgL"; total ammonia at < 0.01 mgL"; total
hardness at 5.8 mgL'l and alkalinity at 22 mg-L'1 CaCO03;). The fish
were fed twice a day with a commercial flake fish food (Alcon
BASIC®, Alcon, Brazil). All protocols were approved by the Ethics
Committee of Federal University of Rio Grande do Sul (#30914).
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7.2.10.2 Experimental design

The experimental apparatus is shown in Fig. 7.2, as described
by [15]. Four fish at a time were placed for 10 min in 400 mL beakers
with the following solutions (treatment groups): control (water),
fluoxetine (FLU, 10.0 mg-L™), bromazepam (BMZ, 1.5 mg-L"), NAC
(0.01 ¢ 1.0 mg-L™") and micronized NAC — Run 1 — (0.01, 0.1 e 1.0
mg-L™"). The drugs fluoxetine and bromazepam were used as positive
controls as they are widely prescribed for anxiety disorders. New
solutions were prepared for each group of four fish. Immediately after
treatment, different sets of animals were transferred to the experimental
apparatus and video recorded for later analysis by the software ANY-
Maze (Stoelting co., EUA).

TREATMENT (10 MIN)

NOVEL TANK TEST (6 MIN)

=

LIGHT/DARK TEST (5 MIN)

TREATMENT (10 MIN)

Figure 7.2 - Graphical representation of the experimental protocol.

7.2.10.3 Novel tank

The novel tank test consists of a 2.7 L (24 x 8 x 20 cm) tank
filled with water up to 15 cm [27-30]. The experimental apparatus was
divided into 3 equal horizontal zones: bottom, middle and upper (Fig.
7.2). The following parameters were evaluated for 6 min: total distance
moved and time spent in the upper zone of the tank. The vertical
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location in a new environment is considered an anxiety parameter in
zebrafish, analogous to the behavior that rodents exhibit in an open field
[31].

7.2.10.4 Light/dark

The light/dark test was performed according to [15]. The
experimental apparatus consists of a glass tank (18x9x7 cm) divided by
a guillotine sliding partition (9%7 cm) into two equally sized white and
dark compartments (Fig. 7.2). The water level of the tank was 3 cm and
the partition was lifted 1 cm above the bottom of the tank to allow
zebrafish to swim freely between the two sides of the tank. The animals
were placed individually in the clear zone immediately after treatment
and the time spent in the light compartment and the number of crossings
between compartments were recorded for 5 min.

7.2.10.5 Statistics

The data are expressed as mean + standard error of the mean
(S.E.M.). The normal distribution of data was confirmed by the
Kolmogorov-Smirnov and Levene tests, and the results were analyzed
by one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test. The differences
were considered significant at p<0.05.

7.3 RESULTS AND DISCUSSION
Results from the 2° CCD design are shown in Table 7.2, which

informs the values of mean particle size (Dp), standard deviation (o), as
well as the variation coefficient (CV) of the experimental data.
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Table 7. 2 - Results of 2° CCD experimental design of NAC micronization.

Run Concentration (mg-mL'l) Pressure (MPa) Dp (um) CV

1 20 (-1) 8(-1) 2941.03 035
2 40 (+1) 8 (-1) 129.7+42.33  0.33
3 20 (-1) 15 (+1) 294.9£100.27 0.34
4 40 (+1) 15 (+1) 301.9+111.87 0.37
5 30 (0) 11.5 (0) 207.5+60.87 0.29
6 30 (0) 11.5 (0) 203.1451.20 025
7 30 (0) 11.5 (0) 202.2+£79.18  0.39

* Non-micronized NAC has an average size of 710 pm.

Non-micronized NAC has an average size of 710 um and the
smallest particle size obtained was 2.9 pm, which means a reduction of
245 times. The smallest particle size was obtained in run 1 while the
largest in run 4, being the difference of such assays the use of lower
concentration of NAC and lower operating pressure in run 1. This result
is very interesting from an industrial point of view because smaller
particles were obtained at the lowest operating pressure, which means
lower CAPEX (capital expenditure) and OPEX (operational
expenditure) investment investment [21].
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p=05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figure 7.3 - Pareto Chart showing the effect of micronization process
parameters.

From the Pareto graph (Fig. 7.3), all variables influenced the
mean micronized particle size, with pressure being the most influential
variable in the NAC micronization process. The pressure features
positive effect, thus increased pressure causes an increase in the average
particle size, something undesired; this can be observed in runs 1 and 2
compared with runs 3 and 4 where the average size varied from 2.95 to
301.97 um. Therefore, lower operating pressure is better suited for
obtaining smaller particles. The micronization process of trans-
resveratrol using supercritical fluid technique SEDS was also also
investigated by [21] who also obtained better results using lower
operating pressure and temperature (8 MPa e 35 °C).

The effect of pressure can be explained in terms of solubility,
since the supersaturation is defined by the ratio of the concentration of
the solute in the solvent + anti-solvent mixture and the concentration of
saturation of the solute into the mixture. According to [32], when the
solvent + antisolvent mixture is in a single phase, an increase in pressure
above the critical point of the blend increases the solubility of the solute
in the blend by decreasing supersaturation. Once the supersaturation
decreases, the nucleation rate decreases, leading to increased size of the
precipitated particles [19].
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The concentration was the second most influential variable in
the micronization process and as the pressure, by increasing the
concentration of NAC there is an increase in particle size. This can be
clearly seen in runs 1 and 2, since these tests are similar and the
difference among them is the concentration of the solution. In run 1 (20
mg'mL™") an average size of 2.95 pm was obtained and in run 2 (40
mg-mL™") the average particle size was 129.68 pm. According to [19]
the fact that the concentration affects positively, i.e. increasing particle
size, can be explained in terms that an increase in concentration implies
increased shear forces hindering the diffusion of CO; into the droplets
formed on the dispersion solution. Thus, the evaporation of the organic
solvent from the droplets by the action of CO, is more affected causing
a decrease in the mass transfer rate, and according to the kinetics of
precipitation, generating larger particles.

100pm . LOMEUFSC

A8 ¥ A 1S &
Sk X100 . 100pm LCMEUFSC |\ 100ym [ LCME-UFSE

Figure 7. 4 - Scanning electron microscope (SEM) of the produced
particles.

From Fig. 7.4 it can be observed that in all the micrographies of
the particles only a magnification of 100 times was necessary to identify
morphology except for run 1, where the smaller average particle size
was obtained and hence a magnification of 1000 times was required.

The particles in general presented prismatic morphology in
different sizes and formats that can confer different crystalline structures
and consequently modifications in the properties of NAC. Another
important fact is that, verified through the analysis of residual solvent
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using CG-MS and CG-FID, the particles produced are organic solvent-
free, being within the limits established by regulatory agencies for
human consumption.

The model that describes the behavior of particle size (D,) of
the obtained NAC microparticles is represented by Eq. (2) shown below.
Table 7.3 shows the variance analysis (ANOVA) of the average particle
size values.

Dp = 204.2933 + 33.46C — 21.9283C% + 116.05P — 29.905C.P (2)

Data: C = Concentration; P = pressure.

Table 7.3 - Variance analysis for the average particle size of NAC.

Variation SQ DF MQ Fea Fup
Source

Regression 6275025 4  15687.562  1993.337 19.250
Error 15.740 2 7.87 r'=0.9998
Total 62765990 6

SQ = quadratic sum; DF = degrees of freedom; MQ = quadratic mean; F =
Fisher test.

According to [33,34], taking into account that a regression is
not only statistically significant but also useful for predictive purposes,
the value of Fecylaed must be at least 4 to 5 times higher than Fipyiaed
value, therefore, it can be affirmed that there is rejection of the null
hypothesis, concluding that the variation of the parameters presents
interference in the mean diameter response (Dp). Therefore, the results
showed a significant predictive model, as it had good fit (r* = 0.987) and
the Feaculatea Was 103.55 times greater than the value of Fipyiateq from
Fisher's distribution table, used Alpha = 0.05 and DFgegression = 4 and
DFRcsiduc =2 [34]

The system model equation (Eq. 2) was built from the
regression coefficients of significant variables in the process, in case the
concentration, pressure and interaction between pressure X
concentration. The equation was constructed from the coded variables (-
1, 0, +1). According to results obtained by Anova and Fisher, the
equation is significant as a predictive model. Therefore, when using the
encoded variables, it is possible to predict values of Dp for
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microparticles of NAC (Table 7.4). By the results obtained in the model
Dp (Table 7.4), it is verified that the generated system equation predicts
data of particle size very close to the real values.

Table 7. 4 - Results of 2° CCD experimental design real and predicted of NAC
micronization.

Dp Setting  Relative

Conc. Pressure Dp real model Error Error
Run _ (mgmL') (MPa)  (um) (m) (%)
1 20 (-1 8 (-1 2.9 2.95 -0.05 -1.72
2 40 (+1) 8 (-1 129.7 129.68 0.02 0.02
3 20 (-1 15 (+1) 294.9 294.86 0.04 0.01
4 40 (+1) 15 (+1) 301.9 301.97 -0.07 -0.02
5 30 (0) 11.5(0) 207.5 204.29 3.21 1.55
6 30 (0) 11.5 (0) 203.1 204.29 -1.19 -0.59
7 30 (0) 11.5(0) 202.2 204.29 -2.09 -1.03

As the model is significant and predictive it is possible to
generate the response surfaces to better visualize the regions having the
lowest mean particle size values.
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Figure 7.5 - (a) Response surfaces of pressure x concentration. (b) Control curve
of pressure X concentration.

From the response surface and contour curves for Dp with
variation of Concentration versus Pressure (Fig. 7.5), it is verified that
the best regions to obtain particles with smaller size are in concentration
20 mg'mL" and 8 MPa pressure. The region with the highest D]la values
is 15 MPa and concentration in any region of 20 to 40 mg-mL". These
data clearly demonstrate what was obtained in the Pareto graph (Fig.

7.3), where the pressure influences the process more than the
concentration.
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7.3.1 Analysis of dissolution rate

Results of dissolution rate of NAC samples in water are
presented in Fig. 7.6.
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Figure 7.6 - Dissolution rate of micronized and non-micronized NAC.

From the cumulative dilution graph it can be seen that all runs
showed a considerable increase in the dissolution rate of the compound
after micronization compared to the non-micronized compound. The
modification of the dissolution rate can already be clearly observed at
the initial point, since all assays, except for runs 3 and 4, reaching
dissolution of about 100 % larger than that of the non-micronized
compound which is about 25% at the initial point. It should also be
noted that runs 3 and 4 are the ones with the highest average particle
size in the Central Composite Design (CCD), which may lead to lower
dissolution rates, since the particle size influences the dissolution rate of
the compounds. The non-micronized N-acetylcysteine only reached a
complete dissolution in approximately 420 s, whereas the micronized
samples reached 100 % dissolution at time zero, except for runs 3 and 4
(the largest particle size) where 100 % dissolution was reached at 60 s.

[35] in the micronization process of fenofibrate with
supercritical CO, using RESS technique reported an increase in drug
dissolution, obtaining 80% dissolution of the processed compound
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versus 50 % of dissolution for the raw compound. [23] in the study of
etoposide micronization with supercritical CO, using SEDS technique
found that the best result increased by approximately 4 times the
dissolution rate. In this way, micronization processes may lead to
increased dissolution of bioactive compounds that can provide new
applications.

7.3.2 DPPH radical scavenging assay

Table 7.5 shows the ECs, values of non-micronized and
micronized NAC.

Table 7.5 - EC5,0f NAC micronized and non-micronized.

ECs (ng'mL")
Raw 10.83+0.40°
Run 1 8.89:£0.06°
Run 4 11.18+0.42°

*Measurements followed by the same letter does not differ statistically (p >
0.05), One-way ANOVA followed by Tukey post hoc test.

The DPPH radical scavenging assay analysis showed that run 1
sample presented lower ECsy than the raw sample and run 4, which
means an increase in the antioxidant activity, because a reduction in
ECsy means greater antioxidant activity. Statistically, run 1 is different
from the raw sample and run 4 is equal to the raw sample, which permits
to conclude that run 1, due to smaller average particle size than the raw
sample and run 4, had a slight increase in the antioxidant activity and
consequently reduction of the ECsy.

The fact that the present process increases the antioxidant
activity in run 1 can be attributed to the reduction of particle size, since
[36] verified that after micronization of grape pomace and wheat bran
occurred an increase in antioxidant activity. In view of this, [36]
concluded that the increase of the contact surface of the particles was
responsible for the greater antioxidant activity.

7.3.3 Powder X-ray diffraction (PXRD)
Samples of micronized and non-micronized NAC were

characterized by Powder X-Ray Diffraction (PXRD) so as to investigate
the reflection diffraction of samples, with results presented in Fig. 7.7.
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Figure 7.7 - Powder X-Ray Diffraction (PXRD) of micronized and non-
micronized NAC particles.

The XRD patterns of the non-micronized compound presented
features reflections of crystallinity of N-acetylcysteine, as observed by
[37], [38] in 26 equal to 14.104; 15.5609; 18.4746; 19.9315; 21.0242;
22.8453; 24.1201; 26.7608 and 30.1298.

It can be seen from Fig. 7.7 that there were changes in the
pattern of reflection peaks presented by the non-micronized compound
in relation to the micronized (runs 1, 4 and 7). The XRD pattern of
particles of run 1 showed a slight change in the angle of reflection peaks
compared to the raw sample. They are: Disappearance of reflection peak
12.7381, displacement of reflection peak 14.104 to 14.195 with
reduction of intensity; Shift of the reflection peak 19.9315 to 20.0226
with increasing intensity; Displacement of reflection peak 21.0242 to
21.1353 and increase in intensity; Shift from reflection peak 30.1298 to
30.2209 with intensity reduction. Other reflection peaks remained at the
same angle, but with reduction of intensity, they are: 15.5609; 22.8453;
24.1201; 26.7608 and 28.5819.

The XRD pattern of run 4 particles showed a slight change in
the angle of some peaks compared to the raw sample in addition to
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demonstrating reduction of the intensity of most reflection peaks. The
reflection peaks that had displacement were: 12.7381 to 12.6471 with
reduction of intensity; 19.9315 to 20.0226 and reduction of intensity.
Other modifications in the XRD pattern were the disappearance of the
reflection peak 28.5819, and maintenance of some peaks, but with a
reduction in intensity: 14.104; 15.5609; 22.8453; 24.1201; 26.7608;
30.1298. There was also the maintenance of the reflection, but as an
increase in peak intensity at angle 21.0242.

The XRD pattern of the particles formed in run 7 showed small
changes in the angles of some peaks in comparison to the raw sample.
Some peaks shifted and reduced the intensity, being: 12.7380 to
12.6471; 24.1201 to 24.0291 and 26.7608 to 26.6697.  Other
modifications in the XRD pattern were the disappearance of the
reflection peak 28.5819, similar to run 4, besides maintenance of some
peaks, but with reduction of intensity, except the peak 21.0242 where it
maintained and increased the intensity. The peaks that maintained the
position, but have reduced the intensity were: 14.1040; 15.5609;
19.9315; 22.8453 and 30.1298. The XRDs of runs 4 and 7 were very
similar in the peaks displacements and in the reflection peaks that
reduced the intensity.

When there are modifications of the reflection peaks appearance
and disappearance of reflections there is an indicative of formation of
polymorphic forms of the solid. The polymorphism in crystalline solids
is defined with materials having the same chemical composition, but
different network structures and/or conformations different molecules
[39]. The vast majority of drugs can crystallize in various polymorphic
forms. Each polymorph has a different energy, showing different
physicochemical properties, such as melting point, density, solubility,
among others [40,41].

Note in Fig. 7.7 that there was for the majority of the reflection
peaks a reduction of the intensity which confers lower crystallinity of
the compound which makes the same one to be more bioavailable [3].
Amorphous solids have higher energy than crystalline solids and
typically, the solubility of an amorphous drug is superior to the
corresponding crystalline drug. The solubility differences between
amorphous and form crystalline have been described between 1.1 and
1000 times [41-43].
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7.3.4 Thermal analysis

Fig. 7.8 shows the results of the differential scanning
calorimetry (DSC) for raw sample and run 1 (smallest average particle
size).
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Figure 7.8 - Differential Scanning Calorimetry (DSC) of the micronized and
non-micronized sample.

From the DSC chart (Fig. 7.8), there was a shift of the NAC
melting point from 114.65 (Raw) to 112.28 °C (Run 1), which indicates
a modification of the crystalline structure that is formation of a
polymorph, since the polymorphism causes changes in the melting point
of the compound, dissolution among other properties [3,5]. In this way
the DSC corroborates the findings observed in the XRD, i.e., the
micronized compound has a crystal structure different from the non-
micronized NAC.
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7.3.5 Behavioral testing

Fig. 7.9 A-B shows the effects of fluoxetine (FLU, 10.0 mg-L"
", NAC (1.0 mg-L™") and micronized NAC — Run 1 — (0.01, 0.1 and 1.0
mg-L™") on the novel tank test in zebrafish. Run 1 was selected because
of the smaller particle size and better dissolution rate.

As expected, the positive control FLU significantly increased
the time fish spent in the upper zone of the tank (Fig. 7.9A), which is
indicative of anxiolytic-like activity. Both micronized (run 1) and non-
micronized NAC had no effect for this test. The results for non-
micronized NAC are in accordance with a previous study by [15]. None
of the treatments altered total distance moved as compared with the
control group.
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Figure 7.9 - Behavioral effects of micronized and non-micronized NAC in
zebrafish. (A) Time spent in the upper zone of the tank and (B) total distance
moved in the novel tank test in zebrafish; fluoxetine (FLU) was used as the
positive control. (C) Time spent in t Time spent in the lit side of the tank and
(D) number of crossings in the light/dark test; bromazepam (BMZ) was used as
the positive control. Drug concentrations are indicated inside the bars as mg-L™".
All values are mean + S.E.M; *p<0.05, based on ANOVA followed by Tukey
post hoc test.

The effects of micronized (run 1) and non-micronized NAC in
the light/dark test are shown in Fig. 7.9 C-D. Number of crossing
between the compartments, a measure of general locomotor activity,
was not altered by any of the treatments (Fig. 7.9 D). As expected, the
positive control bromazepam (BMZ) increased the time fish spent in the
light side of the apparatus, confirming its anxiolytic-like activity in
zebrafish (light environments are generally more anxiogenic to
zebrafish). The higher concentration of non-micronized NAC (1.0 mg-L
") had the same effect, again replicating the previous results published
by [15]. Regarding micronized NAC, all concentrations decreased
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anxiety levels, even the lowest (0.01 mg-L"), which was devoid of
effects in the standard formulation (Fig. 7.9 C). This result demonstrates
that the micronization process, besides preserving the biological
properties of NAC, significantly decreased its minimum effective
concentration in vivo. This was probably achieved due to the reduced
particle size obtained, which conferred increased bioavailability and
thus increased potency due to a pharmacokinetic reason. Since the oral
bioavailability of NAC has been shown to range between 4 to 10%
[44,45], such improvement is particularly important to this drug.

7.4 CONCLUSION

The SEDS supercritical fluid micronization process conferred
NAC better features both in vitro and in vivo. In vitro it significantly
increased the dissolution rate, improved antioxidant activity and altered
the crystalline structure of the compound and its melting point, which
may generate improvements both in vivo and in vitro. Regarding in vivo
effects, in the light/dark test NAC presented biological activity even in a
micronized concentration 100 lower than non-micronized NAC, with an
effect size comparable to the widely used anxiolytic bromazepam. From
the in vivo results it can be argued that the micronization process
increased the pharmacological potency of NAC. These results, both in
vitro and especially in vivo, bring new horizons for drugs with low
bioavailability, since the technique of supercritical fluid micronization is
able to increase drug bioavailability and possibly improve therapeutical
effects.
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CAPITULO 8

8. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS
8.1. Conclusdes gerais

Neste trabalho foi possivel micronizar pela técnica SEDS tanto
trans-resveratrol como N-acetilcisteina. Referente ao trans-resveratrol
verificou-se que a varidvel mais influente no processo de micronizagdo
foi a temperatura do processo sendo que temperaturas altas aumentam o
tamanho médio das particulas, algo ndo desejado visto que o processo
de micronizagdo objetiva a reducdo do tamanho médio de particula. O
melhor resultado do processo de microniza¢do do trans-resveratrol foi
no ensaio onde foram utilizadas as condi¢gdes mais brandas de processo
(80 bar e 35 °C). Isto é importante tanto do ponto de vista econdmico
como do ponto de vista operacional visto que o trans-resveratrol pode
ser convertido facilmente para sua forma cis, devido o fato de ser um
composto termosensivel. O melhor resultado reduziu o tamanho médio
de particula do composto para cerca de 167 vezes (36,65 para 0,22 pm).

Em relagdo as propriedades do trans-resveratrol apos o processo
de micronizagdo verificou-se um aumento da solubilidade do composto
em agua, cerca de 2,8 vezes comparado ao composto ndo-micronizado,
incremento da velocidade de dissolugdao em 1,8 vezes, além de aumentar
a atividade antioxidante do composto em relacdo ao ndo-micronizado.
Pelas analises de DSC (Apéndice E) e DR-X observou-se que houve
modificagdes na estrutura cristalina do Trans-resveratrol, fator este que
pode ter levando a alteragdes fisico-quimicas do composto. Pode-se
concluir, entdo, que isso apresenta indicios de possivel formacao de um
polimorfo de trans-resveratrol, visto que ambas as analises comprovam
modificagOes na estrutura cristalina.

Os resultados obtidos do processo de microniza¢do do trans-
resveratrol sdo promissores, pois possibilitam maior uso do trans-
resveratrol na industria de alimentos, quimica e farmacéutica visto que a
maior barreira da atual aplicacdo industrial é sua baixa solubilidade em
solugdes aquosas, o que provoca baixa biodisponibilidade.

Ja referente aos resultados da NAC, foram realizados 2
delineamentos experimentais e, em ambos os DCCs, o melhor resultado
encontra-se na regido mais branda do processo, sendo pressdo de 80 bar
e temperatura de 35 °C, obtendo-se assim, uma redug¢do do tamanho da
particula de cerca de 248 vezes (709,8 para ~2,9 um). Comparando as
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propriedades fisico-quimicas do composto micronizado versus nao-
micronizado observou-se o aumento na velocidade de dissolucdo sendo
que somente no contato do solvente com o composto ocorre total
dissolu¢do do mesmo, diferente do composto nao-micronizado que leva
cerca de 420 s (7 min) para alcancar 99 % da dissolucdo. Pelas analises
de DR-X verificou-se que NAC micronizada reduziu a cristalinidade
apds o processo, visto que as reflexdes do difratograma do composto
micronizado apresenta menor intensidade nas reflexdes e pela analise de
DSC verificou-se que houve deslocamento do ponto de fusdo do
composto, indicios de modificacdes da estrutura quimica. A atividade
antioxidante do composto aumentou apds o processo de micronizagao,
assim como no trans-resveratrol. Nos testes in vivo em Zebrafish
observou-se que a NAC micronizada diminuiu a concentragdo eficaz
minima em 100 vezes, obtendo mesmo efeito tipo ansiolitico do
composto ndo-micronizado. Tal resultado é excelente visto que a
reducdo da concentragdo eficaz minima provém do aumento da
biodisponibilidade do composto, algo almejado nas industrias
farmacéutica, quimica e de alimentos.

Os resultados obtidos ao longo deste trabalho levam a
conclusdo de que a micronizagdo por fluido supercritico utilizando a
técnica SEDS ¢ uma oOtima alternativa para aumentar a solubilidade e
velocidade de dissolu¢do de compostos, além de provocar modificagdes
na cristalinidade acarretando melhoras tanto nas atividades biologicas in
vitro como in vivo. Tais resultados (in vitro/ in vivo) abrem novos
horizontes na area de micronizagdo por fluido supercritico, do ponto de
vista cientifico e tecnoldgico, tanto para industria farmacéutica, quando
para a industria quimica ¢ de alimentos, visto que a solubilidade ¢ a
biodisponibilidade s3o fatores limitantes de alguns compostos que
tornam invidvel seu uso industrial em certos casos.

8.2 Sugestdes para trabalhos futuros

Devido a escassez de trabalhos que abordam, além da influéncia
das variaveis de operag¢do em relagdo ao tamanho de particulas e ensaios
in vitro, ¢ a necessidade emergente de dados in vivo, pois a priori da
micronizar ¢ aumentar biodisponibilidade dos compostos que somente
pode ser verificadas por meio de dados in vivo, seria interessante estudar
outros compostos de grande interesse industrial que apresente baixa
solubilidade em meio aquoso e baixa biodisponibilidade in vivo.

Outros aspectos que podem ser explorados em trabalhos futuros
seria determinar a estruturas novas dos cristais formados por meio da
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andlise de DR-X em monocristal a fim de definir a estrutura dos
possiveis polimorfismos obtidos e verificar em banco de dados de
polimorfismos se ja existe aquela estrutura registrada e patenteada.
Ainda em relacdo a caracterizacdo das particulas, vale o esfor¢o de
estudar a estabilidade térmica das particulas e tempo de armazenamento
do composto.

Por fim, em relagdo ao processo de micronizagdo seria de
grande relevancia estudar a influéncia do didmetro do capilar utilizando
capilares com didmetro interno inferiores a 100 pm, a fim de otimizar
mais o processo de micronizacdo com finalidade de alcangar particulas
nanométricas.
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CAPITULO 9

9. PRODUCAO TECNICO-CIENTIFICA DECORRENTE
(DIRETA OU INDIRETAMENTE) DA EXECUCAO DESTE
TRABALHO

O referente capitulo apresenta a produgdo técnico-cientifica
decorrente (direta ou indiretamente) da execucdo do trabalho
relacionando artigos publicados e submetidos além de trabalhos
publicados em anais de eventos cientificos. Alguns trabalhos citados
aqui ndo fazem parte do corpo do documento de tese, mas foram
realizados em paralelo e tém fundamental importdncia no
desenvolvimento do trabalho.

9.1 Trabalhos publicados/submetidos em periodicos

1. AGUIAR, G.P.S., BOSCHETTO, D.L.,, CHAVES, LM.P.C,
ARCARI, B.D., PIATO, A.L., OLIVEIRA, J.V., LANZA, M.
Trans-resveratrol micronization by SEDS technique. Ind. Crops
Prod. 89, 350-355, 2016. doi:10.1016/j.indcrop.2016.04.047

2. LOSS, R.A., PEREIRA, G.N., BOSCHETTO, D.L., AGUIAR,
G.P.S., MACHADO, J.R., CHAVES, LM.P.C., SILVA, M.J.A.,
OLIVEIRA, D., OLIVEIRA, J.V. Encapsulation of eugenyl acetate
in PHBV using SEDS technique and in vitro release evaluation. J.
Food Sci. Technol. 53, 3859-3864, (2016). doi:10.1007/s13197-
016-2362-1.

3. DAL MAGRO, C.; AGUIAR, G.P.S.; VENERAL, J.G.; SANTOS,
A.E.; CHAVES, LM.P.C.; OLIVEIRA, J.V.; LANZA, M. Co-
precipitation of trans-resveratrol in PHBV using Solution Enhanced
Dispersion by Supercritical Fluids technique. Supercritical fluid,
127, 182-190, (2017). doi.org/10.1016/j.supflu.2017.03.025.

4. AGUIAR, G.P.S., CHAVES, LM.P.C., BOSCHETTO, D.L,
PIATO, A.L., OLIVEIRA, J.V., LANZA, M. N-acetycysteine
micronization by SEDS technique using supercritical CO,. Brazilian

Journal of Chemical Engineering, aceito para publicacao em 24 nov.
de 2016.
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5.

AGUIAR, G.P.S., ARCARI, B.D., CHAVES, L.M.P.C., DAL
MAGRO, C., BOSCHETTO, D.L., PIATO, A.L., LANZA, M.,
OLIVEIRA, J.V. Micronization of trans-resveratrol by supercritical
fluid: dissolution, solubility and ir vitro antioxidant activity. Journal
of Food Engineering, submetido, 2017.

AGUIAR, G.P.S., MARCON, M., MOCELIN, R., HERRMANN,
A.P, CHAVES, LM.P.C., OLIVEIRA, J.V., LANZA, M., PIATO,
A.L. Micronization of N-acetylcysteine by supercritical fluid:
evaluation of in vitro and in vivo biological activity. Pharmaceutical
Research, submetido, 2017.

9.2 Trabalhos publicados em anais de eventos cientificos

1.

AGUIAR, G. P. S; ARCARI, B. D. ;BOSCHETTO, D.
L.; PIATO, A. L.; OLIVEIRA, J. VLADIMIR; LANZA, M.
Micronizagdo de Trans-resveratrol por fluido supercritico:
solubilidade e atividade antioxidante. In: XXV Congresso Brasileiro
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 2016, Gramado-RS. Anais
do XXV Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, 2016.

CARVALHO, G. O. ; AGUIAR, G. P. S.;; SANTOS, A. E;
MAGRO, C. D.; OLIVEIRA, J. VLADIMIR; LANZA, M.
Encapsulamento de antocianinas do residuo de uva Nidgara bord6
usando a técnica SEDS. In: XXV Congresso Brasileiro de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, 2016, Gramado-RS. Anais do XXV
Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 2016.

DAL MAGRO, C.; AGUIAR, G. P. S.; SANTOS, A. E.; CHAVES,
L. M. C.; OLIVEIRA, J. VLADIMIR; LANZA, M. Coprecipitagdo
de trans-resveratrol em PHBYV utilizando a técnica de dispersdo de
solu¢do aumentada por fluido supercritico (SEDS). In: XXV
Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 2016,
Gramado-RS. Anais do XXV Congresso Brasileiro de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, 2016.

AGUIAR, G. P. S.; CHAVES, L. M. C.; BOSCHETTO, D. L.;
ANDRADE, K. S.; PIATO, A. L.; OLIVEIRA, J. V.; LANZA, M.
N-acetylcysteine micronization by solution enhanced dispersion by
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supercritical fluids technique (SEDS). In: IV Iberoamerican
Conference on Supercritical Fluids - PROSCIBA 2016, 2016, Vina
del Mar - Chile. Anais da IV Iberoamerican Conference on
Superecritical Fluids — PROSCIBA, 2016.

ANDRADE, K. S.; AGUIAR, G. P. S.; LANZA, M.; FERREIRA,
S. R. S. Encapsulation of pink pepper (Schinus terebinthifolius R.)
extract by SEDS technique.. In: IV Iberoamerican Conference on
Superecritical Fluids - PROSCIBA 2016, 2016, Vina del Mar - Chile.
Anais da IV Iberoamerican Conference on Supercritical Fluids -
PROSCIBA, 2016.

SANTOS, A. E.; AGUIAR, G. P. S.;CHAVES, L. M. C,;
CARVALHO, G. O.; LACOWICZ, R. A.; LANZA, M. Otimizagdo
da extra¢do de compostos bioativos da casca e polpa de Jamboldo
(Syzygium cumini (L.) Skeels). In: III Congresso Sul Brasileiro de
Engenharia de alimentos. Anais do IIl CBSEA 2016.

MAGRO, C. D.; AGUIAR, G. P. S.; SANTOS, A. E.; CHAVES, L.
M. C.; CARVALHO, G. O.; OLIVEIRA, J. VLADIMIR ; LANZA,
M. Coprecipitagdo de resveratrol em PHBV utilizando Tecnologia
Supercritica. In: III Congresso Sul Brasileiro de Engenharia de
alimentos. Anais do III CBSEA 2016.

AGUIAR, G. P. S.; BOSCHETTO, D. L.; CHAVES, L. M. C;
ARCARI, B. D. ; OLIVEIRA, J. V.; LANZA, M. Micronizagdo de
trans-resveratrol utilizando técnica de dispersdo de solugdo
aumentada por fluidos supercriticos. In: VIII Congresso Brasileiro
de Termodinamica Aplicada (CBTermo), 2015, Aracaju. Anais do
VIII Congresso Brasileiro de Termodindmica Aplicada (CBTermo),
2015.

LOSS, R. A.; PEREIRA, G. N.; BOSCHETTO, D. L. ; AGUIAR,
G. P. S.;; MACHADO, J. R;;CHAVES, L. M. C.; HENSE,
H.; OLIVEIRA, J. V.; OLIVEIRA, D. Encapsulamento de acetato
de eugenila obtido por sintese enzimatica utilizando técnica de
dispersdo de solu¢do aumentada por fluidos supercriticos (SEDS).
In: VIII Congresso Brasileiro de Termodinamica Aplicada
(CBTermo), 2015, Aracaju. Anais do VIII Congresso Brasileiro de
Termodinadmica Aplicada (CBTermo), 2015.
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10. RIBEIRO, J.M.; AGUIAR, G.P.S.; LOSS, R.A.; BOSCHETTO,
D.; PEREIRA, G.N.; CHAVES, LM.C.; HENSE, H.; LANZA, M,;
OLIVEIRA, J. V.; OLIVEIRA, D.; NINOW, J.L. Emprego de
fluido supercritico no encapsulamento de acetato de eugenila obtido
por sintese enzimatica. In: Simpdsio Nacional de Bioprocessos e
Simposio de Hidrolise Enzimatica de Biomassa, 2015. v. 2.
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APENDICE A

Figura A.1 - Diagrama P, x, y experimental para sistema ternario CO,
(1) + diclorometano (2) + acetona (3).
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APENDICE B

Figura B.1 - Curva de calibragdo para determinagdo da concentra¢do de trans-
resveratrol.
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Figura B.2 - Curva de calibracdo para determinagdo da concentragdo de NAC.
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APENDICE C

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) das amostras de trans-resveratrol.
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Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) das amostras de N-aceticisteina.

Abundance
[ GCMS_SMTI]TIC: 00701007.D\data.ms
5500 NAC nio-
5000 micronizado
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500 Triclorometano ‘
1000 22.607 J,/
5000 488 | p—
0 2.b04.b06.b08.601 0‘.01 2‘.0([)4‘.006.008‘.090‘.022‘.094‘.026‘.00

Time-->




206

Abundance

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

[ GCMS_SMT]TIC: 00801008.D\data.ms

NAC Exp. 2

22.To7 f

f’”
™

4. |
e
MMW

8950 .
\ Diclorometano
e 0T

I m
Mo Mo ““\

2.00 4.00 6.00 8.0010.0012.0014.0016.0018.0020.0022.0024.0026.00

Time-->




Abundance

80000
75000
70000
65000
60000
55000
50000
45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000

5000

Time-->

\

207

[ GCMS_SMT]TIC: 00901009.D\data.ms

‘Mmduxj S

Diclorometano

NAC Exp. 4

———

_»’_J\—

M
»

P
ot

2. 00 4. 00 6. 00 8 00 10 0012 0014 0016 0018 0020 0022 0024 0026 00




208

Abundance

350000 chloropw etano

| NAC Exp. 6
300000

250000 ‘
200000
150000

100000

50000

‘ ‘ )

I . »
/L '8 B

07’\\\wmww"wm"wmwmmwm"\wammmwwHHwHw*’Tw{’T"F{AT'\—wMHH
2.00 4.00 6.00 8.0010.0012.0014.0016.0018.0020.0(22.0024.0(26.00

Time-->




Abundance

100000
9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

— AN

P

209

Diclorometano

| NAC Exp. 8

| __

[ I—————

2.004.005.0(8.000.

Time-->

P00+, 005.01B.GED.(22. (B (6. 00

Abundance

6000
5500
5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
5000

[ GCMS_SMTITIC: 01201012.D\data.ms

NAC Exp. 10

Diclorometano

| /
‘ \\f,
22601

A
[ IppA—y
e

Time-->




210

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) dos padrdes acetona e diclorometano.
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APENDICE D

Curvas de calibracao construidas para o CG-FID.

Figura D.1 - Curva de calibragéo para quantificacdo de ppm residual de
diclorometano.
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Figura D.2 - Curva de calibragdo para quantificacdo de ppm residual de

Acetona.

1,4x10°

1,2x10°

1,0x10°

8,0x10°

Area

6,0x10°

4,0x10°

y=3,3188*10° + 1,5789*10°
r’=0,98948

2,0x10°
0

T T T T 1
400 500 600 700 800

ppm

T T T
100 200 300



213

APENDICE E

Figura E.1 - DSC da amostra de Trans-resveratrol micronizado e ndo-

micronizado.
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ANEXO A
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iberoquimica

magistral

/
CERTIFICADO DE ANALISE A rgss Dl Sy
INSUMO: N-ACETIL-L-CISTEINA DCB/DCVCAS: 00067 / VA /616-91-1 i
ORIGEM/ PROCEDENCIA: CHINA / CHINA COD. PRODUTO: 23170058
LOTE IBEROQUIMICA: 14060096 LOTE FABRICANTE: 140302
DATA DE FABRICAGAO 02/03/2014 DATA DE VALIDADE 01/03/2016
FORMA FARMACEUTICA: PO DATA DA ANALISE 27/06/2014
DATA DA EMISSAQ:27/06/2014 IORDEM DE FRACIONAMENTO: 1.146
OBS: FM: C5HONO3S  PM: 163.20
ANALISE [ ESPECIFICAGAO RESULTADO REFERENCIAS
FISICO - QUIMICO
| Aparéncia 75 oristalino branco comligeiro odor acético | Po cristalino branco com ligeiro| USP 32
# | odor acético”
Identificagdo por IR Conforme Conforme UsP32
M s Pesados <=10 ppm <10 ppm* usPa2
[Perda por Secagem —1.0% 0%, UsPa2
Solvente Residual Nenhum solvente organico é utiizado nofConforme usp32
processo de fabricagao
Teor No minimo 98,0% e no méximo 102,0% (ca\cuiadQ 99,2% usps2
na base seca) R
Rotagdo Especffica +21,0°a +27,0° +26,0™ usP 32
e = 03 19 -
B e Entro2,0028 (solugioa1%)  § _5 . |22 USP 32
Residuo de k;ni(:éo <=0,5% 0,4%" UsP32
4| Densidade aparente Informativo 0,57 g/mL* B USP32
Solubilidade em dgua Facilmente solivel Facilmente sol(vel* UspP32
: Qe
Solubliidade em &lcool Facilmente soltvel O Facilmente solvel UsP32
Solubiidace: &m utoroférmio .« Praticamente insolavel fol @ Praticamente insoldvel* USP32
Solubilidade eméter <7 Praticamente insoltivel Praticamente insoldvel* UsP32
son it Q¢

I Resultados obtidos de andlises realizadas pelo laborat6rio de controle de qualidade fIsico-quimico e microbiolégico, 03 demals foram transcritos conforme

iicagzo de andlise do fabricante.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO: Gonservar em recipiente hermético protegido de umidade,

a0 abrigo de luz solar direta, af astado de produtos quimicos.

¥ RESULTADO: APROVADO l

eE
Daniel Bardo Duarte
Coordenador do Controle da Qualidade

I e
Maria Carolina T. Biguetti
FarmacéuticaResponsév el
GRF SP 67549
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(@ Zalera Certificado de Andiise

RESVERATROL EXTRACT 100%

C.A.S.: 501-36-0 Seq.9/10 Pagina: 1/1 569
Data de Fabricagdo: 10/11/2012 Lote de Fabricagiio: PRES98-121110 Produto encontra-se nos
Data de Validade: 9/11/2015 Pais de Origem: CHINA 'jmm
Lote Galena (CIQ): 1306017302 Nota Fiscal: 0189569
Ordem Fracionamento (OF): 340942
Dados do inte
Requisitante: GALENA QUIMICA E FARMACEUTICA LTDA. CNPJ: 57.442.774/0001-90 Fone: 0800 771
Endereco: RUA PEDRO STANCATO, 8560 - CAMPO AMARAIS Cidade: CAMPINAS/SP gg:' 13,08241;0270

ARMAZENAMENTO: Armaz. Temp. Ambiente, em recipiente fechado i i
S ipi protegido da luz ¢ umidade.

Incerteza de

Anlises/Componentes Especificagdes Wedicgo (U) Resultados das anslises -
IDENTIFICAGAO

HPLC (0) Positivo Positivo
MICROBIOLOGICO

Fungos e leveduras (0) Nzo mals que 100UFC/g 35  <10UFCig

Contagem de bactérias (0) Néo mais que 1000UFC/g 71 10UFClg

Salmonelia spp (0) Ausente Ausente

Escherichia coli (0) Ausente Ausente
PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

Descriggo (0) P6 fino branco a quase branco, com P fino quase branco, com odor

» odor caracteristico caracteristico

~Doseamento * (0) N&o menos que 99,0% 1,4% “-99,5%

Perda por dessecagso (0) No mais que 0,50% 017% 0,10%

Ponto de fusdo (0) 258°C a 263°C 329  260°C

Agua (Karl Fischer) (0) N&o mais que 0,50% 454% 0,08%

Impurezas * (0) Na&o mais que 0,10% Conforme
OBSERVACO

- Os resultades presentes neste Certificado de Anglise, tem seus valores restritos a este lote.

* - Andlises em acordo com o certificado de analise do fabricante. ot

- As demais analises foram realizadas no Labovaténo de Controle da Qualidade Galena.
(0) Conforme

brangéncia k.

- A incerteza expandida de medig&o relatada & declarada como a incerteza padrio da medigdo multiplicada pelo fator de al

Para o ensaio pAg‘ua por Karl Flshe! K=2,52; pH K=2,37; Pomo de Fusgo K=2,65; Perda por Dessecaq-ﬁo K=2,10 para t;s demais testes do
norm:

K=2 i al de 5%.
A incoreza pac0 6e medio 0i Geterminada do acordo com 3 publiagEo EA-402.
Resultado: ( X ) Aprovado Dt.Inicio: 15/04/2013 Dt.Término: 18/04/2013
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ANEXO B
UFRGS PRO-RElT(')RIA DE PESQUISA sc E‘lﬂlé
<§> FEDERAL Comi De Etica No Uso De Animais
0O RIO GRANDE 0O SUL
CARTA DE APROVACAO
Comissao De Etica No Uso De Animals analisou o projeto:

Namero: 31940
Titulo: do de agao ico da em peixes-zebra (Danio rerio)

Vigéncia: 13/08/2016 4 01/09/2018
Pesquisadores:
Equipe UFRGS:
ANGELO LUIS STAPASSOLUI PIATO - coordenador desde 13/09/2016

Ricieri Naue Mocelin - Aluno de Doutorado desde 13/09/2016
Matheus Felipe Marcon - Aluno de Doutorado desde 13/09/2016

Comisséo De Etica No Uso De Animal: , em reunido realizada em
21/11/2016 - SALA 330 DO ANEXO | - PR&IO DA REITORIA DA UFRGS/CAMPUS
CENTRO/UFRGS, em seus asp éticos e dolégi: para a utilizagdo de
peixes-zebra (Danio rerio) selvagens adultos jovens (mals de3 mosas de vidn) machos e
fémeas (50/50%), obtidos da coldnia a partir de cr entre iridos do
C-,.-. de Biog rh UFRGS de acordo com os preceitos das Diretrizes e
Nacionais e Ii a Lel 11.794 de 08 de novembro de 2008,
o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, 0 as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA), quc discipli ap ¢
e/ou utilizagcdo dc animais do ﬂlo Chordata, subfilo Vertebr ( o hi ) em
o Pogn ou

Porto Alegre, Segunda-Feira, 5 ¢ Dazembrg de 2016

MARCELO MELLER AUEW
Cecrdenador da comssdo de ébca



