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RESUMO

O resveratrol € uma fitoalexina que ocorre em alguns vegetais em
resposta ao ataque de patdgenos e exposicao a radiacdo ultravioleta e ao
ozonio. A formulagdo de cocristais t€ém gerado grande interesse devido ao
seu potencial para melhorar as caracteristicas fisico-quimicas de um
principio ativo, tais como baixa solubilidade e taxa de dissolu¢do em
dgua. A baixa solubilidade em dgua pode comprometer o desempenho de
um principio ativo, diminuindo a sua biodisponibilidade. O objetivo
principal desse estudo foi a obtencdo de cocristais do resveratrol
utilizando CO; supercritico por diferentes técnicas e utilizando diferentes
coformadores selecionados a partir de screening prévio realizado por
técnicas a baixa pressdo. Foi possivel obter cocristais a partir dos
coformadores isoniazida e nicotinamida utilizando a técnica de
antissolvente liquido (LAS). A partir dos mesmos coformadores foi
possivel produzir cocristais utilizando a técnica de antissolvente gasoso
(GAS) empregando CO» supercritico. O cocristal com nicotinamida foi
produzido em conjunto com material ndo cocristalizado. Os cocristais
produzidos foram caracterizados por difracdo de raio X de p6 (DRXP),
espectroscopia no infravermelho (FTIR) e calorimetria exploratéria
diferencial (DSC). A vazdo do CO; supercritico foi avaliada com valores
de 5, 10 e 20 g-L'! ndo apresentando diferenca significativa nos
resultados. Pela técnica de solvente supercritico (CSS), que ndo utiliza
solvente organico, s6 foi possivel obter cocristais do resveratrol com a
isoniazida, no entanto os cocristais foram formados parcialmente, o
aumento do tempo de processamento parece aumentar a quantidade de
cocristal. Os perfis de solubilidade foram obtidos e assim calculada a
eficiéncia de dissolucio (ED) para o RES e cocristais de RES-NIC
obtidos por LAS e GAS e os resultados revelaram que os cocristais
apresentaram um aumento significativo do perfil e da eficiéncia de
dissolu¢do quando comparados ao RES puro, dos quais o produzido por
GAS exibiu os melhores resultados provavelmente em fungdo do seu
menor tamanho de particula.

Portanto, os resultados obtidos neste trabalho foram de
suma importancia para a sintese e a caracterizagdo de cocristais
de RES-NIC e RES-INZ utilizando tecnologia supercritica e
poderdo subsidiar estudos visando a sintese de cocristais de
outros polifendis com melhor perfil de solubilidade.

Palavras-chave: fluido supercritico, cocristal, resveratrol, GAS, CSS.






ABSTRACT

Resveratrol is a phytoalexin that occurs in some plants in response
to pathogen attack and exposure to ultraviolet radiation and ozone. The
formulation of cocrystals have generated great interest due to their
potential to improve the physical-chemical characteristics of an active
principle, such as low solubility and rate of dissolution in water. The low
solubility in water can compromise the performance of an active
principle, decreasing its bioavailability. The main objective of this study
was to obtain resveratrol cocristais using supercritical CO» by different
techniques and using different coformers selected from previous
screening performed by low pressure techniques. It was possible to obtain
cocristais from isoniazid and nicotinamide coformers using the liquid
antisolvent (LAS) technique. From the same coformers it was possible to
produce cocristais using the gaseous antisolvent (GAS) technique using
supercritical CO,. The cocrystal with nicotinamide was produced together
with non-cocrystallized material. The produced cocrystals were
characterized by powder X-ray diffraction (PXRD), infrared
spectroscopy (FTIR) and differential scanning calorimetry (DSC). The
flow of supercritical CO; was evaluated with values of 5, 10 and 20 g-L~
!, showing no significant difference in the results. By the supercritical
solvent (CSS) technique, which does not use organic solvent, it was only
possible to obtain resveratrol cocristais with isoniazid, however the
cocrystals were partially formed, increasing the processing time seems to
increase the amount of cocrystal. Solubility profiles were obtained and
the dissolution efficiency (DE) was calculated for RES and RES-NIC
cocrystals produced by LAS and GAS and the results showed that
cocrystals showed a significant increase in profile and dissolution
efficiency when compared to RES, of which was produced by GAS
exhibited the best results probably due to its smaller particle size.

Therefore, the results obtained in this work were of great
importance for the synthesis and characterization of RES-NIC and RES-
INZ cocrystals using supercritical technology and may support studies
aiming at the synthesis of cocrystals from other polyphenols with better
solubility profile.

Keywords: supercritical fluid, cocrystal, resveratrol, GAS, CSS.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE COCRISTAIS DE
RESVERATROL POR TECNICAS A BAIXA PRESSAO E EM MEIO
SUPERCRITICO

eCompostos bioativos como o resveratrol apresentam
baixa solubilidade e biodisponibilidade;

eAumentar a solubilidade de um composto possibilita
aumento da sua biodisponibilidade;

oA cocristalizagdo por fluido supercritico é uma
alternativa para técnicas  tradicionais de
cocristalizagdo que reduz o uso de solvente organico
e estresse térmico e mecanico.

Por qué?

eHa escassez de trabalhos que estudem a
cocristalizagdo do resveratrol;

eNdo constam na literatura trabalhos de cocristalizagdo
por fluido supercritico do composto resveratrol.

*E possivel produzir cocristais do resveratrol a partir de
uma técnica de screening rapida e pratica?

*E possivel reproduzir cocristais do resveratrol

Hipétese? produzidos na etapa de screening em meio
supercritico?

*Os cocristais produzidos apresentam maior taxa de
dissolugdo para o resveratrol?

eRealizar o screening para tentar produzir cocristais do
resveratrol a fim de determinar os melhores
coformadores a serem usados em meio supercritico;

eAvaliar o processo de cocristalizagdo em meio

Como supercritico utilizando os coformadores selecionados
fazer? na etapa de screening;
eCaracterizar os cocristais obtidos por DRXP, FRIR, DSC
e FESEM;

sEstudar o perfil de dissolugdo do resveratrol in vitro
dos cocristais produzidos em diferentes meios.
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1 INTRODUCAO

O resveratrol (3,4,5-tri-hidroxiestilbeno) € uma fitoalexina
presente numa grande variedade de espécies vegetais. Varios estudos
demonstraram que o resveratrol pode prevenir ou retardar a progressao de
diversas doencas, tais como cancer, doengas cardiovasculares e lesdes
isquémicas (BAUR; SINCLAIR, 2006). O resveratrol é um polifenol
derivado do estilbeno produzido em plantas em resposta ao ataque de
patégenos, a radiacdo ultravioleta e a exposi¢do ao 0zénio (CAMONT et
al., 2009). O resveratrol pertence a classe II (alta permeabilidade, baixa
solubilidade) do sistema de classificacdo biofarmacéutica (PUJARA et
al., 2017). As fontes naturais mais ricas nesse composto sdo extratos de
uvas escuras (Vitis vinifera) e raizes de Polygonum cuspidatum, uma
planta usada na medicina tradicional chinesa e japonesa (SATO et al.,
2000; SOLEAS; DIAMANDIS; GOLDBERG, 1997).

Devido a sua atividade bioldgica, hd um crescente interesse no
resveratrol como potencial alimento funcional e nutracéutico na inddstria
alimentar. Contudo, as aplica¢des do resveratrol sdo limitadas devido a
baixa biodisponibilidade, como consequéncia da sua baixa solubilidade
aquosa, e estabilidade limitada (BAUR; SINCLAIR, 2006; NEVES et
al., 2012; SMOLIGA; BLANCHARD, 2014). Por esse motivo diversas
formas de aumentar sua dissolucdo em &4gua t€m sido propostas
(CAMONT et al., 2009). Entre essas alternativas podemos citar: a
formacdo de um sal resultante da rea¢do do farmaco com um dcido ou
base (REDDY et al., 2011; REDDY et al., 2013), a obtencdo de um
solvato pelo processo de cristalizacdo quando o solvente é retido e
incorporado como parte da estrutura cristalina (DOUILLET et al., 2012),
dispersdes solidas (SAREEN; MATHEW; JOSEPH, 2012),
microemulsificacio (HE; HE; GAO, 2010), solubilizagdo usando
cossolventes (AMIN et al.), formagdo de complexos com ciclodextrinas
(KURKOV; LOFTSSON, 2013) e a obtencdo de um cocristal
(BETHUNE; SCHULTHEISS; HENCK, 2011).

Os cocristais surgiram como uma estratégia na tentativa de
melhorar as propriedades fisico-quimicas de alguns compostos sem
alterar a sua estrutura molecular (AAKEROQY et al., 2013). Cocristais sdo
materiais que apresentam uma Unica fase cristalina formada por dois ou
mais compostos moleculares ou idnicos (principio ativo e coformador)
em propor¢des estequiométricas e que se apresentam como sélidos em
condi¢des ambientes (AITIPAMULA et al., 2012).
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Os coformadores sdo compostos que apresentam em suas
moléculas grupos funcionais capazes de formar hetero ou homossintons
supramoleculares com o principio ativo, nessa abordagem, as etapas
envolvidas no desenvolvimento de cocristais sdo as seguintes: (1)
escolher a molécula alvo (principio ativo), (2) encontrar ~ 0os  grupos
funcionais complementares que sejam capazes de formar ligacdo de
hidrogénio (sele¢@o de coformer) e (3) definir os métodos de preparagdo
(FUKTE; WAGH; RAWAT, 2014). Os coformadores sdo normalmente
selecionados a partir da lista de substancias disponibilizada pelo FDA de
materiais reconhecidos como seguros (Generally Recognized as Safe —
GRAS) (F.D.A., 2013; SCHULTHEISS; BETHUNE; HENCK, 2010).
Diversos métodos de cocristalizacdo apresentam-se descritos na
literatura. Dentre eles destacam-se as reac¢des de cristalizacdo em solucio
e a moagem, podendo-se citar também a fusdo, utilizacao de antissolvente
liquido e utilizagdo de fluido supercritico (LU; RODRIGUEZ-
HORNEDO; SURYANARAYANAN, 2008; PADRELA et al., 2009;
SHAN; ZAWOROTKO, 2008).

O emprego de fluido supercritico (FSC) apresenta uma interessante
via para a formacdo de particulas, que evita a maior parte dos
inconvenientes dos métodos tradicionais (FAGES et al., 2004). Um fluido
supercritico € um estado onde uma substincia se encontra a uma
temperatura acima da sua temperatura critica e uma pressao acima da sua
pressdo critica. Os fluidos supercriticos tém sido utilizados para uma
grande variedade de aplicagdes, tais como processamento de alimentos,
limpeza a seco, cromatografia, geracdo de energia e oxidagao de residuos
perigosos (KING, 2014).

Um dos principais fluidos utilizados em estado supercritico € o
diéxido de carbono (COz) por possuir uma série de vantagens, entre as
quais cabe destacar: € ndo-inflamavel, relativamente inerte, abundante e
barato. Na regido supercritica, a densidade do di6éxido de carbono e o seu
poder solvente pode ser modificada com a variagcdo da temperatura e da
pressdo. Na proximidade de seu pronto critico, o CO2 supercritico
apresenta propriedades intermedidrias entre gds e liquido. Difusividade e
transferéncia de massa sdo melhores do que no estado de liquido,
enquanto que as solubilidades de muitos compostos organicos sdo mais
elevadas do que em gases. A baixa temperatura critica permite que os
materiais sensiveis ao calor possam ser processados sem danos
(JOHNSTON; PENNINGER, 1989). Até o momento, sd0 poucos 0s
estudos publicados que utilizam fluidos supercriticos na producdo de
cocristais, embora esses apresentem algumas vantagens sobre técnicas
tradicionais como: a alta pureza dos produtos, o controle do polimorfismo
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cristalino, a possibilidade de processamento de moléculas termoldbeis e a
possibilidade de processamento em etapa tnica (FAGES et al., 2004).

Nesse trabalho, o CO» supercritico serd usado como solvente e
antissolvente para producdo de cocristais do resveratrol com
coformadores que foram selecionados a partir de screening realizado pela
técnica de antissolvente liquido e por apresentarem grupos funcionais
com maior probabilidade de formar ligacdes de hidrogénio com
compostos fendlicos, além de terem a possibilidade de melhorar as suas
propriedades fisico-quimicas, em especial a sua solubilidade que pode,
eventualmente, conduzir a uma melhor biodisponibilidade. Diferentes
técnicas na produgdo dos cocristais foram avaliadas utilizando o CO»
supercritico como solvente e como antissolvente, além de alguns fatores
que podem influenciar o processamento em meio supercritico.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Obtengdo e caracterizacdo de cocristais do resveratrol utilizando
CO: supercritico por meio de diferentes técnicas de processamento em
conjunto coformadores que apresentam diferentes grupos funcionais
complementares selecionados a partir de triagem realizada em método a
baixa pressao.

1.1.2 Objetivos especificos

Em conformidade com o objetivo geral, os seguintes objetivos
especificos foram definidos:

e Avaliar a precipitacdo de cocristais do resveratrol a partir de
varios coformadores utilizando a técnica de antissolvente
liquido;

e Caracterizar estruturalmente o estado sdlido dos cocristais
sintetizados por difragdo de raios X de pé (DRXP), por
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e calorimetria diferencial de
varredura (DSC);

e A partir dos resultados obtidos na etapa de triagem, reproduzir os
cocristais obtidos por LAS utilizando CO; supercritico pelas
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técnicas de antissolvente gasoso (GAS) e solvente supercritico
(CSS);

e Avaliar o efeito da vazdo de CO; e da agitacdo do sistema na
cristalinidade dos cocristais formados pela técnica GAS;

e Analisar o tamanho e a morfologia das particulas produzidas por
meio de microscopia eletronica de varredura;

e Avaliar as propriedades de dissolucdo dos cocristais obtidos
comparando-os com os resveratrol puro, usando como método de
quantificacio a espectrometria no ultravioleta.

1.2 ESTRUTURA DO DOCUMENTO
Esse documento é organizado em 7 capitulos:
Capitulo 1 — Introducio.

Descreve brevemente os assuntos abordados no presente estudo, os
objetivos e a estrutura da pesquisa de doutorado desenvolvida.

Capitulo 2 — Revisdo .

Apresenta uma breve e sistemadtica revisdo da literatura sobre o
resveratrol, cocristais e tecnologia supercritica. Definicdes e teorias
basicas e recentes progressos foram introduzidos neste capitulo.

Capitulo 3 - Materiais e métodos.

Introduz os materiais empregados, metodologias e abordagens
analiticas utilizadas neste estudo. Uma descricdo do equipamento,
diagramas esquemdticos dos processos, procedimentos de operagdo e
condi¢bes de processo para cada uma das técnicas de cocristalizagido
utilizadas neste trabalho s@o apresentadas. Complementarmente, foram
fornecidas também descricdes dos equipamentos e técnicas utilizadas
para caracterizar os cocristais produzidos foram também fornecidas.

Capitulo 4 - Screening de cocristais do resveratrol.

Nesse capitulo é feita a avaliacdo da formacdo de cocristais do
resveratrol com diferentes coformadores, escolhidos a partir de anélise na
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literatura sobre compostos utilizados na producdo de cocristais de
polifendis, utilizando a técnica de antissolvente liquido.

Capitulo 5 - Obtencédo de cocristais do resveratrol em meio supercritico.

Resveratrol e os coformadores selecionados a partir dos resultados
do capitulo 4 foram recristalizados por antissolvente gasoso. Os
componentes recristalizados foram comparados com o original quanto a
alteracdes no tamanho de particula, morfologia e cristalinidade.
Subsequentemente, resveratrol e os coformadores selecionados foram
simultaneamente recristalizados por antissolvente gasoso para avaliar o
potencial para formacgdo de cocristal por esse procedimento. O cocristal
preparado foi comparado com o produzido usando a técnica de
antissolvente liquido para cristalinidade, comportamento térmico,
tamanho de particula e morfologia. Uma discussdo adicional sobre os
efeitos que a vazdo do CO» e agitagdo do sistema durante o processamento
podem ter sobre a cristalinidade foi fornecida por meio da comparacdo do
perfil de DRXP e DSC. Finalizando, foi realizada a tentativa de obtencao
de cocristas pela técnica de solvente supercritico, avaliando o efeito do
tempo de processamento.

Capitulo 6 - Estudos de dissolug@o.

Nesse capitulo € realizada andlise do perfil e da eficiéncia de
dissolucdo, em diferentes meios, dos cocristais produzidos em
comparacio com o resveratrol puro.

Capitulo 7 - Conclusdes e sugestdes.

Nesse capitulo sdo apresentadas as conclusdes gerais deste
trabalho e suas perspectivas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 QUIMICA SUPRAMOLECULAR

A quimica supramolecular foi definida pelo Prémio Nobel Jean-
Marie Lehn como "a associacdo de duas ou mais espécies quimicas
mantidas juntas por forcas intermoleculares” ou, simplesmente, "Quimica
além da molécula" (LEHN, 1988). Considerando que a quimica sintética
envolve a constru¢do de uma molécula por meio da formagdo de ligagdo
covalente, a quimica supramolecular ndo engloba uma molécula, mas sim,
como moléculas interagem com outras moléculas do mesmo tipo ou
diferente.

A interacdo mais importante que ocorre em associacdes de
moléculas orgénicas € a ligacdo de hidrogénio. A relevancia da ligacdo de
hidrogénio na formacdo de estruturas supra moleculares reside no fato
destas serem direcionais e fortes (ETTER, 1990). Uma ligacdo de
hidrogénio pode se formar quando um dtomo A, que tem
eletronegatividade suficiente para causar desblindagem em um
hidrogénio em uma ligagdo covalente A—H, se aproxima de um atomo B
aceptor que apresenta pares de elétrons ndo ligados ou elétrons =
polarizdveis resultando em um arranjo A—H---B (STEINER, 2002).
Ligacdes de hidrogénio tem a flexibilidade para existir entre uma
variedade de grupos funcionais e diferentes comprimentos e geometrias
(DESIRAJU, 2002). Essas associacdes formam blocos de construgdo
supramoleculares conhecidas como sintons (BERNSTEIN et al., 1995;
DESIRAJU, 1995). Ao estudar os motivos de empacotamento e padrdes
de ligacdes de hidrogénio nas estruturas cristalinas de grande nimero de
compostos orgénicos, Etter (1991) e Donohue (1952) propuseram as trés
seguintes regras de ligagcdes de hidrogénio:

e Todos os hidrogénios d4cidos numa molécula serdo utilizados
para a formacdo de ligacdes de hidrogénio;

e Todos os bons aceitadores de ligacdes de hidrogénio serdo
utilizados quando houver doadores de liga¢do de hidrogénio
disponiveis;

e O melhor doador e o melhor aceitador de ligacdo de
hidrogénio formardo, preferencialmente, ligacdes de
hidrogénio entre si.

Usando estas regras, a ligacio de hidrogénio e a formacao de sinton
entre os grupos funcionais de diferentes moléculas podem ser previstos e
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classificados. Excegdes a estas diretrizes ocorrem frequentemente devido
a competicdo de multiplas ligacdes de hidrogénio, dipolo ou sitios
i6nicos, bem como limitagdes estéricas ou conformacionais.

2.1.1 Sintons supramoleculares

Sintons supramoleculares s3o unidades estruturais dentro de
supermoléculas que podem ser formados e/ou montados por meio de
operacdes de sintese conhecidos ou concebiveis envolvendo interacdes
intermoleculares (DESIRAJU, 1995).

Os sintons podem ser classificados como homosinton, que ocorrem
entre dois sintons iguais, ou seja, uma intera¢do baseada no mesmo grupo
funcional e heterosinton, que ocorrem em sintons diferentes, isto é,
interacdes intermoleculares entre diferentes grupos funcionais
(NANGIA; DESIRAJU, 1998). Exemplos dos dois tipos sdo mostrados
na Figura 2.1, onde duas funcionalidades sdo complementares um do
outro e podem ser montados por meio de dois pontos de reconhecimentos
para formar homositons ou heterosintons.

Figura 2.1 — Exemplos de homosintons (A) e heterosintons (B).

A B
Q v H—0 0 H-O
Al el
O—H 0 N—H 0

H

Fonte: Adaptado de BLAGDEN et al. (2007).
2.2 ENGENHARIA DE CRISTAIS

O desenho racional de novos materiais cristalinos levou ao
desenvolvimento de um novo campo: a engenharia de cristais. O termo
“engenharia de cristal” foi criado em 1955 por R. Pepinsky (1955).
Voltou a ser usado em 1971 por G.M.J. Schmidt (1971) em seu trabalho
sobre fotodimerizacdo no estado sélido. Porém, o conceito moderno de
engenharia de cristal foi desenvolvido por Desiraju em seu livro
publicado em 1989, intitulado "Crystal engineering: the design of organic
solids", que € definida como: "a compreensdo das interacdes
intermoleculares no contexto de empacotamento cristalino e na utilizagdo
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de tal compreensdo na concep¢do de novos sélidos com propriedades
fisicas e quimicas desejadas" (DESIRAJU, 1989).

A engenharia de cristais tem uma ampla gama de aplicacdes em
muitos campos, mais recentemente por meio do desenvolvimento de
cocristais (AAKEROY; BEATTY; HELFRICH, 2002).

Cheney et al. (2010) usaram a abordagem de sinton
supramolecular para efetivamente priorizar todos os coformers
disponiveis e sistematicamente preparar e caracterizar uma variedade de
cocristais de meloxicam com dcidos carboxilicos. O trabalho resultou na
producdo de 19 cocristais incluindo o cocristal de um sal. Millar et al.
(2012) utilizaram a engenharia de cristais para estudar a cocristalizacdo
da nitramina policiclica (CL-20), que € atualmente o explosivo mais
poderoso disponivel comercialmente, tentando obter uma forma que
exibisse sensibilidade suficientemente reduzida, sem comprometer o seu
desempenho explosivo. Como resultado obtiveram quatro cocristais do
CL-20.

2.3 POLIMORFISMO

O termo polimorfismo deriva do grego onde “poli” (muitas) e
“morphes” (formas) ¢ definido como a capacidade de uma substancia
existir como duas ou mais fases cristalinas que tém arranjos ou
conformacdes diferentes das moléculas na rede cristalina (HILFIKER;
BLATTER; RAUMER, 2006). Diferencas na estrutura cristalina podem
levar a consideraveis alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas, tal
como tamanho de particula, forma, dureza, ponto de fusdo, densidade,
solubilidade, taxa de dissolugdo, higroscopicidade, reatividade,
capacidade calorifica e estabilidade (HALEBLIAN; MCCRONE, 1969;
REMENAR et al., 2003) que afetam o processo de produc¢do do composto
(CHEN, A. M. et al, 2007; OGIENKO et al, 2011) e sua
biodisponibilidade (BLAGDEN et al., 2007).

As diferencas estruturais entre os polimorfos podem ocorrer
devido a um arranjo diferente de uma das moléculas da rede
(polimorfismo de embalagem ou orientacional) ou por causa de uma
conformacdo diferente das moléculas na rede (polimorfismo
conformacional) (STAHLY, 2007).

Como os polimorfos originam-se de diferentes arranjos das
moléculas ou fons no reticulo, a habilidade do polimorfo cristalizar é
governada por fatores termodindmicos e cinéticos. Como apenas uma
forma é termodinamicamente estavel a determinada temperatura, pode
ocorrer a transicdo polimérfica, ou seja, a forma polimérfica de maior
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energia tende a se transformar na forma de menor energia e, portanto,
mais estdvel. Se para ocorrer essa transformacgdo for necessdria uma alta
energia de ativacdo, pode ocorrer a formagcdo de formas metaestaveis
(BARBAS et al., 2006; STAHLY, 2007).

24 ESTRATEGIAS PARA ALTERAR AS PROPRIEDADES FISICO-
QUIMICAS DE UM SOLIDO

Virias estratégias vém sendo propostas para melhorar as
propriedades fisico-quimicas de um sdlido, com destaque para a
solubilidade, taxa de dissolucio e, consequentemente, sua
biodisponibilidade. Entre essas alternativas podemos citar: a formacdo de
um sal resultante da rea¢do do farmaco com um acido ou base (REDDY
et al.,, 2011; REDDY et al., 2013), a obtencdo de um solvato pelo
processo de cristalizacdo quando o solvente € retido e incorporado como
parte da estrutura cristalina (DOUILLET et al., 2012), dispersdes sélidas
(SAREEN et al., 2012), microemulsificacdo (HE et al., 2010), formagao
de complexos com ciclodextrinas (KURKOV; LOFTSSON, 2013),
micronizacdo (AGUIAR et al., 2016) e a obtencdo de um cocristal.

2.5 COCRISTAIS

Cocristais tém gerado um enorme interesse por causa do potencial
para personalizar as propriedades fisico-quimicas do sélido mantendo a
sua integridade quimica (AAKEROY et al., 2013). Sdo parte de uma
ampla classe de cristais de componentes miltiplos, onde duas ou mais
moléculas preenchem uma estrutura cristalina homogénea em uma
estequiometria bem definida. O cristal multicomponente resultante
possuird um perfil fisico-quimico distinto, com potenciais melhorias em
propriedades, tais como a solubilidade, ponto de fusdo ou estabilidade
fisica (TRASK; MOTHERWELL; JONES, 2006).

A producio de cocristais tem encontrado aplicagdes em dreas como
a farmacéutica (CHENEY et al., 2010), agroquimica (NAUHA;
KOLEHMAINEN; NISSINEN, 2011), 6ptica ndo-linear (AAKEROY et
al., 1993), explosivos (MILLAR et al., 2012) e semicondutores organicos
(WANG; HUANG, 2007).

A estrutura de um cocristal pode ser formada por meio de varios
tipos de interacdo ndo covalentes como ligacdes de hidrogénio, interacdes
n-n (empilhamento ) e forcas de Van der Waals (MASHHADI et al.,
2014). As ligagdes de hidrogénio € o modo predominante de interacio na
formacdo de um cocristal (YADAYV et al., 2009).
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Em um cocristal qualquer substancia s6lida, independentemente de
apresentar grupos dcidos, bdsicos ou ionizdveis, tem potencial para ser
recristalizado. Este aspecto ajuda a complementar os métodos existentes,
reintroduzindo moléculas que tinham perfis limitados com base em seus
grupos funcionais. Além disso, o nimero de potenciais coformadores de
cocristal ndo toxicos que podem ser incorporados € profuso
(SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009).

A Figura 2.2 mostra a diferenca entre as estruturas cristalinas mais
comuns que podem ocorrem em um sélido.

Figura 2.2 — Tipos de cristais mais comuns e seus respectivos componentes.
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Fonte: Schultheiss e Newman (2009).

Os cocristais se diferenciam dos solvatos, pois todos os seus
formadores estdo no estado solido a temperatura ambiente
(AITIPAMULA et al., 2012) e dos sais, pois ndo ocorre a transferéncia
de protons durante a interagdo das moléculas formadoras do cocristal
(LAKSHMI KUMAR et al., 2009). A Figura 2.3 mostra as relagdes entre
esses solidos. Essas formas solidas multicomponentes podem se sobrepor
uma a outra e, além disso, podem exibir o polimorfismo.
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Figura 2.3 — Relag6es entre s6lidos cristalinos multicomponente.

As propriedades fisicas e quimicas de cocristal sdo uma fungéo do
arranjo cristalino tinico do estado s6lido e da interacfo dos componentes
multiplos. Todas as propriedades que t€m uma base na estrutura de cristal
podem ser afetadas em algum grau quando um cocristal € formado
(SHAN; ZAWOROTKO, 2008).

2.6 PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DOS COCRISTAIS

As propriedades fisico-quimicas dos cocristais sdo uma
combinagdo de propriedades individuais dos formadores do cocristal.
Essas propriedades, como a biodisponibilidade, o ponto de fusdo e a
solubilidade sdo muito importantes quando se produz uma nova forma
cristalina, como um cocristal.

2.6.1 Ponto de fusao

O ponto de fusfo € indicado pela temperatura na qual a fase sélida
atingiu o equilibrio com a fase liquida. Uma vez que o ponto de fusdo é
um processo termodindmico onde a energia livre de transi¢cdo € igual a
zero, o valor é determinado pela razdo da mudanca na entalpia de fusdo
pela variacdo da entropia de fusdo (JAIN; YANG; YALKOWSKY,
2004).

Uma grande quantidade de estudos tem sido realizada para
investigar se o ponto de fusdo de um cocristal € alterado com relagéio aos
componentes individuais e se podem ser estimados e modulados dentro
de uma série de cocristais (AAKEROY; FORBES; DESPER, 2009; BAK
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et al.,, 2008). Pode ser destacado o trabalho de revisdo realizado por
Schultheiss ¢ Newman (2009) que compararam o ponto de fusdo de 50
cocristais com os respectivos pontos de fusdo do principio ativo e
coformador verificando que 51% dos cocristais analisados tinham pontos
de fusdo entre os do principio ativo e coformador, enquanto que 39%
foram menores do que o principio ativo ou coformador, apenas 6% foram
mais elevadas, e 4% tiveram o mesmo ponto de fusdo como a API ou
coformador.

2.6.2 Solubilidade

A solubilidade ¢ definida como sendo o equilibrio termodindmico
de um soluto entre duas fases, neste caso a fase sélida e a solugdo. Para
este equilibrio ocorrer, a temperatura, a pressao e a energia livre de cada
espécie em cada fase devem ser iguais (HIGUCHI; CONNORS, 1965).
As caracteristicas de solubilidade de uma molécula dependem da sua
capacidade de solvatagdo e da sua energia de rede cristalina
(SERAJUDDIN, 2007). Os cocristais tem a habilidade de influenciar
ambos os fatores e em variada extensdo com predomindncia sobre a
capacidade de solvatacdo em funcdo da utilizacdo de coformadores muito
hidrofilicos. Um dos primeiros trabalhos a usar a abordagem de
cocristalizacdo para modificar as propriedades fisico-quimicas de um
principio ativo foi realizado por Remenar et al. (2003) que relataram os
estudos de dissolucao do farmaco antifingico itraconazol com acidos 1,4-
dicarboxilicos (Figura 2.4).

Figura 2.4 — Perfil de dissolucdo de cocristais de itraconazol
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Todos os cocristais revelaram uma dissolu¢do melhorada de 4 a 20
vezes maior do que itraconazol puro e a taxa de dissolucdo do itraconazol-
4cido malico foi comparativa com a forma amorfa comercializada

Aaker0y, Forbes e Desper (2009) comunicaram a obtengdo de
cocristais de hexametilenobisacetamida, um composto que é capaz de
inibir a proliferacdo de células de cancer do pulmao e também € utilizado
no tratamento da sindrome mielodisplasica e leucemia mieldide aguda
resistente, com uma série de acidos dicarboxilicos demostrando que a
solubilidade aquosa pode ser aumentada num fator de 2,5 em relagdo ao
do farmaco individual. Outro estudo, com o cocristal indometacina-
sacarina, demonstrou solubilidade de 13 a 65 vezes maior que a
indometacina na faixa de pH 1-3 (ALHALAWEH et al., 2012).

2.6.3 Biodisponibilidade

A biodisponibilidade das substdncias ingeridas por via oral &
funcdo da sua solubilidade e dissolucdo nos fluidos gastricos e intestinais,
bem como a capacidade das drogas de permear as membranas celulares.
Juntos, solubilidade e permeabilidade sdo a base para o sistema de
classificacdo biofarmacéutica (BCS) que classifica as substincias em
quatro grupos, como no Quadro 2.1, baseadas nessas duas propriedades
(AMIDON et al., 1995).

Quadro 2.1 — Classificacdo de farmacos de acordo com o BCS.

Classe | Solubilidade Permeabilidade Descricao

I Alta Alta Compostos.geralmente muito
bem absorvidos.

I Baixa Alta Dls§olugao - absor¢ao
limitadas.

I Alta Baixa Permeabllldade — absor¢do
limitadas.

v Baixa Baixa Blodl;ponlbllldade oral muito
reduzida.

Fonte: Adaptado de Custodio, Wu e Benet (2008).

As melhorias de solubilidade sdo particularmente desejaveis para
compostos de classe Il do BCS que t€m baixa solubilidade e elevada
permeabilidade. Os compostos de classe II exibem limitada solubilidade,
adsorcao oral e biodisponibilidade.
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2.7 ESCOLHA DO COFORMADOR

A escolha do coformador € uma etapa importante na producao de
um cocristal, na grande maioria das vezes os coformadores sdo
selecionados pela presenca de regides de complementaridade molecular
com o farmaco, especialmente pela presenca de grupos funcionais
capazes de formar ligacdes de hidrogénio intermoleculares. Uma
desvantagem dessa abordagem € que ela ndo € quantitativa, na medida em
que, embora a formacgdo da supermolécula possa ser favordvel, a propria
supermolécula pode ndo ser capaz de embalar em uma estrutura cristalina
ordenada. Essa abordagem ndo considera fatores como a competicao entre
os diferentes grupos funcionais presentes dentro do principio ativo ou do
coformador nem a densidade estérica em torno do doador e do aceitador.
Uma selecdio de coformadores com base na forma e na
complementaridade da polaridade foi proposta por Fabidn (2009) para
aumentar a taxa de sucesso da formacgdo de cocristais. Além disto, os
coformadores adequados devem apresentar-se seguros em relagdo a sua
toxicidade, sendo comum a busca em listas de compostos como,
geralmente consideradas como seguros (Generally Regarded As Safe —
GRAS) (F.D.A., 2013). Nesta lista destacam-se aditivos alimentares e
outras substancias j4 bastante estudadas.

2.8 METODOS DE PREPARACAO DOS COCRISTAIS

Os métodos de obtencao de cocristais podem ser divididos em dois
tipos: cinéticos e termodindmicos (ANDERTON, 2007).

Meétodos termodindmicos sdo usados para obter uma forma de
cristal estdvel nas condi¢des dadas, sdo métodos lentos e ocorrem em
condi¢cdes proximas ao equilibrio (NEWMAN, 2013). Os métodos
termodinamicos incluem cristalizagcdo por meio da evaporacdo lenta do
solvente, cristalizacdo por fusdo e transformagdo da fase mediada por
solugdo.

Os métodos cinéticos sdo mais adequados para pesquisar formas
de cristal metaestdveis com valores de energia de Gibbs mais altos em
comparagio com cristais estdveis. As condi¢des para esses métodos sao
de ndo-equilibrio. Em alguns casos, energia adicional é fornecida para
superar barreiras de energia e o processo geralmente leva minutos ou
mesmo segundos. Os métodos cinéticos incluem moagem e rdpida
evaporagdo do solvente, como secagem por pulverizacio e cristalizaco a
partir de meio supercritico (ANDERTON, 2007).
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Estes métodos diferem principalmente pela quantidade de liquido
usado e dos meios para converter uma determinada quantidade de
componentes de partida em cocristais. No entanto, esses métodos
tradicionais mostram desvantagens na triagem para cocristais e também
no aumento de escala. Uma desvantagem principal dos métodos de
evaporacdo de solvente é que o componente menos solivel pode
cristalizar instantaneamente, conduzindo a formagao parcial de cocristal.
Além disso, o solvente utilizado pode interferir com as interacdes
intermoleculares do cocristal desejado, e assim pode se incorporar na
estrutura do cristal com a possibilidade de formagdo de solvato.
Desvantagens adicionais para métodos baseados em solucdo € a
necessidade de volumes relativamente grandes de solventes orgénicos e a
grande quantidade de tempo necessdria para obter os produtos. Portanto,
o desenvolvimento de novos e melhores métodos para o rastreio e
producdo de cocristais € de grande interesse (PADRELA et al., 2010).

2.8.1 Cocristalizacio em solucao

Cocristalizac@o por evaporagdo consiste na adi¢ao de dois ou mais
componentes em um solvente volatil que possa solubilizar todos os
cristais presentes. Com a evaporacdo do solvente, alcanga-se um ambiente
de supersaturacdo onde qualquer alteracdo no sistema resulta na
nucleagio do cocristal. E 0 método mais simples, e por isso o mais
utilizado, principalmente para a triagem de novos tipos de cocristais.

Nesse método, os dois componentes devem possuir uma
solubilidade semelhante; caso contrdrio, o componente menos soltvel
precipitard. No entanto, solubilidade semelhante apenas ndo garante o
sucesso. Tem sido sugerido que pode ser 1til considerar compostos
polimoérficos, que existem em mais do que uma forma cristalina como
componentes para cocristalizacdo. Se um composto molecular existe em
véirias formas polimérficas demonstra que tem uma flexibilidade
estrutural e que ndo estd bloqueado em um unico tipo de estrutura
cristalina ou modo de empacotamento. Assim, aumenta-se a possibilidade
de levar tal molécula a um arranjo de empacotamento diferente em
presenca de outra molécula. Claramente, polimorfismo sozinho nio
garante a funcionalidade de um composto para atuar como um agente de
cocristalizacdo, ao passo que a capacidade de uma molécula para
participar em intera¢des intermoleculares, obviamente, desempenha um
papel fundamental (BLAGDEN et al., 2007).
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2.8.2 Diagramas de fases de cocristais

A termodindmica resultante da cristalizacdo dos componentes do
cocristal (A e B) em um solvente S a uma dada temperatura pode ser
mostrada em um diagrama terndrio de fases (RAGER; HILFIKER, 2009).
Quando o diagrama terndrio de fases € conhecido, os experimentos de
cristalizag@o para produgdo de cocristais podem ser melhor projetados e
os resultados previstos (CHIARELLA; DAVEY; PETERSON, 2007;
CHILDS et al., 2008). A Figura 2.5a mostra um diagrama de fase terndrio
esquemdtico para dois componentes (A e B) de solubilidade semelhante
em um dado solvente (S). O diagrama mostrado na Figura 2.5b € mais
complicado e representa o caso em que os componentes t&m solubilidades
muito diferentes. As solubilidades dos componentes sdo uma
caracteristica importante nestes diagramas, uma vez que as diferencas
alteram a localizag@o e o tamanho das regides da fase onde um cocristal
potencial é termodinamicamente estdvel (CHILDS et al., 2008).

Figura 2.5 — Diagrama terndrio de fase dos compostos A e B, que produzem um
cocristal 1:1, no solvente S, a) quando as solubilidades de A e B variam pouco e
b) quando a solubilidade de A é muito inferior a de B. As escalas estdo em

fragdo molar.
S S

0,25 )
1,00 V \ 0,00 1,00. 0,0(

A 0,00 0,25 0,50 0,75 I,OOB A 0,00 0,25 0,50 0,75 I,OOB

@ b)
Fonte: adaptado de Rager e Hilfiker (2009)

Segundo Rager e Hilfiker (2009), os diagramas acima podem ser
divididos em 6 regides:

e Regido 1: A e B se encontram totalmente dissolvidos e apenas
uma fase liquida homogénea estd presente.

e Regifio 2: apresenta o composto A no estado sélido e uma fase
liquida.

e Regido 3: apresenta o composto A sélido, o cocristal AB sélido
e uma fase liquida.

e Regido 4: apresenta o cocristal AB sélido e uma fase liquida.
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e Regido 5: apresenta o composto B sélido, o cocristal AB sélido
e uma fase liquida.

e Regido 6: Zona 2: apresenta o composto B no estado sélido e
uma fase liquida.

E1 e E2 sdo os pontos eutéticos onde o liquido estd em equilibrio
com as duas fases sélidas adjacentes (A e o cocristal no ponto E1 e B e
cocristal no ponto E2). No caso de um sistema com comportamento
semelhante ao da Figura 2.5a, uma solu¢do com quantidade equimolares
dos componentes levard a formacdo de um cocristal pela evaporacio do
solvente (passagem da regidao 1 para 4). Para sistemas com o
comportamento semelhante ao da Figura 2.5b, a cocristalizacdo em
solucdo por meio da evaporacio lenta de uma solu¢do equimolar resultard
no crescimento de um dos componentes s6lidos ou em uma mistura sélida
de cocristal e um dos componentes iniciais. Isso ocorre quando o caminho
da cristalizac@o passa pela regido 2 ou 3.

Esse exemplo mostra um cocristal simples, no caso da existéncia
de polimorfos, solvatos ou cocristais de diferentes estequiometrias
teremos diagramas bem mais complexos (RAGER; HILFIKER, 2009)
como, por exemplo, o da Figura 2.6 que foi reportado por Chadwick et al.
(2009) para o sistema ureia, dcido glutdrico e d4gua que apresenta 3 pontos
eutéticos e 8 regides com caracteristicas diferentes devido a formacao de
polimorfos do cocristal ureia-dcido glutérico.

Figura 2.6 — O diagrama de fase terndria ureia + 4cido glutarico + d4guaa 25 ° C
em porcentagem em massa

1) Liquidus

2) Urea + liquid

3) Urea, 2:1 co-crystal + liquid (E1
composition)

4) 2:1 co-crystal + liquid

5) 2:1 co-crystal, 1:1 co-crystal + liquid
{E2 composition)

6) 1:1 co-crystal + liquid

7) 1:1 co-crystal, B-glutaric acid + liquid
{E3 composition)

8) p-glutaric acid + liquid

100%
0% 2% 50% 5% 100%
Urea Beta-Glutaric Acid

Fonte: Chadwick et al. (2009)




48

Além dos diagramas terndrios de fase, podemos descrever o
comportamento de fase dos sistemas de cocristalizacdo por meio de um
diagrama de solubilidade de fase (NEHM,; RODRiGUEZ—SPONG;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2006), que mostra as concentracdes da
solu¢do em equilibrio com fases sélidas ou, por outras palavras, as curvas
de solubilidade das fases sdlidas A, B e cocristal AB em funcdo da
concentragdo da solucdo de A e B.

A dissociacao do cocristal em solucdo € descrito, de forma andloga
a um sal, pelo seu produto de solubilidade (Kps) que é definido como o
produto das concentra¢des dos componentes do cocristal na solugdo
(NEHM et al., 2006). Essa constante reflete a for¢a das interagdes no
estado sélido do cocristal em comparagdo com as interagdes com o
solvente.

Para um cocristal A.B, onde A € o principio ativo e B o
coformador, a solubilidade é descrita pelo equilibrio quimico entre o
cocristal s6lido e seus componentes em solugdo, sendo a constante desse
equilibrio dada por:

AuBb (sslido)y == aA (solucio) + DB (solucio)

K = 2498 (1)

QAgBy

Definindo a atividade do cocristal sélido como sendo igual a 1 e
assumindo que os coeficientes de atividade de A e B sdo iguais a 1, temos:

Kps = [A]%[B]® )

Onde Kps € o produto de solubilidade do cocristal. Considerando o
equilibrio acima, o balango de massa para [A] =a-S, 5, e [B]=b"
Sa,p, pode ser substituido na equagio 2 para obter-se a solubilidade do
cocristal.

__a+b| Kpgs
SagBy, = ’AaBb (3)

Essa solubilidade ndo € referida a solubilidade intrinseca, e sim
baseada no equilibrio quimico para todos os solventes onde os
componentes sao substincias ndo ionizadas.
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No caso de um cocristal onde os componentes se encontram na
propor¢ao 1:1, a equagdo 2 pode ser resumida a:

Kps = [A][B] “4)

Na Figura 2.7 temos um diagrama de solubilidade de fases
genérico. As curvas representam o comportamento dos produtos de
solubilidade dos cocristais com a concentragdo do principio ativo, [A], em
func¢do do coformador, [B], dada pela equacgdo [A] = Kpy/[B] baseado na
equacao 4.

Figura 2.7 — Diagrama de solubilidade de fase.

(B]

b
[A]
Fonte: adaptado de Childs et al. (2008).

Onde em 1 temos a regido em que A e B se encontram totalmente
dissolvidos e apenas uma fase liquida homogénea estd presente, a regido
2 apresenta o composto A no estado solido e uma fase liquida, a regido 3
apresenta o composto A sélido, o cocristal AB sélido e uma fase liquida,
a regido 4 apresenta o cocristal AB sélido e uma fase liquida, a regido 5
apresenta o composto B sélido, o cocristal AB sélido e uma fase liquida
e a regido 6 apresenta o composto B no estado sélido e uma fase liquida.

A linha horizontal come¢ando no ponto (a) é a solubilidade do
composto A e a linha vertical comegando no ponto (b) € a solubilidade do
composto B. A linha pontilhada representa a solu¢cdo com a concentracao
estequiométrica do cocristal em solvente puro e sua intersecio com as
curvas de solubilidade dos cocristais indicam a méxima concentracdo de
droga associada com a solubilidade do cocristal. O comportamento do
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produto de solubilidade do cocristal indica que concentragdes elevadas de
coformador estdo associadas com niveis baixos de principio ativo em
solu¢do. De um modo semelhante a um sal, cocristais exibem um efeito
de fon comum onde a solubilidade diminui a medida que a concentracio
do contraion aumenta (STAHL; WERMUTH, 2011).

2.9 CARACTERIZACAO DE COCRISTAIS

O estudo de cocristais € realizando em trés etapas: a primeira etapa
abrange a escolha do API e dos possiveis coformadores, a segunda é
sintetizar o cocristal utilizando técnica adequada e, finalmente a terceira
etapa, realizar a caracterizacdo do cocristal sintetizado mediante a
avaliacdo das suas propriedades fisico-quimicas e estruturais.

Essa caracterizag@o pode ser realizada pela aplicacdo de diferentes
técnicas entre as quais se destacam: Difracdo de Raio X pelo método do
p6 (DRXP), Difracao de Raio X de monocristal (DRXM), Espectroscopia
no Infravermelho (IR, do inglés Infrared Spectroscopy), Espectroscopia
Raman, Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Termogravimetria
(TG, do inglés Thermogravimetry) e Andlise Térmica Diferencial (DTA,
do inglés Differential Thermal Analysis), Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e Microscopia Eletronica de Varredura (SEM
do inglés Scanning Electron Microscopy) (PINDELSKA; SOKAL;
KOLODZIEJSKI, 2017).

Neste trabalho, foram utilizadas as técnicas de difracdo de raio X
pelo método do pé (DRXP), espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), andlise térmica por calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) e microscopia eletrdnica de varredura
(SEM). A seguir sdo apresentados alguns fundamentos relacionados a
cada uma destas técnicas.

2.9.1 Difracao de raio X pelo método do p6 (DRXP)

A difracdo de raio X é uma técnica versdtil e ndo destrutiva que
revela informacdo detalhada acerca da composicao quimica e da estrutura
cristalogréfica de matérias e compostos naturais ou sintetizados. Essa
técnica é baseada na propriedade inerente de cada cristal em desviar, em
um angulo especifico, a direcdo do raio X. Os angulos de desvio ou
espalhamento da radiagdo provocam um padriao de difracdo unico para
cada estrutura cristalina permitindo, assim, uma impressao digital para a
sua identificacdo (TREMAYNE, 2004).
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O comprimento de onda da radia¢do de raios-X € entre 0,01 e 10
nm, o que corresponde bem as distdncias de ligacdes atdmicas e
parametros de rede e € por isso que € normalmente escolhido para
caracterizacdo estrutural (BRITTAIN et al., 1991).

Os raios-X incidentes em um cristal serdo difratados se a lei de
Bragg (equagdo 5) for cumprida:

nA = 2d-sen6 5)

onde n é a ordem de reflexdo, A é o comprimento de onda dos
raios-X, d € o espaco interplanar num cristal e 0 € o angulo de incidéncia
dos raios-X. Esta descreve a difracdo de feixe de raios-X monocromadtico
que colidem num plano de dtomos (BRITTAIN et al., 1991).

A difracdo de raio-X de monocristal € utilizada para esclarecer a
estrutura de materiais cristalinos, que podem variar de compostos
inorgénicos a macromoléculas complexas, como proteinas ou polimeros.
E possivel saber tudo acerca da estrutura cristalina, desde que se obtenha
o monocristal. A obtencdo deste, é o passo mais dificil em todo este
processo (SHAH; KAKUMANU; BANSAL, 2006).

Ja a difracdo de raio-X de p6, € usada para caracterizar a estrutura
cristalogréfica, tamanho das particulas, e a orientagdo preferencial em
amostras solidas policristalinas. Este € um método de anélise mais usado
para a caracterizagdo de materiais cristalinos desconhecidos. Os
compostos sdo identificados comparando os dados da difracio com os
valores de uma base de dados de materiais conhecidos (SHAH et al.,
2006).

2.9.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho é uma das técnicas
espectroscGpicas mais utilizadas por quimicos organicos e inorganicos. E,
simplesmente, a medi¢cdo da absor¢cdo de radiacdo de diferentes
frequéncias por uma amostra colocada no caminho de um feixe de
radiacdo na regido do infravermelho do espectro eletromagnético. A
frequéncia associada a modos de vibragdo molecular depende dos
elementos presentes e do tipo de ligacdes. A andlise por meio de
espectroscopia no infravermelho tem como principal objetivo identificar
os grupos funcionais de uma determinada amostra. Diferentes grupos
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funcionais absorvem em frequéncias caracteristicas de radiagdo no
infravermelho do espectro (BARBOSA, 2007).

Virios sinais que indicam um potencial de ocorréncia de
cocristalizacdo podem ser encontrados quando se compara os espectros
no infravermelho dos componentes puros com os da potencial amostra de
cocristal causada por novas ligacdes de hidrogénio com o coformador. Os
mais proeminentes sao os desvios nas bandas associadas as vibracdes dos
grupos doador e receptor de ligacdes de hidrogénio, tais desvios estdo
normalmente localizados fora da regido da impressdo digital (isto é, na
faixa de 4000-1000 cm™") (TREMAYNE, 2004).

2.9.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura € uma técnica de andlise
térmica que regista o fluxo de energia calorifica associado a transicdes
nos materiais em funcdo da temperatura. E um método de variacio
entdlpica, no qual a diferenca no fornecimento de energia calorifica entre
uma substincia e um material de referéncia ¢ medida em funcdo da
temperatura, enquanto a substincia em estudo e a referéncia sao
submetidas a um mesmo programa de aquecimento, ou arrefecimento,
rigorosamente controlado (CHIU; PRENNER, 2011).

Os resultados s@o visualizados em um gréafico de fluxo de calor em
funcdo da temperatura. Uma varredura tipica de DSC pode ser vista na
Figura 2.8 onde sdo exemplificados alguns eventos térmicos que geram
mudangas na curva que podem ser classificados como sendo transi¢cdes
de primeira ou segunda ordem.

Eventos de primeira ordem geram eventos na curva e podem ser
endotérmicos (b e d) que podem corresponder por exemplo a fusdo,
dessorcdo e reducdo ou exotérmicos (c) que podem corresponder a
cristalizacdo, polimerizacdo, oxidacdo e adsorcdo. As transicdes de
segunda ordem caracterizam-se pela variagcdo de capacidade calorifica do
material e geram um deslocamento da linha de base (a) como a transi¢io
vitrea. Ao integrar a drea sob o pico de interesse, obtém-se a energia para
essa transicdo de fase especifica (CHIU; PRENNER, 2011).
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Figura 2.8 — Termograma genérico de DSC.
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2.9.4 Microscopia eletronica de varredura por emissiao de campo
(FESEM)

O Microscépio Eletronico de Varredura por Emissdo de Campo
(FESEM) € um instrumento que, assim como o SEM, fornece uma ampla
variedade de informagdes da superficie da amostra, mas com maior
resolucdo e uma faixa de energia muito maior. Funciona como um SEM
convencional: a superficie da amostra é digitalizada com um feixe de
elétrons, enquanto um monitor exibe as informagdes que nos interessam
com base nos detectores disponiveis (ALMQVIST et al., 2001).

A maior diferenca entre um FESEM e um SEM est4 no sistema de
geracdo de elétrons. Como fonte de elétrons, o FESEM usa uma pistola
de emissdo de campo que fornece feixes de elétrons de alta e baixa energia
extremamente focados, o que melhora bastante a resolucio espacial e
permite que o trabalho seja realizado em potenciais muito baixos (0,025
kV). Isso ajuda a minimizar o efeito de carga em amostras nao condutivas
e a evitar danos a amostras sensiveis a feixe de elétrons.
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Estudos baseados em microscopia eletronica (FESEM) sugeriram
vantagens significativas como: foco em alta resolucdo, capacidade de
medir propriedades estruturais e micromecénicas e o potencial de geracdo
de imagens com alta precisdo (ALMQVIST et al., 2001; MASSE et al.,
2001).

2.10 COCRISTAIS CONTENDO NUTRACEUTICOS

Nutracéuticos sdo compostos quimicos bioativos que estdo
presentes em alimentos, plantas ou qualquer outro material de ocorréncia
natural e que atuam com promogao da satde, prevencdo de doengas e/ou
propriedades medicinais (SEKHON, 2012). Nutrac€uticos se sobrepdem
com outros produtos de sadde, tais como produtos farmacéuticos e
fitoterapicos (KALRA, 2003).

Os nutracéuticos se estabeleceram como seguros e estdo
prontamente disponiveis sob boas praticas de producdo. Porém, muitos
nutracéuticos tém grandes problemas com baixa solubilidade em 4gua e,
portanto, baixa biodisponibilidade. Esse fato faz com que eles possam ser
usados como candidatos para a formacao de cocristais (SEKHON, 2012).
No Quadro 2.2 temos alguns estudos envolvendo a cocristalizagdo de
nutracéuticos a fim de melhorar as suas propriedades fisico-quimicas.
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Quadro 2.2 — Alguns estudos publicados na literatura sobre cocristais que apresentam componentes nutracéuticos.

O OCH,
HO

Acido glutdrico

Nutracéuticos Férmula molecular Coformador Referéncia
Acido p-cumarico O Cafeina (SCHULTHEISS; ROE;
. Teofilina BOERRIGTER, 2011)
OH
HO
Pterostilbeno OCH,4 Cafeina (SCHULTHEISS et al,
Carbamazepina 2010)
L
O OCH,
HO
Quercetina OH Cafeina (SCHULTHEISS et al,
OH Isonicotinamida 2010)
Teobromina
HO I (0}
OH
OH O
Pterostilbeno OCH;, Piperazina (BETHUNE et al., 2011)
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OH O

OH
OH O O

Curcumina Rersorcinol (SANPHUI et al., 2011)
Pirogalol
Fisetina OH Nicotinamida (SOWA; SLEPOKURA;
O Isonicotinamida MATCZAK-JON, 2013)
HO (0]
Cr
Luteolina OH
(0]
OH
HO o) O
Genisteina O OH
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Acido p-cumdrico o Nicotinamida (BEVILL; VLAHOVA;
WOH SMIT, 2014)
HO
Quercetina OH Nicotinamida (VASISHT et al., 2016)
OH Acido picolinico
"y g
OH
OH O
Miricetina OH Acetamida (MURESAN-POP et al,,
OH 2016)
HO o) O
Se G
OH
OH O
Crisina Citosina (CHADHA et al., 2017)

Cloridrato de tiamina
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Os nutracéuticos que apresentam alta solubilidade em dgua podem
ser usados como coformadores na producdo de cocristais de ingredientes
ativos farmacéuticos de baixa solubilidade. Elbagerma et al. (2011)
produziram e caracterizaram um cocristal formado por paracetamol e
4cido citrico como coformador. Ravikumar, Gaddamanugu e Anand
Solomon (2013) produziram um cocristal contendo isoniazida, farmaco
antituberculose muito potente, com dcido p-cumdrico como coformador.
Veverka (2013) reportaram a producdo de cocristais formados por
edaravona (um agente neuroprotector) e vérios 4cidos fendlicos como
coformadores.

2.11 RESVERATROL

O resveratrol (3,5,4’-tri-hidroxiestilbeno) (Figura 2.9b) € uma
fitoalexina presente numa grande variedade de espécies vegetais. Estes
produtos quimicos sdo caracterizados por sua baixa massa molar e sua
capacidade de inibir o progresso de infecgdes. E um polifenol derivado
do estilbeno (Figura 2.9a) produzido em plantas em resposta ao ataque de
patégenos, a radiacdo ultravioleta e a exposi¢do ao 0zénio (CAMONT et
al., 2009). Foi isolado pela primeira vez a partir das raizes de heléboro
branco (Veratrum grandiflorum O. Loes) em 1940 (TAKAOKA, 1939),
sendo que as fontes naturais mais ricas nesse composto sio extratos de
uvas escuras (Vitis vinifera) e raizes de Polygonum cuspidatum, uma
planta usada na medicina tradicional chinesa e japonesa. Ele também estd
presente em outras plantas como amoras, amendoim, mirtilo, morango e
em seus produtos (SATO et al., 2000; SOLEAS et al., 1997). A
quantidade de resveratrol presente em algumas fontes naturais pode ser
vista no Quadro 2.3. O resveratrol ¢ um composto solivel em lipideos,
etanol, dimetil sulféxido e praticamente insolivel em dgua. E altamente
permedvel sendo considerado de classe II segundo a BCS (LI et al., 2016;
ZHOU; LI, et al., 2016)
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Quadro 2.3 — Quantidade de resveratrol em algumas fontes naturais

Fonte Concentracao de trans- Comentarios
resveratrol
Vinhos tintos 0,1 -14,3 mg-L"! Cis- resveratrol, trans-glicuronideo! e cis-glicuronideo também estdo
presentes em concentragdes menores
Vinhos brancos 0,1 —2,1 mg-L! Em geral, o resveratrol € encontrado em concentra¢des abaixo de 0,1 mg-L-

!, exce¢bes incluem vinhos Riesling suico, portugués e alemdo, cis-

resveratrol, trans-glicuronideo e cis-glicuronideo também estfio presentes.

Sucos de uva vermelha

0,50 mg-L"! (média)

Trans-glicuronideo, cis-glicuronideo e cis-resveratrol encontrados na
concentracio de 3,38 mg-L!, 0,79 mg-L! e 0,06 mg-L!, respectivamente

Sucos de uva branca

0,05 mg-L"! (média)

Trans-glicuronideo e cis-glicuronideo encontrados na concentracio de 0,18
mg-L"' e 0,26 mg:-L'!, respectivamente

Uvas

0,16 — 3,54 mg-kg!

Os contetdos sdo semelhantes para uvas de vinho ou de mesa, uvas pretas
ou brancas. Trans-glicuronideo € predominante em concentracdes de 1.5-

7.3 pg-g!

Casca de uva seca

24,06 mg-kg! (média)

Trans-glicuronideo e cis-glicuronideo encontrados em concentragdes de
42,19 pg-g! € 92,33 pg- g, respectivamente

Mirtilos Maior que 0,032 mg-kg'!
Amendoins 0,02 - 1,92 mg-kg'!
Amendoins assados 0,055 mg-kg’!
Amendoins cozidos 5,1 mg-kg'!

Fonte: adaptado de Baur e Sinclair (2006).
'Glicuronideo € um glicosideo estilbenoide e é um dos principais derivados do resveratrol (ROMERO-PEREZ et al., 1999).




60

O resveratrol existe como dois isdmeros estruturais: cis (Z) e trans
(E), que diferem na distribui¢@o espacial dos grupos em torno da ligacdo
dupla da cadeia alifatica (Figura 2.9b e Figura 2.9c). Embora as duas
formas ocorram na natureza, o trans-resveratrol é biologicamente mais
ativo do que o isdomero cis (MUKHERIJEE; DUDLEY; DAS, 2010). O
“piceid” (Figura 2.9d) é a forma de resveratrol predominante nas fontes
alimentares, sendo posteriormente convertido em trans-resveratrol por
meio de hidrélise (UDENIGWE et al., 2008).

Figura 2.9 — Férmula molecular do estilbeno (a), trans-revesratrol (b), cis-
revesratrol (c) e trans- piceid (d).

(@) (b) OH
O w0 Q
OH

(©) (d)

74 O Hot: “
ol O

OH

Embora isomero cis seja menos estdvel que isomero trans, devido
a tensdo causada pela aglomeragdo de dois fendis volumosos do mesmo
lado na forma cis (CHADHA; DUREJA; KARAN, 2016), a isomerizagao
para cis pode ocorrer quando a forma trans é exposta a luz solar, a luz
artificial ou a radiagdo ultravioleta a um comprimento de onda de 254 ou
366 nm (BASLY et al., 2000; CAMONT et al., 2009; CHEN, X. et al.,
2007).
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2.12 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DO RESVERATROL

Embora o resveratrol tenha sido isolado décadas atrés, apenas nos
dltimos anos esse polifenol tem recebido maior ateng@o por causa de suas
extensas propriedades biologicas (CAMONT et al., 2009). Algumas
dessas propriedades sdo descritas a seguir.

2.12.1 Capacidade antioxidante

O resveratrol pode atuar como antioxidante e como sequestrador
de radicais livres, impedindo que se gere um estado de stress oxidativo.
A sua capacidade antioxidante depende das propriedades redox dos
grupos fendlicos e do potencial de deslocalizag@o de elétrons ao longo da
estrutura quimica. Trans-resveratrol e trans-4-hidroxiestilbeno (Figura
2.10a) apresentaram capacidade semelhante em capturar radicais livres e
superioridade quando comparados ao trans-3,5-di-hidroxiestilbeno
(Figura 2.10b), sugerindo que o grupo hidroxila presente na posicdo 4
apresenta dominancia quando comparado ao mesmo grupo presente na
posicio 3 e 5 (STOJANOVIC; SPRINZ; BREDE, 2001).

Figura 2.10 — Férmulas moleculares do trans-4-hidroxiestilbeno (a) e trans-3,5-
di-hidroxiestilbeno (b).

(a) (b) OH
Ho O / O O / O
OH

Os mecanismos envolvidos, que lhe conferem propriedades
antioxidantes, sdo a sua capacidade de competir com a coenzima Q10,
diminuindo a atividade da cadeia oxidativa e, consequentemente, a
producio de ERO (espécies reativas de oxigé€nio, sequestrar,
efetivamente, os radicais O»*, *OH, produzidos pelas mitocOndrias e
sequestrar efetivamente a formacdo de radicais induzidos pelos metais
(BOetal., 2013; BUONOCORE et al., 2012; DE GROOTE et al., 2012;
DE LA LASTRA; VILLEGAS, 2007; GHANIM et al., 2011; HEGER
et al., 2012).
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2.12.2 Propriedades antimicrobianas

Dado que o resveratrol é uma fitoalexina, intervindo na defesa das
plantas contra microrganismos, tem sentido estudar o seu potencial como
agente antibacteriano. Deste modo, verificou-se que o resveratrol possui
propriedades bacteriostdticas, principalmente, contra bactérias gram
positivas possivelmente devido as caracteristicas da parede celular destes
microrganismos (PAULO et al.,, 2010). O resveratrol € ativo contra:
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Helicobacter pylori,
Staphylococcus  aureus,  Enterococcus  faecalis,  Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis e Propionibacterium acnes. De acordo
com o estudo publicado por Chan (2002), foi testada a hipdtese do
resveratrol possuir atividade antifiingica sobre os fungos: Thrichophyton
mentagrophytes, Thrichophyton tonsurans, Thrichophyton rubrum,
Epidermophyton floccosum e Mycrosporum gypseum € agentes
etiolégicos das micoses cutaneas: tinea pedis (“pé de atleta”), tinea
corporsis (afeta a zona do tronco) e tinea cruris (afeta a zona das virilhas).
Deste estudo concluiu-se que o resveratrol inibiu o crescimento de todas
estas espécies de dermatofitos.

2.12.3 Potencial anticancerigeno

O resveratrol tem a capacidade de atuar nas etapas de iniciacdo,
promocgdo e progressdo da carcinogénese, inibindo-as a nivel molecular.
A etapa de inicia¢do ocorre quando hd uma alteracdo no material genético
(mutag@o) de uma célula normal, por acdo de um agente carcinogénico ou
por um defeito genético inerente a propria célula. Nesta etapa, o
resveratrol tem a capacidade de atuar por meio da supressdo da ativacdo
metabdlica de agentes carcinogé€nicos e/ou do aumento da destoxificagdo
por meio da modulacdo da atividade de enzimas envolvidas em reagdes
de fase I (compostos lipofilicos sdo transformados em carcinogénicos
eletrofilicos) e de fase Il (convertem os metabolitos primdrios em
compostos mais hidrossoliiveis). Na etapa da promocdo um agente
promotor provoca a expansdo clonal da célula iniciada, seletivamente.
Nesta situacdo, o resveratrol atua na prevengdo do cincer por meio da
inibicdo da ativacdo de proteinas quinases. Além disso, o resveratrol
induz a agregacdo de receptores de morte celular no microdominio
lipidico, induzindo a formacdo de um complexo de sinalizacdo indutor de
morte que por sua vez conduz a ativacdo da cascata das caspases,
resultando também em morte celular. Na etapa de progressdo ocorre a
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expansdo de uma populagdo de células iniciadas que, posteriormente, sdo
convertidas em células malignas, conduzindo a formacgdo do céancer.
Nessa etapa o resveratrol atua como um agente terapéutico bloqueando a
progressdo do ciclo celular e induzindo a apoptose. (HOWELLS et al.,
2011; PATEL et al., 2010; POPAT et al., 2013; WESTON; HARRIS,
2003; ZHU et al., 2012).

2.12.4 Efeito cardioprotetor

A molécula de resveratrol demonstra possuir propriedades bastante
promissoras que contribuem para diminui¢do do risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Estudos recentes revelam
que, em ratos, é capaz de produzir efeitos cardioprotetores por meio da
atenuacdo da producdo de ERO, melhorando a fungdo endotelial, da
inibicdo de processos inflamatérios e da diminui¢do da taxa de apoptose
endotelial além de atuar sob os mecanismos de agregacdo plaquetéria,
propriedades vasodilatadoras e efeitos benéficos sob os niveis de
colesterol e triglicerideos (BHULLAR; UDENIGWE, 2016; DAS; DAS,
2007; TANG et al., 2014).

2.12.5 Atividade anti-inflamatoria

As propriedades anti-inflamatérias do resveratrol tém sido
largamente estudadas, observando-se que ocorre uma reducio dos niveis
de marcadores inflamatérios (quimiocinas e citocinas). Inimeros estudos
tém demonstrado que o resveratrol tem capacidade de atuar nos processos
inflamatdrios por meio das suas propriedades antioxidantes, pois ao
combater o stress oxidativo ird atenuar a inflamacdo subjacente, causada
pela ativacdo de proteinas quinases (DIAZ-GEREVINI et al., 2016;
GHANIM et al., 2010; MAIA et al., 2012; TOME-CARNEIRO et al.,
2012).

2.13 TOXIDADE DO RESVERATROL

Existem poucas informacdes com relacdo a toxidade do
resveratrol. Em ratos, uma dose de 300 mg néo tem efeito t6xico, porém,
uma dose de 1 gkg' comega a produzir efeitos adversos como
desidratagdo e perda de peso. Uma dose de 3 g-kg! comega ter uma alta
toxicidade, provocando danos hepdticos, renais e anemia (CROWELL et
al., 2004). Uma dose de 18 g-kg! é mortal para maioria dos animais
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estudados. Em humanos doses tnicas de 10 g de resveratrol sdo bem
toleradas (KNUTSON; LEEUWENBURGH, 2008).

2.14 COCRISTAIS DO RESVERATROL

Existem apenas trés estudos publicados envolvendo a
cocristalizacdio do resveratrol. Kavuru et al. (2010) utilizaram o
resveratrol como coformador na obten¢@o de cocristais de betaina e Zhou
et al. (2016) cocristalizaram o resveratrol com dois coformadores (4-
aminobenzamida e isoniazida) utilizando moagem assistida por solvente
e remocao rapida de solvente. He et al. (2017) produziram cocristais do
RES com trés coformadores (nicotinamida, isonicotinamida e 1-Proline)
usando evaporacdo lenta de uma solucio preparada com uma mistura de
solventes organicos (acetona, hexano e tolueno no caso da nicotinamida).
Até o momento ndo foi publicado nenhum estudo sobre a producgado de
cocristas do resveratrol utilizando a tecnologia supercritica.

2.15 FLUIDOS SUPERCRITICOS

Um fluido supercritico é aquele que se encontra simultaneamente
acima temperatura (Tc) e pressdo critica (Pc). Suas propriedades
termofisicas podem ser ajustadas por pequenas mudangas na temperatura
e/ou pressdo. Ainda suas caracteristicas de densidade os tornam
adequados como solventes para uma grande variedade de solutos, onde
qualquer mudanca na pressdo ou temperatura, perto do ponto critico, pode
alterar seu poder de dissolug@o, assim como a sua seletividade. Os fluidos
supercriticos sdo altamente compressiveis com densidades que sdo
préximas ao liquido e propriedades de transporte semelhantes a de um gas
(BRUNNER, 1994).

No diagrama da Figura 2.11, € possivel distinguir trés fases de uma
substincia pura, neste esquema simplificado, as regides de fases simples
sdo separadas pelas curvas de equilibrio sélido-liquido, curva de
equilibrio sélido-vapor e curva de equilibrio liquido-vapor. Na
intercessao das trés curvas se encontra o ponto triplo, onde a substancia
estd no estado sdlido, liquido e gasoso. Sobre a curva de equilibrio
liquido-vapor, curva de pressao de vapor, estd no estado liquido e gasoso.
No final dessa curva temos o ponto critico, acima do qual temos a regido
de fluido supercritico. No ponto critico as propriedades de liquido
saturado e vapor saturado sdo iguais.



Figura 2.11 — Diagrama de pressdo-temperatura para um componente puro.
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2.15.1 Propriedades de fluidos supercriticos
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Na Tabela 2.1 s@o apresentadas algumas propriedades referentes a
fase liquida e gasosa em comparagdo ao fluido supercritico. O fluido
supercritico tem uma baixa viscosidade e alta difusividade como gas, mas
uma massa especifica semelhante a de um liquido (RANDOLPH, 1990).

Tabela 2.1 — Propriedades fisico-quimicas de liquidos, gases e fluidos
supercriticos.

. L Fluido .
Propriedade Liquido Supercritico Gés
Massa especifica (g-cm™) 1 0,3 10°
Viscosidade (mPa-s) 102 104 10
Difusividade (cm?s™") 5-10° 107 0,1

Fonte: Adaptado de Starmans e Nijhuis (1996)

O poder de solvata¢do de um fluido supercritico é depende da sua
massa especifica que pode ser ajustada pela variagdo de pressdo ou
temperatura. Proximo ao ponto critico uma pequena elevacio de pressdo
aumenta consideravelmente a massa especifica do fluido. Este efeito
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diminui quando nos afastamos dos valores de pressio e temperatura
criticos, por isso o poder de solvatacdo de um fluido supercritico pode ser
controlado mais facilmente do que o de um solvente liquido
(RANDOLPH, 1990).

Figura 2.12 — Propriedades dos fluidos supercriticos.

o Alta difusividade

e Baixa viscosidade Uitk de * Alta densidade

fluido supercritico ‘s Alto poder de solvatacio

e Baixa tensdo superficial

Na Tabela 2.2, temos exemplos da temperatura, pressdo e massas
especificas criticas de algumas substancias.

Tabela 2.2 — Propriedades criticas de alguns compostos.

Solvente Te Pc Pc Ve (em®
(°Cy*  (MPa)®  (g.cmd) mol )¢
Metano -82,6 4,60 0,16 99
Xenon 16,6 5,84 1,15 118
Dioxido de carbono 31,0 7,38 0,47 94
Etano 32,2 4,87 0,20 146
Oxido de dinitrogénio 36,4 7,26 0,45 97
Hexafluoreto de enxofre 45,5 3,77 0,74 199
Propano 96,7 4,25 0,22 200
AmoOnia 1324 11,4 0,24 72
Metanol 239.4 8,08 0,27 117
Etanol 240,9 6,14 0,28 168
Agua 374.0 22,1 0,32 56

Legenda: (a) temperatura critica, (b) pressfo critica, (c) massa especifica critica
e (d) volume molar critico
Fonte: adaptado de Reichardt (2006).

O composto com propriedades criticas mais interessantes (baixa
temperatura critica e pressdo critica) entre esses compostos € o didxido de
carbono (COz2). Além de ser ambientalmente limpo e poder ser removido
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do produto mediante um sistema de despressurizacdo simples, o CO»
supercritico também fornece um meio inerte apropriado para processar
facilmente substincias oxidaveis. Além disso, a alta solubilidade da
maioria dos solventes orginicos em fluidos supercriticos permite a
obtencdo de produtos isentos de solventes (COCERO et al., 2009;
MIGUEL et al., 2006; NALAWADE; PICCHIONI; JANSSEN, 2006).

2.15.2 Fluidos supercriticos como antissolventes

A precipitacdo de compostos dissolvidos a partir de uma solucdo
utilizando fluidos supercriticos como antissolventes pode ser realizada
por vdrias técnicas sendo a diferenca entre elas a forma como ocorre o
contato entre a solucdo e o fluido supercritico (FRANCESCHI et al.,
2009).

Gallagher et al. (1989) descreveram o primeiro método
empregando antissolvente pressurizado (Gas Antisolvent - GAS). Este
processo foi desenvolvido para recristalizar compostos sélidos que sdo
insoliveis em fluidos supercriticos. Devido a dissolugdo do gés
comprimido, o solvente expande tendo uma for¢a menor do que o
solvente puro. A mistura fica supersaturada, levando a precipitacdo do
soluto em microparticulas (JUNG; PERRUT, 2001).

Outra técnica utilizada € o SAS (Antissolvente Supercritico). Essa
técnica se diferencia pela forma de contato do fluido supercritico. A
solucdo é pulverizada para uma camara onde ja estd presente o fluido
supercritico, provocando o rdpido contato entre eles, o que resulta na
geracdo de particulas (YEO; KIRAN, 2005). Na técnica de SEDS
(dispersdo de solu¢do melhorada por fluidos supercriticos — “Solution
Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids”) a solugdo liquida,
contendo o soluto e o solvente organico, € pulverizada em conjunto com
o fluido supercritico. O fluido supercritico é utilizado tanto como
antissolvente como meio de dispersdo para solugdo. A alta velocidade do
contato entre os fluxos da solucdo e do fluido gera a precipitagdo das
particulas (YEO; KIRAN, 2005). Boschetto et al. (2013) utilizaram a
técnica SEDS para encapsular extrato de sementes de uva poli
(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) biocompativel (PHBV) obtendo
particulas esféricas com tamanho de 0,70 pm e eficiéncia de encapsulagéo
de 66%.

A utilizag@o de fluidos supercriticos na produgéo de cocristais é
recente, o0 Quadro 2.4 resume os trabalhos disponiveis na literatura que
relatam a utilizagdo de meio supercritico para producdo de cocristais.
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Quadro 2.4 — Principais técnicas utilizadas na producdo de cocristais em meio supercritico

GUPTA, 2013)

Referéncia Técnica(s) | Principio ativo | Coformador(es) Objetivo

(PADRELA et al., CSS! Indometacina Sacarina Produzir cocristais de indometacina e sacarina
2009) SAS? pelas 3 técnicas e comparar a morfologia e
AAS? tamanho de particula, da solubilidade e taxa de

dissolucdo.
(PADRELA et al., SEA* Indometacina Sacarina Produzir cocristais de diferentes principios ativos
2010) Teofilina com sacarina e comparar a morfologia e o

Cafeina tamanho das particulas obtidas.
Sulfametazina
Aspirina
Carbamazepina

(SHIKHAR et al., GAS’ Carbamazepina Nicotinamida Formular e  caracterizar  cocristais de
2011) carbamazepina e nicotinamida e complexos de
inclusdo destes cocristais com a-ciclodextrina
comparar suas solubilidades e taxas de

dissolucdo.
(OBER; GUPTA, GAS Itraconazole Acido succinico Produzir cocristal de itraconazole e dacido
2012) succinico utilizando a técnica GAS e comparar
com o mesmo cocristal produzido por

antissolvente liquido.

(OBER; GAS Itraconazole Acido L-malico Produzido um cocristal de itraconazole e 4cido
MONTGOMERY; L-madlico utilizando a técnica GAS e comparar

com o0 mesmo cocristal

antissolvente liquido.

produzido por
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Referéncia Técnica(s) | Principio ativo | Coformador(es) Objetivo
(NEUROHR et al., GAS Naproxen Nicotinamida Produzir cocristal de naproxen e nicotinamida
2013) pela técnica GAS e comparar sua estrutura com a
de cocristais dos mesmos componentes ji
relatados na literatura.

(TIAGO et al., 2013) SEA Teofilina Sacarina Gerar microcompositos distintos de teofilina
pura, cocristais de teofilina-sacarina e dispersodes
de cada forma cristalina em O6leo de palma
hidrogenado comparando a estabilidade e a
solubilidade e taxa de dissolucdo de cada forma.

(PADRELA et al., SEA Teofilina Ureia Obter cocristais de teofilina com varios
2014) Sacarina coformadores comparando a morfologia,
Acido gentisico tamanho das particula, solubilidade e taxa de
Acido salicilico dissolugdo de cada.
Acido glutérico
Acido sorbico
Acido 1-hidroxi-2-
naftoico

Acido oxlico

Acido maléico

Nicotinamida
(MULLERS; RESS® Ibuprofeno Nicotinamida Investigar a cocristalizagdo e micronizagio

PAISANA; WAHL,

2015)

simultanea do cocristal de ibuprofeno com
nicotinamida na propor¢do 1:1 e avaliar sua
solubilidade e taxa de dissolucéo.
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Referéncia Técnica(s) | Principio ativo | Coformador(es) Objetivo
(ERRIGUIBLE et al., GAS Naproxen Nicotinamida Aplicar um modelo matemadtico que descreve o
2015) processo de GAS a formagdo de um cocristal
para estimar os pardmetros de nucleacdo e
crescimento.
(IMCHALEE; GAS sulfametoxazol Acido L-malico Aumentar a taxa de dissolugdo do
CHAROENCHAITRA a sulfametoxazol formando um cocristal com
KOOL, 2015) dcido L-malico usando a técnica GAS.
(HARSCOAT- GAS Acido Nicotinamida Investigar a recristalizacdo induzida por CO,
SCHIAVO et al., aminosalicilico comprimido como um antissolvente foi como
2015) uma nova maneira de produzir polimorfos e
cocristais de isomeros posicionais do dcido
aminosalicilico com nicotinamida.
(PADRELA et al., CSS Indometacina Sacarina Avaliar os mecanismos subjacentes a técnica
2015) Teofilina CSS por meio da producdo de cocristais varios
Cafeina principios ativos com sacarina como coformador.
Sulfametazina
Aspirina
carbamazepine
(NEUROHR et al., GAS Naproxen Nicotinamida Investigar a cocristalizacdo da mistura racémica
2015) de naproxeno com a nicotinamida.
(NEUROHR et al., SAS Naproxen Nicotinamida Avaliar a cocristalizacdo de naproxeno com
2016) nicotinamida pela técnica GAS focando nos
efeitos taxa de alimentacdo do CO, e da solucéo.
(CUADRA et al., SAS Diflunisal Nicotinamida Investigar a cocristalizacdo de diflunisal com
2016) nicotinamida avaliado o efeito da temperatura,
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Referéncia Técnica(s) | Principio ativo | Coformador(es) Objetivo
pressdao, concentragdio de  diflunisal e
nicotinamida na solucfo inicial.
(HIENDRAWAN et SAS Paracetamol Acido dipicolinico | Produzir cocristal de paracetamol e 4cido
al., 2016) dipicolinico usando a técnica SAS para melhorar
o seu perfil de tabletabilidade.
(KOTBANTAO; GAS Cetoconazol Acido 4- Melhorar a taxa de dissolucao do cetoconazol em
CHAROENCHAITRA aminobenzdico agua, formando um cocristal com dcido 4-amino-
KOOL, 2017) benzdico.
(CUADRA et al., SAS Carbamazepine Sacarina Investigar a produgdo do cocristal de
2018) carbamazepina e sacarina.
(WICHIANPHONG; GAS Acido nicotinamida Produzir  cocristal acido  mefenamico-
CHAROENCHAITRA mefenamico nicotinamida a fim de melhorar a taxa de
KOOL, 2018) dissolucdo deste e avaliar os efeitos da
temperatura de operacdo, razdo molar e
porcentagem de saturag@o na solucio inicial.

! Cocristalizagdo com solvente supercritico (Cocrystallization With Supercritical Solvent).

2 Antissolvente supercritico (Supercritical Anti-Solvent).

3 Atomizagdo e antissolvente (Atomization and Anti-Solvent)
4 Atomizagdo melhorada por fluidos supercriticos (Supercritical Fluid Enhanced Atomization).
5 Antissolvente gasoso (Gas Anti-Solvent).
6 Rdpida expansio de solucgdes supercriticas (Rapid Expansion of Supercritical Solutions).
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Das técnicas apresentadas no Quadro 2.4, apenas a técnica CSS
utiliza o CO» supercritico como solvente, todas as outras o utilizam com
antissolvente. O diéxido de carbono (CO;) é o fluido supercritico mais
comumente utilizado em cocristalizagdes porque ndo é tdxico nem
inflamével, € barato, naturalmente abundante e possui parAmetros criticos
suaves (Temperatura critica 31,1 °C e pressdo critica 73,8 bar)
(ERRIGUIBLE et al., 2015; OBER; GUPTA, 2012
WICHIANPHONG; CHAROENCHAITRAKOOL, 2018).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, serdo apresentados os materiais e os métodos de
producdo e caracterizagdo de cocristais utilizados neste estudo.
Primeiramente, todos os materiais serdo apresentados em detalhes,
incluindo o nome, férmula, pureza e fabricante.

Serdo apresentadas as metodologias empregadas nas técnicas de
processamento utilizadas nesse trabalho para producdo de cocristais,
como a cristalizacdo com solvente supercritico (CSS), antissolvente
gasoso (GAS) e antissolvente liquido (LAS).

Em seguida, os métodos de caracterizacdo serdo apresentados,
incluindo espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), calorimetria diferencial de varredura (DSC), difracdo de raio X
de p6 (DRXP) e microscdpio eletronico de varredura de emissdo de
campo (FESEM). Essas abordagens analiticas foram aplicadas para
identificar a formacao do cocristal e caracterizar suas propriedades fisico-
quimicas.

Para finalizar, estudos da taxa de dissolu¢c@o foram realizados para
investigar e comparar o perfil de dissolugdo dos cocristais com o
resveratrol.

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Principio ativo e coformadores

Trans-resveratrol, com uma pureza de 99,5%, foi adquirido da SM
Empreendimentos — Sdo Paulo/SP, Brasil. Acido salicilico (99,0%), acido
cindmico (99,0%), acido citrico (99,5%), isoniazida (99,0%) e
nicotinamida (99,0%) foram adquiridos da VETEC (Sigma-Aldrich). No
Quadro 3.1 podemos ver resumidas algumas propriedades desses
compostos.
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Quadro 3.1 — Propriedades do resveratrol e dos coformadores utilizados nesse
trabalho.
Substéncia M? Formula molecular st T.F.

(g/mol) (mg/L) | CO)

H OH
HO \
Trans-resveratrol | 228,25 Q 0,3 268
H
OH
H
o
OH
H
(0]
H OH
(0]

2240 159

Acido salicilico | 138,12 C}_{
Acido cinamico | 148,16 %

Nicotinamida 122,12 <i/>_< 500000 | 130
N
Isoniazida 137,14 \\/:/>_< 140000 | 171
NH—-NH,

Legenda: (a) Massa molar; (b) solubilidade em agua; (c) temperatura de fusio.
Fonte: Projeto PubChem, http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.

O
400 134

3.1.2 Solvente

Acetona (99,5%) e etanol (99,8%) foram adquiridos da Neon
comercial LTDA/SP, acetato de etila foi adquirido da Labssynth/SP,
diéxido de carbono (99,9% em fase liquida) foi fornecida pela White
Martins S.A. Todos os produtos quimicos foram utilizados como
recebidos, sem purificacdo adicional. Algumas propriedades dos

solventes organicos utilizados nesse trabalho sao apresentadas na Tabela
3.1.
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Tabela 3.1 — Propriedades dos solventes organicos utilizados nesse trabalho.

Solvente m* Za® xpe pd € T Classe ICH —
Solventes
residuais®

Acetato 0,55 0,00 045 1,78 5,99 0,42 3

de etila

Acetona 0,71 0,04 049 2,88 20,49 0,31 3

Etanol 0,54 0,37 048 1,69 24,85 1,07 3

Legenda:

2 polaridade/dipolaridade;

b propensdo como doador de ligacio de hidrogénio;

¢ propensdo como aceptor de ligagcdo de hidrogénio;

4 momento dipolar;

¢ constante dielétrica em Debye;

fviscosidade em (mPa-s, 25°C);

¢ classificagdo ICH na qual 1 corresponde a “solventes a serem evitados”, 2
corresponde a “solventes de uso limitado” e 3 corresponde a “solventes de baixo
potencial toxico”.

Fonte: Adaptado de Gu et al. (2004).

3.2 METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA PRODUCAO DE
COCRISTAIS

Nessa secao serdo apresentados e detalhados os métodos utilizados
nesse trabalho para producdo de cocristais.

3.2.1 Antissolvente liquido (LAS)

A metodologia utilizada para produg@o de cocristais por meio de
LAS foi adaptada de Ober e Gupta (2012). Resveratrol (0,3 g equivalente
a 0,0013 mol) e coformador foram inicialmente dissolvidos em solvente
organico (etanol, acetona e acetato de etila) suficiente para formar uma
solucdo homogénea utilizando agitacdo magnética. A solugdo foi entdo
filtrada através de um filtro de 0,44 pm (VertiCleanTM PTFE) para
remover qualquer material ndo dissolvido. O antissolvente (N-hexano) foi
entdo gotejado na solucdo sob agitacdo continua até a formacdo de
precipitado. Apds a precipitacdo, a suspensdo foi centrifugada, o
sobrenadante removido e o sdlido colocado em estufa a vacuo a 40°C
durante 24 h.
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3.2.2 Unidade experimental utilizada na formacio de cocristais
pelas técnicas GAS e CSS

O aparato experimental foi fundamentado na técnica que emprega
fluidos pressurizados como antissolventes baseada no método Gas
Antisolvent (GAS). A Figura 3.1 apresenta o diagrama esquemdtico do
aparato experimental utilizado.

Figura 3.1 — Diagrama esquematico do aparato experimental utilizado no método
GAS.

N

3
y 4
- eI
—l _<_||
l'f :

Fonte: adaptado de Franceschi et al. (2009).

Conforme a Figura 3.1, o aparato experimental para cocristalizagdo
é constituido dos seguintes elementos:

(1) Reservatdrio para armazenamento do didxido de carbono (CO»);

(2) Vilvula de uma via que permite o fluxo em um tdnico sentido
(Check-Valve marca HIP, modelo 15-41AF1-T, pressdo de operacio
até 1034 bar);

(3) e (4) Vilvulas de esfera que quando abertas permitem o fluxo de
antissolvente para as bombas de alta pressdo (marca Swagelok,
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modelo SS-83KS4, pressdo de operacdo até 410 bar a temperatura
ambiente);

(5) Banho ultratermostético de recirculacdio que mantém constante a
temperatura nos cilindros das bombas de alta pressdo (marca Nova
Etica, modelo 521/2D);

(6) e (7)Bombas do tipo seringa de capacidade de 506 mL (marca ISCO,
modelo 500D, pressao de trabalho de até 258 bar e vazao médxima de
170 mL.min™"). Sdo utilizadas duas bombas para manter o fluxo de
CO, sempre constante, e ainda por meio delas é pressurizado o CO»
e visualizada a vazao;

(8) e (9) Valvulas de esfera que quando abertas permitem o fluxo de
antissolvente pressurizado das bombas para a cimara de precipitacio
(marca Swagelok, modelo SS-83KS4, pressdo de operacdo até 410
bar a temperatura ambiente). Sempre sao utilizadas alternadamente,
dependendo da bomba que estd deslocando o CO; para a camara;

(10) Vélvula métrica tipo agulha para controlar o fluxo e vazdo de
antissolvente das bombas de alta pressdo para cimara de
precipitacdo (marca HIP, modelo 15-11AF1, pressdo de operacdo até
1034 bar);

(11) Camara de precipitacdo cilindrica de aco inox 316, encamisada com
capacidade de 600 mL (diametro interno de 8 cm e altura 12 cm).
Ela é constituida de cinco entradas na tampa: uma central, e quatro
periféricas, onde uma esta fechada. A Figura 3.2 apresenta a vista da
camara de precipitacio e a tampa com as cinco entradas.

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

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



80

Figura 3.2 — Fotografias (a) Camara de precipitacio conectada a todas as linhas
da unidade experimental e (b) Tampa com as cinco entradas.

i B Y

(a)

(14) Suporte constituido por dois filtros de politetrafluoretileno, disposto
na saida da camara, para reteng¢do das particulas precipitadas no seu
interior, permitindo apenas o fluxo do antissolvente e solvente
organico. Um filtro apresenta porosidade de 1um, didmetro de 8§ mm
e espessura de 1 mm que serve de base para o outro filtro membrana
de porosidade 0,22 um, espessura de 150 pm e mesmo didmetro que
o primeiro. A Figura 3.3 mostra a tampa da cAmara de precipitagdo
com o suporte de filtros e os filtros utilizados.

(15) Banho ultratermostético de recirculagdo (marca Nova Etica, modelo
512/2D), que serve para controlar a temperatura da cimara de
precipitacdo, por meio da sua ligacdo com a camisa da cdmara;

(16) Vélvula métrica tipo agulha (marca HOKE, modelo 1315G2Y) que
fica na saida da cAmara de precipitacdo. Por meio desta valvula é
possivel controlar o fluxo de saida da cdmara de precipitacdo,
juntamente com a vdlvula (10);

(17) Fita de aquecimento (marca FISATON, modelo 5, 200 W de
poténcia) que envolve a vélvula (16). Ela € utilizada devido ao efeito
Joule-Tomphson ser pronunciado pela expansido do antissolvente
apos esta vdlvula congelando-a. A temperatura utilizada na fita de
aquecimento é 200°C, impedindo o congelamento da vélvula e
permitindo o controle do fluxo;
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Figura 3.3 — Tampa mostrando o suporte onde o filtro € inserido e (b) filtro de
membrana de politetrafluoretileno.

(a) (b)

(18) Trap de seguranga, recheado com algodao, onde é possivel observar
a ocorréncia de arraste dos principios ativos quando o algoddo
apresentava coloracao.

(19) Agitador magnético.

3.2.3 Metodologia experimental para obtencao dos cocristais pela
técnica GAS

As bombas de alta pressdo (6 e 7) foram carregadas com CO;
proveniente do reservatério de estocagem (1). Duas bombas de alta
pressdo para manter um fluxo continuo de CO; foram utilizadas, de forma
que, quando uma bomba estd deslocando CO: para a cimara de
precipitacdo, a outra estd sendo preenchida novamente pelo fluido e vice-
versa.

O deslocamento do fluido do reservatério de estocagem para a
camara interna de cada bomba se dd4 mantendo as vélvulas 2 a 4 abertas.
Apesar da pressao de vapor do CO> ser alta na temperatura ambiente (64
bar em 25 °C) a simples abertura da vélvula do cilindro néo € suficiente
para deslocar a quantidade necessdria de CO; para a cAmara das bombas.
Assim, para liquefazer a maior quantidade de CO; possivel, a temperatura
da camisa da cAmara das bombas foi ajustada em 5 °C com o auxilio do
banho de recirculacdo 5 e o reservatério de CO; foi deixado aberto por
um tempo variando de 30 min a 1 h. Nestas condi¢des, geralmente era
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possivel armazenar cerca de 500 mL de CO- no estado liquido dentro da
camara das bombas.

A montagem da cadmara de precipitacdo foi realizada inserindo
cuidadosamente os filtros de retencdo, de forma a evitar que durante o
experimento houvesse um deslocamento destes e posterior arraste do
material precipitado pelo fluxo de saida. Primeiramente, foi colocado o
filtro de politetrafluoretileno com maior porosidade servindo de suporte
para o filtro membrana que vinha logo a seguir. A tampa da camara era
fechada para posteriormente as outras conexdes serem colocadas.

Antes de finalizar, a montagem da cdmara, a solugdo inicial
contendo o RES, o coformador e o solvente organico foi injetada na
camara de precipitacdo por meio de uma seringa com um filtro de 0,44 p
conectado, € entdo efetuada a conexdo da linha de entrada de CO,, do
sensor de temperatura, da linha de saida e em seguida a cimara é
conectada ao banho termostético previamente aquecido na temperatura do
experimento. Apds a montagem da cdmara o agitador magnético (19) foi
ligado e a valvula 10 foi gradualmente aberta para permitir o enchimento
da camara com CO; na sua pressdo de vapor em temperatura ambiente,
mantendo-se ainda toda a linha aberta desde o cilindro de armazenagem
até a camara.

Quando a camara de precipitacdo estava preenchida com CO; as
vélvulas 1 a 4 sdo fechadas e a pressdo elevada nas bombas seringa pelo
deslocamento do cilindro interno destas, pressurizando toda a linha desde
as valvulas 2 e 3 até a valvula 10 na pressdo de 200 bar, ou seja, entre as
bombas e a cAmara de precipitacdo. Este valor de pressdo nas bombas
seringa foi estipulado para manter um alto diferencial de pressdo entre as
bombas e a camara de precipitacdo. Este diferencial de pressdo tem como
objetivo evitar possivel refluxo da cdmara de precipitacdo para as linhas
podendo causar precipitagdo do composto utilizado nestas e também para
fazer com que o CO; entre com alta velocidade na cAmara de precipitacdo
intensificando a dispersdo do jato de solucdo durante os experimentos de
precipitacdo (FRANCESCHI et al., 2009).

O fluxo de CO; para dentro da camara foi mantido até a obtencdo
da pressdo experimental desejada. Uma vez que a pressdo na cimara
atingisse o valor desejado, essa foi mantida durante 10 min a pressio
constante sob agitacdo. Apods esse tempo, a vélvula 16 € gradualmente
aberta em conjunto com a vélvula 10, no sentido de ajustar o fluxo de CO>
na cimara de precipitacdo, mantendo-se a pressdo constante. Neste
momento foi possivel regular a vazdo de CO que foi mantida constante
durante todo experimento.
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Para controlar a pressdo dentro da camera € realizado o ajuste por
meio da vélvula 16 e o monitoramento pelo visor do controlador de
pressdo. Como dependendo da condi¢@o experimental o congelamento da
védlvula 16 é pronunciado, a mesma foi envolta por uma fita de
aquecimento ligada ao controlador de temperatura. A temperatura foi
mantida em 200 °C para evitar o bloqueio do fluxo neste ponto pelo
congelamento da tubulacio.

Para efetuar a “secagem” das particulas precipitadas e retirar o
solvente residual, o fluxo de CO, ¢é mantido constante por
aproximadamente 60 min. Depois de proceder a secagem das particulas,
o fluxo de CO; € interrompido pela valvula 10 que é mantida fechada.
Desligava-se a agitagcdo e iniciava-se a despressurizacdo da cAmara de
precipitacdo até a pressdo atmosférica, por meio da abertura lenta da
vélvula 16, evitando assim o arraste de particulas. Este procedimento leva
em torno de 40 min, mantendo-se a temperatura constante no valor
estipulado.

Terminada a despressurizagdo, sdo desconectadas as linhas da
camara de precipitacdo e inicia-se o procedimento de abertura da mesma
para a retirada do material precipitado. As amostras sdo entdo coletadas
na parede, no fundo e na tampa da cdmara de precipitacdo, e
posteriormente, armazenadas em frasco &mbar e guardados em geladeira
a4 °C.

3.2.4 Metodologia experimental para obtencao dos cocristais pela
técnica CSS

No procedimento experimental para o processamento pela técnica
CSS, adiciona-se a mesma quantidade RES e NIC usadas anteriormente
na técnica GAS, porém, sem solvente orgdnico na cimara de precipitacao.
Apds a montagem da cadmara, o agitador magnético (19) foi acionado e a
vélvula 10 foi gradualmente aberta para permitir o enchimento da cAmara
com CO; até atingir a pressdo do experimento (90 bar) quando entdo a
vélvula 10 foi fechada e o sistema mantido a 45 °C sem vazdo de CO,
durante o tempo determinado para o experimento. Apds esse periodo,
desligava-se a agitac@o e iniciava-se a despressuriza¢do da camara de
precipitacdio até a pressdo atmosférica, por meio da abertura lenta da
vélvula 16.

Terminada a despressurizacdo, iniciava-se o procedimento de
abertura da cAmara para a retirada do material precipitado. As amostras
foram coletadas e armazenadas em frasco ambar e guardados em
geladeira a 4 °C.
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3.3 CARACTERIZACAO DE COCRISTAIS

Os métodos de andlise utilizados para avaliar se ocorreu a
formacdo de um cocristal foram DRXP, FTIR, DSC e FESEM.

3.3.1 Difracao de raio X de po (DRXP)

DRXP € um método confidvel para a caracterizagdo da intera¢do
entre os dois componentes sélidos mostrando se uma nova fase cristalina
¢é formada ou ndo (TRASK; JONES, 2005).

Os padrdes de difragdo foram obtidos na Central de Andlises do
Departamento de Quimica da UFSC, utilizando um equipamento 6-6 D2
Phaser (Bruker), com radiagdo de cobre Ko (A = 1,5418 A), operando em
corrente de 10 mA e voltagem de 30 kV, equipado com detector de
cintilacdo unidimensional LINXEYE. As medidas foram realizadas a
temperatura ambiente, em porta amostra com cavidade, por meio de
varredura angular a 20 na faixa de 5° a 35° e com passo angular de
0,091°s7!.

3.3.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A comparacio de espectros dos compostos puros com 0s espectros
de possiveis cocristais pode dar indicacdes se estamos perante um
cocristal ou se o espectro obtido € apenas um espectro soma dos
constituintes (VASISHT et al., 2016).

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) foram obtidos em temperatura ambiente
e usando um equipamento Agilent Technologies (Cary 600 Series FTIR
Spectrometer) equipado com ATR (attenuated total reflectance —
refletancia total atenuada) com cristal de ZnSe, em uma faixa espectral de
4000 a 600 cm!, com resolugdo de 2 cm'l.

As andlises foram realizadas na Central de Andlises do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
UEFSC.

3.3.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Neste caso, o uso da calorimetria diferencial de varredura tem
como objetivo verificar a obteng¢do (ou ndo) de um pico, correspondente
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a um ponto de fusdo diferente dos pontos de fusdo dos compostos iniciais
na forma pura. Tal situacdo poderd indicar a formagdo de um cocristal,
havendo também a possibilidade de formagdo de uma mistura eutética
(VASISHT et al., 2016).

As curvas de DSC foram obtidas em equipamento da Perkin Elmer
(Jade-DSC) utilizando cadinhos de aluminio hermeticamente fechados.
Ciclos tinicos de aquecimento foram realizados na faixa de temperatura
de 30 °C a 300 °C, sob atmosfera dinAmica de nitrogénio (20 mL-min")
e razdo de aquecimento de 10 °C-min'.

As andlises foram realizadas na Central de Andlises do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
UFSC.

3.3.4 Microscopio eletronico de varredura de emissao de campo
(FESEM)

O tamanho e a morfologia das particulas foram analisados por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), utilizando um instrumento
JEOL JSM-6701F equipado com uma pistola de emissdo de campo
(FEG). A distribuicdo de tamanho das particulas foi determinada a partir
de imagens de microscopia eletrénica usando o software MeterSize
(vers@o 1.1). Um nimero de particulas (até 50) foi observado e o
comprimento médio da linha diagonal foi relatado (MIN-SOOK et al.,
2010).

3.4 PERFIL DE DISSOLUCAO

As andlises de determinacdo do perfil de dissolucdo foram
realizados com base nos trabalhos de Dal Magro et al. (2017) e Zhang et
al. (2017). As medidas de concentracdo foram realizadas utilizando
espectroscopia ultravioleta (UV) (800XI FEMTO, BR). Para o
resveratrol, uma curva padrdo foi produzida por dilui¢des seriadas (ver
apéndice B); leituras de absorbancia a 325 nm para o resveratrol foram
utilizadas para estabelecer uma regressao linear. Os espectros de UV para
a nicotinamida ndo se sobrepdem a 325 nm (ver apéndice A).

A dissolucio em pé do cocristal foi realizada de tal forma que um
excesso de material solido foi suspenso em dgua destilada, em uma
solucdo tampao de fosfato (PBS) pH 6,8, escolhido pela proximidade do
pH fisiolégico, e em uma solu¢do de HCI 0,1 M, em referéncia as
condi¢des do sistema gastrico (DANHIER; FERON; PREAT, 2010).
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As corridas foram realizadas individualmente para cada meio e
com agita¢do da solucdo em um vaso encamisado e ligado a um banho
termostatizado (37 °C), utilizando agitacdo magnética. Aliquotas foram
retiradas em pontos de tempo especificos para derivar um perfil de
concentracdo versus tempo e imediatamente reabastecidos com meio puro
para manter o volume original. A solu¢do recolhida foi filtrada através de
um filtro com porosidade de 0,45 um (VertiClean TM PTFE) e dilui¢des
apropriadas foram feitas para manter as leituras de absorbancia dentro da
curva padrdo. Todos os experimentos foram repetidos trés vezes para
avaliar o desvio padrio.

3.4.1 Eficiéncia de dissolucio

Para cada amostra foi calculada a eficiéncia de dissolucdo (ED) a
partir das curvas de porcentagem dissolvida versus tempo (perfil de
dissolucdo). Esse pardmetro, expresso em %, foi obtido por meio da razao
entre a drea sob a curva de dissolugdo entre os tempos 0 e 180 min e a
drea total do retangulo definido pela ordenada (100% de dissolucdo) e
pela abscissa (tempo igual a 180 min), seguindo a equacgdo abaixo
(KHAN, 1975):

t
_ Jo yat
Y100°'t

ED 100 (6)

Onde y € a dissolugdo cumulativa. Os resultados de eficiéncia de
dissolucdo foram submetidos a andlise estatistica para verificar a
existéncia ou ndo de diferencas significativas, utilizando-se a andlise de
varidncia (ANOVA). Para indicar quais perfis seriam significativamente
diferentes entre si, empregou-se o teste de TUKEY de comparagdo.

Utilizou-se o software PAST, versdo 3.1.
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4 SCREENING DE COCRISTAIS DO RESVERATROL

A cocristalizagdo representa uma estratégia de modificacdo de
s6lidos, visando ao aperfeicoamento das propriedades fisico-quimicas de
compostos pouco solidveis. Quando comparados com outras formas
sélidas, os cocristais proporcionam uma maior diversidade de entidades
possiveis de serem produzidas, além de possibilitarem o desenho da
estrutura de interesse (LU et al., 2008). Dentre as diversas técnicas de
cocristalizacdo, podemos destacar a antissolvente liquido (LAS, do inglés
“liquid antisolvent”) e a moagem assistida por liquido (LAG, do inglés
“Liquid Assisted Grinding”), por se tratarem de técnicas com ampla
tendéncia a cocristalizacao entre moléculas e por proporcionarem rapidez
de screening (CHILDS et al., 2008).

Um dos pontos mais importantes para o sucesso do
desenvolvimento de um cocristal é a identificacdo de coformadores
adequados. Embora vdrias vias sintéticas tenham sido desenvolvidas, os
candidatos coformadores sdo geralmente identificados usando uma
abordagem de tentativa e erro em um grande conjunto de triagem de
possiveis candidatos (SHAN; ZAWOROTKO, 2008).

Neste sentido, o presente capitulo apresenta o screening e a
caracterizag¢do no estado sélido com o objetivo de identificar novas fases
cristalinas de sistemas multicomponentes de RES. Foram realizados
vérios experimentos na tentativa de obtencao de cocristais do resveratrol
por meio da técnica de liquido antissolvente (LAS) utilizando com vdrios
coformadores selecionados previamente a partir de sua capacidade de
formar sintons moleculares com o RES e com os solventes etanol, acetato
de etila e acetona, sendo que a maioria ndo resultou na formagdo de
cocristais. Uma lista completa dos experimentos realizados nessa fase do
trabalho pode ser vista no apéndice C. Para facilitar a compreensio e
andlise, apenas os principais resultados para alguns coformadores serdo
apresentados e discutidos.

4.1 LIQUIDO ANTISSOLVENTE (LAS)
4.1.1 RES-SAL

O 4cido salicilico, um composto fenélico amplamente utilizado
como medicamento anti-inflamatério e dermatoldgico e como excipiente
em preparacdes farmacéuticas devido as suas propriedades antioxidantes
(ZHOU; CHAN; et al., 2016). Nos experimentos utilizando a técnica LAS
com SAL foram utilizados 0,3 g de RES (correspondente a 0,0013 mol) e
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diversas quantidades de SAL correspondendo a diferentes razdes molares.
As amostras preparadas com SAL como coformador resultaram em uma
mistura sem formacdo de cocristal. Na Figura 4.1 € apresentado o
difratograma do RES, SAL, mistura fisica RES-SAL e dos produtos dos
experimentos com RES-SAL nas proporcdes 1:1 e 1:2.

O padrdo de difrag@o da mistura fisica apresenta todas as principais
reflexdes do RES (6,7; 13,3; 16,3; 19,2; 22,3; 28,2 °20) e do SAL (11,1;
15,3; 17,3; 25,3; 28,1; 28,7; 30,7 °20), o que corresponde a soma dos
difratogramas do RES e do SAL isolados. Os padrdes de refracdo dos
produtos obtidos por LAS praticamente se sobrepdem ao da mistura
fisica. No caso do produto obtido no experimento 1:2 com acetona as
refracdes do SAL, com destaque para 11,1 e 17,3 °20, apresentam
intensidade maior que nos outros experimentos, evidenciando a maior
quantidade de SAL. Visto que as posicdes dos picos dos produtos dos
experimentos coincidem com as posi¢des dos picos do RES puro ou do
SAL puro, pode-se, entdo, afirmar que nenhuma nova figura de difracao
¢ formada e, dessa forma, descarta-se a formacdo de cocristais.
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Figura 4.1 — DRXP do RES, SAL, mistura fisica RES-SAL, LAS 1:1 acetona,
LAS 1:2 acetona e LAS 1:1 etanol.
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Para confirmar a ilacdo acima, foram produzidos os espectros de
FTIR do RES, SAL, mistura fisica RES-SAL e dos produtos dos
experimentos com RES-SAL e sdo apresentados na Figura 4.2.
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Figura 4.2 — Espectros de FTIR do RES, SAL, mistura fisica RES-SAL, LAS
1:1 acetona, LAS 1:2 acetona e LAS 1:1 etanol.
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Pela andlise da Figura 4.2 é possivel verificar que as principais
bandas presentes no SAL ocorrem em 1658 c¢cm!, correspondente ao
estiramento da carbonila (C=0), e em 3292 e 3238 cm’!, correspondente
ao estiramento da hidroxila (O-H) (ZHOU; CHAN; et al., 2016). Nos
espectros correspondentes aos produtos dos experimentos a banda
correspondente ao estiramento da carbonila ndo estd deslocada em relacao
ao composto puro, visto que ambas se encontram a 1658 cm'!. Também
nio foi observada variagdo nas bandas da hidroxila do RES (3292 e 3238
cm!). Todas as demais bandas do produto processado também ndo
apresentaram deslocamentos com relag@o as bandas dos compostos puros.
Esses dados confirmam a informacdo obtida por meio das andlises de
difracdo de raios X e deixa claro que nesse caso ndo ocorreu a formagio
de cocristal.
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4.1.2 RES-CIN

O 4acido cindmico (CIN) é um coformador comum em estudos de
cocristais e geralmente reconhecido como seguro (GRAS) pela Food and
Drug Administration (FDA) e utilizado como ingredientes de sabor pelos
fabricantes de aromas e extratos (NUTLEY; FARMER; CALDWELL,
1994). Na Figura 4.3 € apresentado o difratograma do RES, CIN, da
mistura fisica (MF) RES-CIN e dos produtos de experimentos
selecionados (RES-CIN 1:1 com etanol , RES-CIN 1:2 com etanol, RES-
CIN 1:3 com etanol e RES-CIN 1:1 com acetona..

Figura 4.3 — DRXP do RES, SAL, mistura fisica (MF) RES-SAL, LAS 1:1
etanol , LAS 1:2 etanol, LAS 1:3 etanol e LAS 1:1 acetona.

J LAS 1:1 - acet.

LAS 1:3 -et.

LAS 1:2 - et.
(]
o
(51

i

a LAS 1:1 -et.
e
=

MF

CIN

RES

] 1 L | ! I ! | ! I d |

5 10 15 20 25 30 35

20



94

O padrio de difra¢do da mistura fisica apresenta todas as principais
reflexdes do RES (6,7; 13,3; 16,3; 19,2; 22,3; 28,2 °20) e do CIN (10,0;
18,3; 19,8; 21,7; 22.,9; 25,4; 27,3; 29,5 °20), o que corresponde a soma
dos difratogramas do RES e do CIN isolados. Como no caso anterior, os
difratogramas correspondentes aos produtos LAS RES-CIN se
apresentam como a soma dos difratogramas do RES e CIN puros, ndo
aparecendo nenhuma nova reflexdo, o que sugere se tratar de misturas
fisicas. Nota-se que mesmo nos experimentos com maior propor¢io de
CIN ndo ocorre aumento pronunciado das reflexdes correspondentes a
esse componente, o que mostra que a precipitacdo do CIN ndo ocorreu
completamente.

Na Figura 4.4 sdo apresentados os espectros de FTIR do RES, CIN,
da mistura fisica (MF) RES-CIN e dos produtos de experimentos
selecionados com RES-CIN.

A comparagao dos espectros de FTIR dos compostos puros, RES e
CIN, com os dos produtos obtidos por meio de LAS permite concluir que
ndo hé qualquer deslocamento nas bandas observadas, a principal banda
a ser observada 1681 cm’!, correspondente ao estiramento da carbonila
(SHAYANFAR; ASADPOUR-ZEYNALI; JOUYBAN, 2013), ndo foi
deslocada em nenhum dos produtos obtidos, sendo que, no produto LAS
1:1 obtido com acetona ela aparece muito reduzida, além disso, o espectro
produzido nesse caso sobrepde praticamente com o do RES, confirmado
as informacgdes obtidas por DRXP de que ocorreu pouca precipitacdo do
CIN.



Figura 4.4 — Espectros de FTIR do RES, SAL, mistura fisica (MF) RES-SAL,
LAS 1:1 etanol , LAS 1:2 etanol, LAS 1:3 etanol e LAS 1:1 acetona.
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4.1.3 RES-INZ

A INZ € um antibidtico utilizada tanto no tratamento profildtico
quanto na doenca ativa da tuberculose (LALANDE et al., 2016). A INZ
foi utilizada nesse estudo por ji ter relatado um cocristal com RES
(ZHOU; LI, et al., 2016). Nesse caso, foi realizado apenas experimento
utilizando 0,3 g de RES e 0,178 g de INZ (propor¢do 1:1 em mol) com os
solventes acetona e etanol obtendo sucesso apenas com etanol. Uma
tentativa com o solvente acetado de etila foi realizada, porém, nio foi
possivel dissolver a isoniazida.

Os padrdes de DXRP para o RES, INZ, da mistura fisica de RES-
INZ e do produto obtido por LAS de RES-INZ sdo mostrados na Figura
4.5. O resveratrol apresenta reflexdes bem definidas em: 6,5; 13,2; 16,3;
19,1; 22,2; 23,5; 25,2 € 28,2 °26, em concordancia com outros trabalhos
reportados na literatura (CHADHA et al., 2016; DAL MAGRO et al.,
2017).

Figura 4.5 — DRXP do resveratrol (RES), da isoniazida (INZ), das mistura fisica
RES-INZ (MF) e do produto obtido por LAS na proporg¢éo 1:1 utilizando etanol
como solvente (LAS 1:1 et.).
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A isoniazida apresenta reflexdes em 12,0; 14,2; 15,6; 16,7; 19,6;
23,9 e 27,3 °20, também de acordo com a literatura (SWAPNA;
MADDILETI; NANGIA, 2014). A mistura fisica apresenta reflexdes de
cada um dos componentes puros. Entretanto, o produto do processamento
RES-INZ-LAS apresentou reflexdes em 7,0; 13,7; 20,9 e 22,3 °20 ndo
coincidentes com as reflexdes dos compostos puros, além do
desaparecimento de vdrias reflexdes, indicando a formagdo de uma nova
fase cristalina. Esses valores estdo bem préximos dos valores reportados
para o cocristal de RES-NIC produzido por Zhou et al. (2016) utilizando
a técnica de moagem assistida por liquido.

A Figura 4.6 apresenta o espectro de FTIR para o RES, INZ e para
o cocristal RES-INZ produzido por LAS.

Figura 4.6 — FTIR do resveratrol (RES), da isoniazida (INZ), das mistura fisica
RES-INZ (MF) e do produto obtido por LAS na proporg¢éo 1:1 utilizando etanol
como solvente (LAS 1:1 et.).
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O espectro do RES estd de acordo com os dados publicados sobre
0 mesmo composto. As principais absorcdes correspondem ao
estiramento da ligagdo O—H como uma absor¢do larga em 3292 e 3234
cm’!, estiramento da ligagdo C=C aromdtico em 1606 cm™!, estiramento
da ligagdo C=C olefinica em 1585 cm™ e estiramento da liga¢io C—C em
1382 cm’!. A absor¢do em 964 cm™!' é caracteristica da forma trans
(AGUIAR et al., 2016; BERTACCHE et al., 2006; BILLES et al., 2007).
A isoniazida apresenta absor¢des em 3304, 3172 e 3110 cm’!
correspondente a0 estiramento da ligagio N—H, 1666 cm!
correspondente ao estiramento da carbonila (C=C). Esses dados sao
concordantes com a literatura (MASHHADI et al., 2014).

A Tabela 4.1 resume as absor¢des vibracionais mais relevantes que
envolvem grupos funcionais com potencial para formar ligacdes de
hidrogénio entre RES e INZ. O produto RES-INZ resultante do
processamento por GAS apresenta varias alteragdes no espectro de FTIR
em comparagdo com o registrado para os compostos de partida RES e
NIC. Entre elas podemos destacar o deslocamento da absor¢do do
estiramento da ligacdo O—H para 3417 e 3359 no cocristal, o
deslocamento da absorcdo do estiramento da ligacdo N—H para 3282 e
3192, do estiramento da carbonila para 1641 e do estiramento do C=N do
anel aromdtico para 1550. Deslocamentos semelhantes para o mesmo
cocristal foram observados por Zhou et al. (2016). Os resultados do FTIR
confirmam a formacao de novas interagdes entre as moléculas do RES e
da INZ.

Tabela 4.1 — Dados relevantes dos espectros de FTIR do resveratrol, isoniazida
e do cocristal formado.

Vibracdo Resveratrol Isoniazida  Cocristal
(cm™) (cm™) (cm™)

Estiramento do O—H 3294 e 3234 - 3417 e 3359

Estiramento do N—H - 3304, 3172 3282e3192

e 3110

Estiramento C=0 - 1666 1641

Estiramento C=N - 1554 1550

aromatico

A fim de confirmar a formacao do cocristal, foi realizada a andlise
de DSC do RES, INZ, mistura fisica RES-INZ e do produto RES-INZ-
LAS. Na Figura 4.7 sdo apresentados os termogramas. O RES apresenta
um unico e caracteristico evento endotérmico em 268,0 °C (AH = 276,2
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J-g'h), correspondente ao seu ponto de fusdo, enquanto a INZ exibe seu
ponto de fusio em 173,5 °C (AH = 207,6 J-g'1).

Figura 4.7 — DSC do RES, INZ, mistura fisica (MF) RES-INZ e LAS 1:1 etanol.
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A mistura fisica RES-INZ apresenta um tnico evento endotérmico
a 163,2 °C, que pode ser atribuido a fusdo de um eutético. As fusdes de
eutéticos ocorrem em temperaturas mais baixas que os pontos de fusdo
dos componentes puros (MOHAMMAD; ALHALAWEH; VELAGA,
2011). No que se refere ao comportamento termoanalitico do produto do
processamento do RES-INZ, foi possivel observar, por meio das curvas
DSC, que a amostra apresentou um evento endotérmico correspondente
ao seu ponto de fusdo em 196,6 °C (AH = 197,0 J-g'!) localizado entre os
eventos de fusdo do RES e da INZ e bem diferente do evento apresentado
pela mistura fisica, confirmando que uma nova fase foi formada entre
RES e INZ. Estes dados sdo correspondentes aos encontrados na literatura
para o cocristal de RES-INZ (ZHOU; LI; et al., 2016) e, em conjunto com
os resultados obtidos por DRXP e FTIR, confirmam a identidade da
amostra como cocristal RES-INZ.
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4.1.4 RES-NIC

A nicotinamida € um membro da familia da vitamina B que pode
ser encontrada, tanto em forma livre como ligada, em plantas e tecidos
animais (WOHLRAB; KREFT, 2014). E um coformador largamente
utilizado na producdo de cocristais pois € classificada como substincia
segura pelo FDA e possui grupos funcionais eficazes para formar liga¢des
de hidrogénio (BERRY et al., 2008; BEVILL et al., 2014; CUADRA et
al.,, 2016; ERRIGUIBLE et al., 2015; ERVASTI; AALTONEN;
KETOLAINEN, 2015; FABIAN et al., 2011; NEUROHR et al., 2016;
NEUROHR et al., 2013; SHIKHAR et al.,2011; VASISHT et al., 2016).

Experimentos foram realizados utilizando 0,3 g (equivalente a
0,0013 mol) de RES dissolvidos junto com NIC em diversas propor¢des
molares nos solventes acetato de etila, acetona e etanol. Com acetato de
etila ocorreu a precipitacdo de um dos componentes majoritariamente,
com acetona foi possivel produzir unicamente quando os componentes
eram dissolvidos na proporcdo 1:1 na solugdo inicial e com o etanol foi
possivel produzir quando os componentes eram dissolvidos proporcao
1:1, 1:2 e 1:3 na solugdo inicial, porém, quando quantificado o produto,
os cocristais formados apresentavam sempre proporcao 1:1. Um
experimento foi realizado dissolvendo os componentes na propor¢ao 1:4
em etanol, no entanto, produziu apenas a mistura fisica.

Na Figura 4.8 sdo apresentados os padrdes de DXRP para o RES,
NIC, da mistura fisica de RES-NIC e dos produtos obtidos do
processamento por LAS de RES-NIC que produziram cocristais. Para a
nicotinamida as principais reflexdes ocorrem em: 11,3; 13,3; 14,7; 19,0;
19,5; 19,9; 22,2; 22.7; 24,6; 25,3; 25,7 e 27,1 °20. O padrao de difracao
apresentado € concordante com os dados encontrados na literatura
(PATIL; UJALAMBKAR; MAHADIK, 2017). O difratograma da
mistura fisica corresponde a soma dos difratogramas do RES e da NIC,
por outro lado, a comparagdo dos difratogramas dos produtos RES-NIC-
LAS mostra a presenca de novas reflexdes no padrao do cocristal em 7,5;
14,0; 15,5;17,4; 17,8; 23,0 € 27,8 °20. Isto é um forte indicio de formagao
de uma nova fase sélida. Além disso, esses valores estdo de acordo com
os relatados por He et al. (2017) para o cocristal RES-NIC produzido por
evaporacdo de uma mistura de solventes orgénicos.
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Figura 4.8 — Difratogramas comparando as amostras obtidas por LAS com os
materiais de partida RES e NIC e com a mistura fisica do RES e NIC.
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Para confirmar se ocorreu interacio entre os componentes foram
obtidos os espectros de FTIR dos RES, NIC, mistura fisica e dos produtos
obtidos por LAS que sdo mostrados na Figura 4.9. O espectro da NIC
apresenta as principais absor¢des em 3363 e 3159 cm!, correspondentes
ao estiramento simétrico e assimétrico do grupo NH; e 1698 e 1680 cm
I, atribuidas ao estiramento da ligagio C=0 que estdo de acordo com
dados publicados sobre esse composto (BAKILER; BOLUKBASI;
YILMAZ, 2007; PATIL et al., 2017; RAMALINGAM et al., 2010).
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Figura 4.9 — Espectros de FTIR do RES, NIC, mistura fisica RES-NIC e dos
produtos obtidos por LAS.
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Na mistura fisica encontram-se as bandas do RES e da NIC sem
nenhum deslocamento no nimero de onda, entretanto, o processamento
do RES com a NIC por meio do LAS resultou em alteragdes no espectro
de FTIR em comparagdo com o registrado para o RES e NIC puros. Os
trés produtos apresentam o mesmo perfil de FTIR com as bandas 3159 e
3363 cm! da nicotinamida sendo deslocadas para 3222 e 3511 cm’,
respectivamente, € com o surgimento de bandas adicionais em 3262,
3307, 3351 e 3432 cm’!. Na regido da carbonila é possivel perceber o
deslocamento da banda correspondente ao estiramento da carbonila de
1680 cm! na NIC para 1670 cm™' nos produtos obtidos por LAS. As
bandas adicionais ja mencionadas para o cocristal na regido de 3432 a
3262 cm! podem ser atribuidas a novas interagdes das hidroxilas do RES.
Um resumo dos principais deslocamentos ocorridos estdo apresentados
na Tabela 4.2. Alteracdes semelhantes no espectro de FTIR da
nicotinamida foram anteriormente referidas e foram tomadas como uma
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indicacdo para a formacao de cocristais (CUADRA et al., 2016; PATIL
etal., 2017, WANG et al., 2013).

Tabela 4.2 — Dados dos espectros de FTIR do resveratrol, nicotinamida e do
cocristal formado.

Vibracao Resveratrol ~ Nicotinamida Cocristal
(cm™) (cm™) (cm™)

Estiramento do O—H 3234 - 3260

Estiramento simétrico - 3363 e3159 3511e3222

assimétrico do NH»

Estiramento C=0 - 1698 ¢ 1680 1670

O comportamento térmico dos componentes puros, da mistura
fisica e dos produtos obtidos por LAS foi realizado por DSC e as curvas
resultantes sdo apresentadas na Figura 4.10. O resveratrol apresenta um
nico caracteristico evento endotérmico em 268,0 °C (AH = 276,2 J-g1),
correspondente ao seu ponto de fusdo, enquanto a nicotinamida exibe seu
ponto de fusdo em 131,9 °C (AH = 197,7 J-g’"), ambos estdo de acordo
com a literatura (HINO; FORD; POWELL, 2001; ZHOU; LI; et al.,
2016). A analise DSC da mistura fisica de RES e NIC mostrou 2 eventos
endotérmicos e 1 evento exotérmico. O primeiro evento endotérmico
(110,5 °C), corresponde provavelmente a fusdo de um eutético, que é
seguido por um largo evento exotérmico (142,3 °C) que corresponde a
formacdo do cocristal e logo em seguida um segundo evento endotérmico
(164,1 °C) correspondente a fusdo do cocristal. A formacgao de cocristais
"in situ" durante DSC foi relatada em varios estudos (LU et al., 2008;
PAL et al., 2014; WU et al., 2011).

Os produtos obtidos por LAS exibem um tnico ponto de fusdo
endotérmico a 166,1 °C (AH = 87,5 J-g™) para o produtos solubilizado
na propor¢do 1:1, 166,0 °C (AH = 81,4 J-g'") para o LAS 1:2 ¢ 168,8 °C
(AH = 96,0 J-g'") para o produto LAS 1:3. Nos trés casos, um ponto de
fusdo distinto entre os componentes individuais, indica sua intera¢do para
produzir nova fase de cocristal. Além disso, nenhum evento € registrado
antes da fusdo, indicando que o cocristal ja estd formado no inicio da
andlise térmica. Esses valores estdo proximos daqueles relatados por He
et al. (2017) para o cocristal RES-INZ.
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Figura 4.10 — Termogramas de DSC do RES, NIC e cocristal RES-NIC.
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Para confirmar esse comportamento apresentado pela mistura
fisica, um experimento de DSC com trés etapas em sequéncia foi
idealizado: (1°) aquecimento da mistura fisica de RES e NIC de 50 a 150
°C; (2°) resfriamento a 50 °C e (3°) novo aquecimento a 300 °C. O
resultado pode ser visto na Figura 4.11.
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Figura 4.11 — DSC da mistura fisica RES-NIC realizado em trés etapas.
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Durante a primeira etapa é visto um evento endotérmico a 103,7
°C, na segunda etapa aparece um evento exotérmico largo associado a
solidifica¢do de material e por tltimo na terceira etapa temos um pequeno
evento endotérmico em 116 °C, indicando a presenga de um pouco de
material ndo cocristalizado e um evento em 159,8 °C correspondente a
fusdo do cocristal. A formagao de cocristais “in situ” durante o DSC tem
sido reportada em vérios estudos (LU et al., 2008; PAL et al., 2014; WU
et al., 2011).

Juntas, as informacdes obtidas a partir da andlise dos dados do
DRXP, FTIR e DSC indicam a formacdo de um cocristal na proporgéo
1:1 nos trés experimentos LAS. No capitulo 5 serd feita a andlise das
micrografias obtidas por FESEM em comparacdo com o produto obtido
pela técnica GAS.
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4.2 CONCLUSAO

Nesse capitulo foi comprovada a viabilidade da utilizacdo da
técnica LAS para screening de cocristais. A precipitagdo de cocristais do
RES com a NIC e com a INZ na propor¢dao molar 1:1 e etanol como
solvente para ambos foram realizadas com sucesso. A formagdo dos
cocristais RES-INZ e RES-NIC foram confirmados pela presenca de
reflexdes caracteristicas de acordo com literatura prévia (HE et al., 2017;
ZHOU; LI, et al., 2016). Os coformadores bem-sucedidos na formacio
do cocristal foram selecionados para serem utilizados para producdo de
cocristais do RES em meio supercritico. Ambos apresentam o grupo
funcional amino presente.
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CAPITULO 5
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5 OBTEN(}’AO DE COCRISTAIS DO RESVERATROL EM MEIO
SUPERCRITICO

O diéxido de carbono supercritico foi utilizado como meio
alternativo para reacdes de cristalizag¢do, atuando como solvente ou como
antissolvente. A utilizacdo de CO> como antissolvente é baseada em seu
poder solvente relativamente baixo para solutos como polimeros ou
produtos farmacéuticos e sua boa miscibilidade com muitos solventes
orgénicos (CUADRA et al., 2016).

A partir dos resultados obtidos no capitulo anterior, foram
selecionados os coformadores INZ e NIC para os experimentos realizados
em meio supercritico. Os experimentos foram realizados na proporg¢ao 1:1
e utilizando as técnicas de antissolvente gasoso (GAS) e cristalizacdo com
solvente supercritico (CSS). Os cocristais de RES produzidos por cada
método foram caracterizados por difracdo de raios X de p6 (DRXP),
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e microscopia eletronica de
varredura de emiss@do de campo (FESEM) e comparados com os
resultados obtidos por LAS.

5.1 ANTISSOLVENTE GASOSO (GAS)

Inicialmente, para determinar como a técnica GAS pode afetar a
cristalinidade dos componentes puros, estes foram processados sob as
mesmas condi¢gdes utilizadas para producdo dos cocristais (90 bar, 45 °C
e vazdo de CO; de 10 g'min’"). Em seguida, misturas de RES-INZ e RES-
NIC foram processadas para avaliar a producdo de cocristais.

5.1.1 Processamento dos compostos puros

Para determinar como a recristalizacdo por GAS pode afetar a
morfologia e cristalinidade dos componentes puros, cada um dos
componentes puros foi recristalizado por dissolugdo em etanol e sob as
mesmas condi¢des usadas para cocristaliza¢do. Os padrdes de DRX para
o RES, INZ e NIC brutos e processados sdo apresentados na Figura 5.1a-
c. Os espectros de DRX dos componentes processados foram
superponiveis com seus componentes respectivos brutos, confirmando a
preservacdo da rede cristalina, no entanto, houve uma perda de
cristalinidade na nicotinamida e isoniazida processadas, como indicado
por uma diminuicdo nas intensidades nas reflexdes em comparacdo com
o material bruto. Perda da cristalinidade durante o processamento de GAS
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foi documentada anteriormente na literatura e € atribuida a rdpida
nucleacdo de particulas impedindo a reorganizagdo das moléculas para a
forma cristalina (BARRETT; DEHGHANI; FOSTER, 2008; OBER et

al., 2013).

Figura 5.1 — Difratogramas do (A) RES bruto e processado, (B) NIC bruta e
processada, e (C) INZ bruta e processada.
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Imagens FESEM do RES, INZ e NIC brutos e processados sido
apresentados na Figura 5.2a-f.



111

Figura 5.2 — Imagens FESEM do (a) RES bruto, (b) RES processado, (c) INZ
bruta, (d) INZ processada, () IC bruta e (€) NIC processada.

O RES bruto (Figura 5.2a) apresentou forma de coluna com
tamanho médio de 31,1 pm enquanto que no RES processado (Figura
5.2b) € possivel ver uma distribui¢do heterogénea de tamanho de particula
e forma aleatéria. A INZ bruta (Figura 5.2¢) também apresentou forma
colunar com tamanho médio acima de 100 pm, ao passo que a INZ
processada (Figura 5.2d) apresentou mesma forma, porém, com tamanho
variando de 2 a 25 um. Ja a NIC bruta (Figura 5.2e) se apresentou como
blocos irregulares com tamanho médio acima dos 100 pm enquanto a NIC
processada (Figura 5.2f) apresentou particulas com forma de coluna com
tamanho médio de 10,9 um. Os valores correspondentes ao tamanho das
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particulas entes e apds processamento por GAS se encontram resumidos
na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Tamanho das particulas de RES, INZ e NIC antes e apds o
processamento por GAS.

Composto Tamanho de particula (um)
Antes do processamento Ap6s do processamento
por GAS por GAS

RES 31,1 £ 17,7 17,2 £13,2

INZ > 100 um 9,4+5,6

NIC > 100 um 10,9 £ 6,7

5.1.2 RES-INZ

Para avaliar a possibilidade de producgao de cocristais utilizando a
técnica GAS, 0,3 g de RES (0,0013 mol) e 0,178 g de INZ (0,0013 mol)
foram dissolvidos em 20 mL de etanol utilizando agitagdo magnética. A
solucdo formada injetada no sistema utilizando uma seringa com filtro de
0,44 pum conectado e depois seguidos os procedimentos relatados no item
3.2.3 utilizando uma vazao de CO, de 10 g-min™! sob pressdo de 90 bar e
temperatura de 45 °C.

Os padroes DRXP para o RES processado, INZ processada,
mistura fisica RES-INZ e RES-INZ (GAS) sdo mostrados na Figura 5.3.
Como ja destacado no item 4.1.3, RES exibiu reflexdes caracteristicas nos
valores de 6,5; 13,2; 16,3; 19,1; 22,2; 23,5; 25,2 e 28,2 °20, enquanto a
INZ processada exibiu reflexdes caracteristicas a valores de 12,0; 14,2;
15,6; 16,7; 19,6; 25,1 € 27,3 °20 . O difratograma de RES-INZ (GAS) foi
distinguivel dos compostos individuais e exibiu reflexdes a valores de 7,1,
13,9, 21,0 e 22,4 °26. Essas reflexdes apresentam valores muito préximos
aos apresentados pelo RES-INZ (LAS), além disso, a andlise da Figura
5.3 mostra que seus difratogramas praticamente se sobrepdem indicando
que ambos possuem a mesma rede cristalina.
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Figura 5.3 — Difratogramas do RES, INZ processada (INZ proc.), mistura fisica
RES-INZ (MF), RES-INZ obtido por LAS utilizando etanol como solvente (LAS
1:1 et.) e RES-INZ obtido por GAS utilizando etanol como solvente (GAS 1:1
et.).
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O grau de cristalinidade dos cocristais, como indicado pela
intensidade da reflexdo, foi ligeiramente menor para os cocristais
produzidos usando CO; em comparacdo com os produzidos por
antissolvente liquido. Acredita-se que a maior difusividade do CO
pressurizado, em comparagdo com o n-hexano, promova uma rapida
transferéncia de massa entre o solvente e as fases antissolventes, o que
facilita a cocristaliza¢do, mas inibe a organizacdo da rede cristalina.

A espectroscopia no infravermelho foi conduzida para examinar a
natureza de quaisquer interacOes entre o RES e a INZ nos cocristais. Os
espectros de FTIR para RES, INZ, uma mistura fisica de razdo molar de
1: 1 dos dois, e os cocristais de RES-INZ formados por cocristalizagio
por liquido antissolvente e GAS sdo mostrados na Figura 5.4. As bandas
do RES e INZ ocorreram em correspondéncia com a literatura conforme
descrito no item 4.1.3 (pagina 96).
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Figura 5.4 — FTIR do RES, INZ processada (INZ proc.), mistura fisica RES-INZ
(MF), RES-INZ obtido por LAS utilizando etanol como solvente (LAS 1:1et.)e
RES-INZ obtido por GAS utilizando etanol como solvente (GAS 1:1 et.).
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As bandas de estiramento do O-H do RES foram deslocadas de
3294 e 3234 cm! para 3417 e 3359 no cocristal, as bandas
correspondentes ao estiramento da ligacdo N-H foram deslocados de
3304, 3172 € 3110 cm™! para 3282 e 3192 cm’!. A banda de estiramento
da carbonila que ocorreu em 1666 cm™! para a NIC pura, foi deslocada
para 1641 cm™! no cocristal. O estiramento da ligagdo C=N foi deslocada
de 1554 cm™! para 1550 cm’'.

Todos os deslocamentos acima ocorreram de forma semelhante no
cocristal formado por LAS, como pode ser visto na Tabela 4.1, ainda
mais, se analisarmos os espectros dos cocristais obtidos por LAS e por
GAS na figura acima percebemos que oS mesmos praticamente se
sobrepdem, confirmando a existéncias das mesmas intera¢des nos dois.
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Na Figura 5.5 sdo apresentados os termogramas do RES, INZ
processada, mistura fisica RES-INZ, RES-INZ obtido por LAS utilizando
etanol como solvente e RES-INZ obtido por GAS utilizando etanol como
solvente.

Figura 5.5 — Curvas de DSC do RES, INZ processada (INZ proc.), mistura fisica
RES-INZ (MF), RES-INZ obtido por LAS utilizando etanol como solvente (LAS
1:1 et.) e RES-INZ obtido por GAS utilizando etanol como solvente (GAS 1:1
et.).
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Com relagdo ao comportamento térmico do produto do
processamento do RES-INZ por GAS, foi possivel observar, por meio das
curvas de DSC, que a amostra teve um evento endotérmico com ponto de
fusdo de 196,6 ° C (AH = 129,1 J-g") localizado entre os pontos de fusio
RES e INZ, resultados semelhantes foram obtidos no que diz respeito a
técnica antissolvente liquido. Existe na literatura varios casos reportando
a formac@o de cocristais com menor entalpia de fusdo por processos de
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precipitacdo utilizando CO» supercritico em consequéncia da sua natureza
policristalina e imperfei¢des da superficie na rede cristalina (OBER et al.,
2013; PADRELA et al.,, 2009). A velocidade com que ocorre a
precipitacdo durante a pressurizagdo no processo de GAS limita a
extensdo da cocristalizagdo e impede a formagao de uma rede perfeita no
cocristal.

Quanto menor a entalpia de fusio, mais facil € para os cristais se
transformarem em liquido. Da mesma forma, durante a dissolu¢do, uma
menor entalpia de fusdo pode promover a dissociacdo do cocristal e
permitir a interacdo dos componentes com o meio de dissolucio,
aumentando assim a liberag@o do principio ativo.

A Figura 5.6 mostra as micrografias FESEM do RES (apéds o
processamento GAS), INZ (ap6s o processamento GAS), a mistura fisica
RES-INZ, RES-INZ (LAS) e RES-INZ (GAS) e os dados relativos ao
tamanho das particulas podem ser vistos na Tabela 5.2. Na imagem de
FESEM do RES (Figura 5.6a) é possivel observar uma distribui¢do
heterogénea de tamanho de particula e forma aleatéria. A INZ (Figura
5.6b) exibiu uma forma de coluna com o tamanho variando entre de 2-25
pm. A imagem FESEM da mistura fisica (Figura 5.6c) mostra as
caracteristicas dos dois componentes puros. Por outro lado, a andlise das
micrografias FESEM mostrou que a morfologia dos cocristais RES-INZ
¢ diferente dos componentes individuais. De fato, tanto o cocristal RES-
INZ obtido por LAS (Figura 5.6d) quanto o obtido por GAS (Figura 5.6e)
foram compostos por uma morfologia fina semelhante a uma agulha,
embora o RES-NIC (GAS) apresentasse maior tamanho de particula.

Tabela 5.2 — Dados de tamanho de particula para RES, INZ e cocristais RES-
INZ (LAS e GAS).

Amostra Tamanho de particula (média  Coeficiente de
da linha diagonal em um) variacao (%)

RES 17,2+ 13,2 71,7

INZ 9.4+5,6 59,6

RES-INZ (LAS) 6,2+3,5 56,4

RES-INZ (GAS) 33,2+21,3 64,2

Tamanho determinado a partir de imagens FESEM usando o software MeterSize
(versdo 1.1). A variag@o indica desvio padrdo (n = 50 particulas).
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Figura 5.6 — Imagens do FESEM de (a) RES ap6s o processo de GAS, (b) INZ
ap6s o processo de GAS, (c) mistura fisica de RES-INZ, (d) cocristal de RES-
INZ (LAS) e cocristal de (e) RES-INZ (GAS).
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5.1.3 RES-NIC

Na Figura 5.7 sdo apresentados os difratogramas de raios X do
RES, da NIC, da mistura fisica RES-NIC e dos cocristais de RES-NIC
(1:1) obtidos por LAS e por GAS.

Figura 5.7 — Difratogramas do RES, NIC processada (NIC proc.), mistura fisica
RES- NIC (MF), RES- NIC obtido por LAS utilizando etanol como solvente
(LAS 1:1 et.) e RES- NIC obtido por GAS utilizando etanol como solvente (GAS
1:1 et.).
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A partir da comparagdo dos difratogramas de DRXP dos
compostos de partida (RES e NIC) com aqueles obtidos para o cocristal
RES-NIC sintetizado por GAS, observou-se que o padrao de difragdo do
cocristal RES-NIC produzido por GAS apresenta todas as reflexdes
encontradas no cocristal produzido por LAS (7,5, 14,0, 15,3, 17,5, 18,1,
22,9 e 27,8° 20), além disso, esses valores também estdo de acordo com
os relatados por He et al. (2017) para o cocristal RES-NIC produzido por
evaporacdo de uma mistura de solventes organicos, entretanto, algumas
reflexdes correspondentes aos compostos puros, que nio estdo presentes
no difratograma do cocristal produzido por LAS, se encontram presentes
no difratograma do cocristal produzido por GAS, como por exemplo, as
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que se encontram destacadas por uma seta (Jz) em 6,5° 16,3° ¢ 19,2° 260,
indicando que o cocristal foi formado junto com material ndo
cocristalizado.

A fim de confirmar a formacdo do cocristal RES-NIC sintetizado
por GAS, foi realizada a andlise espectrométrica das substancias iniciais
e das amostras RES-NIC (GAS) e RES-NIC (LAS), pela técnica de FTIR,
a Figura 5.8 apresenta os espectros obtidos.

Figura 5.8 — FTIR do RES, NIC processada (NIC proc.), mistura fisica RES-NIC
(MF), RES-NIC obtido por LAS utilizando etanol como solvente (LAS 1:1 et.)
e RES-NIC obtido por GAS utilizando etanol como solvente (GAS 1:1 et.).
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A partir dos resultados obtidos por FTIR, foi possivel verificar que
os espectros das amostras RES-NIC (GAS) e RES-NIC (LAS) sao
similares entre si, e apresentaram diferencas espectrais em relacdo aos
seus compostos formadores (RES e NIC), evidenciando a formacdo do
cocristal de RES-NIC (1:1). Estas diferencas podem ser observadas



120

principalmente na regido com nimeros de onda superiores a 1600 cm™! e
sdo idénticas e ja sumarizadas na Tabela 4.2.

A partir da comparacgao do espectro da NIC com aquele obtido para
o cocristal RES-NIC (LAS e GAS), observou-se que o modo vibracional
atribuido ao estiramento da carbonila (C=0) presente na NIC a 1680 cm"
'encontra-se deslocado para 1670 cm™!. Também ocorreu o deslocamento
das bandas espectrais da NIC em 3363 e 3159 cm’! (atribuidas as
vibragdes de estiramento assimétrico e simétrico do grupo NH, para 3511
e 3222 cm’!, respectivamente, no espectro do cocristal).

Ao relacionar o espectro do cocristal sintetizado com aquele obtido
para o RES também foram observadas diferencgas. Assim, verificou-se
que as bandas de absor¢io deste composto localizadas em 3234 cm!, que
s@o atribuidas ao estiramento da ligacdo OH se encontra deslocada para
3260 cm’' no cocristal. Portanto, estas alteragdes permitem inferir a
formacdo de um cocristal com modos vibracionais especificos. Ressalta-
se que estes dados complementam os resultados obtidos na andlise por
DRXP, que também evidenciaram a formacdo de um novo arranjo
cristalino.

A caracterizagdo térmica dos compostos de partida (RES e NIC),
da mistura fisica desses componentes e do cocristal de RES-NIC (GAS e
LAS) foi realizada utilizando a calorimetria exploratéria diferencial
(DSC). A Figura 5.9 apresenta as curvas de DSC para estes materiais.

Para os compostos de partida, o RES apresentou um evento
endotérmico em 268,0 °C (AH = 276,2 J-g''), sendo este evento
caracteristico do processo de fusdo da substancia. Para a NIC ocorreu um
evento endotérmico em 131,9 °C (AH = 197,7 J-g’"), correspondente ao
seu processo de fusdo. Na mistura fisica ocorreram 2 eventos
endotérmicos e 1 evento exotérmico, ji devidamente analisados
anteriormente no item 4.1.4.

Observou-se a partir da comparacdo das curvas DSC dos
compostos de partida (RES e NIC) com aquelas obtidas para o cocristal
RES-NIC sintetizado pelas metodologias empregadas neste estudo, que o
material obtido por LAS apresentou um unico evento endotérmico
correspondente a fusdo deste. Esta transi¢ao de fase ocorreu em 166,1 °C
com correspondente a AH = 87,5 J-g”!. Entretanto, o RES-NIC obtido por
GAS apresentou trés eventos endotérmicos, dois muito préximos em
117,8 e 121,5 °C, correspondendo provavelmente a fusdo de mistura
eutética ou componente puro, € mais um evento endotérmico em 164,3 °C
(AH = 58,05 J-g'"), correspondente ao processo de fusio do cocristal.
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A diferenca entre os pontos de fusdo do cocristal e dos
componentes iniciais € caracteristica da formacdo de uma nova fase
sélido.

Deste modo, as caracteristicas desta transicio confirmam
termicamente a formacgdo do cocristal de RES a partir de sua interacio
com o coformador NIC, indicando que este material poderd apresentar
aumento na solubilidade quando comparado ao API original, haja vista
que uma temperatura de fusdo menor pode evidenciar a existéncia de
forgas de interacdo mais fracas.

Figura 5.9 — Curvas de DSC do RES processado, NIC processada, mistura fisica
RES-NIC (MF), RES-NIC obtido por LAS utilizando etanol como solvente (LAS
1:1 et.) e RES-NIC obtido por GAS utilizando etanol como solvente (GAS 1:1
et.).
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Imagens FESEM dos componentes puros e cocristais sao
mostradas na Figura 5.10a-e. O RES apresentou estruturas com forma
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aleatéria com tamanhos variando de 6 a 66 um, como mostra a Figura
5.10a.

Figura 5.10 — Imagens do FESEM de (a) RES apds o processo de GAS, (b) NIC
apos o processo de GAS, (c) mistura fisica de RES-NIC, (d) cocristal de RES-
NIC (LAS) e cocristal de () RES-NIC (GAS).

SEI 100KV X3.000 WD5Emm e iU KV X3000  WD59mm

LCME/UFSC

A NIC apresentou particulas com forma de coluna com tamanho
médio de 10,9 um como mostrado na Figura 5.10b. Além disso, ambas as
particulas irregulares e retangulares correspondentes aos compostos
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originais foram observadas na mistura fisica (Figura 5.10c), indicando
que nao houve interagdo entre RES e NIC. Por outro lado, os cocristais de
RES-INZ formados mostraram claramente que a sua morfologia era
diferente em compara¢do com os componentes individuais, enquanto o
cocristal RES-NIC (LAS) (Figura 5.10d) era composto de particulas em
forma de flocos e tamanho da ordem de 25 um, o RES-NIC (GAS)
apresentou particulas em forma de agulha com tamanho muito menor (0,8
pum) como pode ser visto na Figura 5.10e. Os dados relativos ao tamanho
das particulas se encontram resumidos na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Dados de tamanho de particula para RES, NIC e cocristais RES-
NIC (LAS e GAS).

Amostra Tamanho de particula (média  Coeficiente de
da linha diagonal em pm) variacao (%)
RES 17,2 £ 13,2 76,7
NIC 10,9 £ 6,7 61,5
RES-NIC (LAS) 25,0+£9,6 38,4
RES-NIC (GAS) 0,8 +0,3 37,5

Tamanho determinado a partir de imagens FESEM usando o software MeterSize
(versdo 1.1). A varia¢do indica desvio padrdo (n = 50 particulas).

5.1.4 Efeito da agitacio do sistema durante o processamento GAS

Para avaliar o efeito da agitacdo do sistema foram conduzidos
experimentos com RES e o coformador NIC sem nenhuma agitaciao, com
agitacdo apenas durante os 10 min quando o sistema ficou sem injecao de
COa, e com agitacdo durante todo o processo. O mecanismo de nucleacio
e crescimento de cristais na adicao de antissolvente supercritico envolve
a combinacdo de dois fendmenos: a difusdo do antissolvente para a fase
orginica e a evaporagdo do solvente orginico na fase antissolvente, a
expansdo de volume causada pela difusdo antissolvente reduz a
solubilidade do soluto devido a redu¢do da densidade, por outro lado, a
evaporagdo do solvente na fase gasosa aumenta a concentracio do soluto
(PASQUALI; BETTINI; GIORDANO, 2008). A agitacdo do sistema
produz uma maior dispersdo do CO:z no solvente, o que leva a uma rdpida
saturacdo dos componentes dissolvidos. Os difratogramas dos
experimentos para avaliar o efeito da agitacdo do sistema sdo
apresentados na Figura 5.11.
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Figura 5.11 — Difratogramas dos experimentos realizados com agitacao total,
agitagdo parcial e sem agita¢do do sistema.
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Pela andlise dos difratogramas da Figura 5.11 € possivel verificar,
no difratograma do produto do experimento sem agitacdo, a presencga de
reflexdes correspondentes ao cocristal produzido por LAS e que ndo estio
presentes no difratogramas dos produtos dos experimentos conduzidos
com agitagdo total ou parcial (7,5; 14,0; 15,4 e 27,8 °20), indicando que
o produto sem agitacdo produziu o cocristal em maior propor¢do. Essa
assertiva € apoiada pela andlise da Figura 5.12, onde sao apresentadas as

curvas de DSC para os experimentos conduzidos com e sem agitagao.



125

Figura 5.12 — Termogramas dos experimentos realizados com agitacdo total,
agitacdo parcial e sem agitacdo do sistema.
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A curva de DSC correspondente ao experimento sem agitacdo
apresentou o evento endotérmico correspondente a fusdo da mistura
eutética com menor variagdo de entalpia (24,9 J-g'') em comparag¢do com
0 a variagdo de entalpia do experimento com agita¢do parcial (73,1J-g1)
e agitagdo total (59,1 J-g™1). Isso indica que, no caso desses componentes,
a ripida saturacdo produzida pela agitacdo prejudica a formacdo do
cocristal RES-NIC.

5.1.5 Efeito da vazio de CO:

Para avaliar o efeito da vazdo do CO» na producéo do cocristal de
RES-NIC pela técnica GAS foram realizados experimentos nas vazdes de
5, 10 e 20 g'min’' de CO,. Os resultados do DRX sdo apresentados na
Figura 5.13.
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Figura 5.13 — Padrdo de DRX para cocristais de RES-NIC obtidos por GAS
para diferentes vazdes de CO,.

Intensidade

Os difratogramas apresentados praticamente se sobrepdem,
indicando que a variacdo da vazdo do CO., nos niveis estudados, nao
resultou em alteracdes considerdveis na estrutura cristalina dos cocristais
formados. Esse resultado mostra que € possivel trabalhar em uma vazio
de CO; maior, o que torna o processo mais rapido, sem perda no
rendimento da cocristalizacao.

5.2 SOLVENTE SUPERCRITICO (CSS)

Como as tentativas de producdo de cocristas do RES com a NIC
pela técnica CSS ndo obtiveram sucesso, a INZ foi entdo escolhida para
avaliar a possibilidade de produgdo de cocristais pela técnica de solvente
supercritico (CSS). A maior vantagem dessa metodologia se encontra no
fato de nfo utilizar solvente organico, sendo o CO; supercritico 0 meio
utilizado para ocorrer a cocristalizacdo. Os experimentos pela técnica
CSS foram realizados a pressdo de 90 bar e temperatura de 45 °C.
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5.2.1 RES-INZ

Uma mistura fisica de RES (0,3 g equivalente a 0,013 mol) e INZ
(0,178 g equivalente a 0,0013 mol) foi preparada e introduzida na cAmara
de precipitacdo sem nenhum solvente orgdnico com aplicacdo da
metodologia descrita no item 3.2.4. Experimentos foram realizados com
duracdo de 2 e 4 h, durante o tempo para a etapa em que o sistema
permaneceu sem vazdo de CO;. Na Figura 5.14 s3o apresentados os
resultados do DRXP do cocristal obtido por GAS (GAS 1:1 et.), para
comparacio, da mistura fisica RES-INZ (MF), do experimento com CSS
com duracdo de 4 h (CSS 4h) e do experimento com CSS com duragéo de
2 h (CSS 2h).

Figura 5.14 — DRXP do cocristal obtido por GAS (GAS 1:1 et.), da mistura fisica
RES-INZ (MF), do experimento com CSS com duragdo de 4 h (CSS 4h) e do
experimento com CSS com duragdo de 2 h (CSS 2h)
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Esses resultados mostram que o produto obtido por CSS apresenta
ainda uma grande quantidade de material ndo cocristalizado, como pode
ser visto pela presenga de vdrias reflexdes correspondentes aos
componentes puros, e, como € baseado na capacidade do fluido
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supercritico agir como solvente, isso pode ser atribuido a baixa
solubilidade dos componentes iniciais no fluido supercritico. Resultado
semelhante foi obtido por Padrela et al. (2009) na obtencdo de cocristais
de indometacina e sacarina por meio da técnica CSS.

Verifica-se também a auséncia da reflexdo em 7,1° 20 nos
difratogramas dos produtos obtidos por CSS, entretanto, todos as outras
reflexdes atribuidas ao cocristal RES-INZ estdo presentes no produto
obtido em 4 h, enquanto que no difratograma do produto obtido em 2 h a
reflexdo em 13,9° 20 também no estd presente. Isso sugere um aumento
da quantidade de cocristal formada no experimento realizado em 4 h. Para
avaliar essa possibilidade foram obtidos os termogramas dos produtos dos
experimentos que estdo apresentados na Figura 5.15.

Figura 5.15 — DSC do cocristal obtido por GAS (GAS 1:1 et.), da mistura fisica

RES-INZ (MF), do experimento com CSS com duragdo de 4 h (CSS 4h) e do
experimento com CSS com duragdo de 2 h (CSS 2h)
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Um resumo das informacdes contidas na figura acima pode ser
observado na Tabela 5.4. A curva correspondente aos experimentos
elaborados em 4 e 2 h apresentam ambos dois eventos endotérmicos, o
primeiro ocorreu em 160,2 °C para CSS 2h, com AH 88,2J-g"!, e em 161,2
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°C, com AH 79,7 J-g’!, para o CSS 4h. Essas temperaturas estio bem
préximas a temperatura de fusdo eutético formado na mistura fisica
(162,9 °C), porém, com o AH bem inferior. O segundo evento,
correspondente a fusdo do cocristal, ocorre em 192,8 °C, com AH 76,3
J.g1, para o experimento CSS 2h e em 197,3 °C, com AH 107,8 J-g’!, para
o experimento CSS 4h. O aumento do AH de fus3o do cocristal em
conjunto com a reducdo do AH de fusdo do eutético apontam para uma
maior quantidade de cocristal formada em 4 h de experimento refor¢ando
a possibilidade dissertada anteriormente na andlise do DRXP. Esse
resultado vai de encontro ao reportado por Padrela et al. (2009) que, ao
estudar a formacdo de cocristais de indometacina e sacarina, nio
encontrou efeito do tempo de exposicao das amostras ao CO» supercritico
sobre a quantidade de cocristais formados.

Tabela 5.4Tabela 5.5 — Comportamento térmico obtido por DSC do produto
RES-INZ obtido GAS, mistura fisica RES-INZ, produto do experimento CSS
em 4 h e produto do experimento CSS em 2 h.

1° evento 2° evento
Amostra Tonsel Tpico AH Tonsel Tpico AH
(°C) O Jdgh (O O dJdgh
GAS 1:1 et. —_— —_— e 187,1 196,6 129,1
MF 156,7 162,9 191,3
CSS 4h 156,9 161,2 79,7 183,9 197,3 107,8
CSS 2h 155,1 160,2 88,2 180,3 192,8 76,3

5.3 CONCLUSAO

A viabilidade da cocristalizagdo utilizando meio supercritico pela
técnica GAS para a produgdo de cocristais do RES foi comparada com
um processo tradicional de antissolvente liquido utilizando n-hexano.
Cocristais de RES de similar cristalinidade foram produzidos por ambos
os métodos. A anilise DRXP, FTIR e DSC estao em concordincia com
dados reportados anteriores da literatura para o cocristal de RES-INZ e
RES-NIC. No caso do cocristal RES-NIC produzidos por GAS, a anélise
de DRXP e DSC revelou presenca de alguma fragdo de componentes nio-
cristalizados que sofrem fusdo eutética quando aquecidos, essa fragdo foi
menor quando o experimento foi realizado sem nenhuma agitacdo do
sistema. A influéncia da vazdo de CO. supercritico na formagdo do
cocristal pela técnica GAS no intervalo estudado se mostrou
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negligencidvel. A mistura RES-INZ foi utilizada para avaliar a
viabilidade da técnica CSS ndo sendo possivel a obtenc@o de cocristais
puros. As andlises de DRXP e DSC revelaram presenca de material ndo
cocristalizado sendo essa quantidade menor quando o tempo de exposi¢do
ao CO; é ampliado.
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CAPITULO 6
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6 ESTUDOS DE DISSOLUCAO

O perfil de dissolug@o pode ser alterado pela formagao de cocristais
e tanto um aumento quanto uma diminuicdo nas propriedades de
dissolucdo foram relatados (HIENDRAWAN et al., 2016; MIN-SOOK
et al, 2010; OBER; GUPTA, 2012; RAJESH GOUD; KHAN;
NANGIA, 2014). O experimento de dissolucdo foi conduzido utilizando
o RES ap6s o processamento por GAS e nos cocristais RES-NIC. Os
cocristais de RES-INZ nao foram utilizados nessa fase em fungdo da INZ
ser antibidtico, usado como primeira escolha no tratamento da
tuberculose, e que, portanto, ndo pode ser utilizado pela industria de
alimentos

Estudos de dissolugdo in vitro comparativos para cocristais do RES
com NIC produzidos por LAS e GAS foram conduzidos a 37 °C durante
um periodo de 3 h para avaliar a relevancia em disponibilidade potencial
e determinar como as diferencas na extensdo da cocristalizacdo e do
tamanho das particulas resultantes dos diferentes métodos de preparagdo
do cocristal podem afetar a taxa de dissolu¢do do RES. Foram utilizados
trés meios para obter os perfis de dissolucdo: dgua destilada, solucdo
tampao de fosfato (PBS) pH 6,8 e uma solu¢do de HC1 0,1 M (pH 1,2),
conforme relatado no item 3.4 na pagina 85.

6.1 AGUA DESTILADA

Os perfis de dissolu¢do em dgua destilada para RES e dos cocristais
de RES-NIC obtidos por LAS e GAS sao mostrados na Figura 6.1. O RES
exibiu baixa taxa de dissolugdo, alcancando menos de 25% de liberagdo
em 2 h. Os cocristais preparados por ambos os métodos mostram uma
dissolucdo significativamente mais rdpida do que o RES, demonstrando
assim a sua relevancia para melhorar a sua biodisponibilidade. O cocristal
produzido por LAS apresenta uma maior taxa de liberacdo de RES e, em
45 min, atinge praticamente o mesmo percentual de liberagcdo que o RES
puro sé atingiu em 2 h. O cocristal produzido por GAS apresentou um
perfil de liberacdo semelhante ao produzido por LAS até 15 min, a partir
desse ponto passa a apresentar uma maior liberagdo do RES sendo que
em 30 minutos libera praticamente o mesmo percentual que o RES puro
liberou em 2 h.
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Figura 6.1 — Perfis de dissolucao de (m) RES, (A ) RES-NIC (LAS) e (o) RES-
NIC (GAS) em dgua destilada, 37 °C. Os valores sdo médios e a barra de erro
representa o desvio padrdo, n = 3.
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Os perfis de dissolucio do RES e dos cocristais RES-NIC
produzidos por LAS e GAS em pH 6,8 sdo apresentados na Figura 6.2.
Os cocristais de RES-NIC produzidos usando CO», como antissolvente
tém o perfil de liberacdo mais ripido, atingindo quase 30% de liberagcao
em 3 h. Os cocristais de RES-NIC produzidos usando n-hexano tém
liberagdo significativamente mais lenta, atingindo apenas 25,5% de
liberacdo em 3 h. O RES por sua vez atingiu apenas 22% de liberacdo em
3 h. Aqui também temos o cocristal produzido por GAS apresentando um
perfil de liberacdo semelhante ao produzido por LAS até 15 min e
aumentado depois. Os dois cocristais analisados atingem em 15 min o
percentual de liberacdo que o RES puro atingiu apenas em 2 h.



135

Figura 6.2 — Perfis de dissolucdo de (m) RES, (A) RES-NIC (LAS) e (o) RES-
NIC (GAS) em tampao fosfato (pH = 6,8), 37 °C. Os valores sdo médios e a
barra de erro representa o desvio padrdo, n = 3.
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Os perfis de dissolucdo em pH 1,2 para RES e dos cocristais de
RES-NIC obtidos por LAS e GAS s@o mostrados na Figura 6.3. Os
resultados mostram que € evidente que tanto RES-NIC (LAS) como RES-
NIC (GAS) aumentam o perfil de dissoluc¢do de RES, tendo a preparagio
do cocristal por GAS produzindo melhores resultados. A taxa de
dissolucdo do RES-NIC (GAS) e do cocristal RES-NIC (LAS) atingiram
os valores de 26,35% e 22,62% em comparagdo com o RES 17,07% em
30 min. Valores préximos aos percentuais obtidos pelos cocristais s
foram obtidos pelo RES puro em 150 min.
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Figura 6.3 — Perfis de dissolucdo de (m) RES, (A) RES-NIC (LAS) e (o) RES-
NIC (GAS) em solugio de HCI 0,1 mol-L! (pH = 1,2), 37 °C. Os valores sdo
médios e a barra de erro representa o desvio padrdo, n = 3.
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Apesar dos cocristais produzidos por cada método terem estruturas
cristalinas e quimicas semelhantes, conforme determinado por DXRP e
FTIR, parece que as diferencas morfoldgicas e composicionais resultantes
do método de preparagdo podem ter um forte efeito na dissolu¢éo do RES.
Virios autores propdem este aumento na taxa de dissolugc@o no caso dos
cocristais RES-NIC comparados ao farmaco puro processado, isso indica
que os cocristais t€m uma estrutura cristalina mais fraca e portanto uma
taxa de dissolu¢do maior, como observado pelos dados de DSC que
revelaram reducdo na temperatura e entalpia de fusdo dos cocristais em
comparacdo com o composto original (EL-GIZAWY et al., 2015;
KOTBANTAO; CHAROENCHAITRAKOOL, 2017, PANZADE et al.,
2017). Por outro lado, a melhoria na dissolu¢do do cocristal RES-NIC
(GAS) em comparagdo com o RES-NIC (LAS), mesmo o primeiro
contendo RES e NIC ndo cocristalizados, é provavelmente devida a
reducdo significativa do tamanho das particulas, como as imagens do
FESEM mostraram.
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Os resultados também mostram que o efeito do pH na solubilidade
do resveratrol foi pouco pronunciado, resultados semelhantes foram
encontrados por Zupanci¢, Lavri¢ e Kristl (2015).

A eficiéncia de dissolu¢do (ED) também permite comparar
adequadamente os perfis de dissolucio de farmacos (KHAN, 1975). Esta
varidvel estd relacionada com a quantidade real de firmaco que se
encontra dissolvida no meio e é um importante parametro de cinética de
dissolucdo. Este termo pode ser definido como a drea sob a curva de
dissolu¢do em um determinado intervalo de tempo. A ED permite a
comparagio mais fidedigna entre produtos. Além disso, este parametro
estd relacionado com a quantidade real de firmaco que se encontra
dissolvida no meio e, desta forma, pode-se ter um melhor progndstico dos
resultados in vivo (SERRA; STORPIRTIS, 2007). A eficiéncia de
dissolucdo foi calculada a partir da drea sob a curva obtida a partir da
porcentagem dissolvida até 180 min em relacdo a 4rea total do grafico
(EDi1s0).

Na Figura 6.4 e na Tabela 6.1 é apresentada a efici€éncia de
dissolucdo, calculada no intervalo de 0 a 180 min (EDigp), relativa a
amostras de RES puro, cocristal RES-NIC produzido por LAS e cocristal
RES-INZ produzido por GAS. A taxa de dissolu¢do dos cocristais medida
pela eficiéncia de dissolucdo (ED1so) € consideravelmente mais rapida do
que o RES puro. No teste de dissolugdo, o cocristal produzido pela técnica
GAS apresentou melhor eficiéncia de dissolucio nos trés meios estudados
(26,73% £ 0,47 em 4gua destilada, 28,48% + 0,31 em pH 1,2 € 26,04% +
0,20 em pH 6,8), logo depois estd o cocristal produzido pela técnica LAS,
(24,84% =+ 0,20 em 4gua destilada, 23,13% + 0,57 em pH 1,2 e 23,55% +
0,11 em pH 6,8) enquanto que o RES puro apresentou menor eficiéncia
de dissolucdo (22,22% + 0,71 em 4gua destilada, 20,30% + 0,19 em pH
1,2 € 20,42% + 0,23 em pH 6,8).
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Figura 6.4 — Eficiéncia de dissolug¢do em 180 min (EDgo) para o RES, RES-
NIC (LAS) e RES-NIC (GAS) em &dgua destilada, tampao fosfato (pH = 6,8) e
solugdo de HC1 0,1 mol-L"! (pH = 1,2).
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Tabela 6.1 - Eficiéncia de dissolucdo em 180 min (EDs9) para o RES, RES-NIC
(LAS) e RES-NIC (GAS) em agua destilada, tampao fosfato (pH = 6,8) e
solugdo de HCI 0,1 mol-L"! (pH=1,2).

Eficiéncia de dissolugdo (%)

Meio RES RES-NIC(LAS) RES-NIC (GAS)
Agua destilada 22,22 £0,71 24,84 £ 0,20 26,73 £0,47
Tampdo (pH=6,8)  2042+023  23,55+0,11 26,04 +0,20
HCI (pH = 1,2) 2030+0,19  23,13+0,57 28,48 +031

A andlise de variancia simples foi utilizada considerando-se como
fator a eficiéncia de dissolucdo. A andlise de varidncia (as tabelas de
ANOVA para cada meio se encontram no apéndice D) demonstrou haver
diferenca estatisticamente significativa entre a eficiéncia de dissolucdo do
RES e dos cocristais produzidos por LAS e GAS nos trés meios (Figua dest.
=60,8; Fpu1,2=340,7; Foues = 684,0; p < 0,05). Desta forma, foi realizado
o teste de Tukey para cada meio e, de acordo com os valores obtidos,
compara¢do multipla de médias e p < 0,05, verificou-se que os valores de
eficiéncia de dissolucdo do RES, RES-NIC (LAS) e RES-NIC (GAS) sdo
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estatisticamente diferentes entre si em cada meio. Como o RES pertence
a classe 2 da classificag@o biofarmacéutica (PUJARA et al., 2017), cabe
ressaltar que a dissolugd@o in vivo € a etapa limitante da absorcdo e esta
pode ser varidvel devido aos fatores relacionados as formulagdes. Assim,
os estudos de dissolucdo in vitro sdo fundamentais para assegurar a
qualidade das formulacdes na forma sélida, bem como para permitir a
otimizac¢do das mesmas quando em desenvolvimento.

6.2 CONCLUSAO

O resveratrol apresenta muitos beneficios para a saide humana, o
problema se encontra na sua baixa solubilidade e biodisponibilidade que
limita seu uso. Os ensaios de dissolu¢cdo in vitro apontaram que 0S
cocristais de RES-NIC produzidos por LAS e GAS parecem ter relevancia
potencial para aumentar a biodisponibilidade do RES, com os cocristais
formados apresentando um perfil de dissolucdo melhor com relagio ao
RES puro em todos os meios estudados, com destaque para o cocristal
produzido pela técnica GAS, que apresentou o melhor perfil de
solubilidade que o cocristal produzido por LAS, provavelmente em
fungdo do menor tamanho de particula. A andlise de varidncia realizada
em fungdo da eficiéncia de dissolugdo mostrou diferenca estatisticamente
significativa entre os cocristais e o RES.
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7 CONCLUSOES E SUGESTOES

Neste capitulo s@o apresentas as conclusdes decorrentes do
desenvolvimento do trabalho, além das sugestdes para trabalhos futuros e
producdo técnico-cientifica decorrente da execugdo do trabalho.

7.1 CONCLUSOES

A partir do screening realizado a baixa pressdo foi possivel a
producdo de cocristais do RES com a INZ e NIC. Os cocristais foram
produzidos na proporc¢do molar 1:1 utilizando etanol como solvente e n-
hexano como antissolvente. Os cocristais produzidos foram
caracterizados por DRXP, FTIR e DSC. O cocristal RES-INZ apresentou
o mesmo padrio de DRXP do cocristal relatado anteriormente na
literatura, apresentando também os mesmos deslocamentos nas principais
bandas de FTIR e perfil térmico obtido por DSC. O cocristal RES-NIC
apresentou novas reflexdes no padrio de DRXP, além do
desaparecimento de reflexdes caracteristicas dos compostos iniciais.
Apresentou deslocamento em vdrias bandas de FTIR com destaque para
a que corresponde ao estiramento da carbonila. Sua curva de DSC
apresentou um evento unico, correspondente a fusdo do cocristal, em
temperatura entre os pontos de fusdo dos componentes puros. O padrido
de DRXP e a anélise de DSC apresentaram resultados bem proximos ao
cocristal RES-NIC j4 descrito na literatura.

Foi possivel obter os cocristais produzidos anteriormente em baixa
pressdo, ou pela técnica GAS utilizando etanol como solvente e CO»
supercritico como antissolvente. Os cocristais produzidos apresentaram
as mesmas caracteristicas estruturais e térmicas que os produzidos por
LAS embora s6 tenha sido possivel obter o cocristal RES-NIC agregado
a material ndo cocristalizado, evidenciado por reflexdes remanescentes
no seu padrdo de DRXP e por evento de fusdo eutética, semelhante ao
apresentado na mistura fisica, revelado na curva de DSC. A andlise de
FESEM mostrou que a morfologia dos cocristais RES-INZ € diferente dos
componentes individuais, ambos 0s cocristais apresentam estruturas em
forma de agulha. A morfologia dos cocristais RES-NIC também
apresentaram morfologia diferente dos compostos puros, sendo que o
produzido por LAS apresentou forma de flocos e tamanho da ordem de
25 um enquanto que os produzidos por GAS apresentou particulas em
forma de agulha com tamanho muito menor, da ordem de 0,8 um. O efeito
da agitacdo do sistema foi avaliado durante o processamento por GAS
para produzir cocristais de RES-NIC, sendo o processo sem agitacio o
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que apresentou maior extensdo de cocristaliza¢do segundo a andlise de
DRXP e DSC, indicando que a rdpida saturacdo produzida pela agitacao
prejudica a formacdo do cocristal. O efeito da vazdo de CO, também foi
avaliado e ndo resultou em alteragdes considerdveis na estrutura cristalina
dos cocristais formados.

Nos experimentos com CSS s6 foi possivel a formacgao parcial de
cocristal utilizando a INZ. A andlise de DRXP e DSC apontou o aumento
na quantidade de cocristal formada com o aumento no tempo de
processamento.

Os cocristais de RES-NIC produzidos apresentaram um aumento
significativo do perfil e eficiéncia de dissolu¢do quando comparados ao
RES puro, sendo que o produzido por GAS exibiu os melhores resultados
provavelmente em fung¢do do seu menor tamanho de particula,
evidenciado pelas micrografias. Estes resultados abrem uma perspectiva
de melhoria na biodisponibilidade do RES com a utilizag¢do de cocristais.

Os resultados obtidos ao longo deste trabalho levam a conclusao
de que a produgido de cocristais por fluido supercritico utilizando a técnica
GAS € uma boa alternativa para aumentar a velocidade de dissolucdo de
compostos além de reduzir o uso de solventes orgédnicos em favor do CO»,
ambientalmente adequado, fornecendo informagdes uteis para o
desenvolvimento de sistemas de entrega de resveratrol com relevancia em
aplicacdes alimenticias.

7.2 SUGESTOES
Como sugestdes neste trabalho estdo:

e Avaliar a possibilidade de formacdo de cocristais com
outros coformadores, com destaque para os que
apresentam grupamento amino em sua estrutura.

e Utilizar os isOmeros posicionais da nicotinamida
(isonicotinamida e picolinamida) para avaliar o efeito da
posicdo do nitrogénio piridinico na formagdo de
cocristais.

e Determinar a solubilidade do RES e dos coformadores em
CO; supercritico e em misturas de CO2 com solventes
organicos.

e Estudar a influéncia de cada pardmetro separadamente na
formacdo dos cocristais pela técnica GAS, principalmente
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em relacdo a pressdo, temperatura e tempo com o sistema
sem vazdo de CO,.

e Verificar os perfis de dissolug@o in vitro dos cocristais da
INZ utilizando Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia
(HPLC) para quantificagdo do RES liberado.

e Realizar estudos in vivo em modelos animais, avaliando a
biodisponibilidade dos cocristais.

e Realizar estudos de fotodegradacdo e termodegradacdo
dos cocristais em comparacao com o RES.

e Avaliar a atividade antioxidante dos cocristais formados
em comparagdo com o RES.

7.3 PRODUCAO TECNICO-CIENTIFICA DECORRENTE DA
EXECUCAO DESTE TRABALHO

7.3.1 Trabalhos publicados/submetidos em periédicos

Pessoa, A. S.; Aguiar, G. P. S; Oliveira, J. V.; Bortoluzzi, A. J.;
Paulino, A.; Lanza, M. Precipitation of resveratrol-isoniazid and
resveratrol-nicotinamide cocrystals by gas antissolvente. The Journal of
Supercritical Fluids, aceito para publicacdo, 2018.

7.3.2 Trabalhos publicados em anais de congressos

Pessoa, A. S.; Aguiar, G. P. S; Oliveira, J. V.; Reis, P. M. C. L,;
Oliveira, J. V.; Lanza, M. Producdo de cocristal do resveratrol com
nicotinamida utilizando CO; supercritico. In: IX Congresso Brasileiro de
Termodindmica Aplicada, 2017, Porto Alegre. IX Congresso Brasileiro
de Termodinamica Aplicada, 2017.
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APENDICE A

Figura 7.1 — Varredura para avaliar a sobreposi¢do dos espectros UV-Vis do RES,
INZ e NIC.
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APENDICE B

Figura 7.2 — Curva de calibracdo média do RES obtida por espectrofotometria
UVv.

Equation y=a+b*
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APENDICE C

Quadro 7.1 — Resultado do screening utilizando etanol como solvente

Coformador

Estrutura molecular

Razio molar

(res:coformador)

Resultado

Acido oxalico

Acido succinico

Acido tartdrico

Acido citrico

Acido salicilico

Acido cindmico

Cafeina

Isoniazida

Nicotinamida
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1:1
1:2
2:1

1:1

1:1

—
(SIS I

1:1

1:1
1:2
1:3
1:4
2:1

Mistura fisica
Mistura fisica
Mistura fisica

Mistura fisica

Mistura fisica

Precipitou RES
Mistura fisica

Mistura fisica
Mistura fisica

Mistura fisica
Mistura fisica
Mistura fisica

Mistura fisica
Mistura fisica

Cocristal

Cocristal
Cocristal *
Cocristal *
Mistura fisica
Mistura fisica

* Os cocristais foram obtidos na razio 1:1.
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Quadro 7.2 — Resultado do screening utilizando acetona como solvente

Coformador Estrutura molecular Razao molar Resultado
(res:coformador)
Acido oxilico O 1:1 Mistura fisica
OH
HO
(0]
Acido succinico (0] 1:1 Mistura fisica
OH
HO
(0]
Acido tartérico O OH 1:1 Mistura fisica
OH
ne

OH O
Mistura fisica
1:2 Mistura fisica

Acido citrico

OH

1:1 Mistura fisica
2 Mistura fisica

O OH
IS e
HO
OH
OH
:/< ’
OH
Acido cindmico H 1:1 Mistura fisica
(0] 1:2 Mistura fisica
1:3 Mistura fisica
H (@)
O
74
N
— N—N’
/ \
H H
— /0
=
N NH,

Acido salicilico

H
1:1 Nio ocorreu
precipitacio

Isoniazida

Mistura fisica
Mistura fisica
Mistura fisica

Nicotinamida

W=
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Quadro 7.3 — Resultado do screening utilizando acetato de etila como solvente.

Coformador Estrutura molecular Razao molar Resultado
(res:coformador)
Acido salicilico OH 1:1 Mistura fisica
O 1:2 Mistura fisica
OH
Acido cindmico H 1:1 Mistura fisica
(0] 1:2 Mistura fisica
1:3 Mistura fisica
OH
Nicotinamida — O 1:1 Precipitou
\ / { apenas RES
N NH,

Obs.: apenas aqueles que se dissolveram em acetato de etilo foram testados.
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APENDICE D

Tabela 7.1 — Andlise de variancia dos resultados obtidos para eficiéncia de
dissolug¢do do RES, RES-NIC (LAS) e RES-NIC (GAS) em tampao de fosfato
(PBS) pH 6.8.

Fonte da variacdo SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 47,6069 2 23,8034 684 8,329-108
Dentro dos grupos 0,20881 6 0,03480
Total 47,8157 8

SQ — Soma dos Quadrados; gl — graus de liberdade; MQ — Média Quadratica; F —
Teste de Fisher.

Tabela 7.2 — Andlise de variancia dos resultados obtidos para eficiéncia de
dissolucdo do RES, RES-NIC (LAS) e RES-NIC (GAS) em dgua destilada.

Fonte da variagdo SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 30,8177 2 15,4088 60,8 0,000104
Dentro dos grupos 1,52058 6 0,25343
Total 32,3382 8

SQ — Soma dos Quadrados; gl — graus de liberdade; MQ — Média Quadratica; F —
Teste de Fisher.

Tabela 7.3 — Andlise de variancia dos resultados obtidos para eficiéncia de
dissolugdo do RES, RES-NIC (LAS) e RES-NIC (GAS) em soluggo 0,1 mol-L!
(pH 1.2).

Fonte da variagdo N gl MQ F valor-P
Entre grupos 103,575 2 51,7877 340,7 6,648-107
Dentro dos grupos 091191 6 0,15199
Total 104,487 8

SQ — Soma dos Quadrados; gl — graus de liberdade; MQ — Média Quadratica; F —
Teste de Fisher.
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Certificado de andlise do trans-resveratrol emitido pelo fabricante

JIAHERB® _ .
Phytochem P —

Jiaherb Phytochem — Xi’an, China

Fian (K086-29-8R255 10

€ Iaf Rowad Xilar

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Resveratrol  99% Resveratrol(HPLC)

Batch No.: Chz20150504 Manufacture Date: 20150504 Expiry Date: 20180503

General Infurmation

Part Used Raot Solvents Used Waterdlithanol
Hotan Source Folvgomam cuspicaron Country Of Origin China
ITEMS SPECIFICATION METHOD TEST RES
Physical& Chemical Data
Color Cresmy Organaleptic Conform
Odour characteristic Organolepric
Appearance Fine Powder rganaleptic Conform
Analytical Quality
Identitication Identival 1o 8.8, sample HETLYE lentical
Resveraral 99.0% HPLC{on anhydrous basis) 99.10%
Sieveatalysis 100 ¥ through 80 mesh LiSP36<788 Conform
Water(KF) 2.0% Eur P70 2312 1.23%
total Ash <10 % EurPh.70 (24,16} 007%
Contaminants

3.0 mgiky furPh 7 0 2.2 385 1CP-MS 00312 m

“2hmgike EurPh70:2, 5

EurPh70 ACP-MS
Mereury 1 Hg) EurPh7.0 1CP-MS
Solvents Residue Meet Eur FurPh7 0+ Contorm
Lrianal S000ppm Conform
Methanol 3000ppm Conform
Pestieides Residue Meet USP Requiremients LISP36 <561 Conform
Microbiological
Total Plate Count 1000 ctu g USP3a - 6l Confonm
Yeast & Mold 100 efirg USP36 61 Canform
ELal Negitive USPI6 <62 Conform
Sulmenella USP36 <62 Conform

King& Stomge

Shelf life

Packed in paper-drums and (o plastic-bags inside.
NW:2SKes LD35  HE Lem:

Store inawell-closed continer Away from mosture light.

nal pa

36 months under the conditions aboyve and in its ori i,

Manufacturer

Gushity e
EE‘_

Shaanxi Jiahe Phytochem Co., Lid. Xi'an, PR China.

Offieer

H

Nop STP-QCP-<2> (812)

Fasaen M35 o
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ANEXO B

Certificado de andlise do trans-resveratrol emitido pelo fornecedor
SM Empreendimentos — Sao Paulo, Brasil

CERTIFICADO DE ANALISE

[THSUNG: RESVERATROL Fag 1
[ORIGEMPROCEDENCIA: _ |CHINACHINA DATADE ANALISE. | DanBz01s
= 1 .
[DATA DE FABRICACAD: M=ol 2015 W=iol2018
% 2 -0
085 1: [Mome da plants: Fiofygonum cuspidatum Sieb
05 2. | Solventes MiZagos. Agua & twanal
OBG 3. |Pane utizaca: NaE
DATA DE ; ;
TESTES ESPECI‘.FK:‘ACﬁ RESULTADOS REF] NCIAS
Descrizac” P find creme, com odar caracerstics P fimg creme, com odar Fabricante
carmeciensicn
laenificagan HPTLC Comorme Fabsicante
Umidage” = 2.0% a,1d% Fatsicante
Clnzas iotals” < 1.0% 0,24% Fabsicante
Chumba < 3,0 mgig 10,0412 magikg Fabricante
ArEETICD < 2.0 mging <[L07 mgwg Fabrcants
Cadmio < 1,0 mgiKg = 1,01 mog Fabeicanie
MErcima <01 ﬂﬂ_(.lg 0.0279 Mgy Fabacante
Sotvente reskual” Etandl < 5000 ppam 2034,52 ppm Fabscante
Mesanal = 300 ppm 345,07 ppm
Pesiichis residual Corirme Conforms Fabsicante
Teal {bage ankara) * | Resveraim = 99,05 100.38% Fabricants
Eanulomelria Passa 1007% na malha 50 Conforme Fabrcante
TESTES MICROSIOLOGICOS
Cortagem iial de bacténas” = 1000 UFGH =10 UFCig Fabsicante
FLNO0S & IEvEnIas = 100 Urcig = 10 Uriig Fatsicanie
Eschenchia ooll™ Negatv Neganvn Fabrcante
Saimonella” MNegative NegalivD Fabeicante
TESTES ADICICHNAIS
Densitate aparents” Infeemativs (5er COmDaciagas) 0,40 gimL WeL Geral TB W
* Resuliados cithics e anallses resllzades no Laboraiirio de Condrole ce Cualdade SM EMPREENDIMENTCE FARM, ITRCOE LTDA. E os demais

foram tanscriios conforme cerificado o= ardiise do fabricame.
LEGENDA D2 REFERENCEAE: FE (Farmacoosl Srashieira)  UEF (Urhied Staies Prarmaccocels) ¢ EP (Eurcoean Prarmaccoceds) / 5P (Erkish

Pharmacoposia) [ JF {Jaganese Pharmacoooein) /WG (Méiodo Geral tarmacopeios) § Fabricanie (especiicachc & meiodologla conforme o fabricanie do
Insumapd Informative (resulao fornecion. Como IRfOrmatty bl LCQ B% EVPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA).

concLusio: X Asrovaco

L Carddirm de Clivera Costa
Farmachuica
CRETA 2
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