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RESUMO

A cocristalizacdo ¢ um método emergente que permite melhorar as
propriedades fisico-quimicas como solubilidade, biodisponibilidade,
taxa de dissolucdo e estabilidade. A curcumina é um ingrediente
bioativo conhecido por sua ampla variedade de beneficios medicinais,
como atividade anti-inflamatdria, anticancerigena, antimalarica e
antioxidante, porém sua baixa solubilidade em meio aquoso e, portanto,
baixa biodisponibilidade representa uma barreira na sua utilizacdo em
alimentos e industria farmacéutica. A cocristalizagcdo pode ser realizada
por métodos a pressdo ambiente ou alta pressdo. Alguns exemplos de
métodos a pressdo ambiente sdo: evaporacdo de solvente, moagem,
moagem assistida por liquido, liquido antissolvente e fusdo.
Cocristalizacao a alta presséo pode ser obtida atraves do uso de dioxido
de carbono supercritico, por diversas metodologias. As principais
vantagens do uso de fluido supercritico para cocristalizacdo sdo:
obtencdo de cocristais de alta pureza, processos de etapa Unica, controle
de polimorfismo, processamento de moléculas termolabeis, reduzido uso
de solventes organicos e por se tratar de uma técnica verde, ndo agride o
meio ambiente. Este trabalho teve como objetivo produzir cocristais de
curcumina por Cocristalizacdo com Solvente Supercritico (CSS) e Gas
Antissolvente (GAS) visando melhorar a taxa de dissolucdo da
curcumina em agua. A N-acetilcisteina (NAC) e nicotinamida (NIC)
foram escolhidas como coformadores por triagem prévia usando a
técnica Moagem Assistida por Liquido (LAG) e Liquido Antissolvente
(LAS). A formagdo dos cocristais foi confirmada por meio de
caracterizagdes por Calorimetria Diferencial de Varredura, Difracdo de
Raios X em PO, Espectroscopia de Transformada de Fourier-
Infravermelho e Microscopia Eletronica de Varredura. A taxa de
dissolugdo dos cocristais foi cerca de 2 vezes maior que a dissolucéo de
curcumina pura em meio aquoso. No teste in vivo foi possivel analisar o
efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do cocristal de curcumina e
nicotinamida. A aplicacdo in vivo mostrou que a cocristalizacdo reduziu
a dose terapéutica em 100 vezes, quando comparado & curcumina pura.
A cocristalizagdo pode, assim, aumentar a eficiéncia de dissolucdo, a
biodisponibilidade e potencializar o efeito terapéutico de ingredientes
ativos, abrindo novas possibilidades de uso para esses cocristais nas
indUstrias farmacéutica e alimenticia.



Palavras-chave: Cocristalizacdo. Didxido de carbono supercritico.
Biodisponibilidade. Antinociceptivo. Anti-inflamatorio.



ABSTRACT

Cocrystallization is an emerging method that enables an
improvement in physicochemical properties such as solubility,
bioavailability, dissolution rate and stability. Curcumin is bioactive
ingredient known for its wide variety of medicinal benefits, such as anti-
inflammatory, anti-carcinogenic, antimalarial and antioxidant activity,
however its low solubility in water medium and hence low
bioavailability represents a barrier in its use in food and pharmaceutical
industry. The cocrystallization may be carried out by atmospheric
pressure or high pressure methods. Some examples of methods at
atmospheric pressure are: solvent evaporation, milling, liquid-assisted
grinding, liquid antisolvent and melting. High pressure cocrystallization
can be obtained through the use of supercritical carbon dioxide, by
various methodologies. The main advantages of the use of supercritical
fluid for cocrystallization are: obtaining high purity cocrystals, single-
stage processes, polymorphism control, thermolabile molecule
processing, reduced use of organic solvents and is a green technique.
This work aims to produce curcumin cocrystals by Cocrystallization
with Supercritical Solvent (CSS) and Gas Antisolvent (GAS) technique
in order to improve curcumin water dissolution rate. N-acetylcysteine
(NAC) and nicotinamide (NIC) were chose as coformers by previous
screening using Liquid Assisted Grinding (LAG) and Liquid Antisolvent
(LAS) technique. The cocrystals formations were confirmed through
characterizations by Differential Scanning Calorimetry, Powder X-Ray
Diffraction, Fourier Transform-Infrared Spectroscopy and Scanning
Electron Microscopy. Cocrystals dissolution rate were about 2 times
greater than pure curcumin dissolution in water medium. In the in vivo
test it was possible to analyze the antinociceptive and anti-inflammatory
effect of the curcumin and nicotinamide cocrystal. In vivo application
showed that cocrystallization allows to reduce by 100 times the
therapeutic dose when compared to pure curcumin. The cocrystallization
can thus increase dissolution efficiency, bioavailability and potentiate
the therapeutic effect of active ingredients, opening up new possibilities
of use for these cocrystals in pharmaceutical and food industries.

Keywords:  Cocrystallization.  Supercritical  Carbon  Dioxide.
Bioavailability. Antinociceptive. Anti-inflammatory.
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ESTRUTURA DO DOCUMENTO

Este documento foi organizado em 5 capitulos:
Capitulo 1 — Introducao.

Breve descricdo dos topicos abordados no presente trabalho e
apresentacdo dos objetivos.

Capitulo 2 — Revisao bibliogréfica.

Apresentacdo da revisdo da literatura sobre a curcumina, 0s
coformadores utilizados, cocristais e tecnologia supercritica.

Capitulo 3 — Materiais e métodos.

Descricdo dos materiais utilizados e das metodologias
empregadas ao longo do desenvolvimento deste estudo. Este capitulo
também incluiu a descricdo do equipamento utilizado nos processos com
dioxido de carbono supercritico, bem como o0s procedimentos e
condi¢des de operacdo para cada técnica.

Capitulo 4 — Resultados e discussdes.
4.1 Escolha dos coformadores.

Avaliagdo da formagdo de cocristais com diferentes
coformadores a partir das técnicas de antissolvente liquido (LAS, do
inglés “liquid antisolvent”) e moagem assistida por liquido (LAG, do
inglés “liquid assisted grinding”). Escolha de coformadores a partir da
andlise dos resultados obtidos por calorimetria diferencial de varredura
(DSC).

4.2 Cocristais obtidos por CSS e GAS.

Avaliacdo da formacdo de cocristais de curcumina a partir das
técnicas de cocristalizacdo com solvente supercritico (CSS) e gés
antissolvente (GAS). Os cocristais produzidos por cada uma das técnicas
foram caracterizados por calorimetria diferencial de varredura (DSC),
difracdo de raio-X de p6 (DRXP), Espectroscopia na regido do



infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia
eletronica de varredura (MEV), e dissolucao.

4.3 Estudos de dissolugdo dos cocristais.

Os cocristais produzidos por CSS e GAS foram analisados
guanto ao seu potencial de dissolugdo durante 180 minutos em &gua
destilada a 37 °C e 100 rpm. Leitura espectrofotométrica foi realizada
em tempos previamente determinados e os resultados obtidos foram
correlacionados com uma curva padrdo de curcumina. O principal
objetivo foi comparar a dissolucéo dos cocristais com a curcumina pura,
visando verificar possiveis melhoras nessa propriedade.

4.4 Teste in vivo de formalina

O cocristal produzido com curcumina e nicotinamida por CSS
sem adicdo de cossolvente foi utilizado em um teste de nocicepcéo
induzida por formalina. O principal objetivo foi comparar o efeito da
curcumina pura com o cocristal e o controle positivo (diclofenaco).

Capitulo 5 — Consideracdes finais.

Conclusdo geral sobre o trabalho e sugestbes para trabalhos
futuros.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO

A biodisponibilidade é um dos aspectos mais importantes quando
0 objetivo é obter os efeitos benéficos de compostos bioativos. Essa
propriedade depende principalmente da solubilidade e do potencial de
dissolucdo dos compostos sdlidos. Técnicas como microencapsulacao,
micronizacdo, producdo de polimorfos e cocristalizagdo vém sendo
empregadas com o objetivo de aumentar a solubilidade e, como
consequéncia, aumentar a biodisponibilidade de compostos bioativos
pouco sollveis em agua (SANPHUI et al., 2011; KHO; NUGROHO;
SUGIH; 2018; CHOW et al., 2014).

A cocristalizacdo é uma metodologia emergente que tem como
objetivo principal melhorar propriedades fisico-quimicas de um
ingrediente ativo, como solubilidade, biodisponibilidade, potencial de
dissolucéo, ponto de fusdo e estabilidade (SU et al., 2015; ZHANG et
al., 2016; THAKURIA et al., 2013). Cocristais sdo formados por um
ingrediente ativo e um ou mais coformadores em um razdo
estequiométrica definida por interacdes ndo covalentes como ligacdo de
hidrogénio e forgas atrativas de Van der Waals (THAKURIA et al.,
2013; BLAGDEN et al., 2007).

A cocristalizacdo pode ser realizada por métodos a pressao
ambiente ou alta pressdo. Alguns exemplos de métodos a pressao
ambiente sdo: evaporacdo de solvente, moagem, moagem assistida por
liquido, liquido antissolvente e fusdo. Cocristalizacdo a alta pressdo
pode ser obtida por meio do uso de dioxido de carbono supercritico
(WICHIANPHONG; CHAROENCHAITRAKOOL, 2018). As
principais vantagens do uso de fluido supercritico para cocristalizacdo
sdo: obtengdo de cocristais de alta pureza, processos de etapa Unica,
controle de polimorfismo, processamento de moléculas termolébeis,
reduzido uso de solventes organicos e, por se tratar de uma técnica verde
ndo agride o meio ambiente (FAGES et al., 2004). As principais
técnicas de cocristalizagdo em meio supercritico sdo Gas antissolvente
(GAS) (WICHIANPHONG; CHAROENCHAITRAKOOL, 2018;
ERRIGUIBLE et al., 2015; NEUROHR et al., 2016), Cocristalizagdo
com Solvente Supercritico (CSS) (PADRELA et al., 2009, 2015, 2018),
Antissolvente Supercritico (SAS) (PADRELA et al., 2009, 2018;
CUADRA et al., 2016, 2018) e Atomizacdo Reforcada por Fluido
Supercritico (SEA) (PADRELA et al., 2010, 2014).
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O didxido de carbono supercritico (CO,sc) € um solvente “verde”
atoxico e ndo inflamavel que apresenta temperatura e pressdo critica
moderadas (31°C e 7,4 MPa). Pequenas mudancas na pressdo e
temperatura resultam em modificacbes na densidade e no poder de
solvatacdo do CO,sc (CUADRA et al., 2016). Na cocristalizacdo com
solvente supercritico (CSS), o CO,sc age como um solvente, facilitando
interacbes moleculares, nucleacdo e crescimento do cocristal. As
principais vantagens do CSS sdo: reduzido ou nenhum uso de solvente
organico, rapida remo¢do do CO, sem etapa de secagem, técnica
“verde”, alta pureza dos cocristais, bom controle de solubilidade com
pequenas modificagcBes na temperatura e pressdo e um alto rendimento
(PADRELA et al., 2018).

A curcumina é um polifenol hidrofébico tendo como nome
quimico 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-diona e
nome comum diferuloilmetano (SANPHUI et al., 2011; SU et al.,,
2015). Esse composto bioativo é extraido do rizoma do tubérculo
Curcuma longa, tipicamente usado na culinaria indiana. Alguns estudos
concluiram que a curcumina possui propriedades antibacterianas
(BALAN et al.,, 2016), antimalaricas (CUI; MIAO; CUI, 2007),
antitumorais (RUBY et al., 1995; THANGAPAZHAM, SHARMA &
MAHESHWARI., 2006), anti-inflamatoria, anti-HIV, antioxidante,
entre outros (Figura 1) (AGGARWAL; SUNG, 2009; SALEM,;
ROHANI; GILLIES, 2014). Contudo, os beneficios de suas
propriedades ndo sdo completamente aproveitados devido a sua baixa
solubilidade em &gua e baixa biodisponibilidade (SATHISARAN;
DALVI, 2017). Observa-se que ha escassez de publicacbes sobre o
tema, principalmente com enfoque na avaliagdo de propriedades
bioldgicas de cocristais em testes in vivo. Além disso, até 0 momento
ndo foram publicados trabalhos sobre a cocristalizagdo da curcumina
com o uso de didxido de carbono supercritico.

Este trabalho tem por objetivo produzir cocristais de curcumina
com coformadores através de cocristalizagdo com solvente supercritico
(CSS) e gas antissolvente (GAS), visando aumentar o potencial de
dissolucdo da curcumina em agua e melhorar o potencial terapéutico
deste ingrediente ativo in vivo. Os coformadores foram previamente
escolhidos com base na sua solubilidade em agua e, em seguida,
testados por metodologias a pressao ambiente quanto ao seu potencial de
cocristalizagdo. Ap6s producdo, 0s cocristais foram caracterizados por
calorimetria diferencial de varredura (DSC), difracdo de raio-X de p6
(DRXP), Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
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de Fourier (FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV) e

dissolucéo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo produzir cocristais de
curcumina com coformadores a partir da aplicacdo de dioxido de
carbono supercritico como solvente (CSS) e antissolvente (GAS),
visando aumentar o potencial de dissolugdo da curcumina em agua e
melhorar o potencial terapéutico deste ingrediente ativo in vivo.

1.1.2 Objetivos Especificos

Selecionar coformadores a partir de métodos a pressdo
ambiente;

Produzir cocristais de curcumina com coformadores a
partir da técnica de Cocristalizagdo com Solvente
Supercritico (CSS) e Gas Antissolvente (GAS);

Verificar a formacdo ou ndo de cocristais através da
caracterizacdo dos compostos por  calorimetria
diferencial de varredura (DSC), difracdo de raio-X de pé
(DRXP) e espectroscopia na regido do infravermelho
(FTIR);

Analisar a morfologia e tamanho de particula dos
cocristais a partir de microscopia eletronica de varredura
(MEV);

Avaliar o perfil de dissolucdo dos cocristais, através de
quantificacdo por espectroscopia no ultravioleta visivel,
comparando-0s & curcumina pura.

Avaliar o efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do
cocristal, a partir da aplicagdo in vivo, em comparagéo a
curcumina pura.
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CAPITULO 2
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CURCUMINA

A curcumina (CH»006) € um polifenol hidrofébico tendo
como nome quimico 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dien-
3,5-diona e nome comum diferuloilmetano (SANPHUI et al., 2011; SU
et al., 2015). Este composto bioativo é extraido do rizoma do tubérculo
Curcuma longa, tipicamente usado na culinaria indiana. Alguns estudos
concluiram que a curcumina possui propriedades antibacterianas
(BALAN et al.,, 2016), antimalaricas (CUI; MIAO; CUI, 2007),
antitumorais (RUBY et al., 1995; THANGAPAZHAM, SHARMA &
MAHESHWARI., 2006), anti-inflamatoria, anti-HIV, antioxidante,
entre outros (Figura 1) (AGGARWAL; SUNG, 2009; SALEM;
ROHANI; GILLIES, 2014).

O efeito anti-inflamatoério da curcumina advém de seu potencial
de reducdo de fatores de transcri¢do inflamatéria (como fator nuclear
kB), enzimas (como a cicloxigenase 2 e lipoxigenase 5) e citoquinas
(como fator de necrose tumoral, interleucina 1 e interleucina 6)
(AGGARWAL,; SUNG, 2009). Estudos relataram que a curcumina pura,
bem como nanoparticulas de curcumina inibem a ativacdo do fator de
transcri¢io NFkB e reduzem 0s niveis estacionarios de citoquinas pro-
inflamatdrias, como interleucinas e TNF-a. No entanto, 0s autores ndo
determinaram o efeito in vivo da nanocurcumina em camundongos para
mostrar qualquer aumento potencial terapéutico comparado a curcumina
pura (KARIKAR et al., 2007; AGGARWALL,; SUNG, 2009). Estudos
indicam que a B-dicetona bi-a,B-insaturada, os dois grupos metoxi, 0s
dois grupos hidréxi fendlicos e as duas duplas ligacdes da curcumina
desempenham papel essencial nas atividades antiproliferativa e anti-
inflamatdria desse ingrediente (SANDUR et al., 2007). O efeito anti-
inflamatdrio, antiproliferativo e antioxidante indicam que a curcumina é
altamente pleiotropica, apresentando inGmeros alvos celulares e
mecanismos de acdo, podendo atuar na prevencdo de doencgas
neurodegenerativas,  cardiovasculares, pulmonares, metabdlicas,
autoimunes e neoplasicas (AGGARWAL; HARIKUMAR, 2008).
Devido a acdo anti-inflamatéria, a curcumina pode reverter quadros
inflamatdrios e desregulacdes metabdlicas associadas a obesidade, além
de melhorar o controle glicémico em modelos animais com diabetes tipo
2 (WEISBERG et al., 2008).
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Figura 1 — Principais propriedades biolégicas da curcumina.
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Fonte: Adaptado de Aggarwal e Harikumar (2008).

Os beneficios da ingestdo de curcumia ndo sdo completamente
aproveitados devido & sua baixa biodisponibilidade, sendo essa
caracteristica consequente de seu baixo potencial de dissolucdo, baixa
absorcdo, rdpido metabolismo e rapida eliminacdo pelo sistema
bioldgico (SATHISARAN; DALVI, 2017; KHO; NUGROHO; SUGIH,
2018; ANAND et al., 2007). A solubilidade da curcumina em agua é
abaixo de 0,6 pg/mL (KAURIEN et al., 2007).

A molécula da curcumina existe como tautdbmeros ceto-enol
(Figura 2), predominando a forma ceto em solugdes acidas e neutras e
enol em solugdes alcalinas. Os tautdmeros ceto-endlicos da curcumina
oferecem pontos de acesso para a formagdo de novas pontes de
hidrogénio a partir da modificagdo das interagdes moleculares entre a
curcumina e os coformadores (SATHISARAN; DALVI, 2017). A
curcumina se decompd@e rapidamente em meios alcalinos e neutros,
sendo que em apenas 30 minutos mais de 90% da curcumina é
decomposta em tampdo a pH 7,4 (WANG et al., 1997).
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Figura 2 - Representacdo da molécula de curcumina apresentando as formas
ceto e enol, as regifes de possibilidade de ligacdo de hidrogénio e as regides
hidrofdbicas da molécula.
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Fonte: Adaptado de Salem; Rohani; Gillies (2014).

A formacéo de sais é um dos métodos mais utilizados para
aumentar a solubilidade e biodisponibilidade de um ingrediente
farmacéutico ativo (API) pouco sollvel em &gua, porém para moléculas
COmMo a curcumina, que nao possuem grupos ionizaveis, nao ocorre a
formacdo de sal (SATHISARAN; DALVI, 2017). Diversas outras
técnicas visando o aumento da estabilidade e biodisponibilidade da
curcumina vém sendo empregadas, sdo elas: adi¢do de adjuvantes como
piperina, com o objetivo de bloquear vias metabdlicas da curcumina;
producdo de nanoparticulas, lipossomas, micelas e complexos
fosfolipidicos e; administracdo concomitante com lecitina, quercitina,
genistina, eugenol, terpinol, etc (ANAND et al., 2007; WANG et al.,
1997; ANTONY et al., 2008). A cocristalizacdo é uma técnica mais
simples e barata comparada com outras técnicas como producdo de
nanoparticulas e uso de spray drying (KHO; NUGROHO; SUGIH,
2018).

A instabilidade da curcumina em solucédo neutra e alcalina pode
ser atribuida ao ligante de B-dicetona na cadeia de sete carbonos da
molécula. A reatividade do grupo ceto-enol pode ser modificada através
da ligacdo de hidrogénio com compostos fendlicos em cocristais,
podendo acarretar em formas solidas de curcumina mais estaveis e
soltveis (SANPHUI et al., 2011). Sanphui et al. (2011) reportaram
cocristalizacdo de curcumina com resolcinol e pirogalol a partir de
moagem assistida por liquido, o que acarretou em uma maior dissolucéo
e solubilidade. Esse aumento na dissolucdo e estabilidade ocorreu
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devido a formacdo de ligacBes de hidrogénio entre o grupo fenol do
resorcinol e pirogalol e o grupo ceto-enol da curcumina (SANPHUI et
al., 2011). No entanto, o uso frequente de resorcinol e pirogalol néo é
recomendado devido a sua toxicidade, necessitando de estudos mais
aprofundados (KHO; NUGROHO; SUGIH, 2018).

Outro estudo reportou a producdo de cocristais de curcumina
com floroglucinol através de evaporacdo de solvente, porém ndo houve
melhora nas taxas de dissolu¢do devido a separacdo instantdnea da
curcumina e do coformador quando colocados em contato com o0 meio
de dissolugdo (CHOW et al., 2014). Cocristais de curcumina e dextrose
foram produzidos por Kho, Nugroho e Sugih (2018), estes cocristais
apresentaram um aumento na solubilidade e estabilidade em meio acido.
Outros estudos feitos até o momento reportaram a formacdo de
cocristais entre curcumina e nicotinamida (GATELY; TRIEZEMBERG,
2012), 4,4’-bipiridina-N,N’-dioxido (SU et al., 2015), acido salicilico e
hidroxiquinol (SATHISARAN; DALVI, 2017). Goud et al. (2012)
relataram que coformadores como nicotinamida, 4acido ferulico,
hidroxiquinona, &cido p-hidroxibenzoico e &cido L-tartarico formam
somente solidos cristalinos eutéticos com a curcumina. O Quadro 1
apresenta trabalhos publicados sobre cocristais de curcumina. Nenhum
estudo foi realizado até 0 momento sobre a cocristalizagdo de curcumina
com o uso de fluido supercritico.

Quadro 1 - Publicagdes encontradas sobre cocristais de curcumina.

Coformador Método Referéncia
Resorcinol e | Moagem auxiliada por | SANPHUI et al. 2011
pyrogallol liquido
Nicotinamida Evaporacdo lenta GATELY; TRIEZEMBERG,
2012
Phloroglucinol Evaporacdo rapida de | CHOW et al., 2014
solvente
4,4’-bipiridina- Evaporacéo lenta SU etal., 2015
N,N’-diéxido
Acido salicilico | Fusio seguida de | SATHISARAN; DALVI, 2017
e hidroxiquinol dissolucéo e
evaporagéo lenta
Dextrose Solubilizagéo a quente | KHO; NUGROHO; SUGIH,
e cristalizacdo a frio 2018
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2.2 COCRISTAIS
2.2.1 Definicéo

Segundo um guia publicado em dezembro de 2011 pela Food
and Drug Admnisration (FDA), cocristais farmacéuticos sdo materiais
solidos cristalinos compostos de duas ou mais moléculas na mesma rede
cristalina. Contudo, segundo a literatura, ainda ndo ha uma defini¢do
exata para cocristais. Upadhyay et al. (2011) definiram cocristais como
complexos supramoleculares néo-idnicos que podem ser usados com 0
objetivo de alterar algumas propriedades fisicas como solubilidade,
estabilidade e biodisponibilidade sem afetar a composi¢do quimica do
ingrediente farmacéutico ativo (API). Jayasankar et al. (2006) definiram
como complexos cristalinos constituidos de duas ou mais moléculas
neutras unidas na rede cristalina a partir de ligacbes ndo covalentes.
Cocristais também foram definidos como materiais monofasicos
cristalinos compostos por duas ou mais moléculas ou compostos ibnicos
diferentes, geralmente em propor¢do estequiométrica e que, isolados,
sdo sélidos em condicBes ambientes (25 °C, 1 atm) (AITIPAMULA et
al., 2012). Podemos observar que, de certa forma, a defini¢do dada pela
FDA abrange todas as definices citadas acima.

2.2.2 Formacdo do cocristal

A formagdo de um cocristal envolve a incorporacdo de um
ingrediente ativo e um coformador (molécula indcua) na mesma rede
cristalina. A selecdo do coformador é geralmente feita com base nas
regibes de complementaridade molecular entre ele e o farmaco. O
principal aspecto observado é a presenca de grupos funcionais capazes
de formar ligacfes de hidrogénio entre as moléculas do farmaco e do
coformador (ETTER, 1991).

As propriedades fisicas fundamentais dos materiais cristalinos
provém do arranjo molecular do sélido. Portanto, a alteracdo da
localizagdo e das interagdes entre as moléculas causa um impacto direto
nas propriedades do sélido. Atualmente existem diversas estratégias
para alterar as propriedades quimicas e fisicas dos APIls, como a
formacdo de sais, polimorfos, hidratos, solvatos e cocristais como
ilustrado na Figura 3. A forma mais comum de modificar as
propriedades fisicas de um API é a partir da formacao de um sal, porém
€ necessario que o API possua grupos ionizaveis (SCHULTHEISS;
NEWMAN, 2009). A particularidade e interesse dos cocristais estdo
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principalmente ligados a capacidade de obtencdo de novas espécies
cristalinas a partir de qualquer molécula, independente de ser &cido,
basico, com grupos ionizaveis ou ndo. (UPADHYAY et al.,, 2011;
SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009).

Figura 3 - Esquema dos arranjos mais comuns do estado sélido e seus
respectivos componentes.
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Fonte: Adaptado de Schultheiss; Newman, 2009.

Os cocristais podem ser formados por diferentes interagdes
como pontes de hidrogénio, interagcdes n-m ¢ forca de Van der Walls
(UPADHAY et al., 2011). A formacdo do cocristal pode ser predita a
partir do valor do pKa do acido e da base. Para formar um cocristal,
devemos ter uma diferenca menor que 2,7 entre o pKa da base e 0 pKa
do acido (pKapsse — PKascido < 2,7), enquanto para formar um sal essa
diferenca deve ser maior que 2,7 (SEKHON, 2009).

Para a escolha do APl é necessario avaliar 0 nimero e arranjo
de doadores e receptores de hidrogénio (AAKEROY; SALMON, 2005;
STEINER, 2002), habilidade de formar sal (pKa) (CHILDS; STAHLY;
PARK, 2007), flexibilidade conformacional e a solubilidade (HORST et
al., 2008). Existe uma grande variedade de métodos para a formacédo de
cocristais, porém ainda ndo ha como prever se a reacdo de
cocristalizacdo entre um determinado APl e um coformador sera bem
sucedida ou ndo. Assim, as reacbes devem ser realizadas
experimentalmente em condi¢bes variadas e a partir de diferentes
técnicas para encontrar possiveis cocristais (SCHULTHEISS;
NEWMAN, 2009).
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2.3 METODOS DE OBTENCAO DE COCRISTAIS
2.3.1 Técnicas a pressao ambiente

Diversas metodologias vém sendo empregadas na obtencdo de
cocristais, sendo que o0s métodos mais comuns se baseiam na
cocristalizagdo por solvente e através de moagem (HE et al., 2008). Os
métodos que envolvem a utilizacdo de solvente incluem evaporagdo
lenta, cristalizagdo por reacdo, liquido antissolvente, cristalizacdo por
resfriamento, dentre outros. JA& os métodos de moagem podem ser
realizados a seco ou com a adicdo de gotas de solvente, através da
utilizacdo de gral e pistilo ou ainda moinho de bolas.

A moagem assistida por liquido (LAG, do inglés “liquid
assisted grinding”) é baseada na formagéo de cocristais através da forca
mecanica com ajuda de um solvente, que deve imperativamente
dissolver a0 menos um dos compostos iniciais. No entanto essa
metodologia apresenta grandes desvantagens como baixa pureza dos
cocristais, baixo rendimento devido a perda significativa de composto
durante o procedimento e € um processo demorado, pois necessita de ao
menos 60 min de moagem. As vantagens sdo a praticidade da
metodologia e o baixo custo (BRAGA; GREPIONI, 2005; TRASK et
al., 2004).

A utilizac8o da técnica de liquido antissolvente (LAS, do inglés
“liquid antisolvent”) também ¢ amplamente utilizada, devido
principalmente ao sua rapida observacdo da formagdo de precipitado,
sendo este um indicativo da possivel formacéao de cocristal. No entanto a
elevada utilizagdo de solventes orgéanicos para solubilizagdo dos
compostos e para precipitagdo dos mesmos aumenta o custo do
processo, a poluicdo ambiental, pode formar solvatos indesejados, além
de necessitar de etapa de centrifugacdo e secagem (DELORI et al.,
2012).

2.3.2 Técnicas com uso de fluido supercritico

Além das técnicas tradicionais a pressdo ambiente, métodos
emergentes vém sendo empregados, como é o caso da utilizacdo de
fluido supercritico (PADRELA et al. 2009; PADRELA et al, 2010). As
principais vantagens do uso de fluido supercritico para cocristalizacéo
sdo: obtencdo de cocristais de alta pureza, processos de etapa Unica,
controle de polimorfismo, processamento de moléculas termolébeis,
reduzido uso de solventes orgénicos e se trata de uma técnica verde, ou
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seja, ndo agride o meio ambiente (FAGES et al., 2004). As principais
técnicas de cocristalizacdo em meio supercritico sdo Gas antissolvente
(GAS) (WICHIANPHONG; CHAROENCHAITRAKOOL, 2018;
ERRIGUIBLE et al., 2015; NEUROHR et al., 2016), Cocristalizagdo
com Solvente Supercritico (CSS) (PADRELA et al., 2009, 2015, 2018),
Antissolvente Supercritico (SAS) (PADRELA et al.,, 2009, 2018;
CUADRA et al., 2016, 2018) e Atomizacdo Reforcada por Fluido
Supercritico (SEA) (PADRELA et al., 2010, 2014).

O dioxido de carbono ¢ um solvente “verde” atdxico, ndo
inflamavel, apresenta temperatura e pressdo critica moderadas (31°C e
7,4 MPa). Pequenas mudancas na pressao e temperatura resultam em
modificacbes na densidade e no poder de solvatagdo do CO,sc
(CUADRA et al., 2016). Na cocristalizacdo com solvente supercritico
(CSS), o COzsc age como um solvente, facilitando interagdes
moleculares, nucleacdo e crescimento do cocristal. O CSS se assemelha
a maceracdo, porém a altas pressdes. As principais vantagens do CSS
sdo: reduzido ou nenhum uso de solvente organico, rapida remocdo do
CO, sem etapa de secagem, técnica “verde”, alta pureza dos cocristais,
bom controle de solubilidade com pequenas modificagbes na
temperatura e pressdo e um alto rendimento pode ser obtido (PADRELA
etal., 2018).

A técnica de gés antissolvente (GAS) consiste na solubiliza¢do do
ingrediente ativo e do coformador em um solvente organico que ambos
tenham solubilidade similar, seguida de precipitacdo através da
aplicacdo de CO,sc como antissolvente e posterior secagem do solvente.
O solvente presente na camara de precipitacdo expande devido a
dissolugcdo do CO,sc, acarretando em uma forca menor do que o
solvente puro, 0 que ocasiona a supersaturagdo da mistura e precipitacdo
do composto (JUNG; PERRUT, 2001).

2.4 FLUIDOS SUPERCRITICOS

Um fluido supercritico é caracterizado por estar acima da
temperatura (Tc) e pressdo critica (Pc). Pequenas mudangas na
temperatura e pressdo criticas acarretam mudancas nas propriedades
termofisicas dos fluidos supercriticos, como por exemplo, a densidade.
Esses fluidos séo altamente compressiveis, com densidades proximas a
de liquidos e propriedades de transporte semelhantes a de um gas, ndo
havendo mais distingdo entre essas duas fases do composto
(BRUNNER, 1994; RANDOLPH, 1990; CARRILHO et al., 2001).
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A Figura 4 apresenta o diagrama de fases para um componente
puro. Neste diagrama é possivel distinguir trés fases de uma substancia
pura, sendo que as regides de fases simples sdo separadas pelas curvas
de equilibrio solido-vapor, sélido-liquido e liquido-vapor. Na
interseccdo das trés curvas encontra-se o ponto triplo, onde a substancia
se encontra nos estados solido, liquido e gasoso. Acima da curva
liquido-vapor temos a regido do fluido supercritico, na qual as
propriedades de liquido saturado e vapor saturado sdo iguais (PESSOA,
2018).

Figura 4 - Diagrama de pressdo-temperatura para um componente puro.
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A Tabela 1 apresenta as principais propriedades dos fluidos
supercriticos comparadas as propriedades das fases liquida e gasosa. O
fluido supercritico apresenta baixa viscosidade e alta difusividade como
um gas e massa especifica semelhante & de um liquido (RODOLPH,
1990).

Tabela 1 - Principais propriedades de liquidos, gases e fluidos supercriticos.

Propriedade Liquido Fluido Gas
supercritico
Massa especifica (g.cm®) 1 0,3 107
Viscosidade (mPa.s) 10 10™ 10™
Difusividade (cm®.s™) 5.10° 10° 0,1

Fonte: Adaptado de Starmans; Nijhuis (1996)

O poder de solvatacdo de um fluido supercritico é dependente
da massa especifica, que por sua vez pode ser facilmente ajustada a
partir de pequenas variagBes nos valores de temperatura e pressdo
criticas. Dessa forma o poder de solvatagcdo de um fluido supercritico
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pode ser mais facilmente controlado do que um solvente liquido
(RANDOLPH, 1990).

2.4.1 Dioxido de carbono supercritico (CO,sc)

O diodxido de carbono é o fluido no estado supercritico mais
empregado em diversas metodologias, pois apresenta vantagens como:
alta pureza, baixo custo, pressdo e temperatura criticas moderadas,
permitindo o processamento de compostos termolabeis (BRUNNER,
1994). Além disso, a maioria dos solventes organicos apresenta alta
solubilidade em fluidos supercriticos, permitindo sua completa remog&o
e obtencdo de produtos isentos de solvente (COCERO et al., 2009).

A temperatura e pressdo criticas do CO,sc (Tc = 31,1 °C, Pc =
73,8 bar) sdo facilmente atingidas e o didxido de carbono pode ser
facilmente removido mediante despressurizacdo simples do sistema
(NALAWADE; PICCHIONI; JANSSEN, 2006; COCERO et al., 2009).
O emprego do diéxido de carbono supercritico possibilita 0 emprego de
técnicas que requerem pouco ou nenhum solvente organico (AGUIAR,
2017).

2.4.1.1 CO;, supercritico como solvente

O método de cocristalizacdo que utiliza o diéxido de carbono
supercritico como solvente é a Cocristalizagdo com Solvente
Supercritico (CSS). Um diagrama esquematico da técnica CSS é
apresentado na Figura 5.

Figura 5 - Diagrama esquematico simplificado da técnica CSS.
Bomba de CO,

Camara

Ingrediente ativo —f—=us
+ coformador .

Reservatorio de CO,

Fonte: Adaptado de Aguiar (2017).
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Para a técnica CSS o ingrediente ativo e o coformador devem
apresentar solubilidade suficiente no CO,sc para que a cocristalizagdo
ocorra, além disso a camara de cocristalizacdo deve ser pequena
(PADRELA et al., 2009). No método CSS, o fluido age como solvente
facilitando as interagbes moleculares e, assim, a nucleagdo e o
crescimento dos cocristais, apesar da baixa solubilidade de alguns
compostos em CO,sc. Uma solucdo para essa baixa solubilidade em
diéxido de carbono supercritico é a utilizacdo de pequenas quantidades
de cossolvente durante o processamento. A cocristalizacdo com CO,
supercritico é facilitada quando a densidade do didxido de carbono
aumenta. Outro aspecto determinante para que ocorra cocristalizagéo é
manter o sistema sob agitagdo magnética, 0 que permite a
homogeneizacdo do meio de cocristalizacdo e consequentemente o
aumento de interagBes moleculares entre o ingrediente ativo e o
coformador (PANDO; CABANAS; CUADRA, 2016).

2.4.1.2 CO, supercritico como antissolvente

Diversas sdo as técnicas que utilizam o COysc como
antissolvente, as principais sdo: SAS, SEDS e GAS. O principio de
todas esSas técnicas € que 0 soluto seja completamente miscivel no
solvente organico utilizado e pouco ou completamente insolivel no
didxido de carbono supercritico. Além disso, € necessario que o solvente
possua maior afinidade pelo antissolvente do que pelo soluto. Dessa
forma, quando a solucdo (soluto e solvente) entra em contato com o
antissolvente (fluido supercritico) ocorre um decréscimo no poder de
solvatacdo do solvente organico levando a precipitacdo do soluto em
forma de cocristais (FRANCESCHI, 2009).

A técnica de antissolvente supercritico (SAS) é caracterizada
pela pulverizagdo da solucdo liquida (solvente, ingrediente ativo e
coformador) para a cAmara onde o fluido supercritico ja esta presente,
levando a precipitacdo do composto (YEO; KIRAN, 2005).

A técnica de dispersdo em solugdo melhorada por fluidos
supercriticos (SEDS) é caracterizada pela pulverizacdo simultanea da
solucdo liquida (solvente, ingrediente ativo e coformador) e do fluido
supercritico. Neste caso 0 CO,sc é utilizado tanto quanto meio de
dispersdo, quanto antissolvente, acarretando a precipitacdo imediata das
particulas (YEO; KIRAN, 2005).

O método de cocristalizagdo com Gas Antissolvente (GAS) foi
desenvolvido com o objetivo de recristalizar compostos so6lidos que séo
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insolUveis em fluidos supercriticos (GALLAGHER et al., 1989). Nessa
técnica o ingrediente ativo e o coformador sdo solubilizados
previamente em um solvente organico e em seguida sdo inseridos na
camara de precipitacdo. O gas comprimido é dissolvido no solvente,
fazendo com que este expanda, levando a uma supersaturacdo da
mistura e consequentemente precipitacdo do soluto em microparticulas
(JUNG; PERRUT, 2001).Um diagrama esquematico da técnica GAS &
apresentado na Figura 6.

Figura 6 - Diagrama esquematico simplificado da técnica GAS.
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Fonte: Adaptado de Aguiar (2017).

2.5 CARACTERIZACAO DOS COCRISTAIS
2.5.1 Andlise térmica

A técnica mais informativa para verificar a formacdo de um
cocristal é a calorimetria diferencial de varredura (DSC) que registra o
fluxo de energia calorifica associado a transicdes nos materiais em
funcéo da temperatura. A partir da andlise de DSC se pode observar que
0 ponto de fusdo do cocristal é diferente dos compostos iniciais (GOUD
et al., 2012). Eventos endotérmicos correspondem a fusdo, dessor¢édo ou
reducdo enquanto eventos exotérmicos correspondem a cristalizacéo,
polimerizacdo, oxidacdo e adsorcdo. Para se obter a energia necessaria
para essa transicdo de fase, a area do pico obtida deve ser integrada
(CHIU; PRENNER, 2011).
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2.5.2 Difracao de raio-X de p6

Outra técnica muito utilizada para a determinagdo da formacéao
de um cocristal é a difragéo de raio-X de p6 (DRXP) por ser uma técnica
ndo destrutiva da amostra, revelando informagdes detalhadas sobre a
estrutura cristalogréafica dos materiais analisados. O DRXP é baseado na
propriedade Unica de cada composto de desviar, em um angulo
especifico, na direcdo dos raios-X, provocando um padrdo de difracdo
Unico (TREMAYNE, 2004). Os compostos analisados séo identificados
a partir da comparacdo de seu padréo de difracdo com os difratogramas
dos compostos puros (SHAH; KAKUMANU; BANSAL, 2006).

2.5.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier

A espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) também é frequentemente utilizada na caracterizacdo de
cocristais. Esta técnica é baseada na medida da absorcéo de radiacdo de
diferentes frequéncias das ligacBes quimicas e grupos funcionais da
molécula. Esta analise é realizada a partir da colocacdo da amostra no
caminho de um feixe de radiagdo na regido do infravermelho do
espectro eletromagnético. O FTIR tem como principal objetivo
identificar os diferentes grupos funcionais de cada amostra (BARBOSA,
2007). Desvios de bandas associadas as vibracdes dos grupos doador e
receptor de ligacGes de hidrogénio, localizados na regido entre 4000-
1000 cm™, indicam a formagéo de um cocristal (TREMAYNE, 2004).

2.5.4 Microscopia eletronica de varredura

Na microscopia eletronica de varredura a superficie da amostra
é varrida por um feixe de elétrons energéticos, que geram elétrons
secundarios espalhados como sinal. Esses sinais sdo entdo captados por
um software especifico e convertido em imagens em tons de cinza
(SKOOG. HOLLER; NIEMAN, 2002).

O MEV ¢ utilizado para estudar a morfologia dos cocristais,
bem como obter micrografias para medicdo do tamanho de particula. A
morfologia e 0 tamanho de particula sdo propriedades que influenciam
diretamente na taxa de dissolucdo, compressibilidade e fluxo dos pos
(STEELE, 2009).
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2.6 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS COCRISTAIS

As propriedades fisico-quimicas dos cocristais geralmente sao
uma combinacdo das propriedades dos compostos iniciais puros. Dessa
forma é de grande importancia analisar e comparar essas propriedades
com a dos compostos puros. As principais propriedades analisadas na
formacdo de um cocristal sdo: ponto de fusdo, dissolucdo e
biodisponibilidade.

2.6.1 Ponto de fusédo

O ponto de fusdo é uma propriedade fisica fundamental na
caracterizacdo de cocristais, sendo determinada pela temperatura na qual
a fase sdlida estd em equilibrio com a fase liquida. O ponto de fusédo é
um processo termodinamico no qual a energia livre de transicéo é zero,
portanto esse valor é determinado pela relagdo entre mudanca na
entalpia de fusdo e a mudanga na entropia de fusdo (JAIN; YANG;
YALKOWSKY, 2004). Schultheiss e Newman (2009) relataram que
51% dos cocristais apresentam ponto de fusdo entre o dos compostos
puros, 39% abaixo do ponto de fusdo dos compostos puros, 6% acima e
4% apresentaram o mesmo ponto de fusdo que o ingrediente ativo ou
coformador.

2.6.2 Solubilidade

Uma das principais razdes para se produzir cocristais é o
aumento da solubilidade de compostos pouco sollveis em agua. A
utilizacdo de coformadores altamente sollveis permite atingir o
objetivo, uma vez que a propriedade do cocristal € a jungdo das
propriedades dos compostos puros (SCHULTHEISS; NEWMAN,
2009). A solubilidade de uma molécula depende da sua energia de rede
cristalina e capacidade de solvatacdo, sendo que a formagdo de
cocristais influencia ambas as caracteristicas (SERAJUDDIN, 2007).

Vaérias consideracdes devem ser feitas a partir do estudo da
solubilidade. A consideracdo mais importante a ser feita é a medida do
equilibrio versus solubilidade aparente. A solubilidade aparente € obtida
através de valores aproximados de uma medida obtida em um tempo
determinado. O equilibrio da solubilidade é alcancado a partir da
obtencdo de varios valores ao longo do tempo até que este valor ndo
varie mais, atingindo um platd. O tempo requerido para atingir o
equilibrio pode ser um fator para o desenvolvimento de um cocristal
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baseado no tempo de permanéncia no estdmago e intestino, sendo
desejavel que o produto se dissolva enguanto passa pelo sistema
gastrointestinal. A taxa de dissolucdo de pé pode ser relacionada ao
tamanho de particula (SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009).

A solubilidade de cocristais tem sido estudadas em diversos
meios de dissolu¢do, como agua, tampdo fosfato 0,1 M HCI, fluido
gastrico simulado (SGF) e fluido intestinal simulado (SIF). A maioria
dos estudos reporta dados de dissolucdo de pé em diversos tempos de
andlise. Em alguns trabalhos, o tamanho de particula é controlado a
partir do peneiramento da amostra, em outros ndo ha esse controle
(SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009).

Em um estudo, a solubilidade em meio aquoso de um cocristal
de norfloxacina com isonicotinamida foi medida ap6s 72 h e a solucéao
foi analisada por espectrofotometro UV-vis. Nesse estudo o cocristal
apresentou o triplo da solubilidade do ingrediente ativo (BASSAVOJ.
BOSTROM; VELAGA, 2006).

2.6.3 Biodisponibilidade

Os fatores chave da biodisponibilidade sdo a solubilidade do
composto nos fluidos gastricos e intestinais e a sua permeabilidade nas
membranas celulares. O sistema de classificacdo biofarmacéutica (BCS)
estabelece classes para 0s compostos, baseadas em sua solubilidade e
permeabilidade (Quadro 2). A curcumina pertence a classe Il, tendo
baixa solubilidade e alta permeabilidade. Esta é a classe ideal para um
composto ativo o qual se deseja realizar a cocristalizagdo visando
aumentar a solubilidade (AMIDON et al., 1995).

Quadro 2 - Classificagdo da biodisponibilidade de acordo com a BCS.

Classe | Solubilidade | Permeabilidade Descricdo
| Alta Alta Alta absorcdo
1 Baixa Alta Dissolucéo e absorg¢do limitadas
I Alta Baixa Permeabilidade e absorcdo
limitadas
v Baixa Baixa Pouca ou nenhuma absorcéo

Fonte: Adaptado de Custodio; Wu; Benet (2008).
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CAPITULO 3

3 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo apresentados os materiais e 0s métodos
utilizados na escolha de coformadores, producdo de cocristais por
tecnologia supercritica, caracterizagdes e teste in vivo.
3.1 MATERIAIS
3.1.1 Principio ativo e coformadores

Curcumina com pureza de 80,0%, &cido citrico (99,5%), acido
salicilico (99,0%), acido ascorbico (99,0%), N-acetilcisteina (99,0%),
nicotinamida (99,0%) e piperina (98,0%) foram adquiridos da Sigma-

Aldrich. O Quadro 3 apresenta algumas propriedades desses compostos.

Quadro 3 - Propriedades da curcumina e coformadores.

Substancia Férmula molecular Mm? sP T.F°
(g/mol) (mg/L) (°C)
Curcumina gere 368,38 3,12 179-
WOCH; 182°C
Acido citrico m 192,12 5920000 153
Acido salicilico E 138,12 2240 159
Acido ascérbico 176.12 400000 191
“fﬁ
N-acetilcisteina /(; 163.19 200000 109
Nicotinamida 122.12 500000 130
NS NH,
‘ -
Piperina 285.34 40 129

Legenda: (a) Massa molar; (b) solﬂbilidade em agua; (c) temperatura de fusdo.
Fonte: Projeto PubChem, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.1.2 Solventes

Acetato de etila, acetona, etanol e diclorometano com pureza de
99,5% foram adquiridos da Neon comercial LTDA/SP. Diéxido de
carbono (99% em fase liquida) foi adquirido da White Martins S.A. A
tabela 2 apresenta algumas propriedades dos solventes utilizados para a
cocristalizagdo. Para o teste in vivo, o formaldeido foi obtido da Merck
(Darmstadt, Alemanha).

Tabela 2 - Propriedades dos solventes orgénicos utilizados.

Sovente ©  Xd 3 & ¢ Classe ICH®
Acetato de etila | 0,55 0,00 045 1,78 5,99 0,42 3
Acetona 0,71 0,04 049 288 2049 0,31 3
Etanol 0,54 037 048 1,69 2485 1,07 3
Diclorometano | 0,82 0,10 0,05 160 893 041 2

Legenda: (a) polaridade/dipolaridade; (b) propensdo como doador de ligacéo de
hidrogénio; (c) propensdo como aceptor de ligagéo de hidrogénio; (d) momento
dipolar; (e) constante dielétrica em Debye; (f) viscosidade em mPa.s (25°C); (g)
classificagdo ICH na qual 1 corresponde a “solventes a serem evitados”, 2
“solventes de uso limitado” e 3 “solventes de baixo potencial toxico”.

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

3.1.3 Animais

Camundongos Swiss machos (21-27 g) criados internamente na
Universidade Regional de Chapecé (UNOCHAPECO) foram usados em
todos 0s experimentos comportamentais. Os animais foram mantidos em
ambiente controlado com temperatura de 22 + 2 ° C e ciclo claro/escuro
de 12 horas (luzes acesas as 6:00 da manhd até as 18:00). Os
camundongos foram alimentados com racdo de laboratério padrdo e
agua ad libitum. Os cuidados com os animais e 0s experimentos foram
conduzidos de acordo com os principios éticos da pesquisa em animais,
aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Comunitéria Regional
de Chapecé (nimero de aprovagdo 007-17), de acordo com a legislacdo
brasileira (Brasil, 2016, 2008) e a Diretiva do Conselho das
Comunidades Europeias de 24 de Novembro de 1986 (86/609 / CEE).
Todas as experiéncias foram realizadas entre as 9:00 e as 17:00 da tarde.
Experimentadores ndo foram informados das condi¢des do tratamento.



3.2 METODOS

3.2.1 Producdo de cocristais a pressdo ambiente
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Nesta secdo serdo apresentadas as metodologias utilizadas para

a producdo dos cocristais para posterior caracterizacdo e escolha dos
coformadores. O Quadro 4 apresenta todas as caracteristicas das
amostras produzidas por metodologias a pressdo ambiente durante a fase
de escolha dos coformadores.

Quadro 4 - Caracteristicas das amostras produzidas a pressdo ambiente

Amostra | Método Coformador Fracdo molar Solvente
(curcumina: organico
coformador)

1 EL N-acetilcisteina 1:1 Acetona®

2 EL N-acetilcisteina 1:1 Etanol?

3 EL N-acetilcisteina 1:1 Acetato de etila®
4 EL N-acetilcisteina 1:1 Diclorometana®
5 EL N-acetilcisteina 2:1 Acetona®

6 EL N-acetilcisteina 2:1 Etanol”

7 EL N-acetilcisteina 2:1 Acetato de etila®
8 EL N-acetilcisteina 2:1 Diclorometano®
9 EL Acido citrico 1:1 Acetona®

10 EL Acido citrico 1:1 Etanol?

11 EL Acido citrico 1:1 Acetato de etila®
12 EL Acido citrico 1:1 Diclorometano®
13 EL Acido ascérbico 1:1 Acetona®

14 EL Acido ascorbico 1:1 Etanol”

15 EL Acido ascérbico 1:1 Acetato de etila®
16 EL Acido ascorbico 1:1 Diclorometano®
17 EL Acido salicilico 1:1 Acetona®

18 EL Acido salicilico 1:1 Etanol?

19 EL Acido salicilico 1:1 Acetato de etila®
20 EL Acido salicilico 1:1 Diclorometanao®
21 EL Nicotinamida 1:1 Acetato de etila®
22 EL Nicotinamida 1:2 Acetona®

23 EL Nicotinamida 1:2 Acetato de etila®
24 EL Nicotinamida 1:3 Acetona®

25 EL Nicotinamida 1:3 Etanol®

26 EL Nicotinamida 1:3 Acetato de etila®
27 EL Nicotinamida 1:3 Diclorometano®
28 EL Piperina 11 Acetona®
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29 EL Piperina 1:1 Etanol’

30 EL Piperina 1:1 Acetato de etila®
31 EL Piperina 1:1 Diclorometano”
32 LAG Nicotinamida 1:1 Acetona®

33 LAG Nicotinamida 1:1 Acetato de etila®
34 LAG Nicotinamida 1:3 Acetato de etila®
35 LAG N-acetilcisteina 1:1 Acetato de etila’
36 LAS Nicotinamida 1:3 Acetona®

37 LAS Nicotinamida 1:3 Acetato de etila®
38 LAS N-acetilcisteina 1:1 Acetona®

39 LAS N-acetilcisteina 1:1 Acetato de etila®

Legenda: (a) 20 mL; (b) 30 mL; (c) 500uL
3.2.1.1 Evaporacdo lenta de solvente (EL)

A metodologia de evaporagdo lenta de solvente foi utilizada
conforme descrito por Wichianphog e Charoenchaitrakool (2018).
Curcumina e coformadores em concentracdes e fragdes molares pré-
determinadas foram adicionados a um frasco &mbar contendo 20 ou 30
mL de solvente organico. Em seguida as solucdes foram
homogeneizadas por ultrassom durante 10 minutos. Apds
homogeneizacdo, os frascos foram deixados abertos em temperatura
ambiente até completa evaporacdo do solvente. O precipitado foi entéo
coletado e armazenado em frasco ambar para posterior caracterizagéo.

3.2.1.2 Moagem assistida por liquido (LAG)

A metodologia utilizada foi adaptada do trabalho de Zhou et al.
(2016). Curcumina e coformadores em concentragdes e fragGes molares
pré-determinadas foram colocados em um gral. Em seguida foram
adicionados ou ndo 500 pL de solvente organico e moidos durante 60
min com a ajuda de um pistilo. Ao final da moagem, as amostras foram
coletadas e armazenadas em um frasco ambar para posterior
caracterizacao.

3.2.1.3 Liquido antissolvente (LAS)

A metodologia utilizada foi adaptada do trabalho de Ober e
Gupta (2012). Curcumina e coformadores em concentracdes e fracdes
molares pré-determinadas foram pesados em um erlenmeyer, dissolvidos
em 20 mL de solvente organico e homogeneizados com ajuda de um
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agitador magnético. A solucdo foi filtrada com filtro VertiCleanTM
PTFE de 0,45 pm. Em seguida foi adicionado N-hexano gota a gota
como antissolvente. Apds precipitacdo o sobrenadante foi retirado, o
precipitado foi centrifugado, o restante do sobrenadante foi retirado e a
amostra foi seca em estufa a vacuo (Quimis Q319V) a 25 °C + 2 °C
durante 12 horas. Ao final da secagem a amostra foi coletada e estocada
em frascos &mbar para posterior caracterizagao.

3.2.2 Producao de cocristais com fluido supercritico

3.2.2.1 Unidade experimental

A Figura 7 apresenta a unidade experimental utilizada na formacdo dos
coprecipitados com uso de diéxido de carbono supercritico (CO,sc)
pelas técnicas de cocristalizacdo com solvente supercritico (CSS) e gas
antissolvente (GAS).

Figura 7 - Aparato experimental para utilizacdo de dioxido de carbono
supercritico.

Fonte: desenvolvido pelo autor
Conforme a Figura 7, a unidade experimental é composta de:

) Reservatdrio de didxido de carbono (CO,);

2 Valvula de uma via que permite o fluxo em um Unico
sentido (Check-Valve HIP, modelo 15-41AF1-T, presséo de
operacdo até 1034 bar);

(3)e (4) Valvulas de esfera que permitem o fluxo de antissolvente
para as bombas de alta pressdo (Swagelok, modelo SS-
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®)

(6) e (7)

(8)e (9

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

83KS4, pressdo de operacdo até 410 bar a temperatura
ambiente);

Banho ultratermostatico de recirculacdo (Nova ética,
modelo 512/2D). Utilizado para controlar a temperatura das
bombas;

Bombas de alta pressdo compostas por um cilindro de 506
mL de capacidade (ISCO, modelo 500D, pressdo de
trabalho até 258 bar e vazdo maxima de 170 mL.min™).
Para CSS ¢ utilizada uma bomba e para GAS duas bombas
visando manter o fluxo de CO, constante. Por meio das
bombas ainda ¢ realizada a pressurizagdo do CO, e controle
da vazdo para dentro da cAmara de precipitac&o;

Vélvulas de esfera que permitem o fluxo de CO,
pressurizado das bombas para a cdmara de precipitacdo
(Swagelok, modelo SS-83KS4, pressdo de operacdo até
410 bar a temperatura ambiente);

Valvula métrica tipo agulha utilizada no controle do fluxo e
vazdo de CO, das bombas de alta pressdo para a camara de
precipitagdo (HIP, modelo 15-11AF1, pressdo de operacdo
até 1034 bar);

Cémara de precipitacdo cilindrica de ago 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, sendo que uma
é mantida fechada;

Entrada periférica que apresenta um transdutor de presséo
utilizado para monitorar a pressdo dentro da camara de
precipitacdo (Transdutor absoluto — 0 a 250 bar, SMAR,
modelo LD301). Ele esta conectado a linha entre a valvula
(10) e a cAmara de precipitacao.

Entrada periférica onde fica um sensor de temperatura
(termopar) ligado a um indicador de temperatura
(Universal, NOVUS, modelo N1500);

Suporte constituido por dois filtros de politetrafluoretileno,
disposto na parte interna da cdmara de precipitacdo e ligado
a conexdo de liberagcdo do CO,. Utilizada para a retencédo
das particulas precipitadas no interior da cémara,
permitindo apenas o fluxo do CO, e do solvente organico.
Um dos filtros apresenta porosidade de 1 pum, didmetro de
8 mm e espessura de 1 mm servindo de base para o
segundo filtro de 0,22 pm de porosidade, 8 mm de
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diametro e 150 um de espessura. A Figura 8 mostra a parte
interna da tampa da camara de precipitagdo com o suporte
de filtros.

(15) Banho ultratermostatico de recirculacdo (Nova ética,
modelo 512/2D). Utilizado para controlar a temperatura da
camara de precipitacdo por meio da sua ligacdo com a
camisa da cadmara;

(16) Vélvula métrica tipo agulha (HOKE, modelo 1315G2Y)
posicionada na saida da caAmara de precipitacdo. Por meio
dessa valvula é possivel controlar o fluxo de liberacdo do
COy;

@an Fita de aquecimento (FISATON, modelo 5, 200 W de
poténcia). Utilizada devido ao efeito Joule-Tomphson ser
pronunciado pela expansdo do CO, durante a
despressurizacdo congelando a linha de liberacdo. A
temperatura utilizada na fita é de 200 °C;

(18) Filtro de seguranca recheado com algodéo, sendo possivel
observar o arraste dos principios ativos se ocorrer;
19 Agitador magnético.

Figura 8 - Parte interna da camara de precipitacdo com suporte de filtros.

Fonte: Desenvolvido pelo autor
3.2.2.2 Cocristalizagdo com solvente supercritico (CSS)

Curcumina e coformadores sdo pesados visando obter a razdo
molar desejada e em seguida inseridos na cdmara de precipitagdo com
adicdo ou ndo de 500 pL de cossolvente. O Quadro 5 apresenta as
fragdes molares das amostras produzidas, bem como os solventes
utilizados.
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Quadro 5 - Caracteristicas das amostras produzidas por CSS.

Amostra | Método Coformador Fracédo molar Solvente
(curcumina: organico
coformador) (cossolvente)

40 CSS Nicotinamida 1:3 Sem solvente
41 CSS Nicotinamida 1:3 Acetona®

42 CSS Nicotinamida 1:3 Acetato de etila’
43 CSS N-acetilcisteina 1:1 Sem solvente
44 CSS N-acetilcisteina 1:1 Acetona®

45 CSS N-acetilcisteina 1:1 Acetato de etila’
46 CSS N-acetilcisteina 2:1 Sem solvente
47 CSS N-acetilcisteina 2:1 Acetato de etila’
48 CSS N-acetilcisteina 1:2 Sem solvent
49 CSS Piperina 1:1 Sem solvente

Legenda: (c) 500 pL.

Para iniciar o procedimento de utilizacdo do equipamento o
banho ultratermostatico (5) é acionado a 5° C visando resfriar as bombas
de alta pressdo. Em seguida as valvulas 2 e 4 sdo abertas permitindo
encher a bomba 6 de CO,. Ao final do preenchimento da bomba, esta
costuma apresentar um volume de 500 mL de CO, e 58 bar. A bomba é
entdo pressurizada a 200 bar. Ap6s montagem da camara de precipitacao
e sua conexdo com os demais equipamentos, o banho ultratermostatico
(15) é ligado a 45°C, o agitador magnético € acionado (19) e as valvulas
8 e 10 sdo gradualmente aberta para permitir o enchimento da camara
com CO, até atingir a pressdo utilizada durante o experimento (90 bar).
Apos atingir a pressao desejada dentro da cAmara, as valvulas 8 e 10 séo
fechadas mantendo o sistema sem vazdo de CO, durante 60 minutos.
Ap0s este periodo a agitacdo magnética é desligada e a despressurizaco
é feita lentamente, por meio da abertura da vélvula 16, até que a cAmara
atinja a pressdo ambiente.

Terminada a despressurizacdo, a camara é aberta e a amostra
coletada e armazenada em frasco &mbar para posterior caracterizacgao.

3.2.2.3 Gés antissolvente (GAS)

Curcumina e coformadores foram pesados visando obter a razéo
molar desejada e em seguida foram dissolvidos em 15 mL de solvente e
adicionados na camara de precipitacdo. O quadro 6 apresenta as fracGes
molares das amostras produzidas, bem como os solventes organicos
utilizados.
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Quadro 6 - Caracteristicas das amostras produzidas por GAS.

Amostra | Método Coformador Fracdo molar Solvente
(curcumina: organico
coformador)

50 GAS Nicotinamida 1:3 Acetona’
51 GAS Nicotinamida 1:3 Acetato de etila”
52 GAS N-acetilcisteina 1:1 Acetona’
53 GAS N-acetilcisteina 1:1 Acetato de etila”
54 GAS Piperina 1:1 Acetona’

Legenda: (d) 15 mL.

O procedimento inicia-se de forma similar ao CSS com o
acionamento do banho ultratermostatico (5) a 5 °C visando resfriar as
bombas de alta pressdo. Em seguida as valvulas 2, 3 e 4 sdo abertas
permitindo encher as bombas 6 e 7 de CO,, que sdo entdo pressurizadas
a 200 bar. Apds montagem da cdmara de precipitacdo e sua conexao
com os demais equipamentos, 0 banho ultratermostatico (15) é ligado a
45 °C, o agitador magnético é acionado (19) e as valvulas 8 e 10 sdo
gradualmente aberta para permitir o enchimento da camara com CO, até
atingir a pressdo utilizada durante o experimento (90 bar). Apds atingir a
pressdo desejada dentro da camara, a valvula 8 é fechada mantendo o
sistema sem vazdo de CO, durante 10 minutos. Apds este periodo as
valvulas 9 e 16 sdo abertas permitindo um fluxo continuo de CO,
através da camara. Durante este fluxo continuo, a pressdo é mantida a 90
bar dentro da cAmara. Este processo € realizado durante 50 minutos e
tem por objetivo a acdo antissolvente do CO, bem como a secagem do
solvente organico. Em seguida a agitacdo magnética é desligada, as
valvulas 9 e 10 sdo fechadas e a despressurizacao é feita lentamente, por
meio da abertura da valvula 16, até que a camara atinja a pressao
ambiente.

Terminada a despressurizacdo, a camara é aberta e a amostra
coletada e armazenada em frasco ambar para posterior caracterizagdo.

3.2.3 Metodologias de caracterizacdo dos cocristais

Nesta secdo serdo apresentadas as metodologias utilizadas na
caracterizacdo das amostras produzidas.
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3.2.3.1 Analise térmica

Todas as amostras obtidas foram analisadas por DSC. Os
termogramas dos ingredientes puros e dos cocristais foram obtidos em
equipamento da Perkin Elmer (Jade-DSC) utilizando cadinhos de
aluminio hermeticamente fechados. Ciclos Unicos de aquecimento foram
realizados na faixa de 40 a 200 °C, sob atmosfera dindmica de
nitrogénio (20 mL.min") e razdo de aquecimento de 10 °C.min™..

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

3.2.3.2 Difracéo de raio-X de po

Apenas as amostras que apresentaram um Unico evento
endotérmico, na anélise de DSC, foram analisadas por DRXP.

A analise de DRXP foi realizada utilizando um equipamento 6-
® D2 Phaser (Bruker), com radiacio de cobre Ko (A=1,5418 A),
operando em corrente de 10 mA e voltagem de 30 kV, equipado com
detector de cintilagdo unidimensional LINXEYE. As medidas foram
realizadas a temperatura ambiente, em porta amostra com cavidade, por
meio de varredura angular de 20 na faixa de 5 a 40° e com passo angular
de 0,091°/s.

As andlises foram realizadas na Central de Anélises do
Departamento de Quimica da UFSC.

3.2.3.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

As amostras obtidas por GAS e CSS que apresentaram um
Unico evento endotérmico na analise de DSC e padrdo de DRXP
conclusiva para cocristal, foram analisadas por FTIR.

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) foram obtidos em temperatura ambiente
a partir de um equipamento Agilent Technologies (Cary 600 Series
FTIR Spectrometer) equipado com ATR (attenuated total reflectance —
refletdncia total atenuada) com cristal ZnSe, em uma faixa espectral de
4000 a 400 cm™, com resolucdo de 2 cm™.

As analises foram realizadas na Central de Anélises do
Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos da UFSC.
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3.2.3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras obtidas por GAS e CSS que apresentaram um
Unico evento endotérmico na analise de DSC e padrdo de DRXP
conclusiva para cocristal, foram analisadas por MEV.

A morfologia e o tamanho das particulas foram analisados por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), a partir do equipamento
JEOL JSM-6390LV. A distribuicdo de tamanho das particulas foi
determinada a partir da analise das imagens com ajuda do software
SizeMeter (versdo 1.1). Para cada amostra 0 comprimento médio da
linha diagonal de 200 particulas foram medidas.

As analises foram realizadas no Laboratério Central de
Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.

3.2.3.5 Perfil e eficiéncia de dissolucdo

O perfil de dissolucdo foi realizado de acordo com trabalhos de
Dal Magro et al. (2017) e Aguiar et al. (2018). A curva padrdo da
curcumina foi produzida por diluigdes seriadas (Apéndice A Figura 1) e
as leituras de absorbancia foram realizadas a 435 nm. Os espectros de
UV para N-acetilcisteina e nicotinamida ndo sobrepfes a 435 nm
(Apéndice A Figura 2).

Para a analise de dissolucdo, um excesso de amostra (cocristais
e curcumina pura) foi suspensa em agua destilada. As analises foram
realizadas em sharker orbital (Marconi, modelo MA410 CFT) a 37°C
0,5°C com rotacdo de 100 rpm no Laboratério Multi Proposito
(MULTIALI, UFSC). Apos 0, 10, 20, 30, 50, 80, 120 e 180 minutos
aliquotas de 1 mL foram coletadas para estabelecer o perfil de
dissolucdo. A cada aliquota retirada, a mesma quantia do meio de
dissolucdo utilizado foi reposta visando manter o volume original. A
amostra coletada foi lida em espectrofotdometro UV-Vis (Femto,
modelo 800 XI) a 435 nm e as concentragdes foram calculadas de
acordo com a equacdo da reta obtida na curva padrdo da curcumina.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

A eficiéncia de dissolucdo (ED) foi calculada para cada amostra
a partir de curvas médias de porcentagem cumulativa do composto
dissolvido versus o tempo de dissolucdo. Esse parametro é obtido por
meio da razdo entre a area sob a curva de dissolucdo entre os tempos de
0 a 180 min e a area total do retangulo definido pela ordenada (100% de
dissolugéo) e pela abscissa (180 min), de acordo com a equacéo 1.
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t
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ED (%) - Y100t

100 1)

Onde y € a dissolucdo cumulativa.
3.2.4 Teste de nocicepg¢do induzida por formalina (in vivo)

Este teste foi realizado em parceria com a Dra. Liz Girardi
Muiller e o Dr. Gean Pablo Silva Aguiar da Universidade Comunitéria da
Regido de Chapecé — UNOCHAPECO. Para este teste foi escolhido o
cocristal de curcumina e nicotinamida produzido por CSS sem
cossolvente. A atividade anti-inflamatéria do cocristal foi investigada
utilizando o teste da formalina, que foi realizado de acordo com o
método previamente descrito por Santos et al. (1999) com pequenas
modificacdes.

Neste teste, os animais (n=6-7/grupo) foram tratados oralmente
com veiculo (NaCl a 0,9%, 10 mL/kg, grupo de controle), curcumina
(50 mg/kg ou 0,5 mg/kg), nicotinamida (0,5 mg/kg) ou o cocristal de
curcumina-nicotinamida (0,5 mg/kg), 1 h antes da injecdo de formalina a
2% (20 pL/pata) na pata traseira direita. O diclofenaco foi utilizado
como controle positivo (50 mg/kg). Todos os farmacos foram
dissolvidos em solugdo salina normal e a curcumina foi suspensa em
solucéo salina com 1% de polissorbato 80 antes da utilizacdo. A dose de
curcumina foi escolhida com base em estudo anterior (SRIMAL,;
DHARWAN, 1973).

Imediatamente apds a injecdo de formalina, o animal foi
observado em comportamento relacionado a dor. O tempo (s) passado
lambendo, mordendo ou levantando a pata na qual a formalina foi
injetada foi considerado como comportamento nociceptivo e registrado
durante a primeira fase (0-5 min, fase neurogénica) e a segunda fase
(15-30 min, fase inflamatéria) do teste.
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CAPITULO 4
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESCOLHA DOS COFORMADORES

Nesta secdo serdo apresentados os principais resultados obtidos
a partir das caracterizacbes de amostras produzidas por moagem
assistida por liquido (LAG) e liquido antissolvente (LAS) visando obter
identificar a formacdo ou ndo de novas fases cristalinas de sistemas
multicomponentes de curcumina e alguns coformadores.

A andlise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi
utilizada na triagem dos coformadores. Os coformadores que
apresentaram um sO evento endotérmico diferente daquele dos
compostos puros foram selecionados por indicarem a possivel formagéo
de uma nova fase cristalina (VASISHT et al., 2016). Em seguida, foi
realizada a analise de difracdo de raio-X de p6 (DRXP) para comprovar
a formacdo de uma nova fase cristalina a partir do deslocamento ou
mudanca nos padrées de difracdo das amostras (TRASK; JONES,
2005).

A cocristalizagdo visa a modificacdo de propriedades fisico-
quimica de solidos, sendo capaz de melhorar o poder de dissolugdo de
compostos pouco sollveis. Deste modo, os coformadores testados foram
previamente escolhidos a partir de dados da literatura bem como devido
a sua alta solubilidade em agua.

4.1.1 EVAPORACAO LENTA (EL)

Nenhuma das amostras produzidas por evaporacdo lenta foi
levada em consideragdo na escolha dos coformadores, pois em alguns
casos a amostra aderiu ao frasco, ndo permitindo sua coleta e em outros
as amostras apresentaram termogramas com a aparicdo de diversos
eventos endotérmicos, podendo ser devido a formagdo mais de um tipo
de coprecipitados com diferentes fases cristalinas. Todas as amostras
produzidas e as conclusfes obtidas sdo apresentadas no Quadro 7.
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Quadro 7 - Conclusdes obtidas ap6s analise dos resultados das amostras
produzidas por evaporagdo lenta (EL).

Amostra Solvente Coformador Fracéo Resultado
organico molar
(curcumina:
coformador)
1 Acetona NAC 1:1 DSC
inconclusivo
2 Etanol NAC 1:1 Nao foi
possivel coletar
3 Acetato de etila NAC 1:1 DSC
inconclusivo
4 Diclorometano NAC 1:1 Nao foi
possivel coletar
5 Acetona NAC 2:1 Nao foi
possivel coletar
6 Etanol NAC 2:1 Néo foi
possivel coletar
7 Acetato de etila NAC 2:1 Nao foi
possivel coletar
8 Diclorometano NAC 2:1 Nao foi
possivel coletar
9 Acetona AC 1:1 DSC
inconclusivo
10 Etanol AC 1:1 Nao foi
possivel coletar
11 Acetato de etila AC 1:1 DSC
inconclusivo
12 Diclorometano AC 1:1 Nao foi
possivel coletar
13 Acetona AA 1:1 DSC
inconclusivo
14 Etanol AA 11 Néo foi
possivel coletar
15 Acetato de etila AA 1:1 DSC
inconclusivo
16 Diclorometano AA 1:1 Nao foi
possivel coletar
17 Acetona AS 1:1 DSC
inconclusivo
18 Etanol AS 1:1 Nao foi
possivel coletar
19 Acetato de etila AS 1:1 DSC

inconclusivo
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20 Diclorometano AS 1:1 Nao foi
possivel coletar
21 Acetato de etila NIC 1:1 Nao foi
possivel coletar
22 Acetona NIC 1.2 Nao foi
possivel coletar
23 Acetato de etila NIC 1.2 DSC
inconclusivo
24 Acetona NIC 1:3 DSC
inconclusivo
25 Etanol NIC 1:3 DSC
inconclusivo
26 Acetato de etila NIC 1:3 Nao foi
possivel coletar
27 Diclorometano NIC 1:3 Néo foi
possivel coletar
28 Acetona PIP 1:1 Nao foi
possivel coletar
29 Etanol PIP 1:1 Nao foi
possivel coletar
30 Acetato de etila PIP 1:1 Nao foi
possivel coletar
31 Diclorometano PIP 1:1 Nao foi
possivel coletar

Legenda: NAC: N-acetilcisteina, AC: &cido citrico, AA: acido ascdrbico, AS:
acido salicilico, NIC: nicotinamida, PIP: piperina.

4.1.2 MOAGEM ASSISTIDA POR LIQUIDO (LAG)

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados
referentes s amostras que apresentaram termogramas com um evento
endotérmico referente ao ponto de fusdo diferente dos pontos de fusao
dos compostos puros. Para estas amostras também foi realizada a
difracdo de raio-X de pé (DRXP) visando comprovar a formacdo de
uma nova fase cristalina.

4.1.2.1 Curcumina e N-acetilcisteina (CUR-NAC)

O comportamento térmico dos compostos puros e da amostra
produzida por LAG com acetato de etila e fragdo molar de 1:1 (amostra
35) foram obtidos por DSC. Os termogramas sao apresentados na Figura
9.
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Figura 9 - DSC da N-acetilcisteina, curcumina e das amostras CUR-NAC
produzida por LAG com acetato de etila.
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A N-acetilcisteina apresenta um Unico evento endotérmico a
114,3 °C (AH = 224,3 J.g™%) referente ao seu ponto de fusdo, estando de
acordo com a literatura (AGUIAR et al., 2017) . O termograma da NAC
apresenta picos indistintos acima de 160 °C, o que sugere a degradacao
térmica deste composto. A curcumina apresenta um ponto de fusdo de
1745 °C (AH = 112,9 J.g"), estando igualmente de acordo com a
literatura (KHO; NUGROHO; SUGIH, 2018; SANPHUI et al., 2011).

A amostra de CUR-NAC obtida por LAG apresenta um ponto
de fusdo a 108,8 °C (AH = 174,1 J.g™") indicando que se trata de uma
fase sélida homogénea. Sendo o ponto de fusdo da amostra 35 diferente
dos pontos de fusdo dos compostos puros, temos e indicacdo de uma
interacdo entre os compostos tendendo a formagdo de uma nova
estrutura cristalina, podendo ser um cocristal. Como ndo ha nenhum
evento aparente registrado antes da fusdo, pode-se concluir que o
cocristal ja estd formado no inicio da analise térmica (PESSOA, 2018).
Este pico endotérmico com valor abaixo dos compostos puros é similar
ao reportado para cocristais de curcumina-dextrose e curcumina-
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floroglucinol respectivamente (KHO; NUGROHO; SUGIH, 2018;
CHOW et al., 2014).

Resultados semelhantes de DSC também foram relatados para
compostos eutéticos de curcumina com nicotinamida, &cido fellrico,
hidroxiquinona, &cido p-hidroxibenzoico e acido L-tartarico, no entanto
0s padrBes obtidos por DRXP eram a soma dos difratogramas dos
compostos puros (GOUD et al., 2012). Desta forma, difratogramas de
raio-X de p6 foram obtidos para 0s compostos puros e para a amostra
produzida por LAG visando confirmar a formacdo de uma nova fase
cristalina, e portanto, um cocristal. Os padrdes de DRXP séo
apresentados na figura 10.

Figura 10 - Difratogramas da N-acetilcisteina, curcumina e das amostras CUR-
NAC produzida por LAG com acetato de etila.
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Pode-se observar que o padrdo do DRXP da amostra produzida
por LAG apresenta as principais reflexdes da curcumina. Por outro lado,
0s picos caracteristicos da NAC ndo aparecem no difratogramas da
amostra CUR-NAC. Além das principais reflexdes da curcumina, a
amostra CUR-NAC produzida por LAG apresenta duas novas reflexfes
em valores 20 de 19,9 e 22,7, indicando a possivel formagdo de uma
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nova estrutura cristalina. O aparecimento de reflexdes similares foi
reportado na literatura para cocristais de curcumina-resorcinol e
curcumina-pirogalol (SANPHUI et al., 2011). Podemos observar ainda
que o padrdo de difracdo da amostra produzida por LAG possui picos
menos acentuados do que 0s compostos puros, isso se deve a uma
diminuicdo do tamanho de particula bem como o fato de o cocristal em
questdo apresentar uma rede cristalina mais fraca do que os compostos
iniciais (PESSOA, 2018).

4.1.2.2 Curcumina e nicotinamida (CUR-NIC)

Os termogramas obtidos por DSC de curcumina e nicotinamida
pura, bem como da amostra de CUR-NIC produzida por LAG com
acetato de etila e fragdo molar de 1:3 (amostra 34) foram analisados
(Figura 11).

Figura 11 - DSC da nicotinamida, curcumina e das amostras CUR-NIC
produzida por LAG com acetato de etila.
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Como ja mencionado anteriormente, a curcumina apresenta um
ponto de fusdo de 174,5 °C (AH = 112,9 J.g™%). A Nicotinamida também
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apresenta um s6 evento endotérmico a 131,9 °C (AH = 197,7 J.gh)
referente ao seu ponto de fusdo, que estd de acordo com a literatura
(PESSOA, 2018; HINO; FORD; POWELL, 2001).

A amostra de CUR-NIC obtida por LAG apresenta um ponto de
fusdo a 112,7 °C (AH = 46,4 J.g™%). O aparecimento de um pico menos
pronunciado e mais largo é relacionado ao fato de se tratar de uma
estrutura cristalina mais fragil do que 0s compostos puros
(KOTBANTAO; CHAROENCHAITRAKOOL, 2017; PANZADE et
al.,, 2017; EL-GIZAWY et al., 2015). A presenca de um sO evento
endotérmico pode indicar que a amostra é um cocristal.

Os padrées DRXP das amostras foram analisados visando
observar a formagao ou ndo de uma nova fase cristalina (Figura 12).

Figura 12 - Difratogramas da nicotinamida, curcumina e das amostras CUR-
NIC produzida por LAG com acetato de etila.

. |
SN N WIS | SR, SOy W | LV NV U
Amostra 34

5 10 15 20 25 30 35 40

20 (%)

Podemos observar que 0s picos caracteristicos do coformador
ndo sdo evidentes no padrdo de DRXP da amostra produzida por LAG.
No entanto, a maior parte dos picos caracteristicos da curcumina
aparecem no difratograma da amostra, estando ausentes apenas as
reflexdes 26,0° e 26,8° 20. O difratograma da amostra CUR-NIC



64

produzida por LAG apresenta picos menos pronunciados do que 0s
compostos puros, isso mais uma vez se deve ao fato de se tratar de uma
estrutura cristalina mais fradgil do que 0s compostos puros
(KOTBANTAO; CHAROENCHAITRAKOOL, 2017; PANZADE et
al., 2017; EL-GIZAWY et al., 2015). Como houve o desaparecimento
de dois picos, podemos afirmar que houve certa mudanca na rede
cristalina, porém ndo pode se concluir que se trata de um cocristal.

4.1.3 LIQUIDO ANTISSOLVENTE (LAS)

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados
referentes as amostras produzidas por LAS que apresentaram
termogramas com um evento endotérmico referente ao ponto de fusdo
diferente dos pontos de fusdo dos compostos puros. Para estas amostras
também foi realizada a difracdo de raio-X de p6 (DRXP) visando
comprovar a formacéo de uma nova fase cristalina.

4.1.3.1 Curcumina e N-acetilcisteina (CUR-NAC)
Os termogramas das amostras de curcumina e N-acetilcisteina

puras e da amostra CUR-NAC produzida por LAS com acetato de etila e
fracdo molar de 1:1 (amostra 39) sdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13 - DSC da N-acetilcisteina, curcumina e das amostras CUR-NAC
produzida por LAS com acetato de etila.
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Os pontos de fusdo da N-acetilcisteina e curcumina sdo 114,3
°C (AH =224,3 J.g") e 1745 °C (AH = 112,9 J.g™"), respectivamente.
Estes valores estdo de acordo com a literatura (AGUIAR et al., 2017;
KHO; NUGROHO; SUGIH, 2018; SANPHUI et al., 2011).

A amostra CUR-NAC obtida por LAS (amostra 39) apresenta
um Gnico evento endotérmico a 171,3 °C (AH = 532,2 J.g™%) referente ao
ponto de fusdo da amostra. Por se tratar de um evento endotérmico mais
largo e que engloba valor de ponto de fusdo da curcumina, ndo podemos
concluir que se trata de uma amostra pura. Desta forma, mais uma vez
os difratogramas de raio-X de p6é foram obtidos visando confirmar a
formacdo de uma nova fase cristalina. Os padrdes de DRXP sdo
apresentados na Figura 14.
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Figura 14 - Difratogramas da N-acetilcisteina, curcumina e das amostras CUR-
NAC produzida por LAS com acetato de etila.
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A curcumina apresenta reflex@es caracteristicas em 7,8°, 8,9°,
12,2°, 14,4°, 15,8°, 17,4°, 18,2°, 21,2°, 23,4°, 23,9°, 24,6°, 25,5°, 26,0°,
26,8°,27,3° ¢ 29,0° 20. A N-acetilcisteina apresenta reflexdes em 14,3°,
28,8°, 30,3° e 35,2° 20. Podemos observar sutis deslocamentos no
padrdo de difragdo da amostra CUR-NAC em relagdo ao difratogramas
da curcumina, enquanto as principais reflexdes da NAC estdo ausentes.
As reflexbes foram deslocadas de 14,5° para 14,7°, de 18,2° para 18,9°,
de 25,5° para 25,7° e de 26,0° para 26,2°. Resultados similares com
pequenos deslocamentos, aparecimento e desaparecimento de algumas
reflexdes foram apresentados por Pessoa (2018) e Zhou et al. (2016)
para cocristais de resveratrol e nicotinamida. Devido ao
desaparecimento das principais reflexdes da NAC e aos pequenos
deslocamentos de algumas reflexdes presentes no difratogramas da
curcumina, podemos concluir que houve uma pequena mudan¢a na
estrutura cristalina, porém ndo se pode afirmar que se trata de um
cocristal puro.
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4.1.4 CONCLUSAO

O Quadro 8 apresenta as amostras produzidas por LAS e LAG e
0s resultados obtidos para cada amostra.

Quadro 8 - Conclusdes obtidas ap6s analise dos resultados das amostras
produzidas por LAS e LAG.

Amostra Método/ Coformador Fracdo Solvente
Solvente molar utilizado
(curcumina:
coformador)
32 LAG/ NIC 1.1 Mistura
Acetona fisica
33 LAG/ NIC 1:1 Mistura
Acetato de etila fisica
34 LAG/ NIC 1:3 Possivel
Acetato de etila cocristal
35 LAG/ NAC 1:1 Possivel
Acetato de etila cocristal
36 LAS/ NIC 1:3 Nao
Acetona precipitou
37 LAS/ NIC 1:3 Nao
Acetato de etila precipitou
38 LAS/ NAC 1:1 Né&o
Acetona precipitou
39 LAS/ NAC 1:1 Possivel
Acetato de etila cocristal

Legenda: NAC: N-acetilcisteina, NIC: nicotinamida.

Para ambas as técnicas utilizadas para escolha dos cocristais a
pressdo ambiente (LAG e LAS) foram obtidos termogramas com um
Unico evento endotérmico para as amostras produzidas com curcumina e
N-acetilcisteina na propor¢do molar de 1:1 (amostras 35 e 39). No caso
das amostras de curcumina e nicotinamida na propor¢do molar de 1:3
ndo foi possivel realizar a técnica LAS, pois ndo houve precipitacdo
(amostras 36 e 37). Conclusdes preliminares a parir das anélises de DSC
e DRXP sugerem que os compostos formados com N-acetilcisteina
apresentam uma nova rede cristalina diferente dos compostos iniciais,
podendo se tratar entdo de cocristais (amostras 35 e 39). Portanto, a
partir deste estudo, foram selecionados como coformadores a N-
acetilcisteina e nicotinamida para a producdo de cocristais em meio
supercritico. Ambos os coformadores selecionados apresentam grupo
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funcional amino o que facilita a formacdo do cocristal devido a
formagdo de pontes de hidrogénio intermolecular (WICHIANPHONG;
CHAROENCHAITRAKOOL, 2018).

4.2 OBTENCAO DE COCRISTAIS DE CURCUMINA EM MEIO
SUPERCRITICO

O dioxido de carbono supercritico (COysc) foi utilizado como
meio para realizacao de reacdes de cocristalizacdo devido a vantagem de
ser uma tecnologia verde, uma técnica rapida quando comparada aos
métodos a pressdo ambiente, ter um elevado rendimento e propiciar a
formac&o de cocristais puros. O COysc foi utilizado como solvente na
técnica de cocristalizagdo com solvente supercritico (CSS) e como
antissolvente na técnica de gas antissolvente (GAS).

A partir dos resultados analisados na se¢do anterior, foram
selecionados como coformadores a N-acetilcisteina e a nicotinamida
para cocristalizacdo em meio supercritico.

Para as amostras produzidas com NAC foram realizados
experimentos na propor¢do molar de 1:1, ja para as amostras produzidas
com a NIC a propor¢do molar utilizada foi de 1:3. Os cocristais
produzidos em cada um dos métodos (CSS e GAS) foram caracterizados
por calorimetria diferencial de varredura (DSC), difracdo de raio-X de
p6 (DRXP), espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e perfil de
dissolucéo.

4.2.1 COCRISTALIZAGAO COM SOLVENTE SUPERCRITICO

A cocristalizacdo com solvente supercritico tem como maior
vantagem o uso reduzido ou ndo uso de solvente organico, chegando a
um méaximo de 500 pL. Além disso, essa € uma técnica rapida, pois ndo
necessita de etapa de secagem de solvente. O alto rendimento de
producdo é outro aspecto importante no CSS, pois toda amostra inserida
na célula de cocristalizag8o é coletada ao final do experimento.

Os resultados obtidos da caracterizagdo das amostras serdo
apresentados e discutidos nas secdes a seguir.

4.2.1.1 Curcumina e N-acetilcisteina (CUR-NAC)

A cocristalizagdo da curcumina e N-acetilcisteina com CO,sc
como solvente foi realizada sem a adicdo de cossolvente (amostra 43),
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com a adicdo de 500pL de acetona (amostra 44) e com a adicdo de
500uL de acetato de etila (amostra 45). O objetivo principal da adicdo
ou ndo de cossolventes foi observar o efeito destes na cocristalizacdo
por CSS.

As curvas de DSC das amostras produzidas por CSS bem como
dos compostos puros sdo apresentados na Figura 15.

Figura 15 - DSC da N-acetilcisteina, curcumina e das amostras CUR-NAC
produzida por CSS sem cossolvente, com acetona e com acetato de etila.
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A curcumina pura apresenta um evento endotérmico a 174,5 °C
(AH = 112,9 J.g™") e a N-acetilcisteina a 114,3 °C (AH = 224,3 J.g™)
referente aos pontos de fusdo. O termograma da NAC apresenta picos
indistintos acima de 160 °C, o que sugere a degradacdo térmica deste
composto (PESSOA, 2018). Os pontos de fusdo dos dois compostos
puros estdo de acordo com a literatura (AGUIAR et al., 2017; KHO;
NUGROHO; SUGIH, 2018; SANPHUI et al., 2011).

A amostra CUR-NAC produzida sem adi¢do de cossolvente
(amostra 43) apresenta um ponto de fusdo de 111,8 °C (AH = 41,88 J.g°
1. Semelhante & anterior, a amostra CUR-NAC produzida com a adic&o
de 500uL de acetona (amostra 44) exibe apenas um evento endotérmico
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a 112,2 °C (AH = 26,16 J.g™"). J& a amostra produzida com acetato de
etila (amostra 45) tem o menor ponto de fusdo, sendo este de 108,7°C
(AH=52,91J.g7).

As trés amostras produzidas por CSS, tendo sido utilizado ou
ndo cossolventes, apresentaram um s6 evento endotérmico, sendo estes
semelhantes entre si no que diz respeito a estarem abaixo do ponto de
fusdo do ingrediente ativo e do coformador. Resultado também
observado por Schultheiss e Newmann (2009) para cerca de 40% dos
cocristais estudados. Outra semelhanca a ser notada é o fato de as trés
amostras apresentarem entalpias menores do que aquelas dos compostos
puros, indicando uma estrutura cristalina mais fragil (KOTBANTAO;
CHAROENCHAITRAKOOL, 2017; PANZADE et al.,, 2017; EL-
GIZAWY et al., 2015). Mudangas no ponto de fusdo das amostras em
relacdo aos compostos puros indicam a formacéo de uma nova estrutura
cristalina e, portanto, a possibilidade de se tratar de cocristais (PESSOA,
2018).

Com o objetivo de confirmar a formacdo de cocristais, 0s
difratogramas de raio-X das amostras produzidas foram comparados aos
difratogramas dos compostos puros. Os padroes de DRXP sdo
apresentados na Figura 16 e os resultados s&o discutidos abaixo.
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Figura 16 - Difratogramas da N-acetilcisteina, curcumina e das amostras CUR-
NAC produzida por CSS sem cossolvente, com acetona e com acetato de etila.
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A curcumina apresentou reflexdes caracteristicas em 7,8°, 8,9°,
12,2°,14,4°,15,8°, 17,4°, 18,2°, 21,2°, 23,4°, 23,9°, 24,6°, 25,5°, 26,0°,
26,8°, 27,3° e 29,0° 20. A N-acetilcisteina apresentou reflexdes em
14,3°, 28,8°, 30,3° e 35,2° 26.

Diferente dos compostos puros, as amostras produzidas por
CSS apresentam reflexdes caracteristicas em 13,7°, 20,1°, 22,6°, 28,3°,
30,0°, 31,5° e 32,2° 20. As trés amostras apresentaram difratogramas
muito semelhantes, variando somente a intensidade dos picos. A
amostra produzida com acetona (amostra 44) apresenta um
difratogramas com reflex6es mais brandas o que se deve a uma cadeia
cristalina mais fraca. Esses resultados corroboram com os resultados do
DSC, no qual a amostra produzida com acetona apresentou a menor
entalpia (AH = 26,16 J/g) e, portanto a rede cristalina mais fragil entre
0s trés cocristais.

Esses resultados também fortalecem os resultados obtidos no
DSC quanto & semelhanca das trés amostras e ao fato de se tratar de
novas redes cristalinas, indicando que as amostras sdo de fato cocristais.
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Visando observar possiveis interagbes quimicas entre 0s
compostos na formacdo dos cocristais, foram realizadas analises de
FTIR e os espectros foram comparados aos dos compostos puros (Figura
17).

Figura 17 - Espectros FTIR da N-acetilcisteina, curcumina e das amostras CUR-
NAC produzida por CSS sem cossolvente, com acetona e com acetato de etila.
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O espectro da curcumina apresentou sinais caracteristicos a
3509 cm™ referente & frequéncia de estiramento do O-H fenélico, 1627
cm atribuido ao estiramento do C=0 e 1602 cm™ referente a0 C=C do
grupo aromatico. Estes resultados estdo de acordo com a literatura
(KURNIAWANSYAH et al., 2015; KHO; NUGROHO; SUGIH; 2018;
CHOW et al., 2014; SATHISARAN; DALVI, 2017).

E N-acetilcisteina por sua vez apresentou sinais caracteristicos a
3374 cm™ referente ao estiramento O-H do grupo carboxilico, 2547 cm™
referente ao estiramento S-H, 1716 cm™ atribuido ao estiramento C=0.
Sinais caracteristicos entre 2800 e 3000 cm™, entre 1500 e 1600 cm™ e
entre 1200 e 1300 cm™ referem-se a frequéncia de estiramento N-H, de
torcio N-H e de estiramento C-O, respectivamente (ITUEN;
AKARANTA; UMOREN, 2017).
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O processamento de curcumina com N-acetilcisteina por CSS
com ou sem cossolventes acarreta em diferencas nos espectros de FTIR
em comparagdo aos compostos puros. Uma mudanga no ambiente
quimico de grupos fendlicos O-H pode ser observada no espectro dos
cocristais pelo deslocamento dos picos caracteristicos da CUR e da
NAC de 3509 e 3374 cm™ para 3488 e 3353 cm™. Também houve
mudancas na frequéncia de estiramento do C=0 e do grupo aromatico C
= O de 1627 e 1602 cm™ para 1656 e 1631 cm™, respectivamente. Os
sinais caracteristicos de absorcdo e as diferencas entre as frequéncias
dos componentes puros e dos cocristais sdo apresentadas na Tabela 3.
Estes resultados sdo consistentes com os evidenciados pelas analises de
PRXD e DSC confirmando a interacdo entre CUR e NAC a partir da
cocristalizacdo com solvente supercritico, resultando na formacéo de
cocristais.

Tabela 3 - Dados relevantes dos espectros de FTIR da curcumina, N-
acetilcisteina e dos cocristais formados por CSS.

Vibracao Comprimento de onda (cm™)
CUR NAC Amostras 43 e 44 Amostra 45

Estiramento 3509 3374 3488 - 3353 3488 - 3353
O-H

Estiramento 1627 1716 1656 1656
C=0

Estiramento 1612 1200 - 1300
C-O0

Estiramento 1602 - 1631 1631
c=C

Estiramento - 2800 - 3000 - 2800 - 3000
N-H

Estiramento - 2547 2547 2547
S-H

Torgdo N-H - 1500 - 1600 - -

Na figura 18 sdo apresentadas as micrografias da curcumina, da
N-acetilcisteina e dos cocristais produzidos por CSS.
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Figura 18 - Imagens do MEV da curcumina, N-acetilcisteina e das amostras
CUR-NAC produzida por CSS sem cossolvente, com acetona e com acetato de
etila.
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Legenda: (a) curcumina, (b) N-acetilcisteina, (c) CUR-NAC CSS sem
cossolvente (amostra 43), (d) CUR-NAC CSS com acetona (amostra 44), (e)
CUR-NAC CSS com acetato de etila (amostra 45).

A partir da Figura 18 pode-se observar que tanto a curcumina
guanto os cocristais possuem morfologia arredondada e distribuicéo de
tamanho heterogéneo. A N-acetilcisteina apresenta particulas grandes e
de formato irregular. A Tabela 4 apresenta os dados obtidos da média da
linha diagonal em pum de cada amostra.

Tabela 4 - Dados de tamanho de particula para curcumina, N-acetilcisteina e dos
cocristais formados por CSS.

Amostra Tamanho da particula (média da
linha diagonal em pm)
CUR 279+13.2
NAC 7153 £83,4
43 - CUR-NAC CSS 316+17,1
44 - CUR-NAC CSS A 25,9+1572
45 - CUR-NAC CSS AE 58,8 £ 17,2

Tamanho determinado a partir de imagens obtidas por MEV usando o software
SizeMeter (versdo 1.1). A variacao indica desvio padrdo (n = 200 particulas).

A partir dos dados obtidos para o tamanho das particulas,
observa-se uma grande diferenca em relagdo ao tamanho dos cocristais
comparados entre si. Analisando esses resultados em conjunto aos
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padrGes de DRX e as entalpias obtidas através das curvas de DSC ¢
possivel concluir que os cocristais que apresentam uma rede cristalina
mais forte também apresentam tamanhos médios de particula maiores,
por outro lado se a rede cristalina é mais fraca, a particula apresenta um
tamanho reduzido. Corroborando com o0s resultados apresentados
anteriormente, o cocristal que apresenta uma rede cristalina mais fragil
foi o produzido com adigdo de acetona. Resultados similares foram
relatados por Kho, Nugroho e Sughi (2018).

4.2.1.2 Curcumina e nicotinamida (CUR-NIC)

Assim como para a N-acetilcisteina, as amostras de curcumina e
nicotinamida foram produzidas por CSS sem adicdo de cossolvente
(amostra 40), com adi¢do de acetona (amostra 41) e acetato de etila
(amostra 42). As curvas de DSC obtidas para estas amostras sao
apresentadas na Figura 19.

Figura 19 - DSC da Nicotinamida, curcumina e das amostras CUR-NIC
produzida por CSS sem cossolvente, com acetona e com acetato de etila.
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Como ja dito anteriormente, a curcumina apresenta seu ponto
de fusdo a 174,5 °C (AH = 112,9 J.g™"). A nicotinamida tem ponto de
fusdo de 133,3 °C (AH = 197,7 J.g7). As curvas obtidas para as
amostras de curcumina e nicotinamida produzidas por CSS apresentam
eventos endotérmicos Unicos abaixo da temperatura de fusdo dos
compostos puros. Para a amostra produzida sem cossolvente o ponto de
fusdo é de 114,6 °C (AH = 75,8 J.g™"). Ja as amostras produzidas com
acetona e acetato de etila apresentam eventos endotérmicos a 115,0 °C
(AH = 47,97 J.g") e 1134 °C (AH = 79,8 J.g7) respectivamente. A
amostra produzida com acetato de etila apresentou um evento
endotérmico com a presenca de um segundo pico, isso pode ocorrer
devido & uma cocristalizacdo parcial durante a analise de DSC
ocasionada pela fusdo dos compostos.

Assim como para os cocristais de CUR-NAC, uma menor
entalpia de fusdo pode indicar uma estrutura cristalina mais fraca, o que
ocorre mais acentuadamente para as amostras produzidas com acetona
(KOTBANTAO; CHAROENCHAITRAKOOL, 2017; PANZADE et
al., 2017; EL-GIZAWY et al., 2015). Este evento pode ser devido a uma
maior solubilidade do ingrediente ativo e do coformador em acetona do
gue em acetato de etila. Mais uma vez mudancas no ponto de fusdo das
amostras em relagdo aos compostos puros podem indicar a formacéo de
uma nova estrutura cristalina e, portanto, a possibilidade de se tratar de
cocristais (PESSOA, 2018). Dessa forma, os padrdes de DRXP foram
analisados visando obter melhores conclusdes (Figura 20).
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Figura 20 - Difratogramas da N-acetilcisteina, curcumina e das amostras CUR-
NAC produzida por CSS sem cossolvente, com acetona e com acetato de etila.
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A curcumina apresentou reflexdes caracteristicas em 7,8°, 8,9°,
12,2°,14,4°,15,8°, 17,4°, 18,2°, 21,2°, 23,4°, 23,9°, 24,6°, 25,5°, 26,0°,
26,8°, 27,3° € 29,0° 20. A nicotinamida apresentou reflexdes em 11,2°,
14,6°, 19,0°, 19,4°, 19,7°, 22,1°, 25,6°, 27,2°, 36,9° e 38,5° 260.

A amostra produzida por CSS com adicdo de acetato de etila
(amostra  42) apresentou todas as reflexGes caracteristicas da
nicotinamida e da curcumina. A amostra produzida sem cossolvente
(amostra 40) apresentou um padrdo de difracdo muito semelhante aquela
com acetato de etila como cossolvente, porém algumas reflexdes estéo
ausentes, sendo estas: 19,0°, 19,7°, 26,9° e 28,5° 20. As reflexdes
caracteristicas da curcumina e nicotinamida que se repetem no
difratograma desta amostra sdo: 7,8°, 8,9°, 11,2°, 12,2°, 18,2°, 19,4°,
23,3°, 24,6° e 27,3° 20. Temos ainda para esta amostra, o deslocamento
de reflexdes caracteristicas dos compostos iniciais, sendo estas reflexdes
presentes no difratograma da amostra em 15,7°, 17,3°, 21,1°, 22,2°,
23,3° e 25,7° 20. Além destes deslocamentos, temos o aparecimento de
um novo pico em 25,4° 20.
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A amostra produzida com adi¢do de acetona (amostra 41)
apresentou deslocamentos de diversas reflexfes caracteristicas da
curcumina e nicotinamida. As reflexdes referentes aos deslocamentos
aparecem em: 15,7°, 17,1°, 18,6°, 19,3°, 23,3°, 23,7°, 26,2° e 26,6° 26.
Além dos deslocamentos temos o aparecimento de um novo pico em
20,3° 20.

A partir da andlise dos padrfes de DRXP, pode-se concluir que
a amostra produzida com acetato de etila é apenas uma mistura fisica
entre os dois compostos iniciais, resultado semelhante ao obtido pela
técnica LAG. Esta amostra apresentou um evento endotérmico com a
presenga de um segundo pico, indicando que a cocristalizacdo parcial
desta amostra pode ter ocorrido durante a analise de DSC. Devido ao
PDRX ndo ocasionar a degradacao térmica da amostra, pode-se observar
gue de fato se trata de uma mistura fisica. Neste caso pode ter ocorrido
uma falha do agitador magnético durante o processamento da amostra,
ocasionando a ndo homogeneizagdo do sistema, impedindo a ocorréncia
de cocristalizacéo.

A amostra obtida sem cossolvente apresentou alguns
deslocamentos e desaparecimento de picos, 0 que pode ser um
indicativo de uma nova rede cristalina. Ja a amostra obtida com acetona
apresentou um padrdo com mais deslocamentos, bem como o
aparecimento de um novo pico, portanto pode-se afirmar que a amostra
possui uma rede cristalina diferente dos compostos puros.

Visando observar possiveis interacbes quimicas entre 0s
compostos na formagdo dos cocristais, foram realizadas analises de
FTIR das amostras produzidas sem cossolvente e com acetona e 0s
espectros foram comparados aos dos compostos puros (Figura 21).
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Figura 21 - Espectros FTIR da N-acetilcisteina, curcumina e das amostras CUR-
NAC produzida por CSS sem cossolvente e com acetona.
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Como apresentado anteriormente, o espectro da curcumina
apresenta sinais caracteristicos a 3509 cm™ referente & frequéncia de
estiramento do O-H, 1627 cm™ atribuido ao estiramento do C=0 e 1602
cm referente a0 C=C do grupo aromatico. Esses resultados estio de
acordo com a literatura (KURNIAWANSYAH et al.,, 2015; KHO;
NUGROHO; SUGIH; 2018; CHOW et al.,, 2014; SATHISARAN;
DALVI, 2017).

A nicotinamida, por sua vez, apresenta as principais absor¢des
em 3363 e 3162 cm™ correspondentes ao estiramento simétrico e
assimétrico do grupo NH,, 1691 cm™ correspondente ao estiramento da
ligacdo C=0 e 703 cm™ correspondente & deformacéo angular fora do
plano da ligagdo C=0. Esses dados estdo de acordo com a literatura
(RAMALINGAM et al., 2010; PATIL et al., 2017).

Ambas as amostras produzidas apresentam deslocamentos em
trés das principais bandas da nicotinamida. A amostra produzida sem
cossolvente apresentou deslocamentos das bandas referentes aos
estiramentos NH, de 3363 e 3162 cm™ para 3367 e 3168 cm™ e da
banda de estiramento da carbonila de 1691 para 1677 cm™. A amostra
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produzida com acetona apresentou deslocamentos das bandas
caracteristicas da nicotinamida de 3363, 3162 e 1691 cm™ para 3367,
3172 e 1679 cm™ além do deslocamento da banda de estiramento da
carbonila da curcumina de 1627 cm™ para 1625 cm™. N&o houve
deslocamento do estiramento da hidroxila da curcumina em nenhuma
das duas amostras. A Tabela 5 apresenta as principais absorc¢des
vibracionais dos compostos puros e 0s deslocamentos dos cocristais.

Tabela 5 - Dados relevantes dos espectros de FTIR da curcumina, nicotinamida
dos cocristais formados por CSS.

Vibragéo Comprimento de onda (cm™)
CUR NIC Amostra 40 Amostra 41
Estiramento 1627 1691 1627 e 1677 1625¢e 1679
C=0
Estiramento - 3363 e 3162 3367 e 3168 3367 e 3172
simétrico e
assimétrico do
NH,
Estiramento do 3509 - 3509 3509
O-H

Esses resultados sdo consistentes com o0s evidenciados pelas
andlises de PRXD e DSC confirmando a interacdo entre CUR e NIC a
partir da cocristalizagdo com solvente supercritico, resultando na
formacao cocristais.

Na Figura 22 sdo apresentadas as micrografias da curcumina, da
nicotinamida e dos cocristais produzidos por CSS sem adicdo de
cossolvente e com acetona.
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Figura 22 - Imagens do MEV da curcumina, nicotinamida e das amostras CUR-
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Legenda: (a) curcumina, (b) nicotinamida, (c) CUR-NIC CSS com acetona
(amostra 41), (d) CUR-NIC CSS (amostra 40).

A partir da Figura 22 pode-se observar que a nicotinamida
apresenta morfologia tubular com tamanho heterogéneo. A curcumina e
0s cocristais possuem morfologia e distribuicdo de tamanho
heterogéneo. A amostra produzida com acetona apresentou particulas
em formato de agulhas aglomeradas. Por outro lado, a amostra
produzida sem cossolvente é arredondada e heterogénea. A Tabela 6
apresenta os dados obtidos da média da linha diagonal em um de cada
amostra.

Tabela 6 - Dados de tamanho de particula para curcumina, nicotinamida e dos
cocristais formados por CSS.

Amostra Tamanho da particula (média da
linha diagonal em pm)
CUR 27,9+13,2
NIC 38,4+234
40 - CUR-NIC CSS 52,1+ 23,2
41 - CUR-NIC CSS A 32,6 +131

Tamanho determinado a partir de imagens obtidas por MEV usando o software
SizeMeter (versdo 1.1). A variacgdo indica desvio padrdo (n = 200 particulas).
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A partir dos dados é possivel observar que todas as amostras
apresentaram tamanho meédio similar. Comparando os dois cocristais,
nota-se que a amostra produzida com acetona apresenta menor tamanho,
podendo ser devido a alta solubilidade dos compostos neste solvente o
que acarreta um cocristal menor. Resultados similares foram relatados
por Kho, Nugroho e Sughi (2018).

4.2.1.3 Curcumina e piperina (CUR-PIP)

A piperina é uma amida terciaria e o alcaloide responsavel pela
sensacdo de ardéncia ao se ingerir algumas variedades de pimenta. A
estabilidade e biodisponibilidade da curcumina sdo aumentadas a partir
da administragdo conjunta com a piperina (GOUD et al., 2012). Dessa
forma foi testada a formacédo de cocristal de curcumina com piperina por
CSS (amostra 49). As curvas de DSC obtidas para estas amostras sdo
apresentadas na Figura 23.

Figura 23 - DSC da piperina, curcumina e da amostra CUR-PIP produzida por
CSS sem cossolvente.

PIP

Fluxo de calor (mW)

Endo
\

40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperatura (°C)



83

A curcumina apresenta seu ponto de fusdo a 174,5 °C (AH =
112,9 J.g™%). A piperina tem ponto de fusdo de 112,3 °C (AH = 49,4 J.g°
). A curva obtida para a amostra de curcumina e nicotinamida
produzida por CSS apresentou um eventos endotérmico Unico abaixo da
temperatura de fusdo dos compostos puros, porém o pico é brando e
largo, podendo se tratar de uma amostra ndo pura, ou seja, uma mistura
de cocristais ou mistura fisica. Assim como para 0s cocristais de CUR-
NAC, uma menor entalpia de fusdo pode indicar uma estrutura cristalina
mais fraca (KOTBANTAO; CHAROENCHAITRAKOOL, 2017;
PANZADE et al.,, 2017; EL-GIZAWY et al., 2015). Os padrdes de
DRXP para a amostra e para os compostos puros foram analisados
visando obter melhores conclusdes (Figura 24).

Figura 24 - Difratogramas da piperina curcumina e da amostra CUR-PIP
produzida por CSS sem cossolvente.
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Pode-se observar a partir da comparacgéo dos difratogramas que
a amostra produzida por CSS sem cossolvente é a soma das reflexdes
caracteristicas dos compostos iniciais. Dessa forma, conclui-se que a
amostra € apenas uma mistura fisica e a obtencdo de um evento
endotérmico Unico na analise de DSC é possivelmente devido a uma
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cocristalizacdo ocasionada pela fusdo dos compostos puros. Portanto
ndo foi possivel obter um cocristal de curcumina com piperina pela
técnica CSS.

4.2.2 GAS ANTISSOLVENTE

A cocristalizagdo por gas antissolvente tem como vantagem de
ser mais rapida do que as técnicas a pressdao ambiente, possibilita a
producdo de compostos amorfos e cocristais puros e evita 0 uso de
solventes organicos como antissolvente (PADRELA et al., 2018).

Com esta técnica foi possivel produzir amostras com acetona,
pois amostras produzidas com acetato de etila por vezes tinham aspecto
heterogéneo, parte se assemelhando a um algodéo e parte em forma de
particulas, e por vezes a amostra ficou aderida & cémara de
cocristalizagéo sendo impossivel a coleta.

Os resultados obtidos da caracterizacdo das amostras serdo
apresentados e discutidos nas secfes a seguir.

4.2.2.1 Curcumina e N-acetilcisteina (CUR-NAC)

A Figura 25 apresenta as curvas de DSC dos compostos puros e
da amostra produzida por GAS com acetona (amostra 52).
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Figura 25 - DSC da N-acetilcisteina, curcumina e da amostra CUR-NAC
produzida por GAS com acetona.
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Como ja dito anteriormente, a curcumina apresentou seu ponto
de fusdo a 174,5 °C (AH = 112,9 J.g™%). A N-acetilcisteina tem ponto de
fusdo de 114,3 °C (AH = 224,3 J.g™). A amostra produzida por GAS
apresenta dois eventos endotérmicos brandos, sendo uma a 105,5 °C
(AH = 9,1 J.g™") e outro a 161,8 °C (AH = 21,4 J.g™). Estes pontos de
fusdo se assemelham com o0s encontrados para as amostras produzidas
por LAG e LAS, o que sugere que podemos ter uma mistura de
cocristais, cada um deles tendo caracteristicas prdprias de estrutura
cristalina. A partir dos valores de entalpia de fusdo pode-se observar
também que a estrutura cristalina da amostra é mais fragil comparada
aos compostos puros. Visando analisar se de fato houve cocristalizacéo,
0 padrdo de DRXP da amostra foi obtido e comparado aos compostos
puros (Figura 26).
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Figura 26 - Difratogramas da N-acetilcisteina, curcumina e da amostra CUR-
NAC produzida por GAS com acetona.

| I L
A_AJL_NJL\A/V /k"f“*/\/\}“uvw M N

20 (%)

A curcumina apresentou reflexdes caracteristicas em 7,8°, 8,9°,
12,2°,14,4°, 15,8°, 17,4°, 18,2°, 21,2°, 23,4°, 23,9°, 24,6°, 25,5°, 26,0°,
26,8°, 27,3° e 29,0° 20. A N-acetilcisteina apresentou reflexdes em
14,3°, 28,8°, 30,3° e 35,2° 26.

A amostra CUR-NAC produzida por GAS com acetona
apresenta deslocamentos de reflexdes caracteristicas da curcumina,
sendo estes de 8,9°, 12,2°, 14,4°, 15,8°, 24,6°, 25,5° e 26,0° para 8,0°,
12,3°, 14,6°, 16,0°, 24,7°, 25,6° e 26,2° 20. Deslocamentos semelhantes
das reflexdes para 14,6°, 25,6° e 26,2° também aparecem nas amostras
produzidas por LAS. A amostra apresentou ainda uma nova reflexdo em
22,4° 20, muito proxima as novas reflexdes das amostras produzidas por
LAG e CSS. Observando mais atentamente, as amostras produzidas por
LAS também apresentam esta nova reflexdo, porém ndo é perceptivel
sem uma aproximacao do padrdo de DRXP, pois seus picos sdo brandos.
Podemos entdo concluir que o aparecimento de uma reflexdo préximo a
22,4° 26 é caracteristico dos cocristais de curcumina e N-acetilcisteina.
Apesar de possivelmente se tratar de uma amostra ndo pura, pode-se
concluir que é um cocristal ou uma mistura de cocristais.
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O espectro de FTIR foi analisado visando obter mais
informac®es sobre o cocristal produzido (Figura 27).

Figura 27 - Espectros FTIR da N-acetilcisteina, curcumina e da amostra CUR-
NAC produzida por GAS com acetona.
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O espectro da curcumina apresenta sinais caracteristicos a 3509
cm referente & frequéncia de estiramento do O-H fendlico, 1627 cm™
atribuido ao estiramento do C=0 e 1602 cm™ referente ao C=C do grupo
aroméatico. Esses resultados estdo de acordo com a literatura
(KURNIAWANSYAH et al., 2015; KHO; NUGROHO; SUGIH; 2018;
CHOW et al., 2014; SATHISARAN; DALVI, 2017).

A N-acetilcisteina por sua vez apresentou sinais caracteristicos
a 3374 cm™ referente ao estiramento O-H do grupo carboxilico, 2547
cm™ referente ao estiramento S-H, 1716 cm™ atribuido ao estiramento
C=0. Sinais caracteristicos entre 2800 e 3000 cm™, entre 1500 e 1600
cm™ e entre 1200 e 1300 cm™ referem-se & frequéncia de estiramento N-
H, de torcdo N-H e de estiramento C-O, respectivamente (ITUEN;
AKARANTA; UMOREN, 2017).

A amostra produzida por GAS apresentou deslocamentos em
bandas caracteristicas da CUR e NAC. O primeiro deslocamento
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observado é referente ao estiramento de grupos fenolicos O-H da
curcumina e N-acetilcisteina de 3509 e 3374 cm™ para 3500 e 3365 cm’
! respectivamente. A amostra também apresentou mudangas na
frequéncia de estiramento do C=0 da curcumina de 1627 para 1625 cm™
e da NAC de 1716 para 1720 cm™.

Pode-se notar certa semelhanca entre a regido de fingerprint da
curcumina e da amostra, no entanto é perceptivel a ocorréncia de varios
deslocamentos (Figura 27). Pequenos deslocamentos nesta regido
mantendo a distribuicdo das bandas indicam mudancas nas ligacdes de
hidrogénio (NIBBERING et al., 2007).

Os sinais caracteristicos de absor¢do e as diferencas entre as
frequéncias dos componentes puros e do cocristal ¢ apresentada na
Tabela 7. Estes resultados sdo consistentes com os evidenciados pelas
analises de PRXD e DSC confirmando a interagdo entre CUR e NAC a
partir da cocristalizagdo com gés antissolvente, resultando na formag&o
de cocristal.

Tabela 7 - Dados relevantes dos espectros de FTIR da curcumina, N-
acetilcisteina e do cocristal formado por GAS.

Vibragéo Comprimento de onda (cm™)
CUR NAC Amostra 52
Estiramento O-H 3509 3374 3500 - 3365
Estiramento C=0 1627 1716 1625 - 1720
Estiramento C=C 1602 - 1602
Estiramento N-H - 2800 - 3000 -
Estiramento S-H - 2547 2547
Torgdo N-H - 1500 - 1600 -

Na Figura 28 sdo apresentadas as micrografias da curcumina, da
N-acetilcisteina e do cocristal produzidos por GAS com acetona
(amostra 52).
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Figura 28 - Imagens do MEV da curcumina, nicotinamida e das amostras CUR-
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Legenda: (a) curcumina, (b) N-acetilcisteina, (c) CUR-NAC GAS com acetona
(amostra 52).

A partir da Figura 28 pode-se observar que N-acetilcisteina
apresenta morfologia lisa de formato irregular com tamanho
heterogéneo. A curcumina e o0 cocristal possuem morfologia
arredondada. A amostra produzida com acetona apresenta particulas de
tamanho reduzido com morfologia flocular. A Tabela 8 apresenta os
dados obtidos da média da linha diagonal em pum de cada amostra.

Tabela 8 - Dados de tamanho de particula para curcumina, nicotinamida e dos
cocristais formados por CSS.

Amostra Tamanho da particula (média da
linha diagonal em pm)
CUR 27,9132
NAC 715,3+83,4
52 - CUR-NAC GAS A 17,6 £12,3

Tamanho determinado a partir de imagens obtidas por MEV usando o software
SizeMeter (versdo 1.1). A variagdo indica desvio padrdo (n = 200 particulas).

Comparando com os cocristais produzidos por CSS é possivel
notar que a amostra produzida por GAS apresentou tamanho reduzido,
isso se deve a dissolugdo prévia dos compostos puros em acetona,
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acarretando, durante o processo de cocristalizacdo, na precipitagdo de
particulas menores.

4.2.2.2 CUR-NIC

Assim como para a N-acetilcisteina, a amostra de curcumina e
nicotinamida foi produzida por GAS com acetona (amostra 50). As
curvas de DSC obtidas para estas amostras sdo apresentadas na Figura
29.

Figura 29 - DSC da Nicotinamida, curcumina e das amostras CUR-NIC
produzida por GAS com acetona.
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A curcumina apresentou seu ponto de fusdo a 174,5 °C (AH =
112,9 J.g™) e a nicotinamida a 133,3 °C (AH = 197,7 J.g™). A curva
obtida para a amostra de curcumina e nicotinamida produzida por GAS
apresentou ponto de fusdo em 112,9 °C (AH = 68,4 J.g™"). Como j4 visto
anteriormente, a presenca de um Unico evento endotérmico pode indicar
que houve cocristalizagdo, obtendo-se uma nova estrutura cristalina
diferente dos compostos puros. Para verificar esta hipotese, o padréo de
DRXP foi obtido e analisado (Figura 30).
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Figura 30 - Difratograma da nicotinamida, curcumina e da amostra CUR-NIC
produzida por GAS com acetona.
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A curcumina apresenta reflex@es caracteristicas em 7,8°, 8,9°,
12,2°,14,4°,15,8°, 17,4°, 18,2°, 21,2°, 23,4°, 23,9°, 24,6°, 25,5°, 26,0°,
26,8°, 27,3° ¢ 29,0° 20. A nicotinamida apresenta reflexdes em 11,2°,
14,6°, 19,0°, 19,4°, 19,7°, 22,1°, 25,6°, 27,2°, 36,9° e 38,5° 260.

A amostra produzida por GAS apresentou deslocamento em
reflexBes caracteristicas da curcumina de 8,9°, 15,8°, 17,4°, 18,2°, 23,4°
e 23,9° para 8,8°, 15,6° 17,2°, 18,5° 23,2° e 23,7° 20. Algumas
reflexdes caracteristicas tanto da curcumina quanto da nicotinamida se
repetem na amostra. A amostra apresentou ainda uma nova reflexdo em
20,2° 26 assim como nas amostras produzidas por CSS, indicando a
possibilidade dessa reflexdo ser caracteristica de cocristais de curcumina
e nicotinamida.

Visando observar possiveis interacbes quimicas entre 0s
compostos na formacdo dos cocristais, foram realizadas analises de
FTIR da amostra produzida com acetona (amostra 50) e o espectro foi
comparado aos dos compostos puros (Figura 31).
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Figura 31 - Espectros FTIR da nicotinamida, curcumina e da amostra CUR-NIC

produzida por GAS com acetona.
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O espectro da curcumina apresenta sinais caracteristicos a 3509
cm referente & frequéncia de estiramento do O-H, 1627 cm™ atribuido
ao estiramento do C=0 e 1602 cm™ referente a0 C=C do grupo
aroméatico. Estes resultados estdo de acordo com a literatura
(KURNIAWANSYAH et al., 2015; KHO; NUGROHO; SUGIH; 2018;
CHOW et al., 2014; SATHISARAN; DALVI, 2017).

A nicotinamida, por sua vez, apresenta as principais absor¢des
em 3363 e 3162 cm™ correspondentes ao estiramento simétrico e
assimétrico do grupo NH, e 1691 e 1616 cm™ correspondentes ao
estiramento da ligagdo C=0. Esses dados estdo de acordo com a
literatura (RAMALINGAM et al., 2010; PATIL et al., 2017).

Assim como para as amostras produzidas por CSS, a amostra
produzida por GAS apresentou deslocamento nas bandas referentes aos
estiramentos NH, da nicotinamida de 3363 e 3162 cm™ para 3365 e
3166 cm™. Outros deslocamentos importantes séo das bandas de
estiramento da carbonila da curcumina e da nicotinamida de 1627 e
1691 cm™ para 1625 e 1677 cm™, respectivamente. Ao contrario das
amostras obtidas por CSS, a amostra 50 néo apresentou o estiramento da
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hidroxila da curcumina. Além disso, a regido de fingerprint dessa
amostra diferiu bastante dos dois compostos puros, apresentando alguns
deslocamentos de bandas caracteristicas da curcumina e da
nicotinamida. Dessa forma podemos concluir que se trata de um
cocristal, corroborando com os resultados obtidos nas analises de DSC e
DRXP. A Tabela 9 apresenta as principais absor¢des vibracionais dos
compostos puros e os deslocamentos do cocristal.

Tabela 9 - Dados relevantes dos espectros de FTIR da curcumina, nicotinamida
dos cocristais formados por GAS.

Vibracao Comprimento de onda (cm™)
CUR NIC Amostra 50
Estiramento C=0 1627 1691 1625 e 1677
Estiramento simétrico e - 3363 e 3162 3365 e 3166
assimétrico do NH,
Estiramento do O-H 3509 - -

Na figura 32 sdo apresentadas as micrografias da curcumina, da
nicotinamida e do cocristal produzido por GAS com uso de acetona
como solvente organico.

Figura 32 - Imagens do MEV da curcumina, nicotinamida e da amostra CUR-
NIC produ2|da por GAS com acetona )

= 40kV X150 100pm ® LcME-UFSC

Legenda: (a) curcumina, (b) nicotinamida, (c) CUR-NIC GAS com acetona
(amostra 50).
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A nicotinamida apresentou morfologia tubular com tamanho
heterogéneo (Figura 32). A curcumina e o cocristal possuem morfologia
arredondada e distribuicdo de tamanho também heterogéneo. O cocristal
produzido com adigdo de acetona apresentou morfologia flocular, tendo
em seu interior um aglomerado com formato de agulha. A Tabela 10
apresenta os dados obtidos da média da linha diagonal em um de cada
amostra.

Tabela 10 - Dados de tamanho de particula para curcumina, nicotinamida e dos
cocristais formados por GAS.

Amostra Tamanho da particula (média da
linha diagonal em pm)
CUR 279+13.2
NIC 38,4+234
50 - CUR-NIC GAS A 29,8 £115

Tamanho determinado a partir de imagens obtidas por MEV usando o software
SizeMeter (versdo 1.1). A variacao indica desvio padrdo (n = 200 particulas).
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

4.2.3 CONCLUSAO

O Quadro 9 apresenta as amostras produzidas por LAS
e LAG e os resultados obtidos para cada amostra.

Quadro 9 - Conclusdes obtidas apds analise dos resultados das amostras
produzidas por CSS e GAS.

Amostra Método/ Coformador Fracgéo Solvente
Solvente molar utilizado
(curcumina:
coformador)
40 CSS/ NIC 1:3 Cocristal
Sem cossolvente
41 CSS/ NIC 1:3 Cocristal
Acetona
42 CSS/ NIC 1:3 Mistura
Acetato de etila fisica
43 CSS/ NAC 1:1 Cocristal
Sem cossolvente
44 CSS/ NAC 1:1 Cocristal
Acetona
45 CSS/ NAC 1:1 Cocristal
Acetato de etila
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46 CSS/ NAC 2:1 Mistura
Sem cossolvente fisica
47 CSS/ NAC 2:1 Mistura
Acetato de etila fisica
48 CSS/ NAC 1:2 Mistura
Acetato de etila fisica
49 CSS/ PIP 1:1 Mistura
Sem cossolvente fisica
50 GAS/ NIC 1:3 Cocristal
Acetona
51 GAS/ NIC 1:3 Amostra
Acetato de etila heterogéne
a
52 GAS/ NAC 1:1 Cocristal
Acetona
53 GAS/ NAC 1:1 Né&o foi
Acetato de etila possivel
coletar
54 GAS/ PIP 1:1 Amorfo
Acetona

Legenda: NAC: N-acetilcisteina, NIC: nicotinamida, PIP: piperina.

A formacdo de cocristais de curcumina com N-acetilcisteina e
nicotinamida foi bem sucedida tanto pela técnica CSS quanto pela
técnica GAS. A técnica CSS é baseada na dissolucdo, ao menos parcial,
dos compostos no diéxido de carbono supercritico, além da acédo
mecanica devido a alta pressdao empregada (90 bars). Estas duas
caracteristicas do método facilitam a ocorréncia de interacGes
intermoleculares entre os compostos, permitindo a formacdo de
cocristais. Por outro lado, a técnica GAS é baseada na acdo do dioxido
de carbono supercritico como antissolvente, permitindo a precipitacéo
em forma de cocristais dos compostos previamente dissolvidos em
solvente organico.

A partir da caracterizagdo dos cocristais produzidos por CSS
com NAC foi possivel observar que esses apresentaram estrutura
cristalina semelhante, porém tamanhos de particula diferentes. Esta
diferenca morfoldgica ocorreu devido & solubilizagéo dos compostos no
cossolvente adicionado. O mesmo ocorreu para 0s cocristais produzidos
por CSS com NIC.

Os cocristais produzidos por GAS apresentaram algumas
diferencas em sua estrutura cristalina quando comparados as amostras
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obtidas por CSS, esses resultados se devem a prévia dissolucdo do

ingrediente ativo e coformadores na acetona e posterior precipitacao.
Dessa forma, foi possivel atingir o objetivo de produzir

cocristais de curcumina com o uso de didxido de carbono supercritico.

4.3 ESTUDOS DE DISSOLUGAO

Estudos de dissolucdo em agua destilada foram realizados para
0s cocristais produzidos por CSS (amostras 40, 41, 43, 44 e 45), GAS
(amostras 50 e 52) e para curcumina pura. O objetivo foi observar se
houve aumento do potencial de dissolugdo nos cocristais e correlacionar
com os resultados obtidos nas se¢Ges anteriores.

4.3.1 PERFIL DE DISSOLUCAO
4.3.1.1 Curcumina e N-acetilcisteina (CUR-NAC)

Os perfis de dissolugdo dos cocristais de CUR-NAC produzidos
por CSS sem cossolvente (amostra 43), com acetona (amostra 44) e com
acetato de etila (amostra 45) e GAS com acetona (amostra 52) sdo
apresentados na Figura 33.



97

Figura 33 - Perfil de dissolucdo de cocristais de curcumina e N-acetilcisteina
produzidos por CSS e GAS.

25 4
—m— CUR

| —A— Amostra 43 (CSS sem cossolvente)

(
—o— Amostra 45 (CSS acetato de etila)
204 —v— Amostra 44 (CSS acetona)
—&— Amostra 52 (GAS acetona) /
15 -
0
| 9

Dissolugao cumulativa (%)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tempo (min)

Imediatamente apds adicdo da agua destilada, a curcumina
apresentou uma dissolugdo de 0,98%, enquanto 0s cocristais
apresentaram em torno de 4% de dissolugdo. Apds 10 minutos, a
dissolu¢do cumulativa dos cocristais aumentou para em torno de 5% e
da curcumina para 1,5%. Os cocristais produzidos por CSS e por GAS
com acetona apresentaram um aumento acentuado da dissolugdo entre
10 e 20 minutos chegando a 8%, o mesmo aconteceu para o cocristal
produzido por CSS sem adicdo de cossolvente entre 20 e 30 minutos. A
curcumina manteve um crescimento lento da dissolucéo até 80 minutos
de experimento. Ap6s 180 minutos, a curcumina apresentou 9,5% de
dissolu¢do cumulativa, mesma porcentagem apresentada pelo cocristal
CUR-NAC produzido por CSS com acetona ap6s 30 minutos. Est4
amostra alcangou o dobro de dissolugdo da curcumina apés 180 minutos
de andlise, chegando a 19% de dissolucdo. Os outros dois cocristais
produzidos por CSS apresentaram em torno de 16% de dissolucéo apés
o0 tempo total de andlise. O cocristal produzido por GAS com acetona
apresentou 22% de dissolucédo apds 180 min de analise.
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O cocristal de curcumina e N-acetilcisteina produzido por GAS
com acetona apresentou a melhor dissolucdo, este resultado pode ser
relacionado ao menor tamanho de particula, como apresentado na
andlise de MEV. A obtencdo de particulas menores se deve a
solubilizagio prévia do ingrediente ativo e coformador na acetona, e
posterior precipitacdo. Dentre os cocristais produzidos por CSS, aquele
produzido com acetona como cossolvente apresentou a maior dissolucéo
apos 180 min de analise, isso se deve provavelmente a sua estrutura
cristalina mais fragil, como observado a partir das analises de DSC e
DRXP. Além disso, assim como a amostra produzida por GAS, a
amostra produzida por CSS com acetona apresenta menor tamanho de
particula, como mostrado pela analise de imagem do MEV. Apesar de
Sanphui et al. (2011) e Sathisaran e Dalvi (2017) realizarem analises de
dissolucdo em solucdo de 40% de etanol-agua, também reportaram um
aumento no potencial de dissolugdo de cocristais de curcumina
comparado a curcumina pura.

4.3.1.2 Curcumina e nicotinamida (CUR-NIC)

Os perfis de dissolugdo dos cocristais de curcumina e
nicotinamida produzidos por CSS sem cossolvente (amostra 40) e com
acetona (amosta 41) e GAS com acetona (amostra 50) sdo apresentados
na Figura 34.
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Figura 34 - Perfil de dissolu¢do de cocristais de curcumina e nicotinamida
produzidos por CSS e GAS.
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Imediatamente apds adicdo da agua destilada, a curcumina
apresentou uma dissolucdo de 0,98%, enquanto 0s cocristais
apresentaram produzidos por CSS apresentaram em torno de 4% de
dissolugdo. O cocristal obtido por CSS sem cossolvente teve aumento
continuo na dissolucéo até 30 min, chegando a 5% de dissolucdo, em
seguida teve um rapido aumento na dissolucdo passando para 9% apos
50 min de andlise. Essa amostra manteve o aumento da dissolucao
constante, chegando a 16% ap6s 180 min. A amostra obtida por CSS
com acetona apresentou um aumento na dissolu¢do cumulativa
constante de 0 a 30 min, atingindo 9% de dissolu¢do nesse ponto. Ao
final da analise essa amostra atingiu 21% de dissolu¢do, sendo esse
valor 2,2 vezes maior do que da curcumina pura. Assim como 0S
cocristais produzidos com NAC, o cocristal produzido com
nicotinamida por GAS apresentou um perfil de dissolugdo maior do que
0s cocristais produzidos por CSS, o que se deve provavelmente a um
menor tamanho de particula para essa amostra. Apds 180 min, essa
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amostra apresentou 27% de dissolugdo cumulativa, sendo este valor 2,8
vezes maior do resultado obtido para curcumina pura.

4.3.2 EFICIENCIA DE DISSOLUCAO

A eficiéncia de dissolucdo permite uma comparagdo mais exata
entre os perfis de dissolugdo do ingrediente ativo e cocristais, pois este
pardmetro esta relacionado com a quantidade real de ingrediente ativo
que se encontra dissolvido no meio (SERRA; STORPIRTIS, 2007). Este
parametro € obtido através da razdo entre a area da curva de dissolucédo
da amostra pela area total do gréafico (180 min, 100%).

A Figura 35 apresenta a eficiéncia de dissolu¢do em &gua,
calculada no intervalo de 0 a 180 min, relativa as amostras de curcumina
pura, dos cocristais CUR-NAC obtidos por CSS e GAS, e dos cocristais
CUR-NIC também obtidos por CSS e GAS.

Figura 35 - Eficiéncia de dissolugdo em 180 min da curcumina pura (CUR) e
dos cocristais de curcumina com N-acetilcisteina (CUR-NAC) e nicotinamida
(CUR-NIC) obtidos por CSS e GAS.
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A eficiéncia de dissolucdo dos cocristais €, no minimo, duas
vezes maior do que da curcumina pura. Nesse teste pode-se observar que
para os cocristais obtidos por CSS, aqueles produzidos com acetona
como cossolvente apresentaram maior eficiéncia de dissolucdo. Esse
efeito se deve a sua estrutura mais fragil e menor tamanho de particula,
devido a alta solubilidade em acetona do ingrediente ativo e 0s
coformadores. Os cocristais produzidos por GAS apresentaram as
melhores eficiéncias de dissolucdo, atingindo 26,6% para o cocristal
CUR-NAC e 34,7% para o cocristal CUR-NIC. A maior eficiéncia de
dissolugéo obtida para o cocristal produzido por GAS com nicotinamida
como cocristal se deve a maior solubilidade da nicotinamida em agua
comparada a N-acetilcisteina, uma vez que os cocristais geralmente
apresentam propriedades intermedidrias entre o ingrediente ativo e o
coformador.

4.3.3 CONCLUSAO

Apesar de o0s cocristais produzidos por CSS para cada
coformador apresentarem estruturas quimicas semelhantes, o potencial
de dissolucdo apresentou diferencas, o que se deve as diferencas de
tamanho de particula e fragilidade da estrutura cristalina. Os cocristais
produzidos por GAS (amostras 50 e 52) apresentaram melhores perfis de
dissolucdo e melhores eficiéncias de dissolucdo. Estes resultados se
devem a prévia dissolucdo em acetona, permitindo a precipitacdo de
particulas menores, além de apresentarem estrutura cristalina diferente
dos cocristais produzidos por CSS, confirmado pelas diferencas de
ponto de fusdo, difratograma e espectro no infravermelho entre eles.
Portanto, os resultados obtidos do perfil de dissolucdo das amostras em
agua corroboram com os resultados apresentados no capitulo 5,
confirmando que houve cocristalizag&o.

O principal objetivo da cocristalizagdo da curcumina foi
atingido. Foi possivel obter cocristais com dissolucdo 2,8 vezes maior
gue a curcumina pura. A eficiéncia de dissolucao apds 180 minutos em
agua destilada a 37 °C sob agitagdo de 100 rpm chegou a 34,7% para o
cocristal de curcumina e nicotinamida obtido por GAS (amostra 50),
sendo este resultado 3,5 vezes maior do que a eficiéncia de dissolucdo
da curcumina pura. Estes resultados demonstram a possibilidade de
ampliar a utilizacdo da curcumina nas indUstrias farmacéutica e de
alimentos.
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44 TESTE IN VIVO

A técnica de CSS apresentou como maior vantagem 0 nao uso
ou 0 uso reduzido de solventes organicos durante a cocristalizacao.
Dentre as amostras obtidas por esta técnica, o cocristal de curcumina e
nicotinamida produzido sem adicdo de cossolvente apresentou um perfil
de dissolucdo em torno de 2 vezes maior do que da curcumina pura.
Além disso, essa amostra apresentou a vantagem da ndo utilizacdo de
solvente organico no processamento e por isso foi selecionada para a
realizacdo andlise in vivo de acdo anti-inflamatéria e antinociceptiva.
Esse teste foi realizado em parceria com a Dra. Liz Girardi Miiller e o
Dr. Gean Pablo S. Aguiar da Universidade Comunitéria da Regido de
Chapecd — UNOCHAPECO.

4.4.1 TESTE DE NOCICEPCAO INDUZIDA POR FORMALINA

No teste de nocicepg¢do induzida por formalina, o tempo gasto
pelos camundongos levantando, sacudindo ou lambendo a pata na qual
foi injetada a formalina, foi contado durante um periodo de 0-5 min ap6s
a injecdo, sendo esse tempo correspondente a nocicepcdo neurogénica
(primeira fase do teste) e 15-30 min apds injecdo de formalina, que
corresponde & nocicepcao inflamatéria (segunda fase do teste).

O controle positivo diclofenaco (50 mg/kg), curcumina (50
mg/kg) e cocristal curcumina-nicotinamida (0,5 mg/kg) reduziram
significativamente o comportamento nociceptivo em ambas as fases
(fase I: F(5,28) = 12.79; P < 0.001; fase II: F(5,28) = 35.40; P < 0.001)
do teste de formalina (Figura 36 A e B), e ndo houve diferengas entre o
tempo de nocicepgdo desses grupos.
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Figura 36 - Efeitos do comportamento nociceptivo do cocristal CUR-NIC em
camundongos avaliados na primeira fase (painel A, 0-5 min) e na segunda fase
(painel B, 15-30 min) do comportamento nociceptivo induzido pela formalina.
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Camundongos (n = 6-7 /grupo) foram tratados por via oral com veiculo (NaCl
0,9%, 10 ml/kg, grupo controle), diclofenaco (50 mg/kg), curcumina (50 ou 0,5
mg/kg), nicotinamida (0,5 mg/kg) ou cocristal curcumina-nicotinamida (0,5
mg/kg), 1 hora antes da administracdo intraplantar de formalina a 2%. Cada
coluna representa a média + desvio padrdo. Analise de variancia simples (One-
way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001,
diferente do grupo controle.

Fonte: Desenvolvido pela Dra. Liz Girardi Muller (UNOCHAPECO).

Os resultados obtidos no teste de formalina demonstraram que o
cocristal, similarmente ao diclofenaco e a curcumina a 50 mg/kg, inibe
as acBes de lamber, sacudir ou levantar a pata induzido pela formalina,
tanto na primeira quanto na segunda fases do teste. A primeira fase do
teste de formalina esta relacionada a dor neurogénica, quando ocorre a
ativacdo de neurdnios nociceptivos, enquanto a segunda fase esta
relacionada a liberacdo de mediadores inflamat6rios, como histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas (ABBOTT; FRANKLIN;
WESTBROOK, 1995). Pode-se observar que com a reducdo de 100
vezes da dose de curcumina, de 50 mg/kg para 0,5 mg/kg, os efeitos na
primeira e segunda fase reduziram. Diferente do cocristal, que mesmo
com o uso de dose reduzida (0,5 mg/kg) apresentou melhor efeito
antinociceptivo que a curcumina na mesma concentragdo e efeito anti-
inflamatdrio similar & curcumina 100 vezes mais concentrada. Portanto,
mesmo com a reducdo de 100 vezes da dose, o cocristal apresentou
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efeito antinociceptivo e anti-inflamatério, o que ndo ocorreu com a
curcumina.

4.4.2 CONCLUSAO

O cocristal de curcumina-nicotinamida foi eficaz em ambas as
fases do teste, 0 que demonstrou que além de manter as propriedades
antinociceptivas e anti-inflamatérias da curcumina, a cocristalizacdo
aumenta a poténcia da curcumina no teste da formalina. Mesmo com a
reducdo de 100 vezes da dose, o cocristal apresentou efeito
antinociceptivo e anti-inflamatorio, o que ndo ocorreu com a curcumina.
A cocristalizacdo tem sido apontada como um processo efetivo para
melhorar a biodisponibilidade de substancias sem alterar sua estrutura
molecular (SHAIKH et al., 2018). Considerando que a curcumina
apresenta baixa biodisponibilidade devido a baixa solubilidade e minima
permeabilidade através do epitélio gastrintestinal (ANAND et al., 2007),
podemos inferir que o processo de cocristalizagdo provavelmente tenha
aumentado sua poténcia antinociceptiva/anti-inflamatdria devido as
alteracGes em sua estrutura cristalina e, consequentemente, em sua
biodisponibilidade.
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CAPITULO 5
5 CONSIDERACOES FINAIS
5.1 CONCLUSOES

A partir da realizacdo das técnicas de cocristalizagdo em
pressdo ambiente foi possivel escolher os coformadores utilizados neste
trabalho. Dentre os coformadores analisados, a N-acetilcisteina e a
nicotinamida foram escolhidos por apresentarem ponto de fuséo e
padroes de PDRX diferente dos compostos iniciais, indicando a
possibilidade de formac&o de cocristais.

Pela técnica de Cocristalizagdo com Solvente Supercritico
(CSS) foi possivel obter cocristais de curcumina e N-acetilcisteina sem
adicdo de cossolvente e com adicdo de acetona e acetato de etila, e
cocristais de curcumina e nicotinamida sem adi¢do de cossolvente e com
adicdo de acetona. Os cocristais CUR-NAC obtidos por CSS
apresentaram rede cristalina similar, como concluido através da andlise
dos resultados de DSC, PDRX e FTIR, porém apresentaram tamanhos
de particula levemente diferentes, o que se deve a dissolucdo de parte
dos compostos iniciais nos cossolventes, o que facilita a ocorréncia de
interagcGes moleculares durante o processamento.

Os cocristais de CUR-NAC obtidos por GAS apresentaram
ponto de fusdo diferente dos obtidos por CSS, isso pode ocorrer devido
a uma estrutura cristalina diferente entre os cocristais. Esse resultado é
confirmado pelas diferencas observadas nos padrdes obtidos por PDRX
bem como pelas diferencas de deslocamento das bandas de FTIR. O
MesMo 0ocorre ao comparar 0s cocristais de curcumina e nicotinamida
obtidos por CSS e GAS, exceto pelo fato de que ambos apresentaram
pontos de fusdo abaixo dos pontos de fusdo dos compostos iniciais.

Os cocristais produzidos por CSS com acetona apresentaram as
menores particulas e também as maiores taxas de dissolucédo, levando
em conta a similaridade da estrutura cristalina, pode-se concluir que o
tamanho de particula é um fator relevante para a melhor dissolugédo dos
cocristais. O mesmo ocorreu quando comparados 0s cocristais obtidos
por CSS e GAS, esses Ultimos apresentam menor tamanho de particula e
maior taxa e eficiéncia de dissolugdo, sendo esse resultado mais
acentuado para o cocristal de curcumina e nicotinamida produzido por
GAS.

Foi possivel obter cocristais com dissolugdo 2,8 vezes maior
gue a curcumina pura. A eficiéncia de dissolucdo apds 180 minutos em
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agua destilada chegou a 34,7% para o cocristal de curcumina e
nicotinamida obtido por GAS, sendo este resultado 3,5 vezes maior do
que a eficiéncia de dissolucdo da curcumina pura.

Com a grande vantagem de ndo possuir solvente organico, o
cocristal de curcumina e nicotinamida produzido por CSS foi testado in
vivo quanto a sua atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva. O
cocristal foi eficaz em ambas as fases do teste, 0 que demonstrou que
além de manter as propriedades antinociceptivas e anti-inflamatérias da
curcumina, a cocristalizacdo aumenta a poténcia da curcumina, visto que
a dosagem do cocristal foi reduzida em 100 vezes no teste da formalina.
Isso ocorreu devido & uma mudanga na estrutura cristalina do cocristal,
comparado a curcumina, que por consequéncia alterou positivamente
sua biodisponibilidade.

Os objetivos deste trabalho foram atingidos e os resultados
obtidos demonstraram a possibilidade de ampliar a utilizacdo da
curcumina nas industrias farmacéutica e de alimentos.

5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Determinar a solubilidade da curcumina e coformadores em
CO, supercritico com solventes organicos;

e Estudar a influéncia de pardmetros como pressao, temperatura e
tempo de processamento nas técnicas de CSS e GAS;

e Verificar os perfis de dissolucdo in vitro dos cocristais em
fluido gastrico simulado e fluido intestinal simulado;

e Realizar testes in vivo em modelos animais para avaliar a
biodisponibilidade dos cocristais;

e Realizar estudos de estabilidade dos cocristais ao abrigo de luz
e exposto a luz;

e Testar a cocristalizagdo da curcumina com  outros
coformadores;

e Auvaliar o solvente residual nos cocristais produzidos por GAS.
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APENDICE A — Curva de calibracéo da curcumina e varredura da
N-acetilcisteina, nicotinamida e piperina.

Figura 1 — Curva de calibracdo média da curcumina obtida por
espectrofotometria UV.
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Figura 2 — Varredura para avaliar sobreposi¢do dos espectros UV-Vis da N-
acetilcisteina e nicotinamida.
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